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Einfiihrung

Komplexe Organismen benétigen ein ausgefeiltes Kom-
munikationsnetzwerk zur Aufrechterhaltung ihrer Homoo-
stase. Zellen aus verschiedenen Teilen unseres Korpers
kommunizieren miteinander iiber chemische Botenstoffe in
Form von Hormonen und Neurotransmittern. Zellen verar-
beiten die in diesen chemischen Botschaften enthaltene In-
formation mithilfe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
(GPCRs), die sich in der Plasmamembran befinden. GPCRs
vermitteln auerdem die Kommunikation mit der Auflenwelt.
Sehsinn, Geruchsinn und Geschmacksinn werden durch
GPCRs vermittelt. GPCRs sind die vielseitigsten chemischen
Sensoren der Natur. Es gibt iiber 800 GPCRs im menschli-
chen Genom, und sie sprechen auf ein breites Spektrum von
chemischen Spezies an, von Photonen, Protonen und Cal-
ciumionen iiber kleine organische Molekiile (einschlieBlich
Geruchstoffe und Neurotransmitter) bis hin zu Peptiden und
Glykoproteinen.

Die klassische Funktion eines GPCR besteht darin, die
Gegenwart eines extrazelluldren Agonisten aufzuspiiren, die
Information durch die Plasmamembran zu leiten und ein zy-
toplasmatisches heterotrimeres G-Protein zu aktivieren, das
daraufhin stromabwirts gelegene Effektorproteine modu-
liert. Betrachten wir als ein Beispiel den humanen f,-Adre-
nozeptor (f,AR); hier bewirkt die Bindung von Adrenalin
die Aktivierung der G,-Untereinheit, die Stimulation der
Adenylylcyclase, die Akkumulation von cAMP, die Aktivie-
rung von PKA und die Phosphorylierung von am Zellmeta-
bolismus beteiligten Proteinen (Abbildung 1). In einer Viel-
zahl von Forschungen wurde indes gezeigt, dass viele GPCRs
tiber ein noch weit komplexeres Repertoire an Signaltrans-
duktionsprozessen verfiigen. Zum Beispiel koppelt der ,AR
sowohl an G, als auch an G, in kardialen Myozyten," und er
kann auch in einem G-Protein-unabhingigen Mechanismus
(tiber Arrestin) tiber die Signalpfade der MAP-Kinase agie-
ren.>? In dhnlicher Weise umfasst auch der Prozess der
GPCR-Desensibilisierung mehrere Signalpfade, darunter
Rezeptorphosphorylierungsereignisse, die arrestinvermittelte
Internalisierung in Endosomen, Rezeptor-Rezyklierung und
lysosomalen Abbau. Diese Aktivititen werden durch eine
mogliche GPCR-Oligomerisierung!* und die Lokalisierung in
spezifischen Membrankompartimenten mit unterschiedlichen
Zusammensetzungen der Lipiddoppelschicht weiter ver-
kompliziert. Solches vielschichtige funktionelle Verhalten
wurde fiir viele GPCRs beobachtet.
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Wie héngt dieses komplexe funktionelle Verhalten mit
den biochemischen und biophysikalischen Eigenschaften von
GPCRs zusammen? Der Effekt eines Liganden auf die
Struktur und biophysikalischen Eigenschaften eines Rezep-
tors ist als Ligandeneffektivitdt bekannt. Natiirliche und
synthetische Liganden konnen in verschiedene Effektivitéts-
klassen gruppiert werden (Abbildung 1, Einschub): 1) Voll-
agonisten, die eine maximale Stimulation des Rezeptors be-
wirken; 2) Partialagonisten, die auch bei Sittigungskonzen-
tration keine volle Aktivierung bewirken konnen; 3) neutrale
Antagonisten, die keinen Effekt auf die Signalgebung haben,
aber die Bindung anderer Liganden an den Rezeptor ver-
hindern; 4) inverse Agonisten, die die basale oder konstitu-
tive Aktivitdt unter die Aktivitdt des unligierten Rezeptors
driicken. Bei GPCRs, die mit mehreren Signalwegen koppeln,
konnen spezifische Liganden unterschiedliche relative Ef-
fektivitédt in den jeweiligen Signalwegen haben. Im Extremfall
werden gegensitzliche Aktivitdten in verschiedenen Signal-
wegen beobachtet: Im Fall des ,AR sind Agonisten des
Arrestin/MAP-Kinase-Signalwegs inverse Agonisten des
klassischen G, /cAMP/PKA-Signalwegs.*!

In Anbetracht der zentralen Rolle der GPCRs in fast allen
physiologischen Prozessen iiberrascht es nicht, dass GPCRs
die grofite Gruppe von Zielstrukturen fiir die Suche nach
Wirkstoffen fiir ein breites Spektrum von Krankheiten sind.
Ein besseres Verstidndnis der strukturellen Basis des kom-
plexen Signaltransduktionsverhaltens der GPCRs sollte zu
effizienteren und 6konomischeren Ansidtzen in der Wirk-
stoffsuche fiihren.

Erste Einblicke in die GPCR-Struktur

Erste Einblicke in die GPCR-Struktur stammten aus der
Sequenzierung von Rhodopsin und der Klonierung des 3,AR
und anderer GPCRs in den 1980er Jahren. Meine Forschun-
gen auf diesem Gebiet begannen 1984, als ich mich der Ar-
beitsgruppe von Dr. Robert Lefkowitz anschloss. Als Post-
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Abbildung 1. Das komplexe Signaltransduktions- und regulatorische Verhalten des §,-Adrenozeptors (,AR). Der Einschub illustriert das Konzept
der Ligandeneffektivitit. PKA = Proteinkinase A, PKC=Proteinkinase C, PDE = Phosphodiesterase, cAMP = cyclisches Adenosinmonophosphat,
G, =stimulatives regulatives G-Protein, Gi=inhibitorisches regulatives G-Protein, GRK= G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase, ERK = extrazelluli-

re signalregulierte Kinase.

doktorand im Lefkowitz-Laboratorium war ich an der Klo-
nierung des B,AR beteiligt.!"! Es war der erste Blick auf die
primidre Aminosduresequenz eines durch einen diffusiblen
Liganden (ein Hormon oder ein Neurotransmitter) aktivier-
ten GPCR. Wir waren damals iiberrascht von der Sequenz-
homologie mit Rhodopsin. Indes bestéatigten dieser Vergleich
mit Rhodopsin sowie Einsichten aus der Klonierung anderer
GPCRs, dass die heptahelikale Transmembrantopologie ein
charakteristisches Kennzeichen der GPCRs ist.

In unseren anfinglichen Studien zur Aufkldrung der
strukturelle Basis der ,AR-Funktion profitierten wir davon,
dass uns andere Adrenozeptoren zur Verfligung standen, die
wir ebenfalls kloniert hatten. Wir erzeugten chimire Rezep-
toren bestehend aus unterschiedlichen Kombinationen von
B,AR- und a,, AR-Sequenzen und konnten darin Doménen
identifizieren, die an der Ligandenbindung und der Spezifitit
der G-Protein-Kopplung beteiligt waren.”! Nachdem ich
Ende 1989 meine eigene Arbeitsgruppe an der Stanford
University gegriindet hatte, fuhren wir fort, mittels Studien an
chimidren Rezeptoren und ortsgerichteter Mutationen die
Kartierung der funktionellen Doménen zu vervollstdndi-
gen.’1% In diesen Studien identifizierten wir auBerdem in-
tramolekulare Kontakte, auf deren Grundlage wir die An-
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ordnung der transmembrandren Segmente in der Lipid-
doppelschicht ermitteln konnten.!'!!

Mutagenesestudien sto3en bei der Aufkliarung von Pro-
teinstrukturen rasch an ihre Grenzen, und ich begann des-
halb, Methoden fiir die Produktion und Aufreinigung grof3e-
rer Mengen von 3,AR zu erforschen. Damit sollte die Vor-
aussetzung geschaffen werden, um biophysikalische Verfah-
ren zur Untersuchung der Rezeptorstruktur und der an der
Rezeptoraktivierung beteiligten Konformationsédnderungen
anwenden zu konnen. Der 3,AR war ein ideales Modell-
system fiir diese Studien, da aus Mutagenesestudien bereits
ein verniinftiges Ausmaf} an struktureller Information zur
Verfiigung stand und weil verschiedenste Liganden fiir diesen
Rezeptor kommerziell erhiltlich waren (Agonisten, Partial-
agonisten, neutrale Antagonisten und inverse Agonisten).
Nichtsdestotrotz war dieses Projekt eine besondere Heraus-
forderung, denn die Exprimierung und Aufreinigung dieser
relativ instabilen Membranproteine brachte inhédrente Pro-
bleme mit sich.

Erste Arbeiten konzentrierten sich auf die Aufkldrung der
Biosynthese von [,AR, um Faktoren identifizieren zu
konnen, die die Synthese groBerer Mengen des Rezeptors
ermoglichen wiirden.'” B,AR ist ein Membranprotein vom
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Typ I1Ib; dem Protein fehlt eine spaltbare Signalsequenz. Wir
fanden, dass das Einfiigen einer spaltbaren Signalsequenz aus
Influenza-Hédmagglutinin die Insertion des Aminoterminus
und des Transmembransegments 1 (TM1) erleichterte und die
funktionelle Exprimierung in Insektenzellen um das Zweifa-
che verstirkte.') Durch Verwendung dieser Modifikation in
Verbindung mit Affinitdtsmarkierungen am Amino- und
Carboxyl-Terminus erarbeiteten wir ein Protokoll zur Expri-
mierung und Aufreinigung ausreichender Mengen von $,AR
fiir biophysikalische Studien.

1993 schlossen sich Ulrik Gether und Sansan Lin der
Arbeitsgruppe an und begannen mit der Anwendung von
Fluoreszenzspektroskopie und anderen biochemischen und
biophysikalischen Methoden zur Charakterisierung der
B,AR-Struktur und der Konformationsinderungen in Reak-
tion auf die Bindung verschiedener Liganden. Mithilfe relativ
einfacher Techniken wie Zirkulardichroismus und Messung
der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz erhielten wir Ein-
blicke in das biochemische Verhalten von 3,AR, die sich als
wichtig fiir kristallographische Studien erweisen sollten. Ins-
besondere analysierten wir den stabilisierenden Effekt von
Antagonisten und inversen Agonisten."”) Durch Markierung
des B,AR mit kleinen, umgebungsempfindlichen Fluores-
zenzsonden waren wir in der Lage, Strukturdnderungen in
Reaktion auf die Bindung von Agonisten zu untersu-
chen,['618]

Wir fithrten eine Serie von fluoreszenzspektroskopischen
Experimenten aus, in denen der Aktivierungsmechanismus
bei der Bindung eines Agonisten untersucht wurde. Die Ex-
perimente konzentrierten sich auf das Transmembran-
segment 6 (TM6), das fritheren Experimenten zufolge die
grofiten Strukturdnderungen bei der Bindung von Agonisten
eingehen sollte. Aufgereinigtes $,AR wurde am zytoplasma-
tischen Ende von TM6 mit einer kleinen umgebungsemp-
findlichen Fluoreszenzsonde markiert. Die Fluoreszenz-
anderung wurde zeitabhéngig aufgezeichnet, und wir beob-
achteten, dass die Bindung des Agonisten und die Aktivie-
rung {iber mindestens ein konformatives Intermediat verlie-
fen und dass Agonisten und Partialagonisten spezifische
Zustinde stabilisierten.""?"! Wir beobachteten auch, dass
Agonisten allein nicht in der Lage waren, eine einzelne aktive
Konformation zu stabilisieren.!"”! Diese Befunde fiihrten zu
der Erkenntnis, dass GPCRs nicht langer als einfache Zwei-
zustandsschalter aufgefasst werden konnten. Eine viel pas-
sendere Beschreibung war vielmehr die eines molekularen
,Rheostaten“, der ein Kontinuum von Konformationen mit
relativ kleinen Energieabstinden einnimmt.”>*) Diese bio-
physikalischen und funktionellen Experimente legten den
Schluss nahe, dass chemische Wechselwirkungen zwischen
einem Liganden und dem Rezeptor zur Stabilisierung einer
ligandenspezifischen Konformation oder eines Ensembles
von Konformationen fiithren, die mit spezifischen zytoplas-
matischen Signalproteinen und regulatorischen Proteinen
wechselwirken.
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Kristallographie

Die ersten Studien zur Aufkldarung der dreidimensionalen
Struktur der GPCRs wurden an Rhodopsin durchgefiihrt, das
sich von den meisten anderen GPCRs durch seine relativ
hohe biochemische Stabilitdt und sein hédufiges Vorkommen
in einem nativen Gewebe (boviner Retina) abhebt. Gebhard
Schertler und Mitarbeiter bestimmten die erste Struktur von
Rhodopsin an zweidimensionalen Kristallen, die in Lipiden
aus SehstéibchenauBensegmenten produziert wurden.’ Die
Struktur offenbarte die allgemeine Architektur der hepta-
helikalen Transmembranhelizes und war die Grundlage fiir
die meisten Homologiemodelle der GPCRs, bevor dann
Okada und Palczewski®' im Jahr 2000 die erste hochaufge-
loste dreidimensionale Struktur des Rhodopsins erhielten.
Okada entwickelte einen elegant einfachen Ansatz zur Auf-
reinigung des Rhodopsins aus Sehstdbchenauflensegmenten,
der lediglich eine Tensidextraktion erforderte.”! In einer
neueren Studie erzeugten Ernst und Hofmann die ersten
aktiven Strukturen von Opsin aus nativem Rhodopsin."?*!

Anders als Rhodopsin werden GPCRs fiir Hormone und
Neurotransmitter nicht in ausreichenden Mengen fiir bio-
physikalische Studien exprimiert und sind weniger stabil,
wenn sie mittels Tensiden aus Membranen extrahiert wurden.
Dennoch gelang es uns, die Exprimierung in Insektenzellen
und die Aufreinigungsprozedur inkrementell zu verbessern,
sodass wir geniigende Mengen an (3,AR (1-10 mg) produ-
zieren konnten, um 1998 erste kristallographische Versuche
durchfiihren zu konnen. Jedoch dauerte es bis 2004, bevor wir
die ersten (,AR-Kristalle erhielten, die grof3 genug waren,
um durch Rontgenbeugung untersucht werden zu konnen.
Diese Kristalle waren noch immer sehr klein (< 50 um), und
in konventionellen Synchrotron-Strahlrohren lie§ sich keine
Beugung beobachten. Ich zeigte Gebhard Schertler, der mit
Christian Riekel und Manfred Burghammer an der European
Synchrotron Radiation Facility (ESRF) in Grenoble an der
Entwicklung eines Mikrofokus-Strahlrohrs arbeitete, ein Bild
dieser Kristalle. Gebhard lud mich ein, einige meiner $,AR-
Kristalle zum ESRF zu bringen. Mithilfe eines Hochintensi-
titstrahls von 5 um Durchmesser gelang uns die Aufnahme
eines Beugungsmusters, das eine Proteinstruktur in ungefahr
20 A Auflssung lieferte. Obgleich wir von der schlechten
Qualitdt der Beugung enttduscht waren, zogen wir Hoffnung
aus der Tatsache, dass wir ,AR-Kristalle produzieren und
vermessen konnten. Es war ein wichtiger Meilenstein, denn es
war nun klar, dass eine Kristallstruktur des ,AR kein uner-
reichbares Ziel war.

2005 schlossen sich die Postdocs Dan Rosenbaum und
Sgren Rasmussen unserer Kristallographiegruppe an. Aus
unseren damaligen Erfahrungen konnten wir zwei Haupt-
hindernisse ausmachen, die die Proteinkristallisation er-
schwerten: der dynamische Charakter des Proteins und die
sehr kleine polare Oberflidche, die fiir Kontakte mit dem
Kiristallgitter zur Verfiigung stand. Unsere biophysikalischen
und biochemischen Studien hatten ergeben, dass der 3,AR
ein flexibles, dynamisches Protein mit den zytoplasmatischen
Enden TMS und TM6 ist und dass die dritte intrazelluldre
Schleife die grofte Flexibilitit aufweist. Wir nahmen an, dass
der dynamische Charakter dieser Rezeptorregion eine kon-
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formative Heterogenitdt bedingt, die die Bildung eines
wohlgeordneten Kristalls verhindert. Gleichzeitig hatten
biochemische Studien gezeigt, dass die gréfiten polaren
Aminosdureabschnitte weitgehend unstrukturiert und damit
nicht geeignet waren, Kristallgitterkontakte zu bilden. Sgren
und Dan verfolgten zwei verschiedene Ansdtze, um eine
mogliche Losung dieser Probleme zu finden und qualitativ
bessere 3,AR-Kristalle zu gewinnen. Sgren identifizierte ein
monoklonales Antikorperfragment (Fab), das an die zyto-
plasmatischen Enden von TMS5 und TM6 band. Dieser An-
tikorper war das Resultat einer Zusammenarbeit, die ich 2003
mit Dan Rohr bei Medarex, einer auf therapeutische Anti-
korper spezialisierten Firma, initiiert hatte. Ziel dieser Zu-
sammenarbeit war die Erzeugung von Antikorpern, die ein
dreidimensionales Epitop des nativen [,AR erkennen
wiirden. Ich stellte aufgereinigtes 3,AR her und rekonstitu-
ierte es in Phospholipidvesikeln, um seine native Konforma-
tion beizubehalten. Medarex lieferten uns 13 verschiedene
monoklonale Antikorper, von denen Sgren einen identifi-
zierte, der nur an natives $,AR band. Die Bindungsstelle lo-
kalisierten wir in einer Region zwischen TM5 und TM6.”

Die zweite Strategie, die Dan verfolgte, bestand darin, die
flexible dynamische Region zwischen TM5 und TM6 mittels
Protein-Engineering mit dem T4-Lysozym (T4L) zu erset-
zen.P T4L wurde gewihlt, weil es ein sehr stabiles und gut
kristallisierbares Protein ist, dessen Amino- und Carboxyl-
Termini geeignet positioniert sind, um zwischen TMS5 und
TM6 zu passen.

Beide Ansidtze wurden mit der Absicht entworfen, die
konformative Flexibilitidt zu minimieren oder aber zumindest
die dynamischste Oberfl4che des Rezeptors zu maskieren und
gleichzeitig den Anteil an verfiigbarer polarer Oberflé4che fiir
die Bildung von Kristallgitterkontakten zu erh6hen. Wihrend
des Jahres 2006 gelang es uns mithilfe beider Ansitze, Kris-
talle zu ziichten. Als Medium setzten wir in beiden Féllen
Bicellen ein (ein Lipid-Tensid-Gemisch), fiir die gezeigt
wurde, dass sie fiir die Kristallisation von Membranproteinen
geeignet sind.P!! Die ersten Kristalle des $,AR-Fab- und des
B,AR-T4L-Fusionsproteinkomplexes lieBen sich mit einer
Auflésung von 4 A analysieren. Wir erreichten anschlieend
auch eine Auflosung von 3.4 A des in Bicellen kristallisierten
B,AR-Fab-Komplexes.'”” Diese Studie lieferte den ersten
Einblick in die dreidimensionale (3,AR-Struktur, und eine
noch hoher aufgeloste Struktur sollte bald folgen (Abbil-
dung 2 A).

Im Herbst 2006 schickten wir Vadim Cherezov aus dem
Arbeitskreis von Raymond Stevens am Scripps eine Probe
unseres aufgereinigten $,AR-T4L-Komplexes. Vadim war ein
Schiiler von Martin Caffrey an der Ohio State University,
dessen Gruppe ein miniaturisiertes, robotergestiitztes Hoch-
durchsatzverfahren fiir die Lipidic-Cubic-Phase(LCP)-Kris-
tallographie entwickelt hatte.’** Wir hatten bereits 1999 in
Zusammenarbeit mit Peter Nollert die Anwendung von LCP-
Methoden zur Kristallisation des (3,AR erprobt; allerdings
waren die Methoden zu dieser Zeit noch sehr arbeitsintensiv
und verbrauchten groBe Mengen des Proteins. Mit der in
Martins Gruppe entwickelten Methode waren wir in der
Lage, Tausende von Bedingungen mit nur wenigen Milli-
gramm Protein durchzutesten.” Martin Caffrey hatte Vadim
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Abbildung 2. Erste Kristallstrukturen von 3,AR in den inaktiven Zu-
stinden. A) Der 3,AR-Fab-Komplex. B) Das (,AR-T4L-Fusionsprotein.
T4L=T4-Lysozym.

bei dessen Weggang an das Scripps einen LCP-Roboter
iiberlassen. Dieses gemeinsame Projekt mit Vadim resultierte
in einer Strukturlosung des p,AR-T4L-Komplexes in 2.4 A
Auflosung (Abbildung 2B).P**! Die Strategie des Einbaus
eines Fusionsproteins in den ,AR wurde seither fiir eine
Reihe weitere GPCRs erfolgreich angewendet. In mehreren
Zusammenarbeiten mit anderen Gruppen bestimmten wir auf
diese Weise die Strukturen der muskarinischen Rezeptoren
M2 und M3, der opioiden p- und 8-Rezeptoren™*” und
des proteaseaktivierten Rezeptors PARL.™ Zuletzt fanden
wir, dass die Fusion von T4L an den Aminoterminus des
B,AR und einfaches Deletieren eines Grofteils der dritten
intrazelluldren Schleife ebenfalls die Kristallisation erleich-
tern kann."

Ein anderer Ansatz, der kiirzlich zur erfolgreichen Kris-
tallisation von GPCRs fiihrte, beruhte auf der Anwendung
systematischer Mutagenesen zur Identifizierung thermosta-
bilisierender Mutationen. Chris Tate, Gebhard Schertler und
Mitarbeiter entwickelten diesen Ansatz zur Strukturlosung
von Vogel-B,AR ./ Die stabilisierenden Mutationen kénnen
die strukturelle Flexibilitdt vermindern und die Verwendung
von Tensiden mit kleineren Micellgroen erlauben. Der
Ansatz wurde auBerdem verwendet, um die Strktur des
Adenosin-A2A-Rezeptors™ und, in Kombination mit der
T4L-Strategie, des Neurotensinrezeptors™®! zu ermitteln.

Kristallisation aktiver Zustéinde

Schon bald nachdem wir diese $,AR-Strukturen im in-
aktiven Zustand ermittelt hatten, begannen wir mit Experi-
menten zur Kristallisation aktiver Zustédnde. Wir probierten
zunichst die Methoden, die sich bei der Kristallisation inak-
tiver Strukturen bewihrt hatten, waren damit aber nicht in
der Lage, Kristalle von ,AR im Komplex mit einem Ago-
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nisten zu erhalten. Unsere Sorge war, dass aufgrund der re-
lativ niedrigen Affinitét typischer Agonisten (verglichen mit
der sehr hohen Affinitit des inversen Agonisten Carazolol,
den wir zur Kristallisation inaktiver Strukturen verwendeten)
eine unvollstindige Besetzung des Rezeptors unter kristal-
lographischen Bedingungen resultieren wiirde. Das Ergebnis
wire eine starke konformative Heterogenitdt. Um das Pro-
blem zu 16sen, entwickelte Dan Rosenbaum in Zusammen-
arbeit mit Ralph Holl und Peter Gmeiner (Universitit Er-
langen) einen kovalenten Agonisten fiir f§,AR. Damit gelang
es, p,AR-Kristalle mit einem kovalent gebundenen Agonis-
ten zu erhalten; allerdings war die zytoplasmatische Seite des
Rezeptors nicht von der Struktur des inaktiven Zustands
unterscheidbar.[*]

Dieses enttduschende Ergebnis war im Einklang mit den
Erfahrungen aus fritheren biophysikalischen Studien, ndmlich
dass Agonisten alleine nicht den aktiven Zustand des ,AR
zu stabilisieren vermogen. Dieses wurde erstmals mittels
Fluoreszenzspektroskopie beobachtet™*! und in spiteren
NMR-spektroskopischen Studien bestitigt.“s! Abbildung 3

B2AR B2AR + Agonist

B2AR + Agonist + Gg

basale Aktivitat

Abbildung 3. Darstellung des dynamischen Charakters des ,AR. In
Abwesenheit eines Liganden liegt die mit dem G-Protein koppelnde
Oberfliche als ein Ensemble iiberwiegend niederenergetischer Konfor-
mationen vor. Seltene aktive Konformationszustinde sorgen fiir eine
basale Aktivitit. Die Bindung eines Agonisten verstarkt die dynami-
schen Eigenschaften des 3,AR, wodurch sich die Wahrscheinlichkeit
aktiver Konformationen erhsht. Nur die Bindung des G-Proteins kann
den aktiven Zustand voll stabilisieren.

illustriert den dynamischen Charakter des Rezeptors; man
erkennt, dass der Rezeptor als ein Ensemble von Konfor-
mationen vorliegt. Aufgrund der Flexibilitdt des unligierten
B,AR kann sich eine kleine Population von Zustinden in
einer aktiven Konformation befinden, was zum Phidnomen
der basalen Aktivitét fithrt. Bei der Bindung eines Agonisten
wird die zytoplasmatische Oberflaiche sogar noch dynami-
scher, resultierend in einem noch breiteren Spektrum von
Konformationen. Dies erschwert die Kristallisation Agonist-
gebundener Rezeptoren. Fluoreszenz- und NMR-Experi-
mente wiesen darauf hin, dass der aktive Zustand nur dann
stabilisiert werden kann, wenn der Rezeptor im Komplex mit
seinem G-Protein oder einem anderen an die aktive Kon-
formation bindenden Protein vorliegt.[***]
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Unsere Bemilthungen zur Kristallisation des (,AR-Gg-
Komplexes schritten voran, blieben aber insgesamt erfolglos.
Als eine alternative Strategie untersuchten wir den Einsatz
von Antikérpern und anderen Proteinen. Im Mai 2009 hatte
ich das Gliick, Jan Steyaert (Universitit Briissel) auf einer
Gordon Conference in Italien zu treffen. Jan erforschte die
Anwendung einstriangiger Camelid-Antikorperfragmente
(bezeichnet als Nanokorper) als Kristallisationsvermittler in
der Proteinkristallogenese. Kurz nach der Konferenz schickte
ich Jan aufgereinigten, Agonist-gebundenen ,AR in Phos-
pholipidvesikeln zur Immunisierung in Lamas. Im November
2009 hatten wir unsere ersten Nanokorper, und Sgren Ras-
mussen identifizierte einen, der G-Protein-artige Eigen-
schaften aufwies. Dieser Nanokorper (Nb80) band an aufge-
reinigten $,AR und bewirkte eine allosterische Erhohung der
Agonistbindungsaffinitit um den Faktor 100 — eine dhnliche
GroBenordnung wie beim [,AR-G,-Komplex. Der (,AR-
Nb80-Komplex verschaffte uns einen ersten Eindruck von der
Konformation des aktiven Zustands des [,AR (Abbil-
dung 4 A).®)

aktive B2AR-Zustande

A) B2AR-Nb80-Komplex B) B2AR-Gs-Komplex

BI167107

B,AR

Abbildung 4. Strukturen von humanem 3,AR im aktiven Zustand.

Der ,AR-G-Komplex

2005 traf ich Roger Sunahara (University of Michigan) bei
einer Gordon Conference, und wir begannen eine Zusam-
menarbeit, um die strukturelle Grundlage der kooperativen
Wechselwirkungen zwischen dem (AR und seinem G-Pro-
tein G, zu verstehen. Unser Fernziel war, den (,AR-G,-
Komplex zu kristallisieren. Es war absehbar, dass ein erfolg-
reicher Verlauf dieser Bemiithungen ein ausgedehntes Netz-
werk an Kollaborationen mit Forschern verschiedener Dis-
ziplinen erfordern wiirde.

Einer der wichtigsten Faktoren war die Anwendung der
Einzelpartikel-Elektronenmikroskopie (EM). Die Einblicke
aus diesen Messungen gaben uns die notwendigen Rahmen-
bedingungen fiir unsere Kristallisationsstrategie vor. Im
Verlauf des Jahres 2009 machten Sgren Rasmussen aus
meiner Gruppe und Brian Devree aus Rogers Arbeitskreis

Angew. Chem. 2013, 125, 6508 — 6517


http://www.angewandte.de

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

betréichtliche Fortschritte mit der Biochemie des Komplexes.
Es gelang ihnen, einen relativ stabilen f,AR-G,-Komplex zu
erzeugen, der im GroBenausschlusschromatogramm als ein
einzelner Peak zu sehen war; wir waren aber nicht in der
Lage, Kristalle zu produzieren. Wir schickten eine Probe des
Proteins an Georgios Skiniotis (University of Michigan),
einem Spezialisten fiir die Einzelpartikel-EM. Unsere erste
Ansicht des 3,AR-G,-Komplexes war eine niedrig aufgeloste
Struktur, die wir aus negativ gefirbten EM-Bildern zusam-
mensetzten. Die Struktur offenbarte eine unerwartete Ei-
genschaft des Komplexes, die erkldrte, warum sich das Kris-
tallwachstum so schwierig gestaltete. Die G,-Untereinheit
besteht aus einer a-helikalen Doméne und einer Ras-artigen
Doméne mit der GDP-Bindetasche an der Oberfldche. Die
EM-Struktur zeigte nun, dass die a-helikale Doméne der a-
Untereinheit des G, konformativ heterogen ist. Zur Losung
dieses Problems identifizierten wir in anschlieBenden EM-
Studien chemische Additive, die die konformative Hetero-
genitdt minimierten, sowie einen Nanokorper (Nb35), der
den Komplex stabilisierte.

Ein anderes Resultat, das zum Erfolg der ,AR-G,-Kris-
tallographie beitrug, war die Identifizierung eines ultraaffinen
Agonisten (BI-167107; Boehringer Ingelheim). Die Disso-
ziationshalbwertszeit dieses Agonisten betrug iiber 30 h, was
sicherstellte, dass der $,AR zu jedem Zeitpunkt komplexiert
war. Ein anderes wichtiges Reagens war das neuartige Tensid
MNG-3, das uns Pil Seok Chae und Sam Gellman (University
of Wisconsin, Madison) zur Verfiigung stellten.’” Dieses
Tensid stabilisierte den B,AR-G,-Komplex wihrend des
Einbaus in das mesophasige Lipid, das fiir die Kristallogra-
phie verwendet wurde. Martin Caffrey stellte ein spezielles
mesophasiges Lipid bereit (7.7 MAG), das die Anwendung
von LCP-Methoden auf einen grofen Proteinkomplex er-
moglichte.* Zur weiteren Stabilisierung des B,AR-G,-
Komplexes entwickelten wir in Zusammenarbeit mit Jan
Steyaert einen Nanokorper (Nb35), der an die Schnittstelle
zwischen den o- und B-Untereinheiten von G, bindet. Ein
letztes Projekt war schlieBlich der Ersatz des Aminoterminus
des B,AR gegen T4L, was zu einer Verstirkung der Pa-
ckungswechselwirkungen mit der extrazelluliren Oberfldache
fiihrte.

Die ersten Kristalle des $,AR-G,-Komplexes wurden im
April 2011 erhalten, und es gelang uns schlieBlich, die
Struktur mit einer Auflosung von 3.2 A zu losen (Abbil-
dung 4B).P Die Struktur zeigte auf, wie die Bindung eines
kleinen Agonisten an die extrazelluldre Seite des Rezeptors
eine Strukturdnderung durch die Lipid-Doppelschicht hin-
durch bewirkt und ein zytosolisches G-Protein aktiviert. In
diesem Prozess werden kleine Strukturdnderungen in der
Umgebung der Bindetasche zu sehr groBlen Strukturidnde-
rungen im G-Protein verstérkt.

Die Abbildungen 5-8 zeigen den Prozess der Aktivierung,
beginnend mit der Stabilisierung des ,AR durch einen
Agonisten bis hin zu den rezeptorvermittelten Struktur-
dnderungen in G, Wie in Abbildung5 gezeigt, sind die
Strukturunterschiede zwischen den inaktiven und aktiven
B,AR-Zustinden relativ gering, insbesondere in der Umge-
bung der Ligandenbindungstasche. Die groften Anderungen
werden an der zytoplasmatischen Oberfldche beobachtet,
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B,AR-inaktiv
BZAR_GS

Hineinbewegung
von TM5 um 2A

Abbildung 5. Vergleich zwischen dem Carazolol-gebundenen, inaktiven
Zustand von 3,AR (grau) und dem aktiven Zustand von [3,AR (griin)
im B,AR-G,-Komplex.

einschlieBlich einer nach auflen gerichteten Bewegung der
TMG6 um 14 A.

Abbildung 6 vergleicht die Bindungstaschen der aktiven
und inaktiven Strukturen. Aminosiuren innerhalb von 4 A
des Agonisten BI167107 sind gezeigt. Die Unterschiede in-
nerhalb der Bindungstaschen sind relativ gering; mit dem
Agonisten ist die Tasche kleiner als mit dem inversen Ago-
nisten. Die groBte Strukturdnderung ist eine nach innen ge-
richtete Bewegung des TM5 um 2 A im Bereich von Ser207.
Fiir Ser203, 204 und 207 war vorher gezeigt worden, dass sie
fiir die Bindung und Aktivierung von Agonisten wichtig sind.

Um verstehen zu konnen, wie diese kleinen Anderungen
in der Bindungstasche zu einer Bewegung von iiber 14 A am

extrazellulare Seite BoAR-inaktiv BoAR-Gg
) // - ~: p \\»\

N

¥ Y
Abbildung 6. Vergleich der Bindungstasche mit dem inversen Agonis-

ten Carazolol im inaktiven Zustand von $,AR (grau) und mit dem Ago-
nisten BI167107 im aktiven Zustand von {3,AR (griin).
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extrazellulare Seite

A) inaktiv B)

aktiv

intrazellulare Seite

Abbildung 7. Packungswechselwirkungen konservierter Aminosiuren in inaktiven und aktiven Zusténden
von B,AR. Nur TM3, TM5, TM6 und TM7 sind gezeigt. A) Ein Satz von konservierten Aminosauren (dar-
gestellt als Kugeln) bildet eine Packungsanordnung zur Stabilisierung der inaktiven Konformation. Betei-
ligte Aminosiauren sind die hoch konservierten Pro211 in TM5 und Phe282 in TM6 sowie Ile121 in TM3
und Asn318 in TM7. B) Aktiver Zustand. Die im inaktiven Zustand beobachtete Packungsanordnung ist
mit der kleinen inwirts gerichteten Bewegung von TM5 nicht kompatibel, und die Realisierung des akti-
ven Zustands mit gebundenem Agonisten erfordert eine betrichtliche Strukturumlagerung. C) Uberlage-
rung der aktiven und inaktiven Zustinde. Pro211, Phe 282, lle121 und Asn318 sind zur besseren Erken-

nung der unterschiedlichen Positionen in Stabdarstellung gezeichnet.

zytoplasmatischen Ende des Rezeptors fithren, untersuchten
wir die Anderungen der Packungswechselwirkungen in TM-
Segmenten unterhalb der Ligandenbindungstasche. Wie in
Abbildung 7 gezeigt ist, existiert ein Satz konservierter
Aminosduren, die zur Stabilisierung der inaktiven Konfor-
mation miteinander packen (Abbildung 7 A). Hierzu gehoren
die hoch konservierten Pro211 in TMS und Phe 282 in TM6
sowie Ile121 in TM3 und Asn318 in TM7. Diese Packungs-
anordnung ist mit der kleinen inwarts gerichteten Bewegung
von TMS5 nicht kompatibel, und die Realisierung des Agonist-

-

Ras-artige RPN 39 R
Domane o ORas  A
GDP a5-Helix/ /et~

a-helikale 81-Strang V@

Domane J
2 GDPW e
inaktives Ggopy aktives Ggopy

Abbildung 8. Vergleich zwischen inaktivem GDP-gebundenem G; (links) und dem (3,AR-G,-Komplex (Mitte).
Rechts: Uberlagerung der beiden Strukturen. Das GDP-gebundene G -Heterotrimer wurde aus der Kristall-

struktur des G-Heterotrimers modelliert.
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gebundenen aktiven Zustands
erfordert eine betréchtliche
Umlagerung (Abbildung 7B).
Diese umfasst die Rotation von
TM6 um Phe?282, die fiir die
grofle, nach auflen gerichtete
Bewegung am zytoplasmati-
schen Ende hauptséichlich ver-
antwortlich ist (Abbildung 7 C).

Abbildung 8  zeigt die
Strukturédnderungen von G, bei
der Bildung eines Komplexes
mit Agonist-gebundenem
P,AR. Der inaktive Zustand
des G,-Heterotrimers wurde
aus der Kristallstruktur des G;-
Heterotrimers modelliert. Die
G,-Untereinheit besteht aus
einer Ras-artigen GTPase-
Domine und einer a-helikalen
Domine. Die GDP-Bindestelle
(GDP = Guanosindiphosphat)
sitzt an der Grenzfliche zwi-
schen diesen beiden Doménen.
Bei der Kopplung an den 3,AR
geht die G,-Untereinheit grof3e
Strukturdnderungen ein. Die a-
helikale Doméine wird um un-
gefahr 130° ausgelenkt. Die Carboxyl-terminale a5-Helix der
Ras-artigen Doméne wird um 5 A in den Kern des aktiven
Rezeptors versetzt und stabilisiert damit den aktiven Zustand
des Rezeptors. Diese Versetzung der a5-Helix sowie weitere
kleinere Anderungen, die iiber den P1-Strang der Ras-
Doméne vom Rezeptor auf die GDP-Bindetasche iibertragen
werden, verursachen die Dissoziation von GDP. Der freie
B,AR-G,-Komplex ist einsatzbereit fiir die Aktivierung durch
GTP (Guanosintriphosphat). Die sehr gro3e Auslenkung der
a-helikalen Doméne war aus fritheren Studien nicht zu er-
warten; erst die hochaufge-
losten Einzelpartikel-EM-
Studien, die Georgios Skini-
otis durchfiihrte, zeigten, dass
die o-helikale Doméne hoch
dynamisch ist.

C)

Abschliefende Bemer-
kungen

Die komplexe Kristall-
struktur des PB,AR-G,-Kom-
plexes gewdhrt Einblicke in
die transmembranire Signal-
transduktion eines G-Protein-
gekoppelten Rezeptors in
hoher Auflosung. Uns stehen
damit die Rahmenbedingun-
gen fiir den Entwurf von Ex-
perimenten zur Verfiigung,

Uberlagerung
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um die Mechanismen der Komplexbildung, der GTP-Bindung
und der Komplexdissoziation zu untersuchen. Von besonde-
rem Interesse werden Studien sein, die die funktionelle Be-
deutung der im (,AR-Gi-Komplex beobachteten grofen
Bewegung der o-helikalen Doméne im G, relativ zur Ras-
artigen Doméine aufkldren. Trotz allem lasst die B,AR-Gg-
Struktur eine wichtige Frage unbeantwortet: Sie erklért nicht,
warum der f3,AR bevorzugt an G, koppelt. Obgleich fiir
einige der ,AR-Sequenzen an der (3,AR-G,-Schnittstelle
eine Rolle bei der Kopplung des G-Proteins nachgewiesen
wurde, lieferten vergleichende Betrachtungen anderer G-
gekoppelter GPCRs keine eindeutige Konsensussequenz fiir
die Spezifitiat der G,-Kopplung. Die Spezifitit der Kopplung
konnte durch Wechselwirkungen zwischen dem 3,AR und G,
bestimmt sein, die der Bildung des Nukleotid-freien Kom-
plexes vorgelagert sind. Die in diesem Vortrag erlduterten
Studien haben das Gebiet zweifelsohne vorangebracht; den-
noch miissen noch viele Fragen geklidrt werden, bevor wir die
Signalprozesse dieser faszinierenden Membranproteine voll-
standig verstehen und pharmakologisch regulieren konnen.
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