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Strukturen der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren der
Klasse B: Perspektiven fur die Arzneimittelforschung
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G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) sind die wich-
tigsten Wirkstoffziele fiir Arzneimittel. Die Strukturbiologie
der GPCRs hat in den letzten fiinf Jahren eine Revolution
erlebt, die 2012 im Nobelpreis fiir Chemie gipfelte."! Wiih-
rend sich fiir die Mehrheit der GPCRs (GPCRs der Klasse A)
inzwischen ein strukturelles Grundmuster abzeichnet, sind
die entfernteren Verwandten der Klasse B GPCRs strukturell
noch kaum verstanden. In zwei wegweisenden Veroffentli-
chungen prisentieren Hollenstein et al. und Siu et al. nun die
ersten Klasse-B-GPCR-Strukturen und liefern damit die
ersten hochaufgelosten Momentaufnahmen fiir diese mole-
kularen Signaltransduktionsmaschinen.[>*

GPCRs der Klasse B sind eine kleine, aber klinisch hochst
relevante Untergruppe der GPCR-Familie. Der Mensch hat
15 Rezeptoren der Klasse B, die alle auf lange Peptidhor-
mone ansprechen. Diese endokrinen Faktoren sind Schliis-
selregulatoren fiir das Glucosegleichgewicht, die Knochen-
erhaltung oder die Bewiltigung von Stress. Das Parathyroid-
Hormon, das Glucagon-édhnliche Peptid oder Analoga davon
werden klinisch zur Behandlung von Osteoporose oder Dia-
betes eingesetzt, wiahrend Antagonisten der Rezeptoren fiir
Glucagon, fiir das Calcitonin-Gene-Related Peptide oder fiir
den Corticotropin-freisetzenden Faktor eingesetzt werden,
um Diabetes, Migrdne oder Depression zu behandeln. Trotz
erheblicher Forschungsbemiihungen vonseiten der Pharma-
industrie war es bisher schwierig, medikamentenéhnliche
nicht-peptidische Liganden fiir die GPCRs der Klasse B zu
entwickeln. Dies wurde auf eine Klasse-B-typische Bin-
dungstasche zuriickgefiihrt, von der man annahm, dass sie
flacher als die von monoaminergen GPCRs der Klasse A sei.

Ein groBies Problem bei der GPCR-Kristallographie be-
steht darin, die iiblicherweise sehr dynamischen Proteine in
einem funktionellen, stabilen Zustand zu fixieren, und dies
gilt auch fiir GPCRs der Klasse B. Hollenstein et al. und Siu
et al. erreichten diese Fixierung fiir den Rezeptor des Corti-
cotropin-freisetzenden Faktors (CRF;R) bzw. den Glucagon-
Rezeptor (GCGR), indem sie die Transmembrandomine
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dieser Rezeptoren verkiirzten (z. B. indem sie die fiir Klasse-
B-GPCRs typische extrazellulire Domine entfernten) und
sie an gut kristallisierbare Helferproteine kuppelten. Beide
Gruppen stabilisierten die Rezeptoren auch mit hochaffinen
Antagonisten, die fiir diese beiden GPCRs der Klasse B
verfiigbar waren. Hollenstein et al. fithrten ferner zwolf
thermostabilisierende Punktmutationen ein, die die inaktive
Konformation des CRF,R stabilisierten.

Die wichtigsten Erkenntnisse aus den beiden neuen
Kristallstrukturen sind Klasse-B-spezifische Strukturdetails,
die sowohl CRF,R als auch GCGR aufweisen und in denen
sich beide von den typischen GPCR-Motiven der Klasse A
unterscheiden. Die beiden Strukturen offenbaren auch eine
Reihe von Wechselwirkungen zwischen den transmembra-
nidren Helices in der Nidhe des Zytoplasmas, die in beiden
Klasse-B-GPCR-Strukturen dhnlich sind und wahrscheinlich
ein Klasse-B-spezifisches Motiv reprisentieren. Der auffil-
ligste Unterschied zu den GPCRs der Klasse A ist eine mehr
V-formige Topologie der transmembraniren Helices, die eine
breite Spalte erzeugt, die zum extrazelluliren Raum hin offen
ist und vermutlich eine Bindungstasche der Peptidhormone
darstellt. Diese Anordnung der extrazelluldren Hélften der
transmembranidren Helices war iiberraschend und konnte
nicht durch Homologiemodelle, die auf kristallisierten
GPCRs der Klasse A basierten, vorausgesagt werden. Die
groflere Bindungstasche der beiden Klasse-B-GPCRs liefert
zu einem gewissen Grad eine Erkldarung, warum es bisher so
schwierig war, Liganden fiir diese Proteine zu finden. Die
mutmaBliche Peptidbindungstasche ist jedoch auch tiefer als
erwartet und zeigt zusétzliche Untertaschen, die als neue
Ausgangspunkte fiir ein rationales Design oder ein verfei-
nertes Computer-gestiitztes Screening von Klasse-B-GPCR-
Liganden fungieren kénnten.

Besonders aufschlussreich bei der CRF;R-Struktur ist der
detaillierte Einblick in den Bindungsmodus des nicht-pep-
tidischen Antagonisten CP-376395 (Abbildung 1a). Dieser
Antagonist bindet in einer Tasche nahe der zytoplasmati-
schen Seite, weit entfernt von den typischen Ligandenbin-
dungsstellen in Klasse-A-GPCRs und weit von der mutmal-
lichen Bindungsstelle des nativen Liganden CRF. Dies belegt,
dass die vorherrschende Klasse von CRF,;R-Antagonisten,
wie CP-376395, in der Tat allosterische Modulatoren sind. Die
rundum abgeschirmte Bindungsstelle erklédrt auch die lang-
same Dissoziation vieler CRF,R-Liganden.” Der gefundene
Bindungsmodus von CP-376395 mahnt ferner zur Vorsicht
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Abbildung 1. Strukturen der Transmembran-Dominen von Klasse-B-
GPCRs im Kristall. a) Die Helices des Rezeptors fiir den Corticotropin-
freisetzenden Faktor (CRF;R) sind in Blau gezeigt, die Oberfliche ist
transparent in Grau angedeutet. Der allosterisch gebundene nicht-
peptidische Antagonist CP-376395 ist als griines Kalottenmodell her-
vorgehoben. Die Aminosaurereste His199 und Tyr327, die die Bin-
dungsstelle des Antagonisten von der mutmaglichen Peptidbindungs-
stelle trennen, sind als pinkfarbene Stibe dargestellt. Die chemische
Struktur von CP-376395 und die wichtigsten Interaktionen mit CRF,R
sind oberhalb schematisch gezeigt. b) Die Oberfliche der kristallisier-
ten transmembrandren Domine des Glucagon-Rezeptors (GCGR) ist
in Hellorange abgebildet. Die Aminosidurereste W304, R308, F365 und
A366 sind transparent dargestellt, um einen Blick auf den mutmaf2li-
chen Peptidbindungsmodus im Inneren des GCGR zu erméglichen.
Die modellierte extrazellulire Domine ist in Rosa abgebildet. Der C-
Terminus des modellierten gebundenen Liganden Glucagon ist als grii-
ne a-Helix dargestellt, der modellierte N-Terminus, der die transmem-
branire Domine aktiviert, in Form griiner Stabe. Das in Lit. [4] be-
schriebene GCGR-Glucagon-Modell wurde freundlicherweise von Ste-
vens und Mitarbeitern zur Verfiigung gestellt.

beim Heranziehen von Mutagenesedaten fiir Homologiemo-
dellierungsstudien. Fiir CRF,R gibt es ein bemerkenswert
klares Pharmakophor-Motiv und eine definierte Punktmuta-
tion (His199Val), von der man dachte, sie wiirde eine essen-
tielle Wasserstoffbriicke zu einem unverdnderlichen Wasser-
stoffakzeptor der Antagonisten aufheben.”! Es zeigte sich,
dass His199 weit vom Antagonisten entfernt ist und statt-
dessen die Konformation von Tyr327 stabilisiert, das seiner-
seits mit dem Isopentyl-Rest von CP-376395 wechselwirkt. In
diesem Zusammenhang sollte erwédhnt werden, dass Substi-
tuenten in dieser ,, Top-Gruppen“-Position bei CRF,R-Ant-
agonisten relativ variabel sind,'® sodass mit anderen Liganden
andere Konformationen rund um His199 und Tyr327 moglich
sein konnen.

Wihrend sich die Konformationen der transmembrani-
ren Helices nahe dem Zytoplasma bei CRF,R und GCGR
sehr dhneln (im Einklang mit ihrer gemeinsamen Funktion,
dieselben G-Proteine zu aktivieren), zeigen sich substantielle
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Abweichungen in den extrazelluldren Schleifen und den an-
schlieBenden a-helicalen Segmenten. Kristallstrukturen wei-
terer Klasse-B-GPCRs sind nétig, um zu klidren, ob dies in
einer hoheren Flexibilitdt der extrazelluliren Halfte der
Klasse-B-GPCRs begriindet ist oder ob dies dauerhafte Un-
terschiede zwischen CRF,R und GCGR widerspiegelt.

Die vorliegenden Strukturen représentieren CRF;R und
GCGR vermutlich in ihrer inaktiven Konformation. Die
wichtigste offene Frage ist nun, wie diese Rezeptoren akti-
viert werden. Als ersten Schritt in diese Richtung erstellten
Siu et al. ein Modell des aktivierten GCGR, das auf ihrer
GCGR-Struktur, (Co-)Kristallstrukturen der extrazelluldren
Doménen mit und ohne gebundenen Peptidliganden, Ver-
netzungsstudien und einer beeindruckenden Serie von Mu-
tagenesedaten beruhte. Ihr Modell lasst darauf schlieBen, dass
der fiir die GCGR-Aktivierung verantwortliche Teil des
Glucagons eine ausgestreckte Konformation annimmt (Ab-
bildung 1b). Dies dhnelt der Art und Weise, wie das Peptid
Neurotensin an seinen Rezeptor NTS1 bindet.”) Fiir das N-
terminale Histidin wird dabei vorhergesagt, dass es dhnlich
tief in den Rezeptor vordringt, wie bei kleinen Liganden von
Klasse-A -GPCRs beobachtet wurde.”) Wihrend dieses Mo-
dell fiir GCGR plausibel ist, konnte der Aktivierungsmodus
von CRF|R leicht variieren. Gegeniiber dem GCGR-Ago-
nisten Glucagon hat CRF eine N-terminale Erweiterung,®
die nicht zur CRF,R-Aktivierung beitragt.” Statt tief im
Inneren des Rezeptors zu binden, konnte der extreme N-
Terminus von CRF daher eher zuriick- und aus der Bin-
dungstasche herausfalten. Diese Hypothese ist in Einklang
mit der von Hollenstein et al. beobachteten mutmaflichen
Bindungsstelle von CRF,R, die weiter ist als bei GCGR und
eine derartige Haarnadel-dhnliche Konformation ermogli-
chen wiirde.

Nicht-peptidische Agonisten fiir GPCRs der Klasse B,
z.B. den Rezeptor des Glucagon-dhnlichen Peptids 1, wiren
klinisch wertvoll. Fiir ihr prézises rationales Design wird die
Struktur eines Klasse-B-GPCR im Agonisten-gebundenen
Zustand benoétigt. Diese Aufgabe wird durch den speziellen
Mechanismus der Klasse-B-GPCRs erschwert, die in zwei
Stufen aktiviert werden.””? Zuerst bindet der C-terminale Teil
der Peptidliganden hochaffin an die extrazellulire Doméne
(das Markenzeichen von Klasse-B-GPCRs). Der zweite N-
terminale Teil der Peptidliganden bindet dann an die trans-
membrandre Domine und leitet die Strukturumlagerungen
ein, die zur Aktivierung von G-Proteinen innerhalb der Zelle
filhren. Diese zweite Wechselwirkung ist schwicher, und in
der Regel liegt jeweils nur ein Bruchteil der GPCRs in der
vollstidndig aktivierten Form vor. Um einen gleichférmig ak-
tivierten GPCR der Klasse B zu erhalten, wird es daher notig
sein, diesen aktivierten Status zu stabilisieren, z.B. durch
Mutationen oder gegebenenfalls durch Komplexbildung mit
G-Proteinen. Um den spezifischen Anforderungen bei Klas-
se-B-GPCRs zu begegnen, konnten zusétzlich eine Stabili-
sierung der korrekten Ausrichtung der extrazelluliren und
der transmembranidren Domine, die Pridorganisation des
Peptidliganden und/oder die Verbesserung seiner Affinitét
fiir die transmembranire Doméne notig sein.
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