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Das Konzept der Rezeptoren fasziniert Wissenschaftler
seit mehr als einem Jahrhundert, und es hat Brian und mich
w�hrend unserer gesamten Forscherlaufbahn begleitet. Heute
wissen wir, dass die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
(GPCRs), auch als heptahelicale Transmembrandom�nen-
rezeptoren bezeichnet, die bei weitem grçßte, vielf�ltigste
und ubiquit�rste Gruppe unter den verschiedenen Familien
von Plasmamembranrezeptoren sind. Sie umfassen fast tau-
send Gene, die beinahe alle bekannten physiologischen Pro-
zesse im Menschen regulieren, darunter die sensorische Ver-
arbeitung des Seh-, Tast- und Geruchseindrucks. Außerdem
sind sie Zielstrukturen f�r mehr als die H�lfte aller weltweit
verschriebenen Medikamente.[1]

Studien der GPCRs spielen heute eine sehr zentrale Rolle
in der biomedizinischen Forschung – ihre Existenz ist indes
erst seit rund dreißig Jahre allgemein anerkannt. Davor
wurde das Konzept zellul�rer Rezeptoren �ußerst kontrovers
diskutiert und war von viel Skepsis begleitet. Die wohl fr�-
heste ausdr�ckliche Postulierung der Existenz dieser Rezep-
toren geht auf den britischen Pharmakologen J. N. Langley
zur�ck. Er schrieb 1905: „So kçnnen wir annehmen, dass man
in allen Zellen mindestens zwei Bestandteile unterscheiden
muss. Die Hauptsubstanz, die mit der zentralen Funktion der
Zelle, also Kontraktion und Sekretion, befasst ist, und emp-
f�ngliche Substanzen, auf die chemische Verbindungen und in
manchen F�llen Nervenimpulse einwirken. Diese empf�ngli-
chen Substanzen beeinflussen den Stoffwechsel der Haupt-
substanz oder sind dazu zumindest in der Lage.“[2]

Langley postulierte damit explizit die beiden miteinander
verbundenen Funktionen dieser hypothetischen Rezeptor-
strukturen: 1) Sie reagieren auf Chemikalien und Reize,
vermutlich indem sie sie spezifisch binden, und 2) sie wirken
auf Effektoren innerhalb der Zelle ein und ver�ndern da-
durch ihre Funktion.

Langleys Idee wurde jedoch allgemein ignoriert oder gar
verhçhnt. Typisch daf�r ist die folgende Einlassung, die etwa
vierzig Jahre sp�ter geschrieben wurde, ironischerweise von
seinem Studenten Henry Dale, der f�r seine Untersuchungen
�ber die cholinerge Neurotransmission den Nobelpreis er-
hielt. 1943 �ußerte er sich �ber die Rezeptoridee seines
Mentors jedoch noch so: „Es ist die reine Feststellung einer
Tatsache zu sagen, dass die Wirkung von Adrenalin bestimmte
Effektorzellen betrifft und andere unbeeinflusst l�sst; daraus
l�sst sich einfach ableiten, dass die beeinflusste Zelle irgendeine
spezifische Affinit�t f�r Adrenalin haben muss; ich bezweifle

jedoch, dass die Zuordnung von �Adrenalinrezeptoren� zu
solchen Zellen mehr ist als eine reine Umformulierung dieser
Ableitung.“[3]

Noch ironischer ist das n�chste Zitat von Raymond Ahl-
quist. Er war ein ausgewiesener klassischer Pharmakologe
Mitte des 20. Jahrhunderts, der 1948 f�r seine Verçffentli-
chung, in der er zwei Rezeptortypen f�r Adrenalin vorschlug
(von ihm als a und b bezeichnet), die er aufgrund der unter-
schiedlichen Wirkung verschiedener adrenerger Agentien bei
der Stimulation physiologischer Prozesse unterschied, den
Lasker-Preis erhielt.[4] Dennoch schrieb er 25 Jahre sp�ter
noch: „Dies tr�fe zu, wenn ich so vermessen w�re, anzuneh-
men, dass die a- und b-Rezeptoren tats�chlich existierten. Es
gibt Leute, die dies tats�chlich glauben und sogar vorschlagen,
ihre innerste Struktur beschreiben zu kçnnen. F�r mich sind sie
ein abstraktes Konzept, das entworfen wurde, um die beob-
achteten Reaktionen von Geweben zu erkl�ren, die durch
Chemikalien unterschiedlicher Struktur ausgelçst werden.“[5]

So begannen diejenigen von uns, die diesen geheimnis-
vollen Rezeptoren Leben einhauchen wollten, ihre Arbeit vor
etwa vierzig Jahren gegen viel Skepsis der Fachwelt. Es war
uns sofort klar, dass wir, wenn wir erfolgreich sein wollten, ein
ganzes Arsenal neuer Techniken entwickeln mussten, die
seinerzeit noch nicht existierten. Die ersten mussten Verfah-
ren zur Bindung von Radioliganden sein, um die Rezeptoren
direkt zu untersuchen. Und so begann ich mit dem Studenten
Rusty Williams und dem Postdoc Marc Caron, solche Me-
thoden zu entwickeln, zun�chst f�r den b-adrenergen Re-
zeptor,[6] danach f�r den a-adrenergen Rezeptor.[7] Die Ra-
dioligandenbindung, die wir in den fr�hen 70er Jahren ent-
wickelten, ermçglichte uns sofort, die Regulation der Re-
zeptoren durch zahlreiche Faktoren zu untersuchen,[8] vorher
unerwartete Rezeptorsubtypen zu entdecken[9] und Theorien
�ber die Mechanismen der Rezeptorwirkung zu entwickeln.

So fanden wir heraus, dass die Bindungskurven f�r kom-
petitive Antagonisten wie den b-adrenergen Antagonisten
Alprenolol steil und monophasisch sind, w�hrend solche f�r
Agonisten wie Isoproterenol oder Epinephrin flach sind[10]
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und zwei verschiedene Bindungszust�nde beschreiben, einen
mit hoher und einen mit niedriger Affinit�t (Abbil-
dung 1A).[11] Die beiden Zust�nde konnten durch Zugabe
von Guaninnucleotiden ineinander �berf�hrt werden; es
entstand eine einheitliche Population von Rezeptoren im

niedrigaffinen Zustand (Abbildung 1B). Gemeinsam mit
Andre DeLean entwickelten wir das Modell des tern�ren
Komplexes, um dieses Verhalten zu erkl�ren (Abbil-
dung 1C).[12] Darin postulierten wir, dass die niedrigaffine
Form des Rezeptors (AR) ein Komplex aus dem Agonisten
und dem freien Rezeptor ist, w�hrend die hochaffine Form
ein tern�rer Komplex aus Agonist, Rezeptor und einem an-
deren Membranbestandteil ist. Die modulierende Funktion
von Nucleotiden auf die Affinit�t des Agonisten f�r den
Rezeptor ließ sofort daran denken, dass die Komponente X in
dem Schema das damals gerade entdeckte regulatorische
Guaninnucleotidprotein (G-Protein) war. Die F�higkeit eines
Agonisten, die Wechselwirkung des Rezeptors mit dem
G-Protein so zu verst�rken, dass sich ein tern�rer Komplex
bildet, ist tats�chlich ein Maß f�r die Effizienz der Adeny-
latcyclasestimulation. Sie kann einfach durch das Verh�ltnis
der Affinit�ten des Agonisten f�r die bin�re niedrigaffine und
die tern�re hochaffine Form des Rezeptors angen�hert
werden. Dieses Verh�ltnis kann leicht aus den Kompeti-
tionskurven abgeleitet werden. Diese Befunde sind vermut-
lich die fr�hesten direkten Nachweise der allosterischen
Wechselwirkung des Rezeptors mit Agonisten und den G-
Proteinen. Dabei verst�rkt die Bindung jeder Komponente an
den Rezeptor allosterisch die Affinit�t der anderen. Dieser
Ansatz zur Analyse der Ligandenbindung ist auf die große
Familie der GPCRs allgemein anwendbar.

Zweifellos war eine der wichtigsten Anwendungen unse-
rer Ligandenbindungstechnik, die potenziellen Rezeptor-
molek�le w�hrend der verschiedenen Reinigungsstufen zu
markieren, sodass wir sie isolieren konnten. Die Reinigung
der b-adrenergen und anderer adrenerger Rezeptoren war
eine wirklich entmutigende Aufgabe: Die Molek�le sind
„Verunreinigungen“ der Plasmamembran im Spurenbereich,
die etwa 100 000-fach angereichert werden mussten. Außer-
dem mussten wir zun�chst aust�fteln, wie wir sie aus den
Membranen solubilisieren konnten, bevor wir mit der ei-
gentlichen Reinigung beginnen konnten. Letztendlich war
der Schl�ssel zum Erfolg unsere Entwicklung von Matrices
f�r die Affinit�tschromatographie, an die wir verschiedene b-
adrenerge und sp�ter a-adrenerge Antagonisten koppeln
konnten (Abbildung 2A).[13–15] Mit der biospezifischen Ad-
sorption und Elution von solchen S�ulen mit adrenergen Li-
ganden und anschließender eher konventioneller Chromato-
graphie gelangten wir schließlich zu homogenen Pr�paratio-
nen von jedem der damals bekannten adrenergen Rezeptoren
a1, a2, b1 und b2 (�bersichten in Lit. [16]). Auf dem SDS-
Acrylamidgel sieht man die Pr�parationen von drei dieser
vier adrenergen Rezeptoren (Abbildung 2B). Diese Abbil-
dung summiert die Arbeit mehrerer Studenten und Postdocs
�ber fast ein Jahrzehnt; vor allem zu nennen sind Marc Caron
und Jeff Benovic. Jedes der isolierten potenziellen Rezeptor-
molek�le ist ein Glycoprotein von etwa 60 000–65000 Dalton
Molekulargewicht, das spezifische a- und b-adrenerge Li-
ganden mit der Spezifit�t und Stereospezifit�t bindet, die man
aufgrund der klassischen pharmakologischen Experimente
erwarten konnte.[16]

Die Skepsis blieb jedoch, ob diese isolierten Molek�le
auch die mit einem Rezeptor verbundene Funktion aus�ben
kçnnten, n�mlich spezifische biologische Prozesse zu akti-

Abbildung 1. Bindung radioaktiv markierter Liganden an den b2-Adre-
nozeptor aus Froscherythrozyten-Membranen. A) Kurvenangleich an
die Bindungsdaten aus der Verdr�ngung von [3H]-Dihydroalprenolol
durch den Antagonisten (�)-Alprenolol. B) Verdr�ngung durch den
Agonisten (�)-Isoproterenol mit (&) oder ohne (*) 10�4

m GTP.
C) Das Modell des tern�ren Komplexes. Abdruck von (A) und (B) mit
Genehmigung nach Lit. [11]; (C) nach Lit. [12].
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vieren. Dass dies tats�chlich der Fall war, wurde von Rick
Cerione gezeigt. Zun�chst rekonstituierte er unseren gerei-
nigten b-Rezeptor in Phospholipidvesikeln und fusionierte
diese mit Erythrocyten des afrikanischen Krallenfroschs
Xenopus laevis.[17] Diese Zellen besitzen zwar das Adenylat-
cyclase-Enzymsystem und andere GPCRs wie den Prosta-
glandinrezeptor, aber keine b-Rezeptoren. b-Adrenerge
Agonisten kçnnen daher die Adenylatcyclase nicht aktivie-
ren. Waren die Zellen aber einmal mit den rezeptorhaltigen
Vesikeln fusioniert, die damit die Rezeptoren in die Zell-
membran einbrachten, reagierte die Adenylatcyclase auf b-
adrenerge Wirkstoffe. Innerhalb eines Jahres konnten wir in

Zusammenarbeit mit Lutz Birnbaumer und Eva Neer eine
Catecholamin-sensitive Adenylatcyclase aus drei Proteinen
vollst�ndig rekonstituieren, n�mlich dem gereinigten b-ad-
renergen Rezeptor, dem regulatorischen Guaninnucleotid-
protein (Gs) und der katalytischen Einheit der Adenylat-
cyclase.[18] Mit diesen Ergebnissen war endg�ltig bewiesen,
dass die isolierten Proteine tats�chlich b-adrenerge Rezep-
toren waren, die beide Funktionen eines echten Rezeptors
ausf�llen konnten.

Mit den gereinigten, getesteten Rezeptorproteinen in
H�nden konnten wir kurze Aminos�ure-Teilsequenzen aus
Bromcyan-Fragmenten des b2-adrenergen Rezeptors bestim-
men und damit Oligonucleotidsonden entwerfen, um die
cDNA und das Gen des b2-adrenergen Rezeptors zu klonie-
ren.[19] Dieser erfolgreiche Versuch wurde gemeinsam von
einer Gruppe von Merck und aus meinem Labor durchge-
f�hrt und war das erste erfolgreiche Forschungsprojekt eines
jungen Kardiologen, der schon seit einigen Jahren in meinem
Labor arbeitete. Sein Name war Brian Kobilka. In dieser
ersten klonierten Sequenz eines ligandenbindenden GPCR
konnten wir alle die Eigenschaften beobachten, die inzwi-
schen als kanonisch f�r die Proteinfamilie angesehen werden
(Abbildung 3): sieben membran�berspannende hydrophobe
Dom�nen, Positionen f�r eine regulatorische Phosphorylie-
rung in den zytoplasmatischen Dom�nen und Konsensus-
sequenzen f�r die Glycosylierung am Aminoterminus. Eine
�berraschung damals war, dass wir Sequenzhomologien
(blau dargestellt, Abbildung 3) mit Rhodopsin, dem Sensor
f�r sichtbares Licht, fanden. Heute nach 25 Jahren erscheint
es schwer verst�ndlich, dass diese Homologie damals eine
�berraschung war. Grund daf�r war, dass Rhodopsin, dessen
Sequenz einige Jahre zuvor mit konventioneller Protein-
sequenzierung aufgekl�rt worden war,[20, 21] und Bacterio-
rhodopsin,[22] eine lichtempfindliche Protonenpumpe aus
Archaebakterien, die einzigen bekannten Proteine mit sieben
Transmembrandom�nen waren. Weil beide lichtempfindliche
Proteine sind, hatte man vermutet, dass die sieben Mem-
brandurchg�nge eine charakteristische Eigenschaft licht-
empfindlicher Molek�le seien.[20, 21] Mit der Klonierung des
b2-adrenergen Rezeptors wurde langsam klar, dass dieses
Merkmal stattdessen charakteristisch f�r GPCRs ist. Inner-
halb eines Jahres hatten wir den stark homologen a2-adren-
ergen Rezeptor kloniert[23] und innerhalb einiger Jahre ins-
gesamt acht adrenerge Rezeptoren,[24] von denen drei auf
einer Proteinsequenzierung isolierter Molek�le[19, 23, 25] und
einem Serotonin-Rezeptor[26] basierten. Alle zeigten die
konservierte 7TM-Organisation.

So waren wir im Jahr 1987 ziemlich sicher, dass alle
damals bekannten GPCRs wahrscheinlich zur Superfamilie
der 7TM-Rezeptoren gehçren w�rden.[27] W�hrend der
n�chsten Jahre wuchs die Familie schnell, weil viele Labors
GPCRs klonierten und dabei fast alle auf Homologietechni-
ken setzten, z.B. Screening mit niedriger Waschstringenz mit
anschließender Polymerasekettenreaktion (PCR). Danach
wurde fast kein anderes GPCR-Protein je vor seiner Klo-
nierung gereinigt. Daher waren wir immer stolz auf die mehr
als ein Jahrzehnt dauernde schwierige Arbeit, die wir auf die
Reinigung der vier adrenergen Rezeptoren aufgewendet
hatten und die uns die ersten Sequenzen geliefert hatte, den

Abbildung 2. Isolierung des Adrenozeptors durch Affinit�tschromato-
graphie.
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Grundstein sozusagen, auf dem die viel grçßere Superfamilie
dann ruhte.

Danach benutzten wir verschiedene Methoden, um zu
verstehen, wie die einzigartige und hochkonservierte 7TM-
Rezeptorstruktur die zwei Kernfunktionen der Liganden-
bindung und der G-Protein-Aktivierung ausf�hrt. Wir st�tz-
ten uns dabei haupts�chlich auf ortsspezifische Mutagenese[28]

und die Erzeugung der ersten chim�ren Rezeptoren, in
diesem Falle Chim�ren aus dem a2- und dem b2-adrenergen
Rezeptor.[28] Wieder �bernahm Brian die F�hrung bei dieser
Arbeit. Obwohl die beiden Rezeptoren strukturell eng ver-
wandt sind (ihre Sequenz ist zu etwa 50% identisch), �ben sie
diametral entgegengesetzte biochemische und physiologische
Funktionen aus: der a2-Rezeptor hemmt die Adenylatcyclase
durch Gi, w�hrend der b2-adrenerge Rezeptor sie durch Gs

stimuliert (Abbildung 4A). Durch die Erzeugung der Chi-
m�ren konnten wir zeigen, dass die Spezifit�t f�r die ando-
ckenden G-Proteine und damit die Funktion des a2-Rezep-
tors von der Hemmung durch Gi zur Stimulierung durch Gs

umgewandelt werden konnte, indem man einfach die dritte
zytoplasmatische Schleife durch die des b2-adrenergen Re-
zeptors ersetzte (Abbildung 4B). Diese und viele andere
Untersuchungen best�tigten, dass die Membrandurchg�nge

und die extrazellul�ren Schleifen verantwortlich f�r die Li-
gandenbindungsspezifit�t der Rezeptoren sind, w�hrend die
blau dargestellten Regionen auf der zytosolischen Seite ver-
antwortlich f�r die Spezifit�t der G-Protein-Kopplung sind
(Abbildung 4C).

Bei weiteren Mutagenesen fand Susanne Cotecchia, eine
Stipendiatin in unserer Gruppe, per Zufall und zu unserer
großen �berraschung heraus, dass einige Mutationen im
distalen Teil der dritten zytoplasmatischen Schleife bei eini-
gen adrenergen Rezeptoren konstitutive Aktivit�t verursa-
chen. Die entsprechenden Rezeptoren sind dann auch ohne
Ligand aktiv (Abbildung 5A).[32–34] Damals erkl�rten wir uns
dies als Folge des Fehlens gewisser entscheidender intramo-
lekularer Wechselwirkungen, die den Rezeptor normaler-
weise in seiner inaktiven Konformation halten sollten (R in
der Abbildung); dadurch sollten Konformations�nderungen
vorgespiegelt werden, die sonst durch Agonisten verursacht
werden und zur aktiven Form des Rezeptors f�hren (R*), der
so G ankoppeln kann (Abbildung 5A). Nachher wird Brian
Kobilka erkl�ren, wie mithilfe der Rçntgenstrukturanalyse
der Rezeptoren die Natur dieser intramolekularen Ein-
schr�nkungen aufgekl�rt werden konnte, die durch die ago-
nistinduzierte Aktivierung des Rezeptors aufgebrochen wird.

Abbildung 3. Klonierung des b2-Adrenozeptors. Blau: mit Rhodopsin homologe Reste; orange: Konsensussequenzen mit PKA-Phosphorylierungs-
stellen; rot: Reste f�r GRK-Phosphorylierung; gr�n: Konsensuspositionen f�r N-Glycosylierungen. Abdruck mit Genehmigung nach Lit. [65].
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Abbildung 4. Chim�re a2-b2-Adrenozeptoren. Ver�nderter Abdruck nach Lit. [29] und [65].

Abbildung 5. Konstitutiv aktive mutierte adrenerge Rezeptoren.
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Interessanterweise gibt es eine immer l�nger werdende Liste
menschlicher Erkrankungen, die auf solche aktivierenden
Mutationen verschiedener GPCRs zur�ckgehen (Abbil-
dung 5B).[35]

Neben der Arbeit �ber die Struktur der Rezeptoren
konzentrierten wir uns auf das scheinbar universelle Ph�no-
men der Rezeptordesensibilisierung. Dieses Ph�nomen ist in
Abbildung 6 f�r den b-adrenergen Rezeptor gezeigt, der in

einem Zellkultursystem exprimiert wurde. Wenn ein Agonist
wie Isoproterenol, das eine synthetische Variante von Epi-
nephrin ist, zu den Zellen gegeben wird, stimuliert er die
Rezeptoren, und die cAMP-Konzentration steigt an. Inner-
halb weniger Minuten f�llt die cAMP-Konzentration aber
wieder auf den nichtstimulierten Zustand zur�ck, obwohl der
Wirkstoff noch immer vorhanden ist.[36] Schon seit Beginn
meiner Laufbahn war ich von diesem Ph�nomen fasziniert,
weil es ein so klares Beispiel f�r eines der beherrschendsten
Prinzipien der Physiologie ist, der Homçostase. Zellen und
Gewebe haben nach fast beliebiger Stimulation unz�hlige
Mechanismen, mit deren Hilfe sie versuchen, in den ur-
spr�nglichen unstimulierten Zustand zur�ckzukehren.

Lassen Sie mich jetzt berichten, wie wir den wichtigsten
biochemischen Mechanismus entdeckten, der f�r diese De-
sensibilisierung verantwortlich ist. Etwa 1980, wir hatten
gerade Photoaffinit�tssonden f�r den b-adrenergen Rezeptor
entwickelt,[37] setzte Jeff Stadel, einer meiner Mitarbeiter,
diese Sonde ein, um b-adrenerge Rezeptoren in Zellen zu
markieren, die er zuvor mit dem Agonisten Isoproterenol
desensibilisiert hatte.[38] Als wir diese markierten und desen-
sibilisierten Rezeptoren mit SDS-PAGE analysierten, fanden
wir, dass ihre Mobilit�t im Gel verringert war (Abbildung 7).
Kurz zuvor war verçffentlicht worden, dass die Phosphory-
lierung von Membranproteinen oft zu solchen Ver�nderun-
gen der elektrophoretischen Mobilit�t f�hrt. Daher markier-
ten wir die Zellen mit anorganischem Phosphat und konnten
zeigen, dass die Catecholamin-induzierte Desensibilisierung
mit der Phosphorylierung des b-adrenergen Rezeptors ein-
hergeht.[38]

W�hrend der n�chsten Jahre gelang es meinem Dokto-
randen Jeff Benovic, die neue Kinase, die f�r die Phos-
phorylierung verantwortlich war, zu identifizieren,[39] sie aus

Rinderhirn bis zur Homogenit�t zu reinigen[40] und ihre
cDNA zu klonieren.[41] Es war eine neue cAMP-unabh�ngige
Kinase, die wir bARK nannten (f�r b-adrenerge Rezep-
torkinase). Inzwischen ist sie als G-Protein-gekoppelte Re-
zeptorkinase 2 (GRK2) bekannt. Gleichzeitig war bekannt
geworden, dass Rhodopsin durch eine neue Kinase, die
Rhodopsinkinase, phosphoryliert wurde, wenn es durch Licht
ausgebleicht wurde.[42] Dies schien in �hnlicher Weise mit
einer Unterdr�ckung der Funktion einherzugehen. Wir
konnten die cDNA der Rhodopsinkinase klonieren[42] und
zeigen, dass sie und bARK die ersten beiden Vertreter einer
neuen Unterfamilie von Kinasen waren, die inzwischen als G-
Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen bezeichnet werden.
Heute wissen wir, dass diese Familie sieben Enzyme umfasst,
von denen zwei, GRK1 und GRK7, nur in der Retina vor-
kommen. Die GRKs 2, 3, 5 und 6 werden ubiquit�r exprimiert
(Abbildung 8).[43] Der Arbeit von John Tesmer und seiner

Abbildung 6. Desensibilisierung der cAMP-Bildung nach Stimulation
des b2-Adrenozeptors. Abdruck mit Genehmigung nach Lit. [36].

Abbildung 7. Desensibilisierung geht mit der Phosphorylierung des Re-
zeptors einher. SDS-PAGE des b2-Adrenozeptors aus Truthahn-Erythro-
zytenmembranen, die kovalent mit der Photoaffinit�tssonde [125I]-p-
Azidobenzylcarazolol verkn�pft sind. Spur 2: Zellen mit 1 mm Isoprote-
renol inkubiert; Spur 3: 1 mm Isoproterenol in Gegenwart des Antago-
nisten 10 mm Propranolol; Spur 4: Kontrollzellen, nur mit Puffer inku-
biert. Abdruck mit Genehmigung nach Lit. [38].

Abbildung 8. G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen. Abdruck mit Ge-
nehmigung nach Lit. [44].

.Angewandte
Nobelaufs�tze

R. J. Lefkowitz

6500 www.angewandte.de � 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2013, 125, 6494 – 6507

http://www.angewandte.de


Gruppe verdanken wir mehrere Kristallstrukturen dieser
Proteine. Die erste war die Struktur von GRK2, die er in
Zusammenarbeit mit uns vor etwa 10 Jahren lçste. Er analy-
sierte dabei einen Komplex aus GRK2 und den bg-Unter-
einheiten des G-Proteins; diese Wechselwirkung im Zytosol
erleichtert die Translokation zu den plasmamembrangebun-
denen Rezeptoren (Abbildung 8).[44] Allen Vertretern dieser
Familie gemeinsam ist eine konservierte dreiteilige Dom�-
nenstruktur mit einer zentralen konservierten katalytischen
Kinasedom�ne, die von zwei st�rker divergierten regulatori-
schen Dom�nen flankiert wird.

In der Folge stellte sich heraus, dass es auf diesem Gebiet
mehr zu entdecken gab als nur diese GRKs, die den Rezeptor
phosphorylierten. W�hrend der Reinigung von GRK2 nahm
zwar die spezifische Aktivit�t f�r die Phosphorylierung der
Rezeptorpr�paration zu; gleichzeitig verringerte sich aber die
F�higkeit, den isolierten Rezeptor in einem rekonstituierten
Testsystem zu desensibilisieren. Daher vermuteten wir, dass
wir bei der Reinigung eine weitere notwendige Komponente
oder einen Cofaktor verloren hatten.[45]

Etwa zu dieser Zeit beschrieb Hermann Kuhn seine Be-
obachtung, dass ein h�ufiges retinales Protein, damals als
48K-Protein oder S-Antigen bezeichnet, irgendwie mit der
Rhodopsinkinase zusammenwirkte, um Rhodopsin zu deak-
tivieren.[46] Folgerichtig wurde das Protein „Arrestin“ getauft,
weil es die Rhodopsinfunktion blockierte (engl. „arrested“).
Wir spekulierten sofort, dass dieses Protein eine �hnliche
Substanz wie diejenige sein kçnnte, die wir w�hrend der
GRK2-Reinigung verloren. Nat�rlich konnte es nicht genau
das Protein sein, das wir suchten, denn es wurde nur in der
Retina exprimiert. Ich rief Kuhn an, und er schickte uns eine
Probe des 48K-Proteins, mit dem Benovic in kurzer Zeit
zeigen konnte, dass es die F�higkeit von bARK oder GRK2
zur Desensibilisierung des b-Rezeptors in vitro rekonstitu-
ierte, allerdings in hohen Konzentrationen.[45]

Unmittelbar danach klonierte Shinohara am NIH die
cDNA f�r dieses retinale Protein.[47] Wir ließen uns von dem
Gedanken leiten, dass die Substanz, die wir w�hrend unserer
Enzympr�paration verloren, vielleicht nicht nur funktional
analog zum retinalen Arrestin oder 48K-Protein war, sondern
auch strukturell homolog. Wir bekamen Shinoharas Klon und
Martin Lohse, damals Postdoc in meiner Gruppe, konnte mit
Screeningmethoden niedriger Stringenz eine cDNA eines
Molek�ls mit 70 % identischer Sequenz klonieren, das wir b-
Arrestin nannten.[48] Ein oder zwei Jahre sp�ter klonierte ein
anderer Postdoc, H�vard Attramadal, ein weiteres �hnliches
Molek�l, das wir b-Arrestin-2 nannten.[49] Mit diesen drei
authentischen rekombinanten Arrestinmolek�len, dem reti-
nalen Arrestin und den beiden b-Arrestinen 1 und 2, konnten
wir ihre Aktivit�t in der Desensibilisierung von Rhodopsin
und des b-Rezeptors in vitro vergleichen (Abbildung 9).
Wenn wir mit der Rhodopsinkinase phosphoryliertes Rho-
dopsin einsetzten, war retinales Arrestin aktiv, um die Si-
gnalwirkung zu inaktivieren, w�hrend die beiden b-Arrestine
ziemlich schwach wirkten (Abbildung 9A). Umgekehrt
waren die beiden b-Arrestine sehr wirksam und Arrestin sehr
schwach gegen�ber dem GRK2-phosphorylierten b-Rezeptor
(Abbildung 9B). Diese Befunde best�tigten den gemeinsa-
men Desensibilisierungsmechanismus f�r Rhodopsin und den

b-Rezeptor, allerdings mit großer Spezifit�t f�r das jeweilige
Arrestinmolek�l.[49]

Heute wissen wir, dass es vier Arrestine gibt. Zwei davon,
Arrestin-1 und X-Arrestin, sind auf die Retina beschr�nkt.
Die b-Arrestine 1 und 2, auch als Arrestin-2 und -3 bezeich-
net, werden �berall exprimiert. Von allen wurden Kristall-
strukturen gelçst; sie weisen in allen F�llen ein Protein mit
zwei Dom�nen auf, die fast vollst�ndig aus antiparallelen b-
Faltbl�ttern bestehen, die durch eine Gelenkregion verbun-
den und durch einen polaren Kern stabilisiert sind (Abbil-
dung 10.[5]

Der Wissensstand, den wir Mitte der 90er Jahre erreicht
hatten, ist in Abbildung 11 zusammengefasst. Man sieht die
beiden universalen Mechanismen, die der Funktion der
GPCRs zugrundeliegen. Basis ist die Vorstellung, dass drei
Proteinfamilien die bemerkenswerte Eigenschaft gemeinsam
haben, dass sie fast durchg�ngig mit den Rezeptoren in einer
nur vom Agonisten oder vom stimulierenden Reiz abh�ngi-
gen Form wechselwirken. Diese Proteine sind die hetero-
trimeren G-Proteine, die G-Protein-gekoppelten Rezeptor-
kinasen und die b-Arrestine. Nach Stimulation wechselwir-
ken die aktivierten Rezeptoren mit den G-Proteinen und
lçsen die zellul�re Signalkaskade �ber eine Reihe von Phos-

Abbildung 9. Hemmung des b2-Adrenozeptors und der Rhodopsin-
funktion durch b-Arrestin-1, b-Arrestin-2 und Arrestin in rekonstituier-
ten Systemen. A) Rhodopsin wurde mit Rhodopsinkinase phosphory-
liert. B) b2-Adrenozeptoren wurden mit GRK2 phosphoryliert. Die Rho-
dopsin-stimulierte Transducin-GTPase wurde am effizientesten durch
retinales Arrestin gehemmt (*). Demgegen�ber wurde die durch den
b2-Adrenozeptor stimulierte Gs-GTPase viel effizienter durch b-Arrestin-
1 (*) oder b-Arrestin-2 (~) gehemmt. Abdruck mit Genehmigung nach
Lit. [49].
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phorylierungen aus. Die aktivierten Rezeptoren werden aber
auch von den GRKs erkannt und phosphoryliert, wodurch ein
zweites Protein, das b-Arrestin, bindet und die Stimulierung
des G-Proteins durch den Rezeptor sterisch verhindert. Da-
durch kommt es zu Desensibilisierung und Abnahme der
physiologischen Antworten.[51] Wir entdeckten auch andere
R�ckkopplungsmechanismen, die die Signalaktivit�t des
Rezeptors verringern, so die Phosphorylierung der Rezepto-
ren durch Second-Messenger-Kinasen wie PKA und PKC.
Diese sind im Allgemeinen aber nicht rezeptorspezifisch.[52]

W�hrend der letzten zehn Jahre jedoch tauchte ein vçllig
neuer Mechanismus auf, als wir erkannten, dass das b-Arre-
stin-GRK-System tats�chlich multifunktional ist (Abbil-
dung 12). Es desensibilisiert n�mlich nicht nur die G-Protein-
vermittelte Signalgebung, sondern fungiert gleichzeitig als
eigenst�ndiges Signal�bertragungssystem. b-Arrestine wir-
ken als Adaptoren oder Ger�ste, die die Rezeptoren mit einer
st�ndig wachsenden Zahl intrazellul�rer Molek�le verbin-
den.[53,54] Einige dieser Signalwege, die w�hrend der letzten
Jahre aufgekl�rt wurden, sind hier zusammen mit den zellu-
l�ren physiologischen Reaktionen gezeigt (Abbildung 12).
Am intensivsten wurden die MAP-Kinasen untersucht. b-
Arrestine vermitteln auch die Endozytose von Clathrin-be-

schichteten Gr�bchen durch Wechselwirkung mit Kompo-
nenten des Endozytoseapparats.[55] Zusammengefasst ver-
mitteln die b-Arrestine also drei Funktionen: die Desensi-
bilisierung, die Rezeptorinternalisierung und die Signal-
gebung.

Im Verlauf unserer Arbeiten an der b-Arrestin-Signal-
gebung machten wir eine interessante Entdeckung, die diese
Arbeit sehr erleichtert hat und die vielleicht auch wichtige
therapeutische Auswirkungen hat. Ich spreche von den so-
genannten gerichteten Agonisten (beschrieben in Lit. [56]).
Ein gerichteter Agonist ist ein Ligand, der eine besondere
aktive Konformation eines Rezeptors stabilisiert und so
einige Reaktionen stimuliert, andere aber nicht. 7TM-Re-
zeptorliganden kçnnen beispielsweise auf ein bestimmtes G-
Protein oder b-Arrestin gerichtet werden. Gleiches gilt f�r
mutierte Rezeptoren.

Im klassischen Zweizustandsmodell der Rezeptorakti-
vierung kçnnen Rezeptoren entweder als inaktive Rezepto-
ren R oder als aktive Rezeptoren R* existieren, wobei die
Agonisten die aktive Konformation stabilisieren, die die zel-
lul�ren Effekte auslçst. In diesem Modell sind alle Effekte
des Rezeptors die Konsequenz der einen aktivierten R*-Form
des Rezeptors. Die Existenz gerichteter Agonisten allerdings,
die ausschließlich die Stimulation des b-Arrestin- oder des G-
Protein-vermittelten Signals auslçst, impliziert, dass es meh-
rere aktive Konformationen des Rezeptors gibt.[57]

Zur Illustration sind in Abbildung 13 einige Daten zu-
sammengestellt, die die F�higkeit von drei Liganden ver-
gleicht, die Wechselwirkung des Angiotensinrezeptors AT1A

mit G-Proteinen (Gq) oder b-Arrestin in einer Zelllinie, die
den Rezeptor exprimiert, zu verst�rken.[58] Die G-Protein-
Aktivierung wird in einem typischen Second-Messenger-Test
gemessen und ist in Rot dargestellt; die Bindung von b-Ar-
restin ist in Schwarz aufgezeichnet. Das erste Diagramm zeigt
die Dosis-Wirkungs-Kurve eines typischen ungerichteten
vollst�ndigen Agonisten, Angiotensin selbst. Man sieht, dass
die Kurven f�r G-Protein- und b-Arrestin-Wechselwirkung
sehr �hnlich sind. Das mittlere Diagramm stellt die Situation
f�r einen klassischen kompetitiven Antagonisten dar, der in
keinem der Tests Aktivit�t zeigt. Die dritte Darstellung zeigt
die Daten f�r einen vollst�ndig auf b-Arrestin gerichteten

Abbildung 10. Die Arrestine. Ver�nderter Abdruck mit Genehmigung
nach Lit. [50].

Abbildung 11. Aktivierung und Desensibilisierung der GPCRs.

Abbildung 12. Neue Mechanismen f�r vielf�ltige b-Arrestin-vermittelte
Funktionen. Abdruck mit Genehmigung nach Lit. [65].
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Liganden, in diesem Fall f�r TRV120027, das ein Octapeptid-
Analogon von Angiotensin ist. Man sieht, dass dieser Ligand
absolut keine aktivierende Wirkung auf das G-Protein-Signal
hat, insofern also ein klassischer kompetitiver Antagonist f�r
die G-Proteinaktivierung ist; andererseits hat er eine sub-
stanzielle Aktivit�t f�r die b-Arrestinbindung.

Wie bereits erw�hnt, ist eine Konsequenz dieser b-Arre-
stin-Bindung die Stimulation von Signalkaskaden wie der
ERK-MAP-Kinase auf eine Weise, die parallel zu den G-
Proteinen und in einigen F�llen vçllig unabh�ngig von ihnen
verl�uft. Um einen umfassenderen �berblick �ber die
Reichweite der b-Arrestin-vermittelten Signalwege zu er-
halten, haben wir mit Massenspektrometrie alle Phosphory-
lierungsstellen in Zellen vor und nach der Stimulation des
Angiotensinrezeptors mit einem b-Arrestin-gerichteten
Agonisten, der die G-Proteine nicht aktiviert, quantifiziert.[59]

In Abbildung 14 sieht man eine Reihe von Signalnetz-
werken, die anhand der Phosphorylierung sichtbar werden,
wenn man die Signale von b-Arrestin, nicht aber die der G-
Proteine, auf diese Art aktiviert. Dazu gehçren verschiedene
Elemente der MAP-Kinase-Kaskade, des PI3-Kinase-AKT-
Signalweges, der DNA-Reparaturmechanismen, des Zell-
zyklus und der Entwicklungswege und ein ausgedehntes
Netzwerk von Molek�len, die an der Reorganisation des
Zytoskeletts und der Aktindynamik beteiligt sind. Diese Er-
gebnisse deuten darauf hin, dass die b-Arrestin-vermittelten
Signale extrem vielf�ltig sind und auch die Aktivierung vieler
der Wege umfassen, die durch G-Proteine ebenfalls aktiviert
werden kçnnen. Dies hat allerdings oft sehr unterschiedliche
zellul�re Folgen.

Ergebnisse wie diese haben sehr wahrscheinlich Auswir-
kungen auf die Entwicklung neuer therapeutischer Wirk-
stoffe. Ich mçchte dazu einige Beispiele anf�hren. Angio-
tensin ist, wenn es �ber die G-Protein-vermittelten Effekte
wirkt, eine der wirksamsten gef�ßverengenden Substanzen,
die man kennt, und kann dadurch den Blutdruck erhçhen.
Demgegen�ber gehçren zu den b-Arrestin-vermittelten
Wirkungen einige, die potentiell g�nstig sind, wie Zyto-
protektion und Apoptosehemmung.[60] Angiotensin-Rezep-
torblocker (ARBs) gehçren zu den wichtigsten Medikamen-
ten zur Behandlung kardiovaskul�rer Erkrankungen, weil sie
die mçglicherweise sch�dlichen G-Protein-vermittelten blut-
drucksteigernden Wirkungen von Angiotensin blockieren.
Sie blockieren aber auch mçgliche erw�nschte Effekte, die
von b-Arrestin vermittelt werden. Wir stellten die Hypothese
auf, dass ein b-Arrestin-gerichteter Ligand, der die G-Prote-
in-vermittelte Signalkaskade blockiert und gleichzeitig die
potentiell n�tzlichen b-Arrestin-vermittelten Effekte ver-
st�rkt, ein neuer und einmalig wirksamer Typ eines Thera-
peutikums sein kçnnte. Und tats�chlich verringert eine Ver-
bindung mit genau diesen Eigenschaften, Trevena 120027, das
Fortschreiten des Herzversagens in Tieren, erniedrigt den
Blutdruck[61] und wirkt apoptosehemmend.[62]

Liganden kçnnen auch auf G-Proteine gerichtet sein, und
auch solche Verbindungen kçnnen ein therapeutisches Po-
tenzial haben. Beispielsweise wird der therapeutische Nutzen
von Opiaten, den am st�rksten schmerzlindernden Medika-
menten, durch die Stimulation von Gi-Proteinen �ber den m-
Opioidrezeptor vermittelt,[63, 64] w�hrend die unerw�nschten
Nebenwirkungen wie Verstopfung, Atemdepression und To-
leranz, die immer hçhere Dosen erfordert, alle aufgrund der
b-Arrestin-2-vermittelten Signale entstehen und in b-Arre-
stin-2-Knock-out-M�usen nicht auftreten.[63, 64] Daher sollten
G-Protein-gerichtete Liganden f�r den m-Opioidrezeptor

Abbildung 13. Aktivierung von Gq- und b-Arrestin durch den Angio-
tensin-AT1A-Rezeptor nach Stimulation durch verschiedene Liganden.
Rote Kreise: G-Protein-Signal (IP1); schwarze Kreise: Rekrutierung von
b-Arrestin (PathHunter). Einzelheiten siehe Text. Abdruck mit Geneh-
migung nach Lit. [58].
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Abbildung 14. Ein b-Arrestin-abh�ngiges Kinasenetzwerk unterhalb des Angiotensin-AT1A-Rezeptors. Abdruck mit Genehmigung nach Lit. [59].

Abbildung 15. Ehemalige und aktuelle Mitarbeiter der Arbeitsgruppe des Autors anl�sslich der Feier seines 60. Geburtstages im Jahr 2003. Vergrç-
ßert: Dr. Brian Kobilka, Mitpreistr�ger des Chemie-Nobelpreises 2012.
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schmerzlindernd wirken, bei gleichzeitig deutlich reduzierten
Nebenwirkungen.

Diese Beispiele f�r b-Arrestin- und G-Protein-gerichtete
Liganden zeigen, wie unser neues Verst�ndnis dieser beiden
Typen von Signalwegen, die urspr�nglich mit biochemischen
Verfahren gewonnen wurden, mçglicherweise f�r eine the-
rapeutische Anwendung genutzt werden kann.

Ich hatte das außergewçhnliche Gl�ck, in meiner Lauf-
bahn mehr als 200 Studenten und Postdocs ausbilden zu
kçnnen. Statt einfach eine Liste ihrer Namen zu zeigen, habe
ich versucht, auf einige der wichtigsten Mitarbeiter w�hrend
meines Vortrages hinzuweisen. Stellvertretend f�r die ganze
Gruppe mçchte ich Ihnen ein Photo zeigen (Abbildung 15),
das vor etwa zehn Jahren bei meinem 60. Geburtstag aufge-
nommen wurde, als viele ehemalige Mitarbeiter f�r eine Feier
zur Duke University zur�ckkamen; dabei mçchte ich auf
einen ehemaligen Postdoc hinweisen, der ganz in der letzten
Reihe versteckt ist … er ist der n�chste Vortragende, Dr.
Brian Kobilka.
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