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Das goldene Zeitalter der Strukturbiologie von GPCRs:
Einflisse auf die Wirkstoffentwicklung ?**

Peter Kolb* und Gerhard Klebe*

Extrazelluldre Schleifen - G-Protein-gekoppelte Rezep-
toren - Ligandenbindung - Signaltransduktion

GPCRS (an das Guaninnukleotid-bindende Protein gekop-
pelte Rezeptoren) sind einer der gebrduchlichsten Wege in
der Natur, um Signale in Zellen hinein zu iibertragen. Diese
Rezeptoren befinden sich in der Zellmembran und vermit-
teln, nach der Bindung eines Transmittermolekiils, durch
Konformationsédnderungen die Kommunikation des Signals
aus dem extrazelluliren Raum in das Zellinnere. Nach er-
folgter Aktivierung bindet der intrazellulidre Teil die hetero-
trimeren G-Proteine. Die aktivierten G-Proteine regulieren
ihrerseits unter Verbrauch von Guanosintriphosphat (GTP)
weitere Effektorproteine. Obwohl die G-Proteine namens-
gebend waren, hat sich in den letzten Jahren herausgestellt,
dass die Aktivierung von weiterfithrenden Signalwegen auch
durch B-Arrestin oder die direkte Wechselwirkung mit Ki-
nasen vermittelt werden kann."! Die Schliisselrolle von
GPCRs manifestiert sich auch in der Tatsache, dass ca. 30 %
der derzeit vermarkteten Medikamente an einen dieser Re-
zeptoren binden.! Trotz dieser Bedeutung waren Kristall-
strukturen bisher jedoch sehr selten. Es wurde zwar beharr-
lich versucht, aber diese Bemiithungen wurden dadurch er-
schwert, dass GPCRs eine membranihnliche Umgebung be-
notigen, um strukturell intakt zu bleiben. Dariiber hinaus
weisen alle GPCRs duflerst flexible intra- und extrazellulédre
Schleifen auf und lassen sich nur in geringen Mengen expri-
mieren. Noch hinderlicher ist die Tatsache, dass viele GPCRs
(mit der Ausnahme von Rhodopsin; dies war auch der erste
Rezeptor, der kristallisiert wurde)® auch ohne gebundenen
Liganden eine Grundaktivitédt, und damit verbunden grof3ere
konformative Flexibilitdt, aufweisen. GPCR-Liganden wer-
den aufgrund des Effektes, den sie auf diese Grundaktivitét
haben, klassifiziert: Bei einer Erhohung werden sie Agonis-
ten genannt (griechisch aywviotis: Widersacher), eine Er-
niedrigung macht ein Molekiil zu einem inversen Agonisten,
und keine Anderung ist charakteristisch fiir einen Antago-
nisten. Es ist erwdhnenswert, dass die Klassifizierung eines
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Liganden je nach betrachtetem Signalweg unterschiedlich
ausfallen kann."!

Bei den seit 2007 aufgeklarten Kristallstrukturen wurden
die zuvor erwidhnten Probleme auf eine von drei Arten um-
gangen: 1) durch thermostabilisierende und die Expressi-
onsausbeute erhthende Mutationen, 2) durch Ersetzen der
besonders flexiblen intrazelluldren Schleife 3 durch T4-
Lysozym und 3) durch Stabilisierung mit Anti- oder Nano-
korpern (spezielle Antikorper aus der Familie der Kamele).
Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die bisher verfiigbaren
Strukturen und die entsprechenden Kristallisationstechniken.

Tabelle 1: Bisher geloste GPCR-Strukturen.
PDB ID

Rezeptor

2RH1, 2R4R P 2R4S 1 3D4S ) 3K)6," 3NYS,E
3INY9,¥ 3NYAE 3SN6M

2VT4,1 2Y00,9 201,19 2Y02,9 2Y03,19 204!
2YDO, 2YDV, 3EML,® 3QAKF

B,-adrenerge

[3,-adrenerge
Adenosin Ay

Dopamin D, 3pBLEd
CXCR4 30DU,*9 30E0,*9 30E6,* 30E8,»4 30E91*
Histamin H, 3RZE®
Rhodopsin 1F88, 1GZM, THZX, 1LN6, TL9H, 1U19,
2135, 2273
Opsin 2)4Y,9 2136, 2137, 3DQB, 3CAP

[a] Insertion von T4-Lysozym. [b] Anti- oder Nanokérper. [c] Thermosta-
bilisierte Mutante.

Alle bisher gelosten Strukturen weisen dieselbe Archi-
tektur auf: Die Membran wird, beginnend mit dem N-Ter-
minus auf der Auflenseite, von sieben a-Helices durchquert,
und die Helices sind untereinander durch je drei intra- und
extrazelluldre Schleifen verbunden (Abbildung1). Damit
bestitigt sich der gleichartige Aufbau, den man nach der
Aufklarung der Rhodopsinstrukturen vermutet hatte. Weit-
aus interessanter sind jedoch die Bindungstaschen. Trotz der
Konservierung der Helices war die Lokalisierung der Bin-
dungstaschen (sowohl im Sequenzraum als auch im dreidi-
mensionalen Raum) nicht vollstidndig klar. Es war daher auch
die groBte Uberraschung, dass sich die Orientierungen der
Liganden stark unterscheiden (Abbildung 1), vor allem im
Fall des Antagonisten IT1t und des cyclischen 15er-Peptids
CVX15, die beide an CXCR4 binden.”! Dies erklart auch,
warum Homologiemodelle, die vor 2007 erstellt wurden, die
Helices sehr gut reproduzieren, die Bindungstaschen und
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Abbildung 1. Links: Uberlagerung von zwanzig GPCR-Strukturen (au-
RBer Rhodopsin) mit einem Liganden in der Bindungstasche. Die Struk-
turen sind als Strichmodell dargestellt, wobei sich die extrazelluldre
Seite oben befindet. Zu beachten ist die nahezu perfekte Uberlappung
der Helices. Rechts: Detailansicht der tiberlagerten Bindungstaschen
von mehreren Liganden, die als gemeinsame griine Punktoberfliche
dargestellt ist. Dies zeigt die unterschiedliche Ausnutzung des verfiig-
baren Volumens der Tasche. Zwei inverse Agonisten, Carazolol (2RH1,
,AR) und ZM241385 (3EML, Aj,R), sind als rote bzw. gelbe Kalotten
dargestellt und dienen als Referenzpunkte. Einige Aminosauren wur-
den zur besseren Ubersicht weggelassen.

Ligandenpositionen jedoch manchmal daneben liegen, oft
sogar in der Sequenz.

In Bezug auf die Konformationsinderungen wihrend der
Rezeptoraktivierung bestdtigen die Kristallstrukturen die
Vermutung, dass es nicht nur einen aktiven und einen inak-
tiven Zustand gibt, sondern auch mehrere Zustinde dazwi-
schen. Vor allem Rhodopsin wurde in mehreren Zwischen-
stufen der Aktivierung kristallisiert. Vor kurzem wurde die
Struktur von $,AR im Komplex mit dem stimulatorischen G-
Protein (Gs) und einem gebundenen Agonisten aufgeklirt.[
Diese Struktur steht vermutlich fiir den hochsten Grad an
Aktivierung, was man an der gréften jemals beobachteten
Bewegung der Helix 6 sieht. Die Bewegung der Helices 5 und
6 voneinander weg wird als notwendig fiir die Aktivierung
angesehen, da diese die Bindungsstelle des G-Proteins 6ffnet.
Uberraschenderweise setzt sich diese Bewegung aber nicht
bis in die Ligandenbindungstasche fort — obwohl sich einige
Seitenketten an den Liganden anpassen, bleibt das Riickgrat
des Proteins, auch in der zuletzt veroffentlichten G-Protein-
gebundenen Struktur, stabil. Beim (,AR sind die einzigen
Unterschiede eine leichte Kontraktion der Bindungstasche
und Anderungen der Torsionswinkel der Seitenketten dreier
Serine in Helix 5.7 Am augenfilligsten ist das geringe Aus-
maB der Anderung beim ;AR, bei dem sich die agonist- und
invers-agonistgebundenen Zustinde nur durch 1 A unter-
scheiden. Der Vergleich dieser Strukturen mit der thermo-
stabilisierten und an zwei verschiedene Agonisten gebunde-
nen Struktur des A,,R ist von Interesse.”! Wihrend die glo-
balen Anderungen in den Transmembranhelices #hnlich sind
(Auseinanderbewegung der Helices 5 und 6; Auftreten einer
Ausbuchtung in Helix 5), fallen die Unterschiede in der
Bindungstasche bei letzteren grofier aus, vor allem aufgrund
der Rotation einer Valin-Seitenkette.

Eine weitere interessante Facette ist die Konformation
der Schleifen, speziell der extrazelluldren. Bioinformatische
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Analysen hatten gezeigt, dass Linge und Sequenz fiir die
extrazelluldre Schleife 1 sehr stark, fiir die extrazelluldre
Schleife 2 (EL2) aber sehr wenig konserviert sind. Durch die
neuen Strukturen kommen zu diesem Bild nun noch ver-
schiedene Sekundérstrukturen und Wechselwirkungen hinzu.
EL2 besteht in ;AR und ,AR aus einer kurzen o-Helix,
wohingegen sie in den meisten anderen GPCRs p-Faltblétter
oder Haarnadelmotive bildet. Auch das Ausmal3 der Abde-
ckung der Bindungstasche variiert stark, von vollstdndiger
Abdeckung in Rhodopsin bis hin zu relativ freier Zugéng-
lichkeit in A, R und CXCRA4, eine Tatsache, die kiirzlich von
Peeters et al. untersucht wurde.”

Die derzeit veroffentlichten Strukturen erméglichen auch
eine verlasslichere Proteinstruktur-basierte Auffindung von
Liganden. Computergestiitzte Leitstruktursuchen kénnen die
Kristallstrukturen direkt verwenden, und solche Suchen fan-
den bereits hohe Trefferquoten sowie, wahrscheinlich noch
bedeutender, chemisch neuartige Verbindungen.“o] Weiter
konnen In-silico-Ansétze von relevanteren Homologiemo-
dellen, basierend auf den Strukturdaten von enger verwand-
ten Rezeptoren, profitieren.'!! Dies wurde in den Jahren 2008
und 2010 durch Vorhersagewettbewerbe mit mehreren teil-
nehmenden Arbeitsgruppen evaluiert.'” Nicht ganz iiberra-
schend funktionierte die Modellierung am besten in den
Fillen, in denen die Vorlage eine hohe Sequenzihnlichkeit
aufwies. Das Erstellen eines guten Alignments ist immer noch
die groBte Herausforderung, denn bei einer Verschiebung um
eine Aminosdure dndert sich die Ausrichtung einer Seiten-
kette (aufgrund der spiralférmigen Geometrie einer Helix)
um ca. 120°. Da die Bindungsweisen der Liganden recht un-
terschiedlich sind, kann es sehr schwierig sein, diese vorher-
zusagen, selbst wenn das verwendete Homologiemodell gut
der Kristallstruktur entspricht.

Unser Verstidndnis des Aufbaus und Aktivierungsmecha-
nismus der GPCRs hat sich durch die neuen Strukturen er-
heblich verbessert. Interessanterweise unterscheiden sich
trotz Ahnlichkeit des globalen Aufbaus alle bisher aufge-
klarten Strukturen in einigen wichtigen Aspekten der Li-
gandenerkennung und Aktivierung. Die Konformationsun-
terschiede zwischen agonist- und invers-agonistgebundenen
Strukturen sind jedoch kleiner als erwartet, was es wiederum
schwierig macht, selbige mit strukturbasierten Methoden
auszunutzen. Wir konnen daher jeder neu veroffentlichten
Struktur und den darin enthaltenen Unterschieden mit
Spannung entgegensehen.
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