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Das Riechsystem von Sdugetieren nutzt eine grof3e Familie
von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs), um eine
Vielzahl fliichtiger Liganden zu erkennen und zu unter-
scheiden. Mehr als 350 menschliche Gene kodieren funktio-
nale olfaktorische Rezeptoren (ORs),!! die zur Familie der
Klasse-A-GPCRs (Rhodopsin-dhnlichen GPCRs) gehoren.
Aufgrund der schwierigen funktionalen Expression von Ge-
ruchsrezeptoren in heterologen Zellsystemen®™ sind bislang
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nur wenige ORs charakterisiert worden. Die meisten ORs mit
bekanntem Ligandenspektrum erkennen mehrere, strukturell
dhnliche Duftstoffe.”] Es wird vermutet, dass hypervariable
Residuen in den sieben Transmembranhelices (7TM I-VII)
die Basis fiir die Ligandenspezifitit bilden.”! Um die Selek-
tivitdit von ORs verstehen zu konnen, miissen zunéchst die
rdaumlichen Eigenschaften der Liganden-Bindenische analy-
siert werden. Hierzu wurden bisher verschiedene Ansitze
genutzt:"! Liganden-basierte Herangehensweisen, wie Phar-
makophor-Modellierung oder quantitative Struktur-Aktivi-
tits-Beziehung (QSAR), kénnen Modelle der nétigen Li-
gandenstruktur fiir die Unterscheidung zwischen aktivieren-
den und inaktiven Liganden liefern und ermoglichen dadurch
Riickschliisse auf die Form der Bindetasche.®'! Rezeptor-
basierte Ansitze, wie Homologie-Modellierung, generieren
ein detailliertes Modell des Proteins und der Bindetasche und
geben auf diese Weise Informationen iiber die Ligandenbin-
dung."™® Beide Techniken konnen auch kombiniert
werden.'*? Fiir solche Rezeptor-basierten und kombinier-
ten Ansitze stehen bislang Rontgenstrukturen von sieben
GPCRs zur Verfiigung,™>? es konnte jedoch noch keine
Rontgenstruktur eines OR gelost werden. Frithere Studien
erstellten basierend auf den Strukturen von Rhodopsin/>>!
und dem p,-adrenergen Rezeptor (B2AR)™ statische
Strukturmodelle von verschiedenen ORs. Da Duftstoffe aber
oftmals hochflexible Verbindungen sind, ist zu vermuten, dass
die ErschlieBung der Dynamik des Protein/Ligand-Komple-
xes essenziell fiir das Verstdndnis der Ligandenerkennung in
Geruchsrezeptoren sein konnte. Deshalb untersuchten wir
die der Rezeptoraktivierung zugrunde liegende dynamische
Interaktion zwischen Ligand und Protein, anstatt die Ligan-
denbindung in statischen Modellen zu analysieren. Im Un-
terschied zu anderen Studien iiber flexible GPCR-Bindeta-
schen®*" nutzten wir die Vorhersagekraft von Molekiildy-
manik(MD)-Simulationen®**” zur Untersuchung des Prote-
in/Liganden-Komplexes.

In dieser Studie entwickelten wir ein dynamisches Modell
des funktional gut charakterisierten Riechrezeptors
hOR2AG1."Y Die Startstruktur fiir die dynamische Homo-
logie-Modellierung von hOR2AG1 war die Rontgenstruktur
von Rinderrhodopsin®®! mit einer Auflésung von 2.2 A, da
beide Rezeptoren den Klasse-A-GPCRs angehoren und
beide hydrophobe Liganden binden. Dieser Ansatz wurde
bereits durch die auf einer Rhodopsinstruktur basierende
Homologie-Modellierung der B2AR-Liganden-Bindenische
getestet (sieche Abschnitt 1a der Hintergrundinformatio-
nen)."! Die negativen Auswirkungen der relativ geringen
Sequenziibereinstimmungen innerhalb der Klasse-A-GPCRs
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konnen durch die Beriicksichtigung von experimentel-
len Daten, die als Zusatzinformationen fiir die Homo-
logie-Modellierung dienen, kompensiert werden."
Um das Homologie-Modell von hOR2AG1 experi-
mentell zu validieren, wendeten wir in der vorliegenden
Studie ortsgerichtete Mutagenese und Funktionsstudi-
en durch Ca*'-Imaging an. Durch die Kombination
theoretischer und experimenteller Techniken, in einem
Wechselspiel zwischen dynamischen computergestiitz-
ten Vorhersagen und der funktionalen Charakterisie-
rung punktmutierter Rezeptoren, konnten wir die
dreidimensionale Struktur der Liganden-Bindenische
im hOR2AG1-Strukturmodell verfeinern und die Lig-
andenbindung in einem bisher unerreichten Umfang
charakterisieren.

Zunichst suchten wir nach einer passenden Ligan-
den-Bindekavitit, die durch die experimentelle Ana-
lyse bestitigt wurde. Simulationen des initialen Rho-
dopsin-basierten hOR2AG1-Modells (fiir Details zur
Modellierung und zur Wahl der zu Grunde liegenden
Strukturen siehe Abschnitt 1a der Hintergrundinfor-
mationen) zeigten eine Kavitdt zwischen den Helices
III, V, VI und VII als vielversprechende Liganden-
Bindestelle (Kavitit A in Abbildung S1; Details finden
sich im Textabschnitt2b der Hintergrundinformatio-
nen). Zur experimentellen Validierung wurden Wildtyp
(WT) und mutierte hOR2AG1-Rezeptoren in Hana3a-
Zellen exprimiert. Die rekombinanten Rezeptoren
wurden anschlieBend durch Einzelzell-Ca**-Imaging
funktional untersucht (siehe Abbildung S2; Details
sind dem Abschnitt 2a der Hintergrundinformationen
zu entnehmen).

Simulationen des Liganden Amylbutyrat zeigten
zwei mogliche Orientierungen in der mutmaflichen
Bindekavitét: Der Ligand konnte horizontal oder ver-
tikal zur Membranebene positioniert sein. Zur Uber-
prifung der Bindekavitdt und der korrekten Ligan-
denorientierung mutierten wir die Residuen Ala104*%,
Val260°%, Ser263%!, Ser264°** und Thr279”# (Abbil-
dung 1a; hochgestellte Zahlen entsprechend der Bal-
lersteros-Weinstein-Nummerierung!*),
die alle wiahrend der MD-Simulationen
Kontakte zum Liganden im vertikalen

Bindemodus bildeten (Details siehe dargestellt.
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Abbildung 1. Charakterisierung der Amylbutyrat-Bindenische. a) Nahansicht
der putativen Liganden-Bindenische fiir Amylbutyrat im vertikalen Bindemodus
in hOR2AG1 nach 10 ns freier Molektldynamiksimulation. Residuen, die im
Kontakt zum Liganden stehen, sind in Blau hervorgehoben, TMs in Grau.
b) Auswirkung von Aminosiure-Mutationen in TM 111, V, VI und VII auf die Ak-
tivierbarkeit der Rezeptoren, gemessen durch Ca®*-Imaging-Experimente an he-
terolog in Hana3a exprimierten hOR2AG1-Varianten. Das Balkendiagramm
zeigt die relative Rezeptoraktivierung durch Amylbutyrat (600 um). Die mittlere
Rezeptoraktivierung (Antwortwahrscheinlichkeit) wurde auf die Antwortwahr-
scheinlichkeit von WT-hOR2AG1 exprimierenden Zellen normiert (schwarzer
Balken). Fehlerbalken bilden den Standardfehler des arithmetischen Mittels
(SEM) ab. Die Ergebnisse sind reprisentativ fur 15-40 unabhingige Experi-
mente, jedes mit 600-1600 Zellen. Signifikanzen wurden mit Students t-Test
im Bezug auf die Amylbutyrat- Antwortwahrscheinlichkeit von WT-hOR2AGT er-
mittelt (*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001). Die Applikation von Amylbutyrat
rief keinen zytosolischen Ca®'- Anst|eg in Leervektor-transfizierten Zellen hervor,
der gréRer war als die Spontanaktivitit bei Applikation von Ringer-Lésung
(weifle Balken). c) Computermodell von hOR2AG1 (grau) mit Amylbutyrat
(orangene Stdbe). Der Ligand wird zwischen den Helices 111, V, VI und VIl in
einer Orientierung vertikal zur Membranebene gebunden.

Tabelle 1: Aus Simulationen ermittelte Wasserstoffbriickenkontakte von Amylbutyrat mit hOR2AG1-
Mutanten. Die Frequenz der Wasserstoffbriickenkontakte ist als Prozentsatz von 10 ns Simulationszeit

Chemie

Abschnitte 2b und 2c der Hinter-
grundinformationen). Die experimen-

hOR2AG1-Variante

Wasserstoffbriickenkontakte
wihrend der MD-Simulation

Aktivitatsbewertung®

In-vivo-Aktivitit

telle Analyse der punktmutierten Re- Ser263%”"  Ser264°*  Thr279"#
zeptoren hOR2AG1-A1041, -V260W, T 12% 6% 92% aktiv aktiv
-S263V, -S264V, -S264C und -T279V  A104G 10% 8% 87% aktiv aktiv
durch Ca’"-Imaging zeigte verminderte ~ A104| 66 % 6% 43% - -
Aktivierbarkeiten gegeniiber dem F206V 3% 40% 619% aktiv aktiv
Wildtyp-Rezeptor (Abbildung 1b und  Y260W 1% - 9496 - -
Tabelle 1). Durch den Vergleich der 2263¢ 29" 2% 8% aktiv aktiv
s : S263V Ll 41% 74% - -
theoretischen Vorhersage mit den Be-  gyg4c 6% ) 91% _ _
funden der experimentellen Untersu- s264v 4% _b 19% - _
chung konnten wir die vorgeschlagene T279V 60% 35% bl - -
Kavitit als tatsdchliche Bindestelle fiir [a] Temporire Wasserstoffbriickenbindung (>0%) zu Ser263%*', Ser264%*? und stabile Wasserstoff-

Amylbutyrat bestdtigen und zeigen,
dass Amylbutyrat in vertikaler Orien-
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briickenbindung (> 49 %) zu Thr279”** wurden als Aktivitétskriterium definiert. [b] Die Mutation betrifft
die jeweilige Aminosaure.
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tierung gebunden wird (wie in Abbildung 1 ¢ dargestellt).

Eine Liste aller putativen Liganden-Kontaktresiduen ist
in Abschnitt 3a der Hintergrundinformationen aufgefiihrt.
Die Aminosduren an den Positionen von Alal04>%,
Phe206>, Val260°*, Ser263%!, Ser264%? und Thr2797* sind
innerhalb der Proteinfamilie der Geruchsrezeptoren hoch-
variabel und konnten daher die Ligandenspezifitdt bestim-
men®**! (siche Abbildung S3a, Details sind dem Ab-
schnitt 3b der Hintergrundinformationen zu entnehmen).

Zusitzlich fiigten wir vier Kontrollmutationen (A104G,
F206V, V239W und S242C) in die hOR2AG1-Sequenz ein,
die gemdB den Ergebnissen der MD-Simulationen keinen
Einfluss auf die Ligandenbindung aufweisen sollten. In
Ubereinstimmung mit dem Modell bewirkte in der experi-
mentellen Analyse keine der Kontrollmutationen ein verén-
dertes Ansprechverhalten des Rezeptors im Vergleich zum
Wildtyp (Abbildung 1b).

Als Nichstes untersuchten wir, ob wir mithilfe der com-
putergestiitzten Analyse ein quantitatives Kriterium fiir die
Rezeptoraktivierung definieren konnen. Ein dynamischer
Bindemodus mit fluktuierenden Wasserstoffbriicken zwi-
schen Rezeptor und Ligand konnte erklédren, wie hochflexible
Duftstoffliganden™®” von den jeweiligen Rezeptoren gebun-
den werden. Wir klassifizierten die Kontaktfrequenzen von
Wasserstoffbriicken zwischen Amylbutyrat und Ser263%%,
Ser2645°2 sowie Thr279”* als stabil (wenn sie in 100-50 % der
Simulationszeit bestanden), fluktuierend (in 49-25%), und
als temporir (in 24-1%). Die Ergebnisse der Analyse der
Mutanten A104G, A104I, F206V, V260W, S263C, S263V,
S264C, S264V und T279V in 10 ns freier MD-Simulation in
einer entsprechenden Membran/Solvens-Umgebung (Abbil-
dung S4) wurden mit den Befunden der Aktivierbarkeit der
mutierten Rezeptoren durch Amylbutyrat im Experiment
verglichen. In den Simulationen aller mutierten Rezeptoren,
die in der experimentellen Analyse funktional waren (Ab-
bildung 1b), bildeten Ser263**' und Ser264%* mindestens
tempordre Wasserstoffbriicken zum Liganden (in 2-66 % der
simulierten Zeit; sieche Tabelle 1), wihrend Thr279" stabile
Wasserstoffbriicken zum Liganden bildete (in 61-98% der
simulierten Zeit; siche Tabelle 1). Das Modell kann die ver-
bliebene Aktivierbarkeit der S263C-Mutante erklidren, da
Cys263 immer noch Wasserstoffbriicken zu Amylbutyrat
bilden kann. Wir vermuten, dass das Muster dynamischer
Wasserstoffbriicken der Esterfunktion des Liganden zu
diesen drei polaren Residuen, besonders zu Thr27974, die
Aktivierung des Rezeptors mafigeblich bestimmt. Tatsachlich
wurde ein dhnlicher Bindemodus fiir Esterfunktionen in der
Kristallstruktur des Duftstoff bindenden Proteins LUSH aus
Drosophila melanogaster (PDB-ID: 2GTE; 1.4 A) gefunden
(siche Abbildung S5 und Abschnitt 4 der Hintergrundinfor-
mationen).[*!

Um die mutmaBliche Bindenische weiterfiihrend zu vali-
dieren, untersuchten wir, ob die Quantifizierung von Was-
serstoffbriicken zu Ser263%', Ser264° und Thr279”* zur
Vorhersage von Bindungs- und Aktivierungseigenschaften
neuer Liganden genutzt werden kann. Aus diesem Grund
analysierten wir fiinf weitere Esterduftstoffe (Abbildung 2 a),
die strukturverwandt zu Amylbutyrat sind. Nach der Uber-
lagerung der gewidhlten Liganden auf Amylbutyrat im verti-

www.angewandte.de
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Abbildung 2. Ligandenspektrum von hOR2AG1. a) Duftstoffe mit dhn-
licher Struktur wie Amylbutyrat wurden rechnerisch hinsichtlich der Er-
fillung des Aktivitatskriteriums fir hOR2AG1 untersucht. Die berech-
nete Aktivitdt wurde anhand der Wasserstoftbriickenkontakte zu
Ser263%°', Ser264%°? und Thr279”*? (kursiv) wihrend der MD-Simula-
tionen bewertet. Die Auftrittshaufigkeiten gebildeter Wasserstoffbrii-
cken sind als Prozentsatz der Simulationsdauer dargestellt. b) Das Bal-
kendiagramm zeigt die Aktivierung von hOR2AG1 durch die verschie-
denen Duftstoffe, untersucht durch Ca*"-Imaging-Messungen an
hOR2AG1 exprimierenden Hana3a-Zellen. Die Antwortwahrscheinlich-
keit stellt fiir jeden Duftstoff das MaR fiir die Rezeptoraktivierung dar.
Gezeigt ist der Mittelwert, normiert beziiglich der zelluliren Reaktio-
nen auf Amylbutyrat. Unspezifische Zellaktivierung durch die jeweili-
gen Duftstoffe (gemessen an Leervektor-transfizierten Zellen) wurde
abgezogen. Die Daten sind reprasentativ fiir 12-40 unabhingige Expe-
rimente, jedes mit 600-1600 Zellen. Die Fehlerbalken stellen den SEM
dar. **P<0.01, ***P < 0.001 gemi4R Students t-Test, alle Probengrup-
pen wurden auf die Aktivierung durch Amylbutyrat bezogen.

kalen Bindemodus (Details sind Abschnitt Sa der Hinter-
grundinformationen zu entnehmen) wurde die Anbindung an
den Giirtel aus hydrophilen Aminosduren (Ser263%%
Ser264%°2 und Thr279”#%) in hOR2AGT1 in 10 ns freien MD-
Simulationen untersucht (Tabelle S1). Ein Vergleich der Si-
mulationen des WT-Proteins mit dem vollstdndigen Ligan-
densatz in einer Simulation von 10 und 100 ns (Tabelle S1)
zeigte, dass in unserem Modell eine Simulationsdauer von
10 ns fiir die Quantifizierung von Kontakten zwischen Protein
und Ligand ausreichend ist (Details hierzu sind im Ab-
schnitt 5b der Hintergrundinformationen aufgefiihrt). Als
Néchstes analysierten wir rechnerisch, ob die neuen Liganden
wihrend der Simulationen in mindestens einer der unter-
suchten Orientierungen tempordre Wasserstoffbriicken zu
Ser263%! und Ser264%*? sowie stabile Wasserstoffbriicken zu
Thr279"# bilden. Wihrend Phenylethylacetat und Phenirat
unser Aktivitdtskriterium erfiillten, verfehlten es Prenylace-
tat, Isoamylbenzoat und Isopentylacetat (Abbildung 2a). Zur
experimentellen Validierung der Vorhersagen analysierten
wir vergleichend zu Amylbutyrat die relativen Aktivie-
rungspotenzen der rechnerisch getesteten Duftstoffe in Ca®'-
Imaging-Messungen. In Ubereinstimmung mit den Simula-
tionen waren Phenylethylacetat und Phenirat im Experiment
genauso aktivierend wie Amylbutyrat, wéhrend Prenylacetat
und Isoamylbenzoat den Rezeptor signifikant weniger akti-
vierten. Isopentylacetat wies experimentell eine reduzierte

Angew. Chem. 2012, 124, 13001304



Aktivitdt im Vergleich zu Amylbutyrat auf, obwohl der t-Test
fiir dieses Ergebnis keine Signifikanz aufzeigte (Abbil-
dung 2b). Andere Substanzen, die experimentell hinsichtlich
der hOR2AG1-Aktivierung untersucht wurden, sind in Ab-
bildung S6 der Hintergrundinformationen aufgefiihrt. Es ldsst
sich zusammenfassen, dass wir mithilfe von MD-Simulationen
die Aktivitdt von fiinf neuen Duftstoffen qualitativ korrekt
vorhersagen konnten. Frithere Rezeptor-basierte Studien zur
Analyse von OR-Ligandenpaaren nutzten Docking-Metho-
den und konnten lediglich vorhersagen, ob ein Ligand sterisch
in die Bindetasche passen konnte. In unserer Studie passten
zwar alle sechs untersuchten Liganden in die Kavitét, doch
nur drei von sechs konnten den Rezeptor voll aktivieren. Dies
konnte exakt durch die Methode der dynamischen Homolo-
gie-Modellierung vorhergesagt werden, da hier die dynami-
schen Interaktionen zwischen Ligand und Rezeptor bertick-
sichtigt werden.

In Anbetracht der Analyse unserer Ergebnisse konnten
wir in hOR2AG1 einen Liganden-Selektivititsfilter fiir die
Erkennung eines minimalen molekularen Profils, eines so
genannten Odotops,"”! identifizieren. Die Bindenische ent-
halt zwei hydrophobe Kavitéten, die durch einen Giirtel aus
hydrophilen Residuen verbunden sind (Ser263%"', Ser264%%,
Thr279"#; Abbildung 1a und Abbildung 3a). Alal04*** be-
findet sich in Van-der-Waals-Kontakt mit der zytoplasmati-
schen Kavitit, die grof3 genug ist, um eine Methyl- bis Pro-
pylgruppe aufnehmen zu kénnen. Der hydrophile Giirtel
selbst erkennt die Esterfunktion. Phe206°" und Val260%*
bilden einen grofenselektiven Filter nahe dem hydrophilen
Giirtel. Somit werden nur unverzweigte Methylengruppen
neben der Esterfunktion des Liganden toleriert. GroBere
Seitenketten, wie eine Phenylgruppe, erzeugen absto3ende
Van-der-Waals-Wechselwirkungen mit Phe206>¥, sodass
keine Wasserstoffbriicken zum hydrophilen Giirtel mehr ge-
bildet werden konnen. Die zytosolische Kavitit kann grofle
hydrophobe Residuen aufnehmen (Abbildung S7a), wie es
z.B. bei Phenylethylacetat der Fall ist. Der Filter ermoglicht,
dass der Rezeptor durch multiple Substanzen aktiviert

a) b) 03¢
extrazelluldr WT F206V N E 60
Ala104 S =
MII >wm
ES 40
Ser264Jhr2?9 Phe206 8 E A
Ser263 : i sSE
3 20
Phe206 2Val260 Thr2?8 ¢ o
5=
‘ S 1l Ex
z28 O
intrazellular v n < #

Abbildung 3. Reprogrammierung des hOR2AG1-Selektivititsfilters. a) Schema
des Selektivititsfilters in hOR2AGT. Phe206>* und Val260°*® bilden einen die
GroéRe begrenzenden Filter nahe dem hydrophilen Giirtel aus Ser263%*',
Ser264%%2, und Thr279”* b) Gezielte Verdnderung des vorgeschlagenen Selekti-
vititsfilters von hOR2AG1 in der Simulation. TMs sind in Hellgrau dargestellt,
Liganden-Kontaktresiduen in Blau, Val206 in Rot. Anders als im Fall des WT-
Proteins kann Isoamylbenzoat in der F206V-Mutante die fiir die Aktivierung not
wendigen Wasserstoffbriicken zum hydrophilen Giirtel bilden. c) Antwortverhal-

ten des rekombinanten hOR2AG1 auf Isoamylbenzoat im Vergleich zum WT-Re-

zeptor, analysiert durch Ca**-Imaging. Die Antwortwahrscheinlichkeiten bei Ap-
plikation von Isoamylbenzoat wurden auf die Antwortwahrscheinlichkeit von
WT-hOR2AGT auf Amylbutyrat (Amylb.) normiert. Die Fehlerbalken bilden den
SEM ab, **P<0.01 gemif Students t-Test.
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werden kann, sofern diese das R-CH,-COO-CH,-R’-Odotop
aufweisen. Die maximale Seitenkettenlidnge scheint dabei
beschriankt zu sein, weil Duftstoffe wie Alusat, Hexylacetat
und Allylheptanoat das Odotop enthalten, ohne den Rezep-
tor aktivieren zu kénnen (vgl. Abbildung S6). Phenirat bildet
eine Ausnahme, da sich der Bindemodus von demjenigen von
Amylbutyrat unterscheidet: In Phenirat bilden die Ester- und
Etherfunktion parallel Wasserstoffbriicken zum hydrophilen
Giirtel in hOR2AG1 (Abbildung S7b). Dieser Bindemodus
vermag zu erkldren, weshalb in diesem Liganden eine Iso-
propylgruppe neben der Esterfunktion toleriert wird.

Liganden-basierte Methoden eignen sich gut, um zwi-
schen aktivierenden und inaktiven Liganden fiir andere ol-
faktorische Rezeptoren zu unterscheiden und erméglichen
sogar die Untersuchung der Struktur neuer Liganden.®1%%
In einer Gegenprobe, ob ein solcher Ansatz auch die Akti-
vierungspotenzen der sechs Duftstoffe aus dieser Studie
korrekt vorhersagen kann, erstellten wir mithilfe des Phar-
maGist-Webservers®! Pharmakophormodelle der Liganden.
Mithilfe des generierten Pharmakophormodells konnten wir
zwar alle sechs untersuchten Liganden als putativ bindend in
hOR2AGT! identifizieren, allerdings konnten wir nicht zwi-
schen aktivierenden und inaktiven Substanzen unterscheiden
(fiir Details siehe Abschnitt 5¢ der Hintergrundinformatio-
nen; Abbildung S12 und Tabelle S3). Dafiir war moglicher-
weise der analysierte Ligandensatz zu klein, oder hOR2AG1
kann sehr kleine molekulare Unterschiede im Ligandenge-
riist erkennen. Aus diesem Grund fiithrten wir unsere Studie
anhand unseres Rezeptor-basierten Modells des Selektivi-
tatsfilters fort.

Ein sehr empfindlicher Test fiir den Selektivitétsfilter ist
das Einbringen einer Mutation, welche die Selektivitét des
Filter in vorhersagbarer Weise umzuprogrammieren
vermag:"”! Tsoamylbenzoat passt zwar in die Bindenische von
WT-hOR2AG]I, kann aber wegen sterischer Hinderung durch
Phe206™" nicht an den hydrophilen Giirtel binden. Dieses
theoretische Ergebnis konnte erkldren, weshalb Isoamyl-
benzoat den Rezeptor in der experimentellen Analyse nicht

aktiviert (Abbildung2b). Durch das Ersetzen von

Phe206™* durch ein Valin konnte Isoamylbenzoat wih-

rend der Simulationen der F206V-Mutante die fiir die

Rezeptoraktivierung notwendigen Wasserstoffbriicken zu

allen drei hydrophilen Residuen bilden (Tabelle S1, Ab-

bildung 3b). In Ubereinstimmung mit dieser Vorhersage
konnte Isoamylbenzoat die F206V-Mutante auch im Ex-
periment aktivieren, wihrend das WT-Protein nicht ak-

3
W tiviert wurde (Abbildung 3¢). Die Mutation hatte dabei

keinen Einfluss auf die Menge an exprimiertem Protein
(Abbildung S8¢). Zusammenfassend konnten wir die
Rezeptorfunktion auf der Grundlage der errechneten
Informationen iiber die Bindenische durch das Einbrin-
gen einer Punkmutation beeinflussen.

Als Letztes versuchten wir unsere Ergebnisse auszu-

- weiten, um Liganden fiir Rezeptoren mit bislang unbe-

kanntem Ligandenspektrum vorherzusagen. Sollte der
identifizierte Ligandenbindemodus eine generelle Rolle
bei der Estererkennung in Proteinen spielen, dann sollten
ORs mit derselben Konstellation von Aminosduren an
den entsprechenden Positionen auch durch Amylbutyrat
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aktiviert werden konnen. Wir testeten diese Hypothese durch
die Modellierung und funktionale Charakterisierung von
hOR2AG2 und mOR283-2 und konnten auf diese Weise
Amylbutyrat als Liganden fiir beide ORs identifizieren
(Abbildung S9; Details sind dem Abschnitt 5d der Hinter-
grundinformationen zu entnehmen).

Durch die Kombination von dynamischer Homologie-
Modellierung mit ortsgerichteter Mutagenese und funktio-
naler Analyse gelang es uns, ein molekulares Modell der Li-
ganden-Bindenische von hOR2AG1 zu erstellen. Auf der
Grundlage berechneter Wasserstoffbriicken zu Liganden-
Kontaktresiduen konnten wir ein quantitatives Kriterium fiir
die Rezeptoraktivierung durch verschiedene Liganden ab-
leiten. Die Analyse des Ligandenselektivititsfilters in
hOR2AG1 ermoglichte es uns, Einblicke in die Detektion
und Diskriminierung von fliichtigen, hydrophoben und
hochflexiblen Liganden durch Riechrezeptoren zu erhalten.
Auf diese Weise konnten wir die Aktivierungspotenzen neuer
Duftstoffliganden vorhersagen. Das dynamische Modell er-
moglichte zudem die korrekte Vorhersage von Anderungen
der Rezeptorfunktion durch das Einbringen einer Mutation,
sodass ein fiir das WT-Protein inaktiver Ligand den mutierten
Rezeptor aktivieren konnte. Dynamische Homologie-Mo-
dellierung konnte zukiinftig zur Deorphanisierung von ORs
beitragen und damit zu einem besseren Verstdndnis einer
bislang pharmakologisch unterschitzten Rezeptorfamilie
filhren, die hohes therapeutisches Potenzial aufweist.>+%
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