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Die Entfaltung der C-terminalen a-Helix des Neuropeptids Y ist
entscheidend fiir die Bindung und Aktivierung des Y,-Rezeptors**

Anette Kaiser, Paul Miiller, Tristan Zellmann, Holger A. Scheidt, Lars Thomas, Mathias Bosse,
Rene Meier, Jens Meiler, Daniel Huster, Annette G. Beck-Sickinger und Peter Schmidt*

Abstract: Trotz jiingster Fortschritte in der Strukturbestim-
mung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) gibt es
nur wenige Daten zur Interaktion von GPCRs mit grofieren
Peptidliganden. In dieser Arbeit kombinieren wir Methoden
der NMR-Spektroskopie, der molekularen Modellierung und
der ortsgerichteten komplementiren Mutagenese und prisen-
tieren ein Strukturmodell des Peptidhormons Neuropeptid Y
(NPY) im Komplex mit seinem humanen G-Protein-gekop-
pelten Y,-Rezeptor (Y,R). Festkorper-NMR-Messungen von
spezifisch isotopenmarkiertem NPY im Komplex mit in vitro
gefaltetem und in Phospholipid-Bizellen rekonstituiertem Y,R
liefern Daten zur bioaktiven Peptidstruktur. Unterstiitzt von
Losungs-NMR-Studien konnten Interaktionen des Liganden
mit dem zweiten extrazelluliren Loop des Rezeptors iiber
hydrophobe Kontakte nachgewiesen werden. Die C-terminale
a-Helix von NPY, die sich in einer Membranumgebung in
Abwesenheit des Rezeptors bildet, entfaltet sich ab T, um
einen optimalen Kontakt tief in der Bindungstasche des
transmembranen Bereichs des Y,R zu ermoglichen.

D ie Interaktion von GPCRs mit ihren natiirlichen Liganden
tibernimmt eine zentrale Rolle in zahlreichen Signaltrans-
duktionswegen in der Zelle. Fiir niedermolekulare Liganden
einschlieBlich Peptiden wird aktuell ein konserviertes Bin-
dungsmotiv fiir Klasse-A-GPCRs (Rhodopsin-dhnlich) dis-
kutiert."! Bis heute konnten Strukturmodelle der kleineren
GPCR-gebundenen Peptidliganden Bradykinin,””! einer auf 6
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Aminosiuren verkiirzten Variante des Neurotensins,” und
der Fettsidure Leukotrien B,) mittels NMR-Spektroskopie
erstellt werden.

Hier zeigen wir ein Struktur- und Bindungsmodell des 36
Aminoséduren groflen, C-terminal amidierten Peptids NPY in
rezeptorgebundener Form. Diese Interaktion spielt eine es-
sentielle Rolle in der Regulation der Nahrungsaufnahme und
der Gedéichtnisfunktion und ist beteiligt an affektiven Sto-
rungen und Epilepsie.”) Die Rezeptorbindung von NPY
wurde als ein zweistufiger Prozess postuliert.”! Diesem
Modell zufolge bindet NPY zunéchst an die Lipidmembran,
um seine lokale effektive Konzentration zu erhohen, und wird
anschliefend vom Y,R erkannt.[!

Mittels Festkorper- und Losungs-NMR-Spektroskopie
erstellten wir einen Strukturdatensatz, der als Grundlage fiir
die molekulare Modellierung und gerichtetes Docking ge-
nutzt wurde. Ergédnzt wurde dieser Datensatz durch komple-
mentidre Mutagenese-Studien, um die NPY/Y,R-Interaktio-
nen zu verifizieren. Fiir die NMR-Messungen wurden mittels
Festphasenpeptidsynthese zehn NPY-Varianten hergestellt,
in denen insgesamt 30 der 36 Aminosiuren spezifisch "N/ C-
markiert vorlagen (Hintergrundinformationen, Tabelle S1).

Die benétigten Milligramm-Mengen einer Cystein-freien
Variante des Y,R konnten aus rekombinanter Expression in
E. coli als Einschlusskorper und anschlieBender Reinigung in
Natriumdodecylsulfat (SDS), wie vorher beschrieben,® pri-
pariert werden. Die Funktionalitit des Rezeptors wurde
invitro in einem zweistufigen Faltungsprozess realisiert
(sieche Hintergrundinformationen fiir Details). Zusammen-
gefasst erfolgte zunédchst mittels Dialyse eine Reduzierung
der SDS-Konzentration unter die kritische Mizellbildungs-
konzentration (CMC), wihrend die Bildung der Disulfid-
briicke zwischen den zwei verbliebenen Cysteinen durch
Zugabe von Glutathion gewihrleistet wurde. Im zweiten
Schritt erfolgte durch wechselnde Temperaturzyklen® eine
funktionale Rekonstitution des Y,R in 1,2-Dimyristoyl-sn-
glycero-3-phosphocholin (DMPC)/1,2-Diheptanoyl-sn-glyce-
ro-3-phosphocholin  (DHPC-c7)-Bizellen in einem Y,R/
DMPC-Verhiiltnis von 1:200 oder 1:600. Die GroBe der Bi-
zellen wurde mittels Variation des molaren Verhéltnisses von
DMPC zu DHPC-c7 (g-Wert) auf isotrop bewegliche Bizellen
(g <0.25) oder auf groBe Membranstrukturen mit geringen
residuellen Detergentien (g >20) eingestellt,'” die fiir Lo-
sungs- bzw. Festkorper-NMR genutzt wurden. Zuletzt wurde
der rekonstituierte Y,R fiir die NMR-Experimente konzen-
triert. Im Fall groBer Membranstrukturen (g > 20) erfolgte
dies durch Zentrifugation und fiir kleine Bizellen (g < 0.25)
durch Dialyse gegen Polyethylenglykol 20000 zur Reduzie-
rung des Wassergehalts der Probe. Die Funktionalitdt der
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Y,R wurde in NPY-Bindungsstudien auf einen Anteil an
funktionalen Rezeptormolekiilen von 89+9% verifiziert
(Abbildung S1).
Festkorper-NMR-"C-DQSQ-Korrelationsspektren (dar-
gestellt in den Abbildungen S2a und S3; DQSQ =double
quantum-single quantum) wurden fiir alle NPY-Varianten im
Y,R-gebundenen Zustand bei —30°C aufgenommen, um den
Einfluss der Dynamik des Rezeptors auf die Qualitdt der
NMR-Spektren zu reduzieren.”’ Die zugeordneten chemi-
schen Verschiebungen der Kohlenstoffsignale des Y,R-ge-
bundenen NPY (aufgelistet in Tabelle S2) und die resultie-
renden Indizes der chemischen Verschiebung!! (Abbil-
dung 1a) wurden fiir die Modellierung von Peptidstrukturen
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Abbildung 1. a) Index der *C-chemischen Verschiebung des Y,R-ge-
bundenen NPY (gemessene (C,-Cg)-Random Coil (C,-Cg)). b) Uberla-
gerung der zehn bestbewerteten NPY-Modelle, abgeleitet aus den Fest-
kérper-NMR-Strukturdaten. Der N-Terminus (grau) wurde nicht fur die
Bewertung herangezogen. Die C-terminale a-Helix-Struktur von NPY
(griin) entfaltet sich ab T°* (rot) bei Rezeptorbindung.

genutzt, indem von 400000 de novo gefalteten NPY-Struk-
turen die vorhergesagten chemischen Verschiebungen!"” mit
den experimentellen Daten verglichen wurden. Uberra-
schenderweise zeigten die zehn bestbewerteten Modelle
(dargestellt in Abbildung 1b) eine C-terminale ungefaltete
Struktur von T*? bis Y*. Dies unterscheidet sich deutlich von
den NPY-Strukturen in Losung!™ und an Mizellen," in
denen die a-Helix bis zum amidierten C-Terminus ausgebil-
det ist. Es ist jedoch moglich, dass NPY bei sehr niedrigen,
physiologischen Konzentrationen in Losung als Monomer
vorliegt und in diesem Zustand der C-Terminus nicht voll-
stindig gefaltet ist.”!
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Zur Identifizierung der positionsspezifischen Anderun-
gen im NPY infolge der Y,R-Bindung wurden zweidimen-
sionale "H/®N-HSQC-NMR-Spektren fiir alle NPY-Varian-
ten sowohl in Anwesenheit von Y,R-beladenen Bizellen als
auch von leeren Bizellen aufgenommen (Abbildung S2b).
Die gewichteten Anderungen der chemischen Verschiebun-
gen und die Signalverbreiterungen, die durch lokale Aus-
tauschprozesse (z.B. Austausch in der Bindungstasche) oder
durch reduzierte globale Bewegung des Komplexes verur-
sacht werden, sind in Abbildung 2a dargestellt. Die Schwel-
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Abbildung 2. a) Aus HSQC-L&sungs-NMR-Spektren gemessene Ande-
rungen der gewichteten chemische Verschiebung (Ad=[(Ad'H)? +
(0.2A0"N)?)'"?) und 'H-NMR-Signalverbreiterung von >100 Hz (grau)
und >300 Hz (schraffiert) zwischen membran- und Y,R-gebundem
NPY. b) Schema des initialen Komplex-Modells von NPY (griin) in
einer hydrophoben Tasche des Y,R. c—e) Komplementire Mutagenese
zur ldentifizierung der interagierenden Reste zwischen ECL2 und NPY.
Die Y,R-Mutanten I*”'N (rot), I*”/N (orange) und die kombinierte Vari-
ante I**N_I*'"N_I*N (blau) wurden gegen [N*/*|NPY getestet.
Werte in der linken oberen Ecke zeigen die relativen Verschiebungen
der ECsy-Werte zum Wildtyp-Y,R. Reduzierte ECyo-Verschiebungen
kennzeichnen eine direkte Interaktion zwischen Rezeptor und Peptid
an der modifizierten Position.
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lenwerte fiir die Linienverbreiterung von >100Hz und
> 300 Hz sind willkiirlich gewéhlt und dienen der Illustration
dieser Effekte (exakte Linienbreiten sind in Tabelle S2 auf-
gelistet). Signifikante Anderungen konnten nicht nur fiir die
sechs C-terminalen Reste, welche bereits als kritisch fiir Y,R-
Bindung bekannt sind,”! beobachtet werden. Auch die ge-
messenen Anderungen der chemischen Verschiebung und/
oder der Linienbreiten im hydrophoben Teil der a-Helix im
NPY (L7/A"S, Y* /Y, L*, Y?/1%, I’') deuten auf ein weiteres
Bindungsmotiv hin, welches iiber hydrophobe Kontakte ver-
mittelt ist.

Auf Grundlage eines Y,R-Homologiemodells identifi-
zierten wir hydrophobe Reste im zweiten extrazellularen
Loop (ECL2) als mogliche Interaktionspartner und tauschten
diese gegen Asparagin (vergleichbare GroBe, hydrophil)
aus. Die Reste I*”" und I*”7 im Rezeptor (Y,R-Nomenklatur
entsprechend)!' reagierten auf die Mutation, und mittels
komplementirer Mutagenese mit modifizierten Liganden
konnten direkte Kontakte zu L** und I*®* nachgewiesen
werden (Details siche Hintergrundinformationen und Tabel-
le S3).

Die neu identifizierten Interaktionen und die bereits be-
kannte Salzbriicke zwischen R* (NPY) und D**! am ex-
trazelluliren Ende der sechsten Transmembranhelix (TM6)
des Y,R wurden im Folgenden als experimentelle Randbe-
dingung fiir die Docking-Studien genutzt. Dabei wurde der C-
terminale Teil (NPY"7) der bioaktiven Ligandenkonfor-
mationen (Abbildung 1) mittels ROSETTA in ein Homolo-
giemodell des Y,R gedockt (Details in den Hintergrundin-
formationen). Das NPY/Y,R-Modell mit der besten Uber-
einstimmung zu den experimentellen Daten und den be-
kannten Struktur-Aktivitdts-Beziehungen des NPY ist in
Abbildung 3 dargestellt. Eine semiquantitative energetische
Analyse des Komplexes unterstreicht die zunehmende Be-
teiligung der C-terminalen Aminosduren an der Wechselwir-
kung (Abbildung 4a) und zeigt auch eine qualitativ gute

Ubereinstimmung mit durch Mutagenese identifizierten In-
teraktionspositionen im Rezeptor!"™!l (Abbildung 4b).

Die hydrophoben Kontakte zum ECL2 positionieren den
Liganden in einem Winkel von etwa 45° relativ zur Membran-
Normalen. Aufgrund der hohen Dynamik des Rezeptors™ ist
die Position von NPY in der Bindungstasche jedoch vermut-
lich nicht statisch. Es ist vielmehr anzunehmen, dass der
Ligand der Bewegung des ECL2 folgt (dieser Bereich wurde
wihrend des Dockings neu modelliert, um der hohen Flexi-
bilitdt Rechnung zu tragen) und der gebundene C-Terminus
als Anker im Rezeptor dient. Daraus ergibt sich eine konische
Verteilung der Ligandenpositionen mit zunehmender Am-
plitude zum N-Terminus (Abbildung 3a). Moglicherweise
erfolgt iiber den hydrophoben Kontakt zur extrazelluldren
Domaéne des Rezeptors eine initiale Bindung des Liganden
aus dem membrangebundenen Zustand oder direkt aus der
Losung, und es findet eine Vororientierung von NPY in die
Bindungstasche statt. Infolge der Relokalisierung der a-Helix
des NPY aus der Membranumgebung werden fiir die Mem-
branbindung wichtige Aminosiuren des Liganden (L'/Y*/
Y?")in eine eher polare Umgebung gebracht. Dies wird
durch die Ergebnisse der Losungs-NMR-Studien unterstiitzt
(Abbildung 2 a).

Gleichzeitig gehen die Membrankontakte von L*, I® und
des entfalteten C-terminalen Pentapeptids® in thermodyna-
misch giinstigere, direkte Rezeptorinteraktionen tiber (Ab-
bildung 4). Auf diese Weise werden, wie bereits vorgeschla-
gen,[¥ die Rezeptorkontakte in der tiefgehenden Bindungs-
tasche maximiert (Abbildung 3b). Da PYY, der zweite en-
dogene hochaffine Ligand des Y,R, eine identische Sequenz
fiir die C-terminalen fiinf Aminosduren aufweist und bereits
im lipidgebundenen Zustand eine C-terminale gestreckte
Struktur besitzt," ist die thermodynamische Barriere fiir
solch einen Ubergang vermutlich niedrig.

Die Ubergangsposition zum C-terminal gestreckten Be-
reich um T*? liegt an einer Engstelle iiber der Bindungstasche
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Abbildung 3. Modell des Komplexes aus NPY (griin) und dem Y,R (blau-roter Farbverlauf von N- zum C-Terminus). Die strukturelle Diversitit des
Ensembles ist durch die Dicke des Riickgrats angedeutet. NPY bindet an den ECL2 durch Interaktionen von L** (violett) und I?® (pink) an I*”" bzw.

|4.77 (

Interaktion von Q**

orange). b) Reprisentatives Modell des C-Terminus von NPY. Polare Wechselwirkungen sind durch gestrichelte Linien dargestellt. c) Die
(hellblau) zur C-terminalen Amidgruppe von NPY wurde durch komplementire Mutagenese verifiziert. Dafiir wurde ein

(leicht) basischer Interaktionspartner fiir die freie Sdure des NPY generiert bzw. mit einem Analogon ohne C-terminale Funktionalitit stimuliert
(NPY-Tyramid), das nicht sensitiv auf Austausche im Rezeptor an der entsprechenden Position reagiert.
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Abbildung 4. Energetische Analyse des NPY'*7%.Y,R-Komplexes. a) Der
Bindungsbeitrag nimmt in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der
Lésungs-NMR-Studien (Abbildung 2a) zum C-Terminus des Liganden
zu. b) Auf Rezeptorseite tragen insgesamt 13 Positionen signifikant
zur Ligandenbindung bei, die meisten (rot) sind bereits bekannte!">'
oder hier neu identifizierte Interaktionsstellen. L’?® und D’# (blau)
sind falsch-positive Reste, die in vielen energetisch giinstigen Model-
len eine ionische Wechselwirkung mit R*®/H* im Liganden zeigen, rea-
gieren jedoch nicht sensitiv auf Rezeptormutagenese. Nur Bindungs-
beitrdge von >0.5 ROSETTA-Energieeinheiten (REU) wurden als signi-
fikant angesehen (grauer Hintergrund).

und konnte fiir den Bindungsprozess zwei wesentliche
Funktionen erfiillen: 1) T* fungiert als Wasserstoffbriicken-
akzeptor fiir Y**. Infolgedessen wird die Bindungstasche
geschlossen und NPY in seiner finalen Bindungsposition ar-
retiert. Entsprechend wurde eine Verbreiterung der Signale
(>300 Hz) von T*? und der benachbarten Reste beobachtet
(Abbildung 2a). 2) Zusitzlich wird der thermodynamische
Betrag fiir die Entfaltung der a-Helix in dieser eher apolaren
Umgebung gesenkt, indem T als Wasserstoffbriickendonor
zum exponierten Carbonylsauerstoff des N? fungiert. In
dhnlicher Weise wird beispielsweise auch die Entfaltung der
C-terminalen Helix des Gay,-Proteins infolge der Rezeptor-
bindung kompensiert, in diesem Fall durch ein Cystein (C*'
im humanen Ga;,).”!

Die zentrale Bedeutung von R* und R fiir die Aktivitit
von NPY!! wird aus unserem Modell sehr deutlich. Wihrend
R* auf engem Raum eine ionische Interaktion mit D auf-
weist, liegt R* in einer gemischt sauer-aromatischen Tasche,
die von W>% und Y>** gebildet und durch E** koordiniert
wird. Dies korrespondiert mit fritheren Studien, in denen
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aromatische Eigenschaften an Position 35 fiir die Peptid-
aktivitat erforderlich waren,?” und erklirt zudem die
Schwierigkeiten, einen direkten Interaktionspartner fiir R* in
dieser komplexen Bindungstasche zu identifizieren.!

Eine besonders wichtige Position fiir die Aktivitdt von
NPY am Y,R ist Q*.) Durch die relativ tiefe Bindung des
Peptids im Transmembranbereich des Rezeptors ist dieser
Rest in seiner Orientierung eingeschrénkt und wird in einer
kleinen polaren Tasche an TMZ2/3 arretiert. Unser Modell
zeigt eine Interaktion des Q* mit Q**. Diese Rezeptorposi-
tion ist Teil eines komplexen Wasserstoffbriickennetzwerks,
in dem auch der amidierte C-Terminus (CONH,) des Peptids
gebunden ist. Um diese Interaktion zu validieren, wurde
durch Mutagenese ein (leicht) basischer Interaktionspartner
fiir die ansonsten wenig affine freie Sdure des NPY (NPY-
COOH) genutzt. Wie in Abbildung 3 ¢ gezeigt, konnte durch
Stimulation mit NPY-COOH der Aktivitdtsverlust der
Q*”H-Rezeptorvariante gegeniiber dem WT-Rezeptor
deutlich reduziert werden. In dhnlicher Weise trat auch ein
relativer Aktivititsgewinn der Q***H-Variante auf, wenn die
Rezeptoren mit NPY-Tyramid®'! stimuliert wurden. Dieses
Analogon besitzt keine C-terminale CONH,- (oder COOH)-
Funktionalitdt und ist folglich nicht sensitiv gegentiber Aus-
tauschen des jeweiligen Interaktionspartners im Rezeptor
(Details in den Hintergrundinformationen).

Das Interaktionsnetzwerk um Q*, Q**? und die C-termi-
nale Amidierung bedingen die Positionierung der Seitenkette
des Y. Dieser Rest liegt in einer hydrophoben Umgebung
(C>47, WO 1,651 M%) und fiillt eine lange, schmale Tasche
im Rezeptor. Besonders interessant ist auch die Nihe der Y*-
Seitenkette zu W, einer Rezeptorposition, die als Schalter
der GPCR-Aktivierung diskutiert wird.”?! Weitere Studien
gehen von einer direkten Interaktion zwischen W** und dem
Ligand aus,”! sodass Wechselwirkungen mit dieser Rezep-
torposition méglicherweise ein allgemeingiiltiger Mechanis-
mus der GPCR-Aktivierung darstellen konnte.

Zusammenfassend konnten wir, basierend auf einem
umfangreichen und komplementidren Datensatz, ein detail-
liertes Strukturmodell des NPY in gebundener Form am Y,-
GPCR generieren. NMR-Untersuchungen zeigten deutliche
strukturelle Verdnderungen fiir die C-terminalen Aminosiu-
ren des NPY, die mit dem Rezeptor iiber ein ausgedehntes,
aber auch fragiles Netzwerk interagieren. Dementsprechend
konnen Verédnderungen in diesen Regionen leicht zu Beein-
trachtigungen in der Rezeptorbindung fithren oder die Re-
zeptorselektivitit verindern.! Dariiber hinaus gibt unsere
Studie Hinweise darauf, dass auch groere Peptidliganden die
postulierte gemeinsame transmembrane Bindungstasche
Rhodopsin-dhnlicher GPCRs!"! nutzen, obwohl keine so tiefe
Bindung im Transmembranbereich erwartet werden konnte.
Insofern ist der Bindungsmodus des NPY am Y,R auch von
Bedeutung fiir andere Peptid-bindende GPCRs.

Stichworter: GPCR-Mutagenese - Neuropeptid Y -
NMR-Spektroskopie - Peptidstrukturen - Rezeptoren

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 74467449
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