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Rolle des Wassers und der Natriumionen bei der Aktivierung des

u-Opioidrezeptors™*

Shuguang Yuan,* Horst Vogel und Slawomir Filipek*

Mehr als 800 humane G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(GPCR) ermoglichen es den Zellen, verschiedene extrazel-
luldre Reize (Photonen, Duftstoffe, Hormone, Lipide usw.) zu
erkennen und die Signale tiber die Zellmembran zur Regu-
lierung zentraler physiologischer Prozesse weiterzuleiten.!!!
GPCR werden mit vielen Krankheiten in Verbindung ge-
bracht und gehoren deshalb zu den wichtigsten Zielproteinen
fiir Arzneimittel.”! Von einigen GPCR wurden mithilfe der
Rotgenkristallographie hochaufgeloste Proteinstrukturen er-
halten, die sieben membraniiberspannende Helices vor und
nach der Rezeptoraktivierung zeigen.”! Die Einzelheiten der
strukturellen und dynamischen Vorginge innerhalb eines
Rezeptors wihrend der Signaliibertragung durch die Mem-
bran miissen aber noch aufgekliart werden, was ein zur stati-
schen Strukturbestimmung komplementédres Vorgehen er-
fordert. Molekiildynamik(MD)-Simulationen haben wichtige
Informationen iiber solche Prozesse geliefert.! In diesem
Zusammenhang haben wir hier die Rolle von Wassermole-
kiilen und Natriumionen wihrend der GPCR-vermittelten
Signaliibertragung durch die Membran untersucht. Obwohl
es experimentelle Hinweise gibt, dass sowohl Wassermole-
kiile als auch Natriumionen fiir die Aktivierung und Signal-
iibertragung!™ bei GPCR eine entscheidende Rolle spielen,
fehlt bis jetzt eine mechanistische Erklarung dieser Befunde.

Um diese zentralen Probleme zu 16sen, haben wir MD-
Untersuchungen an der Kristallstruktur des p-Opioidrezep-
tors (u-OR; PDB-Code: 4DKL)" durchgefiihrt. Dabei haben
wir ein spezifisches Bewegungsmuster im Wegverlauf der
Natriumionen gefunden, die in den Rezeptor von der extra-
zelluldren Seite eindringen und in Richtung des internen,
konservierten Restes D114**° wandern (Helix-Nummerie-
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rung nach Ballesteros-Weinstein).”! Es besteht eine Korrela-
tion zwischen spezifischen Stadien auf diesem Weg der Ionen
und den spezifischen, lokalen Strukturverdnderungen inner-
halb des Rezeptors sowie der Verteilung interner Wasser-
molekiile. Die MD-Simulationen haben die experimentell
gefundene doppelte Rolle der Natriumionen — 1) die ver-
minderte Bindungsaffinitit fiir Agonisten und 2) die erleich-
terte Aktivierung der G-Proteine — aufgeklirt."®!

Der p-OR gehort zur Rhodopsin-dhnlichen GPCR-Fa-
milie. Dieser Rezeptor kommt in vielen Teilen des Gehirns
vor und wurde auch im Riickenmark und Verdauungstrakt
nachgewiesen.”! Um zu kliren, welche Rolle Natriumionen
an der allosterischen Bindungsstelle!'” des p-OR und, zu-
sammen mit Wassermolekiilen, bei der Aktivierung des Re-
zeptors spielen, haben wir MD-Simulationen unter Beriick-
sichtigung aller Atome im langen ZeitmaRstab (insgesamt
9.4 ps) durchgefiihrt (Tabelle 1).

Tabelle 1: Durchgefiihrte MD-Simulationen.

Fall Apo  morWATE  morNA®  naltNAP  naloNA®!
Ligand - Morphin ~ Morphin  Naltrexon  Naloxon
Zeitdauer® 500x2  1400x2  1400x2  1400x1  1400x1

[a] ohne Na* an der allosterischen Bindungsstelle. [b] Mit Na™ an der
allosterischen Bindungsstelle. [c] ns x Zahl der Simulationen.

(d] Naltrexon

Naloxon

Agonist (Morphin)

Antagonist

Die meisten veroffentlichten hochaufgelosten GPCR-
Kristallstrukturen zeigen an der allosterischen Bindungsstelle
D> Wassermolekiile, die ausgedehnte Wasserstoffbriicken-
Netzwerke bilden.! In den kiirzlich bestimmten Strukturen
des Adenosin-A2A-Rezeptors® und des Protease-aktivierten
Rezeptors (PAR1)™ wurde allerdings jeweils ein am D**
gebundenes Natriumion nachgewiesen. Im Dopamin-Rezep-
tor vom Subtyp D,R wurde in dieser Region ebenfalls ein
gebundenes Natriumion vorgeschlagen.” Unsere Simula-
tionen bestétigen, dass ein Natriumion an die allosterische
Bindungsstelle des p-Opioidrezeptors von der extrazelluldren
Seite (Abbildung 1) gelangen kann. Wéhrend der anfingli-
chen 30 ns der MD-Simulation (Abbildung 1) bewegte sich
das Natriumion in einer Region rings um die negativ geladene
Aminosiure E229°% in der Helix TMS des p-OR, die dem
Einfluss der extrazelluldren Phase (Abbildung 1 A, Bereich I)
ausgesetzt ist. Interessanterweise wurde die Aminosiure E>*
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Abbildung 1. Eintrittsweg des Natriumions in den p-OR. A) Der Querschnitt des p-OR zeigt sechs membraniiberspannende Helices TM1-TM6
und die Trajektorie (roter Pfeil) eines bestimmten Natriumions wihrend der anfinglichen 200 ns der Simulation des Apo-i-OR. Die blauen Punkte
sind die aufeinanderfolgenden Positionen des Natriumions auf seinem Weg ins Innere des Proteins. Ein schwarzer Pfeil markiert eine Konforma-
tionsanderung der Aminosiure W293%*, Anfinglich hat die Aminosaure E229°*° das Natriumion im Bereich | gehalten und dann schnell in den
Bereich lla unmittelbar neben der Aminossure D147** tiberfiihrt. Nach einem kurzem Aufenthalt im Bereich b, ungefdhr nach 150 ns Simulati-
onszeit, wurde es endgiiltig im Bereich I1l nahe der Aminosauren D114%* und S154>° stabilisiert. B) Die Abstande Na'-D114** (in blau) und
Na'-S154%* (rot) wihrend zwei separaten 500 ns Simulationen. C) Uberlagerung der hochaufgeldsten Struktur des Adenosin-A2 A-Rezeptors
(helle Farben) und der endgiiltigen MD-Struktur fiir Apo-u-OR (intensive Farben). D) Positionen des zweiten Natriumions (blaue Kreuze) bei der
Simulation eines Rezeptors ohne Liganden. Dieses lon befindet sich entweder am E229°*> oder zwischen D2165"2 und E310°"* im extrazellularen

Teil des p-OR.

auch im 8-OR und k-OR gefunden, was die Wichtigkeit einer
negativen Ladung an dieser Stelle impliziert. Wahrend der
nédchsten Molekulardynamik Schritte (30-160 ns, Abbil-
dung 1B) wurde das Natriumion mithilfe von E229°* an die
eigentliche Bindungsstelle D147°** (Abbildung 1A, Be-
reich ITa) des Rezeptors gefiihrt, was fiir die Ligandenbin-
dung entscheidend ist.') Danach ist Na* in dem Bereich ITb
(Abbildung 1 A) eingedrungen, um auf ein Signalumschalten
zu warten, und schlieBlich an die allosterische Bindungsstelle
zu gelangen. Eine Konformationsdnderung der Aminoséure
W293%4® ermoglichte ein weiteres Eindringen des Natriumi-
ons in die tiefe Tasche des p-OR (Film M1), um schlieBlich
zwischen den Resten S154** und D114** (Abbildung 1 A,
Bereich III) stabilisiert zu werden und dort bis zum Ende der
Simulation (Abbildung 1B) zu bleiben. Unser Befund ent-
spricht nahezu eindeutig einer neulich bestimmten 1.8 A
Kristallstruktur des Adenosin-A2A-Rezeptors mit gebunde-
nem Agonisten.”] Die Uberlagerung der Endstruktur des
Apo HOR aus unseren MD-Simulationen und der Kristall-
struktur des Adenosin-A2A-Rezeptors zeigt das Natriumion
in den beiden Strukturen in fast identischen Positionen zwi-
schen D114** und S154** (Abbildung 1C). AuBerdem
finden wir in unseren Simulationen drei Wassermolekiile, die
auch in der Kristallstruktur auftreten und in beiden Féllen das
Natriumion koordinieren (Abbildung 1C). Ein &hnlicher
Weg des Natriumions wurde woanders an einem aus MD-
Simulationen erhaltenen Homologiemodell des D2-Dop-
aminrezeptors vorgeschlagen,!” aber die exakte Position des
Natriumions konnte dort nicht bewiesen werden, weil geeig-
nete Kristallstrukturen fehlten.

Nachdem in unserer Simulation das erste Natriumion
durch D114** an der ligandenfreien allosterischen Bin-
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dungsstelle des u-OR aufgefangen wurde, trat ein zweites
Natriumion entweder bei E229°* oder zwischen D216
und E3105® (Abbildung 1 D) auf. Die drei negativ gelade-
nen Reste auf der extrazelluldren Seite des u-OR bilden ein
Dreieck oberhalb der orthosterischen Bindungsstelle wobei
sie sich alle unterhalb der positivgeladenen Reste (Abbil-
dung S1) befinden. Die negativ geladenen Reste auf der ex-
trazelluldren Seite sind sehr wichtig fiir die temporére Bin-
dung der positiv geladenen Liganden, bis der Rezeptor durch
thermische Konformationsfluktuationen den Weg zur Bin-
dungsstelle freigibt.*!¥ Das Blockieren dieser Erkennungs-
stelle durch Natriumionen konnte erkldren, warum man bei
zunehmender Natriumionenkonzentration eine verminderte
Bindungsaffinitit zu den Liganden beobachtet.’ 1]

Obwohl es bekannt ist, dass Natriumionen die Bin-
dungsaffinitit zu den Liganden des u-OR vermindern,®-!°!
hat man tiberraschenderweise festgestellt, dass Natriumionen
auch die durch Agonisten induzierte Aktivierung der u-OR
fordern (gemessen durch GTP-Bindung) und gleichzeitig die
spontane Aktivitdit der G;/G,-gekoppelten Rezeptoren
hemmen.®'” Um diese Befunde aufzukliren, haben wir MD-
Simulationen der u-OR mit gebundenem Agonisten oder
Antagonisten durchgefiihrt. Die Bindungsmoden aller Li-
ganden haben wir durch Ligandendocken und Optimierung
der Strukturen der Komplexe bestimmt. Nach einer MD-
Aquilibrierung erhielten wir fiir alle von uns untersuchten
Fille dhnliche Konformationen der gebundenen Liganden, da
die Liganden dhnlich starre Strukturen zeigten (siche Tabel-
le 1 und Abbildung S2). Bei jedem Liganden bildet das Sau-
erstoffatom im Phenol eine Wasserstoffbriicke zum H297%%
mit durchschnittlich zwei Wassermolekiilen aus, wihrend ein
protoniertes Stickstoffatom an einer Salzbriicke mit D147%%
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beteiligt ist. Morphin und die beiden Antagonisten beein-
flussen den Rezeptor unterschiedlich aufgrund der verschie-
denen chemischen Strukturen, insbesondere am Stickstoff-
atom. Die am Stickstoffatom gebundene kleine Methylgrup-
pe im Morphin (Abbildung S2) zeigt fast keine Wechselwir-
kung mit den hydrophoben Seitenketten von W293%* und
Y326"*, wodurch geniigend Raum fiir ein Eindringen der
Wassermolekiile in das Innere des p-OR entsteht. Auflerdem
zeigen die Simulationen, dass in einem Rezeptor mit gebun-
denem Agonisten ein Auflosen der Wasserstoffbriickenbin-
dung zwischen D147** und Y326"* den fiir die Wassermo-
lekiile zugianglichen Raum vergroBert. Kolinski et al. haben
im frithen Stadium der Aktivierung des homologen x-Opi-
oidrezeptors ebenfalls ein Auflosen dieser Bindung gefun-
den."' Dagegen lagern sich die groBeren hydrophoben Reste
der Antagonisten Naltrexon und Naloxon zwischen den hy-
drophoben Seitenketten von W293%*® und Y326" (Abbil-
dung S2C,D) ein und vermindern dadurch ein weiteres Ein-
dringen von Wassermolekiilen. Die Strukturen aus jeder der
1400-ns-Simulationen des Rezeptors mit gebundenem Ant-
agonisten zeigen deutlich weniger Wassermolekiile an der
allosterischen Bindungsstelle (Abbildung S3 A,B) als die mit
gebundenen Agonisten sowohl fiir morNA (Abbildung 2 A)
als auch fiir morWAT (Abbildung S3A). Statistische Be-
rechnungen der Zahl der Wassermolekiilen in einem Abstand
von 6 A von D114>* bestitigen diese Beobachtungen (Ab-
bildung S4). Die Zahl der Wassermolekiile steigt in Anwe-
senheit eines Natriumions an der allosterischen Bindungs-

Abbildung 2. Wassermolekiile innerhalb des u-OR nach 1350 ns (links)
und 1400 ns dauernden MD-Simulationen (rechts). Rote Punkte: Was-
sermolekiile oberhalb der Ligandenbindungsstelle (Punktlinie); schwar-
ze Punkte: Wassermolekiile unterhalb der Liganden-bindungsstelle.

A) u-OR mit gebundenem Morphin und Na* an der allosterischen Bin-
dungsstelle (unmittelbar neben D114%*°). B) u-OR mit gebundenem
Naloxon und Na* an der allosterischen Bindungsstelle; hier kann ein
Austausch von Wassermolekiilen zwischen der extrazellularen Phase
und dem Bereich der allosterischen Bindungsstelle nicht stattfinden.
Zur Verdeutlichung sind chemische Strukturen des Morphins und
Naloxons gezeigt.
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stelle des morNA im Vergleich zum Fall ohne Natriumion an.
Dariiber hinaus hat eine Analyse der letzten 50 ns jeder der
1400-ns-Simulationen ergeben, dass ein schneller Austausch
von Wassermolekiilen zwischen dem Inneren des p-OR mit
gebundenem Agonisten und dem extrazelluliren Raum
stattfindet (Abbildung 2 A und S3 A). Dies ist nicht der Fall
beim p-OR mit gebundenen Antagonisten (Abbildung2B
und S3B). Woanders wurde gezeigt, dass die Bewegung der
Wassermolekiile an den konservierten Bereichen des Proteins
wichtig ist, weil diese mit den fiir die GPCR-Aktivierung
wichtigen Schaltzentren verbunden sind.!"!

In vielen GPCR bildet das D(E)RY-Motiv am zytoplas-
matischen Ende der TM3 ein ,,ionisches Schloss® zwischen
dem hoch konservierten R>* und der TM6, E®** im Fall des
Rhodopsins, das den inaktiven Zustand des Rezeptors
erhalt.!'”! Im p-OR findet man auch das DRY-Motiv, das TM3
und TM6 durch eine Wasserstoffbriicke zwischen R165** und
T279°3* verbindet. Woanders wurde vorgeschlagen,® dass
diese Wechselwirkung den Rezeptor in seiner inaktiven Form
stabilisiert, insbesondere deswegen, weil man festgestellt
hatte, dass die Mutation T279%**K das Gleichgewicht des
Rezeptors zum konstitutiv aktiven Zustand verschiebt.”” Bei
unseren MD-Simulationen wurde wéhrend der Aquilibrie-
rungsphase nach Entfernen der Sulfationen aus der Kristall-
struktur die Bindung zwischen TM3 und TM6 zeitweilig
gelost und spiter wieder hergestellt (Abbildung 3A). Bei
beiden Simulationen des morWAT wurde eine Wasserstoff-
briicke zwischen R165** und T279%* nach 650-700 ns gebil-
det, wihrend die ionische Wechselwirkung R165*%-D164>%
bis zum Ende der Simulationen stabil blieb. Dagegen ist bei
den Simulationen des morNA eine fast gleichzeitige Auflo-
sung der ionischen Wechselwirkung innerhalb des DRY-
Motivs und die Bildung einer Bindung zwischen TM3 und
TM6 nach ungefiahr 1100 ns aufgetreten. Die oben erwéhnten
Verianderungen in dem DRY-Motiv haben wir weder im p-
OR mit gebundenem Antagonisten noch in der Apo-Form
des Rezeptors (Abbildung S5) beobachtet. Die Bildung einer
transienten Bindung zwischen TM3 und TM6 durch R165*%
im Anfangsstadium der Aktivierung kénnte die Aufhebung
der intrahelikalen Wechselwirkungen zwischen R165** und
D164** erleichtern und es R165* dann ermoglichen giins-
tigere Wechselwirkungen wéhrend der spiteren Aktivie-
rungsphasen einzugehen, zum Beispiel mit Y>%, analog zum
aktivierten Rhodopsin und zum 32-adrenergen Rezeptor. Die
Abbildung S6 zeigt die resultierenden Bewegungen der He-
lices im p-OR mit gebundenem Morphin und Na* an der
allosterischen Bindungsstelle. Diese Bewegungen konnten
sehr frithe Stadien der u-OR-Aktivierung darstellen.

AbschlieBend kann man feststellen, dass wir bei MD-Si-
mulationen im langen ZeitmaBstab wiederholt die Trajektorie
von Natriumionen beim Eindringen in den p-OR (Abbil-
dung 3B) beobachtet haben. Auf der Grundlage experimen-
teller Daten konnen einerseits Natriumionen die Bindungs-
affinitdt zu Liganden der u-ORs beeinflussen. Im Rahmen
unserer MD-Simulationen ldsst sich das mit einem absto-
Benden Effekt gegeniiber den positiv geladenen Liganden
(protonierten Aminen) bei der Bindung des zweiten Natri-
umions an die extrazelluldre Oberfliche des Rezeptors er-
klaren. Andererseits konnen Natriumionen auch die Akti-
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Abbildung 3. A) Zeitliche Veranderungen des Abstandes zwischen D164** und R165**° im DRY-Motiv. Bei allen MD-Simulationen entstehen eine
Bindung zwischen T279%* und R165**. Befinden sich nur Wassermolekiile an der allosterischen Bindungsstelle, treten auch keine weiteren Verin-
derungen auf (schwarze und rote Linien); in Anwesenheit von Na* an der allosterischen Bindungsstelle wird jedoch die ionische Wechselwirkung
zwischen D164**° und R165°*° unterbrochen (blaue und griine Linien). B) Rolle der Natriumionen und der Wassermolekiile bei der Aktivierung
des p-OR. In Anwesenheit von Morphin entsteht ein betrdchtlicher Uberschuss an Wassermolekiilen an der allosterischen und an der orthosteri-
schen Bindungsstelle (schwarzes Rechteck). Natriumionen (blaue Kugeln) induzieren zusitzliche Bewegungen (weifde Pfeile) der Wassermolekiile
von der extrazelluldren Seite (helle blaugriine Kegel) in Richtung der allosterischen Bindungsstelle des u-OR mit gebundenem Agonisten. Die
Bewegungen der Aminosiurereste (rote Pfeile) der membraniiberspannenden Helices erméglichen solche Bewegungen der Wassermolekiile.

vierung des p-OR erleichtern indem sie die Bewegung von
Wassermolekiilen in Richtung der allosterischen Bindungs-
stelle einleiten, und damit die Wirkung des orthosterischen
Agonisten beeinflussen. Unsere Ergebnisse haben den Weg
geebnet, die Rolle der Wassermolekiile und der Natriumio-
nen bei der Aktivierung der GPCR zu verstehen. Sie kénnten
eine Anwendung beim virtuellen Screenen von GPCR-akti-
ven Substanzen finden indem ihr Einfluss auf die Mobilitét
der rezeptorinternen Wassermolekiile untersucht wird.
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