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G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) sind die An-
tennen der zelluliren Kommunikation. Sie ermoglichen es
menschlichen Zellen, duere Reize wie z.B. Licht oder Ge-
schmack wahrzunehmen oder sich untereinander mithilfe von
Hormonen und Neurotransmittern zu ,,unterhalten®. Sie sind
an den meisten physiologischen Prozessen im menschlichen
Korper beteiligt, und sie sind das Angriffsziel von tiber 30 %
der derzeit verschriebenen Medikamente. Vieles, was wir
heute iiber diese Proteinklasse wissen, verdanken wir den
bahnbrechenden Entdeckungen der diesjahrigen Nobel-
preistrager fiir Chemie, Robert J. Lefkowitz und Brian K.
Kobilka.

Um die Verdienste dieser beiden GPCR-Pioniere ange-
messen wiirdigen zu konnen, miissen wir in das Jahr 1986
zuriickgehen. Zu jener Zeit wurden Medikamente grof3ten-
teils durch Testung an lebenden Tieren oder in isolierten
Organen entwickelt. Wie Hormone, Neurotransmitter oder
Medikamente auf molekularer Ebene funktionieren, war in
den meisten Féllen unbekannt. Einige der wichtigsten nach-
gelagerten intrazelluldren Effektorsysteme, iiber die viele
Hormone, Neurotransmitter und Medikamente ihre Effekte
auszuiiben schienen, waren aufgeklirt, wie z.B. sekundire
Botenstoffe oder G-Proteine (Abbildung 1). Aber die un-
mittelbaren Rezeptoren fiir Hormone, Neurotransmitter und
Medikamente blieben im Dunkeln. Diese unbekannten Re-
zeptoren waren die entscheidenden Bausteine, die zwischen
verschiedenen Liganden zu unterscheiden schienen und die
offensichtlich die Gewebsspezifitit und damit den biologi-
schen Nutzen kleiner Molekiile vermittelten.

Ein typisches Beispiel fiir den Stand der Technik in den
1980er Jahren ist das adrenerge System, das schon damals der
Forschungsschwerpunkt von Lefkowitz und Kobilka war. Vor
deren Arbeiten war bekannt, dass Katecholamine wie Adre-
nalin und Noradrenalin eine Vielzahl physiologischer Effekte
vermitteln, z.B. die Regulation des Blutdrucks. Das Kate-
cholamin-System war zweifellos wichtig, und Antagonisten
des p-Adrenozeptors (sogenannte [-Blocker wie z.B. Prop-
ranolol) waren dabei, zu einer der erfolgreichsten Medika-
mentenklasse der Arzneimittelgeschichte zu werden. Me-
chanistisch war klar, dass Katecholamine — wie viele Hor-
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Abbildung 1. Zeithorizont der GPCR-Forschung. Arbeiten von Lefkowitz
und Kobilka sind in Rot, Schliisselbefunde zur monoaminergen Signal-
transduktion in Schwarz gezeigt.

mone und Neurotransmitter — iiber G-Proteine die Produk-
tion von sekundiren Botenstoffen bewirken (Abbildung 1).

Die direkten Angriffspunkte von Katecholaminen oder f3-
Blockern jedoch, geschweige denn irgendwelche néheren
Details beziiglich Anzahl, Zusammensetzung oder Struktur
der Katecholamin-Rezeptoren, lagen vollig im Dunkeln. Die
besten molekularen Befunde zu Katecholamin-Rezeptoren
stammten zu dieser Zeit aus funktionellen Studien, und man
ging von mindestens zwei Klassen aus, den a-adrenergen und
B-adrenergen Rezeptoren.!!

Lefkowitz und Mitarbeiter untersuchten die adrenergen
Rezeptoren biochemisch mithilfe von neu verfiigbaren Ra-
dioliganden.”) Diese ermoglichten es ihnen, die biochemische
Aufreinigung des mutmaBlichen -Adrenozeptors aus einer
Vielzahl von Geweben zu verfolgen. Dies fiihrte zur Isolie-
rung der ersten reinen und funktionsfahigen [3-Adrenozeptor-
Priiparation.”! So konnten sie eindeutig zeigen, dass der Ka-
techolamin-Rezeptor des [3-Subtyps ein einzelnes Protein ist,
das alle Elemente fiir die Signaltransduktion ins Zellinnere
beinhaltet. Noch wichtiger war jedoch, dass aus dieser (-
Adrenozeptor-Préaparation ausreichende Mengen an Peptid-
fragmenten zur Sequenzierung gewonnen werden konnten.
Zu dieser Zeit schloss sich Brian Kobilka dem Labor von
Lefkowitz an. In Zusammenarbeit mit Forschern von Merck
Sharp & Dohme leitete er Oligonukleotidsonden von den
Peptidsequenzen des f3-adrenergen Rezeptors ab, und mit-
hilfe von damals neuen molekularbiologischen Techniken
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gelang dem Team die Isolierung und Sequenzierung des Gens
fiir den ,-Adrenozeptor (B,AR).[

Die Eigenschaften, die durch die vollstindige (3,-Adre-
nozeptor-Sequenz aufgedeckt wurden, waren spektakuldr.
Das Protein, das durch das geklonte ,AR-Gen kodiert
wurde, zeigte viele Merkmale, die bei fritheren Untersu-
chungen des -Adrenozeptors beobachtet worden waren. Vor
allem prognostizierte die Sequenz sieben hydrophobe Re-
gionen, was mit einem integralen Membranprotein iiberein-
stimmte (Abbildung 2a). Vollig unerwartet jedoch war eine
auffallende Sequenzhomologie mit einem anderen, kiirzlich
klonierten, aus sieben Transmembran-Helices bestehenden
Protein, das ebenfalls an ein G-Protein gekoppelt war: Rho-
dopsin aus der Netzhaut des Auges.

Die Wahrnehmung von Photonen (die molekulare Basis
fiir das Sehen) und die hormonelle Adaption nach Stress (die
molekulare Grundlage der Fight-or-Flight-Antwort) wurden
also durch denselben Rezeptortyp vermittelt. Wie viele dieser
Rezeptoren wiirde es wohl geben? Im Zuge ihrer bahnbre-
chenden Entdeckung klonierten Kobilka und Lefkowitz die
cDNAs weiterer GPCRs und zeigten, dass das adrenerge
System aus drei a,-adrenergen, drei a,-adrenergen und drei 8-
adrenergen Rezeptoren besteht. Insgesamt verfiigt der
Mensch iiber mehr als 800 GPCRs (Abbildung 2b), sie stellen
die wichtigste Proteinklasse fiir die Weiterleitung von extra-
zelluldren Signalen ins Zellinnere dar.

Das Kenntnis genetischer Details der Wirkstoffziele ver-
dnderte in der Tat die Art und Weise, wie seitdem Medika-
mente entdeckt weden, so wie es Lefkowitz und Mitarbeiter
im Ausblick ihres bahnbrechenden Artikels korrekt vorher-
sagten: ,,Das Modell, das wir fiir die Struktur von AR und
seine Interaktion mit pharmakologisch bedeutsamen Liganden
vorschlagen, bildet, zusammen mit den nun moglich gewor-
denen biochemischen und genetischen Studien, eine rationale
Grundlage fiir einen neuartigen Ansatz zur Entwicklung se-
lektiverer Medikamente“." Tatsichlich konnten nun gene-
tisch definierte oder modifizierte GPCRs in definierten zel-
luldren Systemen iiberexprimiert und so GPCRs mit noch nie
dagewesener Prizision untersucht werden. Bald darauf wur-
den die klassischen In-vivo-Wirkstofftests von rekombinier-
ten zelluldren Systemen abgelOst, die es erlaubten, die Se-
lektivitit fiir Medikamente auf molekularer Ebene zu defi-
nieren. Auch war es nun moglich, Hochdurchsatz-Screenings
fiir schwierige GPCRs durchzufiihren, fiir die es keine ge-
eigneten chemischen Leitstrukturen gab. Auf dem Weg von
der klassischen zur molekularen Pharmakologie stellen die
Arbeiten von Kobilka und Lefkowitz einen Riesenschritt
nach vorne dar.

Da GPCRs viele lebenswichtige Prozesse kontrollieren,
uiberrascht es nicht, dass ihre Aktivitit streng geregelt ist. Der
zweite wichtige Beitrag des Lefkowitz-Labors war die bio-
chemische Aufkldrung von Desensitisierungsmechanismen
fiir die adrenergen Rezeptoren, die sich wiederum als bei-
spielhaft fiir die meisten Liganden-aktivierten GPCRs er-
wiesen. GPCRs werden fiir gewohnlich nach einem anfing-
lich aktivierenden Stimulus durch einen Prozess deaktiviert,
der homologe Desensitisierung genannt wird. Lefkowitz und
Mitarbeiter zeigten, dass dabei die adrenergen Rezeptoren
phosphoryliert werden, und gegen Ende der 1980er Jahre
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Abbildung 2. Nobelpreis-wiirdige Meilensteine in der GPCR-Forschung.
a) Erster Anhaltspunkt, dass Liganden-aktivierte GPCRs eine Sieben-
Transmembran-Topologie haben. b) Phylogenetischer Stammbaum
der GPCR-Familie. GPCRs, fiir die Kristallstrukturen gelést wurden,
sind mit einem Kreis hervorgehoben.”! c) Struktur des 3,-AR (blau) im
Komplex mit dem hochaffinen Agonist BI-167107 (raumfiillend in pink
gezeigt), G, (dunkelgriin), Gy (hellgriin) und G, (blassgriin).®¥ Zur
besseren Ubersicht wurden das fusionierte T4-Lysozm und der kom-
plexierende Nanokérper entfernt sowie die Lipid-Doppelschicht hinzu-
gefiigt.”
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identifizierten und klonierten sie eine Kinase, die aktivierte
adrenerge Rezeptoren phosphoryliert und heute G-Protein-
gekoppelte Rezeptor-Kinase 2 genannt wird.’! Die Phos-
phorylierung des Rezeptors reicht jedoch oft nicht aus, um die
Signaltransduktion eines aktivierten GPCR vollstindig zu
verhindern. 1990 identifizierten, klonierten und charakteri-
sierten Lohse et al. das Protein 3-Arrestin, das an aktivierte
und phosphorylierte GPCRs bindet und deren Kopplung an
G-Proteine blockiert.”) Zusitzlich leiten Arrestine die En-
dozytose und gegebenenfalls den spiteren intrazelluldren
Abbau von GPCRs ein. Spiter erweiterte die Gruppe von
Lefkowitz diese Auffassung, indem sie zeigte, dass GPCR-
Arrestin-Komplexe zusitzliche Funktionen haben konnen,
bei denen sie nichtkanonische Signaltransduktionswege sti-
mulieren."” Uberraschenderweise erfolgt die Aktivierung
von G-Proteinen oder die Rekrutierung von 3-Arrestin nicht
zwangsldufig gleich stark. Sogenannte funktionell selektive
Agonisten aktivieren vorzugsweise einen bestimmten Si-
gnalweg gegeniiber anderen und dies kann physiologisch re-
levant sein.l

Die Entwicklung von Wirkstoffen ist deutlich leichter,
wenn der molekulare Bindungsmodus bekannt ist (fiir ein
aktuelles Beispiel siehe Lit. [12-15]). Leider weigerten sich
Liganden-aktivierte GPCRs, die bedeutendste Klasse von
Wirkstoffzielen, hartnickig tiber mehr als zwei Jahrzehnte,
die Geheimnisse ihrer dreidimensionalen Struktur und ihrer
Ligandenbindung preiszugeben. Bis vor kurzem mussten
Medizinalchemiker Wirkstoffkandidaten fiir GPCRs grof3-
tenteils ,,blind“ optimieren, wobei sie sich bestenfalls auf sehr
grobe Homologiemodelle stiitzen konnten.

Die auB3erordentlichen Schwierigkeiten, GPCRs struktu-
rell zu fassen, sind in ihrer hydrophoben Natur begriindet
(sieben membrandurchspannende Helices), wodurch sie in
wissriger Losung instabil werden. Ein noch groBeres Hin-
dernis fiir die Strukturbiologie von GPCRs stellte deren
Flexibilitdt und inhdrent dynamische Natur dar. GPCRs
wechseln zwischen zwei Hauptkonformationen (dem akti-
vierten und dem inaktivierten Zustand) und wahrscheinlich
mehreren Nebenkonformationen. Brian Kobilka machte es
sich zur Lebensaufgabe, diese Probleme fiir sein Modellsys-
tem, den 3,-Adrenozeptor, in den Griff zu bekommen.

Dazu war es notig, eine Reihe technischer Verbesserun-
gen einzufiihren, hdufig in Zusammenarbeit mit den jeweili-
gen Experten dieser Methoden. Dazu gehorten bessere re-
kombinante Expressionssysteme fiir GPCRs, bessere Deter-
gentien, extrem hochaffine Liganden, neue Rontgenstrahl-
Techniken und Kristallisationsbedingungen, die speziell fiir
Membranproteine entwickelt worden waren (cubic lipid
phase crystallography). Vor allem jedoch gelang es dem La-
bor von Kobilka, die Flexibilitdt des [3,-Adrenozeptors zu
reduzieren und gleichzeitig dessen Hydrophilie zu erhohen.
Dies erreichten sie entweder durch konformationsspezifische
Antikorper-dhnliche Bindungsproteine oder durch konstru-
ierte 3,AR-Fusionsproteine, bei denen die flexibelsten Teile
des B,AR ersetzt worden waren.

20 Jahre nach der Klonierung des ersten Liganden-akti-
vierten GPCR losten die Teams um Kobilka und Stephenson
die erste hochauflosende Kristallstruktur fiir einen Liganden-
gebundenen GPCRI'"® (als Highlight besprochen in der
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Angewandten Chemiel"). Dieser Meilenstein in der GPCR-
Biochemie lieferte die erste detaillierte Momentaufnahme
einer Ligandenbindungstasche eines GPCR und stimulierte
unmittelbar eine Reihe von strukturgetriebenen funktionel-
len Studien. Noch wichtiger war die Tatsache, dass die oben
beschriebenen Techniken allgemein auf andere GPCRs
iibertragbar waren, was zu einer Revolution in der GPCR-
Strukturbiologie fithrte. Heute sind hochauflésende Struktu-
ren fiir 15 GPCRs bekannt (Abbildung 2b), wobei die jiingste
bezeichnenderweise an jenem Tag online publiziert wurde, an
dem der Nobelpreis fiir Lefkowitz und Kobilka bekanntge-
geben wurde.*™?") Wihrend sich vor fiinf Jahren kaum jemand
ernsthafte Hoffnungen auf die GPCR-Kristallstruktur seines
Interesses machen konnte, ist die Kristallisation eines Li-
ganden-aktivierten GPCRs heute ein iiberschaubares und fiir
einige GPCRs sogar ein geradliniges Unterfangen. Die ersten
Erfolge des strukturbasierten GPCR-Ligandendesigns
zeichnen sich bereits ab, da die ersten Kandidaten in der
klinischen Entwicklung sind.” Auch zahlreiche enttiu-
schende Erfahrungen, die mit Liganden gemacht wurden, die
an (neuro)peptiderge GPCRs binden, konnen wahrscheinlich
in der Zukunft vermieden werden, wenn die Medikamen-
tenentdeckung den von Lefkowitz und Kobilka herbeige-
fiihrten Paradigmenwechsel nutzt.*

Kobilka selbst legte seinen weiteren Forschungsschwer-
punkt auf das strukturelle Verstdndnis der GPCR-Signal-
iibertragung. Gemeinsam mit zwei engen Mitarbeitern, Sgren
Rasmussen und Daniel Rosenbaum, und in Zusammenarbeit
mit Roger Sunahara schaffte es dieses Team, die erste Kris-
tallstruktur eines GPCR im Liganden-aktivierten Zustand zu
erhalten (die GPCRs in fritheren Strukturen hatten sich im
Gegensatz dazu alle im inaktiven Zustand befunden).***]

Kurz darauf gelang dem Team um Kobilka die Kristalli-
sation des (3,-Adrenozeptors im Komplex mit G-Proteinen
(Abbildung 2¢). Mit diesem Meilenstein der GPCR-Ge-
schichte konnten sie zeigen, wie GPCRs die Signale, die sie
durch Bindung von Liganden erhalten, an interzelluldre G-
Proteine weiterleiten.

Bei einem Nobelpreis iiberrascht es nicht, dass die Preis-
trager ein Vorbild fiir wissenschaftliche Brillanz, aber auch
fiir Beharrlichkeit und Durchhaltevermogen sind. Bemer-
kenswerterweise geht der Nobelpreis fiir Chemie in diesem
Jahr an zwei Mediziner. Dies zeigt einmal mehr, dass inter-
disziplindre Lebensldufe eine inspirierende Quelle fiir etwas
grundsétzlich Neues sein konnen. Bei Lefkowitz und Kobilka
wird ihr medizinischer Hintergrund dazu beigetragen haben,
dass sie ihre gesamten Anstrengungen auf klinisch relevante
Probleme konzentrierten, anstatt technisch einfachere Wege
zu gehen. Dies unterscheidet sie von der Forschung tiber
Rhodopsin, die an dieser Stelle nachdriicklich fiir ihre we-
sentlichen Beitrdge zum Verstindnis der GPCRs gewiirdigt
werden muss. Tatsdchlich war (Rhod)Opsin dem Rest des
GPCR-Feldes oft um Jahre voraus (erste Klonierung, erste
Struktur usw.). Aber gerade die Griinde, die die ,relativ*
leichte Untersuchung des Rhodopsins ermdglichen, verhin-
dern den Transfer der verwendeten Methoden auf andere
Liganden-aktivierte GPCRs, die die Mehrzahl der Wirk-
stoffziele darstellen.
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Warum also werden die Arbeiten von Lefkowitz und
Kobilka mit dem Nobelpreis fiir Chemie anstatt mit dem fiir
Physiologie oder Medizin geehrt? Die Hauptarbeiten der
beiden Nobelpreistrager offenbarten keine wesentlichen
neuen physiologischen Aspekte der GPCRs. Die klinische
Relevanz von GPCR war bereits zuvor allgemein anerkannt.
Aber ihr therapeutisches Potential konnte nicht voll ausge-
schopft werden. Lefkowitz und Kobilka énderten dies mehr
als alle anderen. Sie lieferten den Medizinalchemikern die
biochemische Grundlage, um bessere Medikamente herzu-
stellen. Wir gratulieren Lefokwitz und Kobilka zum Nobel-
preis in Chemie 2012 und sehen gespannt den vielen Arz-
neimitteln entgegen, die nach unserer Uberzeugung auch
weiterhin auf Grundlage ihrer Entdeckungen entwickelt
werden konnen.
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