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G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) bilden eine
Gruppe von Membranproteinen mit sieben transmembrané-
ren Helices, die Signale aus dem extrazelluliren Raum ins
Zellinnere tibertragen. GPCRs sind in der Lage, Photonen,
kleine Molekiile oder komplexe Proteine als spezifische Sti-
muli zu erkennen.!! Der hohe Anteil von mehr als 30% der
zugelassenen Medikamente, die GPCRs adressieren, unter-
streicht ihre Schliisselrolle fiir physiologische Prozesse.
Wihrend die Entwicklung neuer Wirkstoffe urspriinglich
ausgehend von bereits bekannten Liganden erfolgte, konnen
Medizinalchemiker inzwischen auf hochaufgeloste GPCR-
Strukturen zuriickgreifen.”’’ Auf Grundlage von Kristall-
strukturen Antagonist-gebundener GPCRs wurde so das
strukturbasierte Design neuer, Rezeptor-blockierender Li-
ganden ermoglicht. Dariiber hinaus konnten Kristalle von
GPCR-Agonist-Komplexen durch die Verwendung kovalen-
ter Liganden erhalten werden.”! Um Kristallstrukturen voll-
stiandig aktivierter Rezeptoren zu erhalten, war es notwendig,
einen terndren Komplex aus Agonist, Rezeptor und G-Pro-
tein oder einem G-Protein-imitierenden Nanobody (kameli-
de Einzeldominen-Antikorper) zu stabilisieren.

Die GPCR-vermittelte Signaliibertragung durch hetero-
trimere G-Proteine fiihrt zur intrazelluldiren Modulation von
Enzymen und Ionenkanilen. Diese Effektoren beeinflussen
die Konzentration sekundirer Botenstoffe (z.B. cAMP, Ca*"),
die schlieBlich den zelluldren Effekt bestimmen. G-Proteine
stellen jedoch nicht die einzigen intrazelluldren Interakti-
onspartner dieser Rezeptoren dar (Abbildung 1) — vielmehr
sind GPCRs auch in der Lage, Arrestine zu rekrutieren, was
durch eine Phosphorylierung des Rezeptor-C-Terminus zu-
sétzlich begiinstigt wird. Wiahrend man urspriinglich davon
ausging, dass Arrestine fiir die Desensitivierung und Inter-
nalisierung von Rezeptoren verantwortlich sind, hat sich in-
zwischen herausgestellt, dass sie auch als Signaliibertriager
fungieren. Somit sind Arrestine von erheblicher Bedeutung
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Abbildung 1. Uberblick tiber die GPCR-vermittelte Signaliibertragung.
Die Aktivierung des membranstandigen Rezeptors kann zur Aktivie-
rung von G-Proteinen oder/und zur Rezeptorphosphorylierung und Ar-
restinrekrutierung fiihren. Unten: mégliche Arten funktionell selektiver
Signaltransduktion.

fiir verschiedene (patho)physiologische Prozesse.’! Bei-
spielsweise verursachen 3-Arrestine die mit der Aktivierung
von p-Opioidrezeptoren verbundene Toleranzentwicklung.
Eine gezielte Beeinflussung der GPCR-Arrestin-Interaktion
mithilfe maBgeschneiderter Liganden ist daher fiir Medizi-
nalchemiker eine besonders interessante Aufgabe, die jedoch
bisher durch das Fehlen einer Rezeptor-Arrestin-Kristall-
struktur erschwert wurde.

Grofle Anstrengungen und wohliiberlegte Experimente
verschiedener Forschergruppen waren notwendig, um die
erste Kristallstruktur eines Arrestin-gebundenen GPCR zu
erhalten. Erst kiirzlich ist Xu und Kollegen der Durchbruch
auf dem Weg zu hochauflosenden Kristallen des humanen
Rhodopsins, eines GPCR zur Wahrnehmung von Licht, im
Komplex mit visuellem Arrestin gelungen.I”? Um die Struktur
zu losen, mussten die Autoren eine Reihe von Hindernissen
iiberwinden, die auf die kurzlebige Wechselwirkung zwischen
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GPCRs und Arrestinen zuriickzufiihren sind. Die Verwen-
dung einer konstitutiv aktiven Rhodopsinmutante (E113Q,
M257Y) garantierte selbst in Abwesenheit des kovalenten
Agonisten all-trans-Retinal eine aktive Rezeptorkonforma-
tion wihrend der Aufreinigung. Ebenso wurden drei Ami-
nosduren des Arrestins mutiert, um durch eine praaktivierte
Arrestinkonformation die Notwendigkeit der Rezeptorphos-
phorylierung zu umgehen. Obwohl diese MaBnahmen die
Wechselwirkung signifikant verbessern, war es zusitzlich
notwendig, beide Proteine mithilfe einer Sequenz aus
15 Aminosduren zu einem Fusionsprotein zu verkniipfen und
durch eine weitere Fusion mit T4-Lysozym die Kristallbil-
dung zu erleichtern. Da die erhaltenen Kristalle dennoch
klein waren (5-15 pm), wurden die Beugungsdaten mithilfe
serieller Femtosekunden-Kristallographie und eines Freie-
Elektronen-Lasers (XFEL, Rontgenlaser) generiert. Diese
neue Technik ermoglicht es, Beugungsmuster durch das
Aufsummieren einzelner Laserimpulse einer Dauer von we-
niger als 50 Femtosekunden unter minimaler Kristallschédi-
gung zu erhalten.”!

Die Kristallstruktur offenbarte eine iiberraschende,
asymmetrische Anordnung beider Proteine. Wiahrend die N-
terminale Arrestindoméne und die zentrale ,,Kuppe® direkt
in die Rezeptorinteraktion involviert sind, weist der C-ter-
minale ,Fligel“ zur Zellmembran. Alaninmutationen in
dieser Region demonstrieren zwar seine Bedeutung fiir die
Arrestinerkennung,®! der exakte Mechanismus ist allerdings
noch ungeklirt. In hervorragender Ubereinstimmung mit
fritheren praaktivierten Strukturen! weist die Arrestingeo-
metrie eine 20°-Rotation der N- und C-Doménen gegeniiber
dem inaktiven Zustand auf.”

Die Wechselwirkung mit Arrestin fithrt auch zu Ande-
rungen der Rhodopsinkonformation. Einige dieser Verénde-
rungen, z.B. die 10 A groBe Auswirtsbewegung der Helix 6
(TM6) und die Verldngerung der TMS, gelten als typische
Merkmale der Rezeptoraktivierung. Zudem stimmen diese
Befunde mit den Beobachtungen an Metarhodopsin II im
Komplex mit einem C-terminalen Peptid des G-Proteins
Transducin (GaCT) iiberein.'”! Dennoch ist die TM6-Bewe-
gung weniger ausgeprigt als im (2-Adrenorezeptor-GasS-
Komplex.[*!l Weitere Anderungen umfassen die Bildung einer
kurzen Helix innerhalb der intrazelluldren Schleife 2 (IL2)
und Bewegungen der intrazelluldren Helix 8 (H8) in der Ndhe
des Rezeptor-C-Terminus.

Die Kristallstruktur lieferte auch Einblicke in das Netz-
werk der molekularen Interaktionen zwischen Rhodopsin
und Arrestin. Die beobachteten Kontaktregionen wurden
zusitzlich mittels DEER-Spektroskopie, H/D-Austausch-
Experimenten und durch Disulfid-Vernetzung validiert. In
Ubereinstimmung mit friiheren Befunden” wurden die
Schleifen zwischen den einzelnen (-Faltblattstrukturen des
Arrestins (Finger Loop, Middle Loop, Back Loop und C-
Loop) und ein angrenzendes p-Faltblatt als entscheidende
Interaktionspartner identifiziert (Abbildung2). Die Kon-
taktstellen im Rhodopsin umfassen verschiedene Bereiche
der inneren Rezeptoroberfliche. Vor allem der IL2, der C-
terminale Teil der TM7, der N-terminale Teil von H8 und die
unteren Abschnitte der Helices 5 und 6 sowie deren Verbin-
dung iiber IL3 tragen zur Arrestinbindung bei. Da fiir den
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Abbildung 2. Die Kristallstruktur des Rhodopsin-Arrestin-Komplexes:
Schliisselregionen der Interaktion im Arrestin sind griin dargestellt.
Die wahrscheinliche Interaktionsstelle mit dem Rezeptor-C-Terminus
(nicht aufgeldst) ist blau eingefirbt. PDB-Code: 4ZW/, Molekiil A,
Lit. [7].

(phosphorylierten) Rezeptor-C-Terminus keine ausreichende
Elektronendichte erhalten wurde (Positionen 327-348 nicht
aufgelost), konnte keine Wechselwirkung mit dem N-termi-
nalen f-Faltblatt des Arrestins beobachtet werden. Dennoch
deuten die Ergebnisse der biochemischen und computerche-
mischen Experimente stark auf das Vorliegen dieser Wech-
selwirkung hin. Die Studie liefert zudem weitere Beweise fiir
die elektrostatische Interaktion zwischen Arrestin und Rho-
dopsin. Die postulierte Arrestinbindung durch den Rezeptor-
C-Terminus, verbunden mit einer Prédaktivierung und der
anschlieSenden vollstdndigen Interaktion mit dem Rezeptor,
konnte somit bestitigt werden.*!

Die Studie von Kang et al. bildet den vorldufigen Hohe-
punkt auf dem Gebiet der GPCR-Arrestin-Strukturbiologie.
Allerdings ist Rhodopsin durch seine vergleichsweise hohe
Stabilitdt und den kovalent verkniipften Agonisten ein Son-
derfall innerhalb der GPCR-Familie. Es bleibt daher eine
interessante Frage, wie ein ternidrer Komplex aus einem the-
rapeutisch relevanten GPCR, seinem Liganden und [3-Arres-
tin aussehen wird. In diesem Zusammenhang bietet die von
Shukla et al. publizierte Struktur des f2-Adrenorezeptors mit
B-Arrestin-1 und einem stabilisierenden Antikorperfragment
einen vielversprechenden Ansatz, auch wenn ihre Qualitét
nicht zur rontgenographischen Untersuchung ausreichte.*?

Zu verstehen, wie GPCRs ihre Interaktion mit Effektoren
(z.B. Arrestin) kontrollieren und die nachfolgende Signal-
weiterleitung steuern, ist von besonderem Interesse, wenn
man das Phédnomen der funktionellen Selektivitdt fiir die
Wirkstoffentwicklung nutzen will. Funktionell selektive
Agonisten (oder ,biased ligands®) sind in der Lage, nach
Bindung an einen Rezeptor bevorzugt bestimmte Signal-
transduktionswege zu aktivieren, wiahrend andere Effektoren
vermindert oder gar nicht aktiviert werden (Abbildung 1).5%
Teilweise resultiert diese funktionelle Selektivitidt aus Ligand-
gesteuerter Phosphorylierung durch Rezeptorkinasen, die als
eine Art ,Signal-Barcode“ fungiert.”® Kristallstrukturen
unterschiedlich phosphorylierter GPCRs im Komplex mit
Arrestin und ausgeglichenen oder funktionell selektiven
Agonisten werden daher mit Spannung erwartet. Trotz dieser
Einschréankungen ist die Rhodopsin-Arrestin-Kristallstruktur
ein entscheidender Schritt fiir das Verstdndnis funktionell
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selektiver Signaltibertragung durch GPCRs. Zudem kann sie
als Vorlage fiir Homologiemodelle sowie Langzeit-Molekiil-
dynamiksimulationen therapierelevanter GPCRs genutzt
werden und somit zum strukturbasierten Design funktionell
selektiver Wirkstoffe beitragen.
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