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Einleitung

1 Einleitung

1.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Rezeptoren, die an der Zellmembran oder auch intrazellular lokalisiert sind, sind
verantwortlich fiir die Signalweiterleitung einer grofen Zahl extra- und intrazellularer Stimuli.
Neben zytosolischen Rezeptoren existieren in eukaryotischen Zellen Membranrezeptoren,
die weiter in ligandengesteuerte lonenkanale (Synonym: ionotrope Rezeptoren),
enzymgekoppelte sowie G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (Synonym: metabotrope
Rezeptoren) unterteilt werden.

Die bei Weitem grofte der Rezeptorfamilien stellt die der GPCR (G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren; Synonyme: 7-TMR, 7-Transmembrandomanen-umspannende Rezeptoren,
heptahelikale Rezeptoren) dar, die extrazellulare Signale Uber G-Proteine (Guaninnukleotid-
bindendes Protein, GTP-bindendes Protein) in das Zellinnere weiterleitet. Es existieren etwa
1000 Gene, die flir Rezeptoren der GPCR-Familie im humanen Genom codieren [1]. GPCR
dienen als Regulatoren nahezu aller bis dato bekannten physiologischen Prozesse in
Mammalia (Saugetieren), nicht zuletzt durch lhre Fahigkeit auf eine grof’e Anzahl
verschiedener sensorischer und chemischer Stimuli, wie Licht, Geruch, Geschmack,
Pheromone, Hormone sowie Neurotransmitter, zu antworten. Als solche reprasentieren sie
wichtige pharmakologische Angriffspunkte von bis zu 40 % aller klinisch verwendeten
Substanzen [2, 3].

1.1.1 Klassen

GPCR werden, basierend auf phylogenetischen Analysen, nach dem System der
NC-IUPHAR (International Union of Pharmacology, Committee on Receptor Nomenclature
and Classification) in finf Klassen eingeteilt [4, 5] Die Sekretin- (Klasse B), Glutamat-
(Klasse C), Adhasions- (Klasse D) oder Frizzled-Taste2-Familie (Klasse E). Diese 4 Klassen
teilen nur einige wenige strukturelle Charakteristika mit der groRten der Rezeptorfamilien [6-
9], der Familie rhodopsinahnlicher GPCR (Klasse A), die in struktureller wie funktioneller
Hinsicht von besonderer Bedeutung ist:

Klasse A-Rezeptoren koénnen in zwei Hauptunterfamilien, die a- und B-Rezeptoren,
untergliedert werden, die sich in Gewebelokalisation und Ligandenspezifitdt, G-Protein-
Kopplung, sowie nachgeschalteten Effektormechanismen unterscheiden [10]. Nach ihrer
Ligandenspezifitat koénnen sie weiter unterteilt werden in Opsin-, Amin-, Peptid-,
Cannabinoid-, oder olfaktorische Rezeptoren. Entsprechend groR3 ist die Bandbreite
unterschiedlicher Liganden, die von Retinal Uber kleine Molekile, wie biogene Amine (z.B.
Adrenalin und Noradrenalin), Purin- und Pyrimidinnukleotide bis hin zu Peptidhormonen
reicht und entsprechend  weitgefachert ist das  ,Netzwerk®  aktivierbarer
Signaltransduktionswege.
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Die Sequenzhomologie zwischen Rezeptoren der Rhodopsin-Familie ist sehr gering und
beschrankt sich auf einige wenige Aminosauren und Sequenzmotive, die aber wegen ihres
hohen Konservierungsgrades eine strukturelle und funktionelle Bedeutung nahe legen.
Charakteristische Elemente der rhodopsinahnlichen Rezeptoren sind die in Abbildung 2
schematisch dargestellten Motive Glu/Asp-Arg-Tyr (E/DRY-Motiv) auf der zytoplasmatischen
Seite der Transmembrandoméane Ill [4, 11] und Asn/Asp-Pro-xx-Tyr (NPxxY-Motiv) auf der
zytoplasmatischen Seite der Transmembrandomane VII, (wobei x jeder beliebigen genetisch
kodierten Aminosaure entsprechen kann). Die als DRY-Motiv bekannte Aminosaureabfolge
ist in etwa 72 % der GPCR der Rhodopsin-Familie existent.

Abbildung 2: Schematische zweidimensionale Darstellung der Struktur eines GPCR der Klasse A. Die
sieben Transmembrandomanen (blau) sind Uber drei extra- und intrazelluldre Schleifen (grau) miteinander
verbunden. Die rot hervorgehobenen strukturellen Elemente, wie das E/DRY-Motiv am zytoplasmatischen Ende
von TM3 (2) oder das NPXXY-Motiv in TM7 (1), sind hochkonserviert in GPCR der Rhodopsin-Familie. Grin
dargestellt: 2 konservierte zur Disulfidbriickenbildung befahigte Cysteinreste (3).

1.1.2 Grundstruktur

Obwohl GPCR keine allgemeine Proteinsequenzhomologie aufweisen [4, 11], teilen sie die
folgenden strukturellen und funktionellen Charakteristika: Sie zeichnen sich topologisch
durch sieben a-helikale Transmembrandomanen (auch als TM-Doméanen, TMD oder a-
Helices bezeichnet) aus [12], die jeweils 20-27 Aminosaduren umfassen und durch drei
alternierende intra- und extrazellulare Schleifen (je 5-230 Aminosauren) miteinander
verbunden sind. Zudem tragen GPCR einen extrazellularen Amino-Terminus (N-Terminus)
und einen  intrazellularen  Carboxyl-Terminus  (C-Terminus), der  potentielle
Phosphorylierungsstellen fiir eine bzw. mehrere Proteinkinasen besitzt [13]. In der zweiten
extrazellularen Schleife und am Anfang der dritten transmembranaren Domane des
Rezeptors befinden sich zwei konservierte, zur Disulfidbrickenbildung befahigte Cysteine,
die durch die Verknlpfung der Transmembrandomane Ill mit der Extrazellularschleife die
Struktur des Rezeptors stabilisieren. Die grofte Sequenzhomologie weisen die GPCR
innerhalb der hydrophoben TM-Doméanen auf (a,-Adrenorezeptor-Subtypen zeigen hier
beispielsweise 75 % Sequenzhomologie).
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Die variabelsten Bereiche innerhalb der GPCR-Familie stellen der C-Terminus, der
intrazellulare Bereich zwischen TM5 und TM6 sowie der N-Terminus dar [14]. Der N-
Terminus umfasst, je nach Rezeptorgruppe, zwischen 10-50 Aminosauren bei Monoaminen
(Klasse A GPCR) und bis zu 600 Aminosauren bei Rezeptoren der Glutamat-Familie (Klasse
C GPCR) [15].

Der C-Terminus wie auch die dritte intrazellulare Schleife (Intrazellularloop 3, IL3,) zeigen
ebenfalls rezeptorspezifische Variabilitat.

1.1.3 Kristallstrukturen

Erste Informationen Uber den strukturellen Aufbau von GPCR konnten aus der
zweidimensionalen Kristallstruktur bovinen Rhodopsins abgeleitet werden [16, 17], die
zusammen mit nachfolgenden computergestitzten Methoden von Baldwin [18] die
Grundlage fir viele molekulare GPCR-Modelle bildete. Im Jahre 2000 gelang es Palcewski
et al., die dreidimensionale Struktur bovinen Rhodopsins in seinem inaktiven Zustand zu
I6sen. Die geringe Membranexpression und ungunstige physiochemische Eigenschaften
erschwerten die Kristallisation und Strukturaufklarung weiterer G-Protein-gekoppelter
Rezeptoren. Nach der Strukturaufklarung des bovinen Rhodopsins konnte daher erst im Jahr
2007 die dreidimensionale Struktur des G-Protein-gekoppelten beta2-adrenergen Rezeptors
(B2AR) aufgeklart werden [19-21]. Da zur Kiristallisation des B.AR das native
Rezeptormolekil experimentell durch das Einfligen des T4-Lysozyms (Enzym des
Bakteriophagen T4) bzw. eines Antikérper Fab-Fragments in der dritten Intrazellularschleife
modifiziert und der C-Terminus geklrzt werden musste, ist ein detaillierterer
Strukturvergleich der beiden ,Modellrezeptoren® B,AR und Rhodopsin kritisch zu betrachten
[22, 23]. Dennoch legte die allgemeine strukturelle Ahnlichkeit der beiden GPCR den
Schluss nahe, dass auch andere Rezeptoren den gleichen (Grund-)Aufbau aufweisen.
Abbildung 3 zeigt, neben der ahnlichen Allgemeinstruktur des B>AR und Rhodopsin, auch
die leicht unterschiedliche Anordnung der 7TM-Helices.

Der Vergleich der derzeit bekannten Rdntgenkristallstrukturen: Bovines Rhodopsin mit 11-cis
Retinal, Opsin mit oder ohne G,-Peptid, Carazolol- oder Timolol-gebundener (,AR, BsAR mit
Cyanopindolol, Adenosin A,,-Rezeptor mit ZM241385 und Tintenfisch-Rhodopsin mit 11-cis
Retinal [19-21, 24-34], konnte den allgemeinen strukturellen Aufbau G-Protein-gekoppelter
Rezeptoren bestatigen.

Jedoch reprasentieren fast alle dieser Strukturen Rezeptoren in ihrer inaktiven Konformation,
so dass nur bedingt Riuckschlisse auf den/die jeweiligen Aktivierungsmechanismus/-en der
verschiedenen GPCR gezogen werden kdnnen. Einzig die Struktur des Opsins im Komplex
mit dem C-terminalen Peptid der a-Untereinheit Transducin dirfte, trotz des Fehlens des
Agonisten All-trans Retinal, eine dem aktiven Rezeptorzustand ahnliche Konformation
darstellen [23, 35].
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Abbildung 3: Vergleich der Orientierung der Helices von Rhodopsin und dem ;AR-T4Lysozym (T4L). (A)
Uberlagerung der Kristallstrukturen. In Abhangigkeit von den beobachteten Abstanden zwischen den Doméanen
der beiden Strukturen sind die jeweiligen Rezeptorbereiche des Bandermodells Rot bis Blau eingefarbt. Die
Position der Helix 2 in den beiden Strukturen ist im Gegensatz zu Helix 3, 4 und 5 ahnlich. Helix 8 sowie die
(extra- und intrazelluldren) Schleifen (hellbraun) wurden in den Vergleich nicht einbezogen. (B) Lokalisierung der
Helix 1 und 5 in Rhodopsin relativ zum B>AR-T4L. (C) Relative Position der Helices 3, 4 und 6. (D) Gezeigt ist
die Ligandenbindungsdomane. Carazolol ist durch die gelben Kohlenstoffatome reprasentiert. Basierend auf
dem Grad der Abweichung von der Position des Rhodopsin-Molekuls im Bereich der Ligandenbindungsstelle,
sind die Helices des B2AR farblich von Blau bis Rot markiert. (Entnommen aus: Cherezow, V. et al., 2007 [20])

1.1.4 Aktivierung

Hinweise auf Konformationsanderungen der Transmembrandomanen sowie der C-Termini
wahrend der Aktivierung vieler GPCR resultieren aus biochemischen wie auch
biophysikalischen Studien. Farrens et al. (1996) und Altenbach et al. (1996) erbrachten den
ersten direkten Hinweis, dass wahrend der Photoaktivierung des Rhodopsin-Molekils eine
Bewegung von TM3 und TM6 erfolgt. Erste Hinweise auf eine Schliisselrolle entsprechender
Bewegungen in GPCR, die durch diffusionsfahige Liganden aktiviert werden, resultierten aus
Ergebnissen von ,zink crosslinking studies® [36, 37], Messungen chemischer Reaktivitat
konstitutiv aktiver Rezeptormutanten [38, 39], IR-Spektroskopie, der Monobromobiman-
Methode [40] wund nicht zuletzt fluoreszenzspektroskopischen Messungen. Als
Hauptmechanismen der Rezeptoraktivierung ist zum einen der sogenannte ,rotamer toggle
switch®, eine Rotationsbewegung der TM6 [37, 41-44], zum anderen das Aufbrechen
ionischer Interaktionen zwischen dem E/DRY-Motiv am zytoplasmatischen Ende der TM3
und konservierten Strukturen am zytoplasmatischen Ende der TM6 (,ionic lock®) beschrieben
[41, 45]. Biophysikalische Experimente an gereinigten B,AR lassen vermuten, dass die
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beiden postulierten Strukturveranderungen (,rotamer toggle switch“ und ,onic lock®)
unabhangig voneinander und abhangig vom jeweiligen Agonisten aktiviert werden kénnen
(Tabelle 1). So kann Katechol (1,2-Benzendiol), im Gegensatz zu Salbutamol oder Dopamin,
die Interaktionen zwischen TM3 und TM6 (,ionic lock®) nicht trennen, wahrend der nicht-
Katecholamin Agonist Salbutamol die mit dem ,rotamer toggle switch“ assoziierten
Konformationsdnderungen nicht induzieren kann [46, 47] (Strukturen der Substanzen finden
sich im Abschnitt ,Material und Methoden® sowie im Anhang). Die Katecholamine
(Brenzcatechinamine) Isoproterenol und (Nor-)Adrenalin wiederum scheinen sowohl den
.fotamer toggle switch® als auch den ,ionic lock® zu aktivieren.

Ligand .Rotamer toggle switch® Jonic lock”
Isoproterenol + +
Adrenalin + +
Noradrenalin + +
Salbutamol - +
Dopamin + +
Katechol + -

Tabelle 1: Zusammenfassung der Effekte unterschiedlicher BAR-Liganden auf die zwei molekularen
Aktivierungsmechanismen des B2AR, ,rotamer toggle switch® und ,ionic lock® (Yao, X. et al., 2006 [40]).

Demzufolge scheinen strukturell unterschiedliche Liganden verschiedene Kombinationen von
Interaktionen, die einen Rezeptor im inaktiven Zustand stabilisieren, wie den ,toggle switch®
und den ,ionic lock®, zu zerstdren. Entweder direkt durch die Bindung an Aminosauren, die in
den unterschiedlichen intramolekularen Interaktionen involviert sind, oder aber indirekt durch
die Stabilisierung neuer intramolekularer Interaktionen. Jede dieser Liganden/Rezeptor-
Interaktionen erhéht die Wahrscheinlichkeit fir nachfolgende Wechselwirkungen zwischen
Ligand und Rezeptor, so dass letzten Endes ein aktiver Rezeptorzustand Uber eine Serie
intermediarer Konformationen induziert werden duirfte (Abbildung 4) [47-50].
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Abbildung 4: Schema sequentieller Agonistenbindung und Rezeptoraktivierung. (A) Schematische
Darstellung struktureller Komponenten eines GPCR-Liganden. (B) Anordnung der TMD eines GPCR von der
extrazelluldren Seite aus betrachtet. Die Agonisten-Bindungsdoméanen sind in Rot (TMD3), Blau (TMDG6) und Griin
(TMD5) hervorgehoben. (C) In Abwesenheit eines Liganden besitzt der Rezeptor eine flexible Struktur (RO). Bei
Ligandenbindung werden durch multiple Rezeptor/Liganden-Interaktionen von R°  verschiedene
Rezeptorkonformationen (AR'??) induziert/stabilisiert. Somit induziert bzw. stabilisiert die sequenzielle Bindung
eines Liganden (ber verschiedene Zwischenkonformationen (AR1, ARZ) eine aktive Rezeptorkonformation (AR3).

Entsprechend weist die Ligandenbindungsstelle vermutlich keine starre Struktur auf, sondern
wird bei Bindung eines Liganden durch die steigende Zahl der Rezeptor/Liganden-
Interaktionen dynamisch geformt.

Nach diesem Modell ,,sequentieller Agonistenbindung und Konformationsselektion*
(“sequential binding and conformational selection model“; [51]) kénnten sowohl Isoproterenol
als auch Adrenalin beide, wie in Tabelle 1 dargestellt, den ,ionic lock® trennen sowie den
»foggle switch“ aktivieren und einen aktiven Rezeptorzustand (R*) induzieren, wobei die
beiden Konformationen (R*agrenaiin UNd R*isoproterenot) Nicht zwangslaufig identisch sein missen
[52].

Das diesem Konzept zugrunde liegende Modell ,,multipler Rezeptorkonformationen*
wurde erstmals von Kenakin et al., 2002 und Schwartz, 1996 postuliert nachdem mehr und
mehr Beobachtungen nicht mehr durch das klassische pharmakologische ,,Modell zweier
Rezeptorzustande® (,two state model* [53]) erklart werden konnten. Gemall dem aus den
Beobachtungen von Clark (1937), Ariens (1954), Stephenson (1956) und Furchgott (1966)
entwickelten ,two-state model of agonist activation“ fungiert ein Rezeptor als Schaltstelle
zwischen einem inaktiven (,off state“, R) und einem aktiven (,on state“, R*) Zustand. Die
Wirksamkeit eines Liganden besteht demnach in dessen Fahigkeit, das Gleichgewicht
zwischen R und R* zu verschieben. In Abwesenheit eines Agonisten ware der Grad basaler
Rezeptoraktivitdt durch das Gleichgewicht zwischen aktivem und inaktivem Zustand
bestimmt [54]. Bei Rezeptorstimulation mit einem Agonisten wiirde sich dieses Gleichgewicht
dann mehr zur Seite der aktiven Rezeptorkonformation (R*) verschieben. Ein solcher Agonist
wlrde alle mit einem gegebenen Rezeptor ,verknipften® Signalwege in gleichem Ausmal
wie der/die endogene/n Rezeptorligand(en) aktivieren. Entsprechend geht die klassische
pharmakologische Sichtweise davon aus, dass ein Antagonist, welcher einen Signalweg
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antagonisiert, auch alle weiteren Signalwege, die mit dem entsprechenden Rezeptor
gekoppelt sind, blockt (korrelierte Wirksamkeit [55]).

Ein inverser Agonist wiirde bevorzugt an den inaktiven Rezeptor (R) binden und somit den
Anteil aktivierter Rezeptoren (Basalaktivitat) vermindern [56, 57]. Als neutrale Agonisten
wirde man demnach Liganden bezeichnen, die sowohl an R als auch an R* binden und
keinen Einfluss auf das Gleichgewicht ausiiben [54]. Basierend auf diesem Modell reflektiert
der Begriff ,Ligand Efficacy“ die Fahigkeit eines Liganden, das Gleichgewicht zwischen
aktiven und inaktiven Zustand des Rezeptors zu andern. Der Begriff ,Efficacy” kann nach
dem klassischen Modell der Rezeptoraktivierung also durch das Verhaltnis der Affinitat einer
Substanz zum inaktiven Rezeptorzustand zur Affinitdt dieser Substanz zum aktiven
Rezeptorzustand beschrieben werden.

Diese Sichtweise mag flir Rhodopsin zutreffen. Die Absorption eines Lichtphotons reicht in
diesem System aus, um eine maximale Aktivierung hervorzurufen (inverser Agonist cis-
Retinal transformiert zu vollem Agonisten trans-Retinal). Mehr und mehr Studien haben
jedoch gezeigt, dass die Signalprozesse von GPCR weitaus komplexer sind, als bislang
angenommen.

So konnen einige Rezeptoren an mehr als eine G-Protein-Isoform binden [58]. Dies sei
beispielhaft am Cannabinoid-CB1-Rezeptor dargestellt: Der Ligand Desacetyllevonantradol
wirkt bezlglich G;; und G;; als positiver Agonist, stellt jedoch einen inversen Agonisten fir Gis
dar. Ahnlich ist Methanandamid ein inverser Agonist fiir Gi; und Gj,, und ein positiver Agonist
fur Giz [59]. Entsprechende Beobachtungen kdnnten durch unterschiedliche
ligandenselektive Konformationen der G-Protein-Bindedomanen begriindet werden. Diese
Hypothese ware jedoch mit dem klassischen Konzept des ,two state models* nicht vereinbar.

Die Entdeckung, dass die Mutation einiger Serine in TM5 des Dopamin-D,-Rezeptors die
Affinitdt der Ligandenbindung kaum beeinflusst, jedoch nach Stimulation mit einigen
Agonisten zu einem Verlust der funktionellen Kopplung fihrt, wahrend andere den
Mutantenrezeptor voll aktivieren [60], konnte ebenfalls nur schwer im Sinne des ,two state
models® interpretiert werden. Weiterhin konnte das ,klassische Modell zweier
Rezeptorzustande® nicht erklaren, warum unterschiedliche konstitutiv-aktive Mutanten des
aig-Rezeptors, trotz ahnlicher agonistenunabhangiger Aktivitdt, in unterschiedlichem
Ausmal’ phosphoryliert und internalisiert werden [61] und warum manche GPCR in der Lage
sind Uber G-Protein-unabhangige Signalwege zu agieren [62-64]. Zudem war die
Beobachtung, dass ein Agonist eines gegebenen Rezeptors einen betrachteten Signalweg A
verglichen zu einem zweiten Signalweg B in deutlich starkerem Ausmass aktiviert, ein
zweiter Agonist jedoch B starker als A induziert mit dem klassischen Rezeptorkonzept nicht
in Einklang zu bringen; ein Phanomen, das beim Dopamin- und PACAP-Rezeptor
beobachtet werden konnte. So war der Ligand PACAP(1-27) verglichen zu einem zweiten
Rezeptoragonisten PACAP(1-38) potenter beziiglich der cAMP-Produktion. Ein Umgekehrtes
Aktivierungsmuster lie® sich bei der Untersuchung der Inositolphosphatbildung erkennen
[65]. Unabhangig davon machten Kilts et al. (2002) [66] und Mottola et al. (2002) [67]
ahnliche Beobachtungen des gleichen Phanomens an Dopamin-D2L-Rezeptoren. Die
Resultate dieser Studien, wie auch die Hinweise, dass verschiedene Liganden flr einen
gegebenen Rezeptor unterschiedliche Wirkungsprofile flr die Kopplung an verschiedene
Signalwege zeigen [68, 69], waren mit dem ,two state model” nicht vereinbar und lielen die
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Vermutung zu, dass unterschiedliche Agonisten unterschiedliche Rezeptorkonformationen
stabilisieren. Entsprechend konnten auch Ghanouni et al. (2001) [42] Uber Fluoreszenz-
Lebenszeit-spektroskopische  Untersuchungen unterschiedliche Konformationen der
G-Protein-Kopplungsdomane in Abhangigkeit vom jeweils verwendeten Liganden (Agonist,
partieller Agonist, Antagonist) detektieren.

Das neuere ,Konzept multipler Rezeptorkonformationen® (zusammengefasst von Kenakin
et al., 1995) [58] ist im Vergleich zum ,two state model* weitaus komplexer, und postuliert die
Existenz multipler, ligandenabhangiger Rezeptorkonformationen, welche zZu
unterschiedlichen Aktivierungsmustern nachgeschalteter Signalwege flihren (siehe auch
Abschnitt ,biased agonism®).
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1.2 ,klassische*” GPCR-Signaltransduktion

Abbildung 5: Schematische Darstellung der ,klassischen® GPCR-Signaltransduktion. Der
Ligandenbindung (1) folgt die Aktivierung heterotrimerer G-Proteine (2). Die Phosphorylierung der Rezeptoren
durch Kinasen (3) fuhrt zu hochaffiner Bindung des Signalproteins B-Arrestin (4), welches sterisch die Bindung
des jeweiligen G-Proteins an den Rezeptor inhibiert und somit G-Protein-abhangige Signalwege terminiert (5). In
der Funktion eines Adapterproteins verkniipft B-Arrestin GPCR mit Elementen der Endozytosemaschinerie. Die
Rezeptor/Adapterprotein-Komplexe gelangen ins Zellinnere (6) Abkiirzungen: AP-2, Adapterprotein 2, p2-
Adaptin; P, phosphorylierte Aminosaure; a, a-Untereinheit; By, By-Komlex.

Ligandenspezifische = Rezeptorkonformationen  kénnen  multiple  Effektorantworten
hervorrufen, unter anderem auch die Aktivierung von G-Proteinen oder B-Arrestinen. In der
Folge kann es zur Phosphorylierung, Desensibilisierung und Internalisierung von
Rezeptoren, sowie deren Interaktion mit Membran- und zytosolischen Proteinen kommen
(Abbildung 5) [70, 71].

1.2.1 G-Protein-Aktivierung

Heterotrimere G-Proteine bestehen aus einer a-, einer B- sowie einer y-Untereinheit und
dienen als Informationsvermittler zwischen aktiviertem Rezeptor und intrazellularen
Effektorsystemen. Mittels einer am N-Terminus der a-Untereinheit vorliegenden
Myristoylierung und der Farnesylierung eines Cysteinrestes der y-UE sind die G-Proteine an
der Membran verankert. Wahrend die a-Untereinheit Bindungsstellen fir GDP bzw. GTP
besitzt, sind die 8- und y-Untereinheit zu einem By-Komplex verknupft.

1.21.1 Mechanismus der Aktivierung - der ,,GTPase Zyklus*

Im inaktiven Zustand ist die Guaninnukleotid-Bindestelle der Ga-Untereinheit durch GDP
besetzt. Bindet das G-Protein an den aktivierten Rezeptor, induziert dieser eine
Konformationsanderung im jeweiligen G-Protein und GDP wird durch zellulares GTP ersetzt
[72], wobei der Rezeptor als GTP-Austauschfaktor (GTP exchange factor, GEF) fir das
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gebundene G-Protein fungiert. Im Folgenden kommt es zur Dissoziation der Ga-Untereinheit
von der By-Untereinheit [73, 74]. Sowohl die a-Untereinheit als auch der By-Komplex [75-78]
kénnen nun die Aktivitat von Effektormolekllen regulieren [79]. Zur Terminierung des
Effektes wird das in der Ga-Untereinheit gebundene GTP durch die intrinsische GTPase-
Aktivitdt der a-Untereinheit unter Freisetzung eines Phosphatrestes zu GDP und H,O
hydrolysiert, ein Vorgang, der durch RGS-Proteine (Regulator of protein signalling)
beschleunigt werden kann. Dieser Vorgang flhrt zur Reassoziation der Untereinheiten [80]
und zur Herstellung des inaktiven Ausgangszustandes des heterotrimeren G-Proteins.

Neben diesem als ,collision coupling“ Modell beschriebenen Mechanismus wird diskutiert, ob
der Rezeptor mit dessen G-Protein nicht auch in Abwesenheit eines Agonisten einen stabilen
Komplex bildet [81]. Nach diesem alternativen Modell (,precoupling® Modell) wirde die
Aktivierung des Rezeptors zu einer Konformationsanderung innerhalb des Rezeptor/G-
Protein Komplexes und nachfolgend zur Effektoraktivierung fuhren [82].

1.2.1.2 G-Proteine und ihre Effektoren

Bis heute sind 20 a-, 6 B- und 12 y-Untereinheiten bekannt [72, 83], die verschiedene
heterotrimere G-Proteine bilden und nachfolgend eine Vielzahl von
Signaltransduktionswegen beeinflussen kénnen. Basierend auf ihrer Sequenzhomologie und
funktionellen Ahnlichkeiten der a-Untereinheit, werden G-Proteine vier Klassen zugeteilt [84],
deren Eigenschaften in Tabelle 2 zusammengefasst sind.
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G-Protein- a-Untereinheit Effektorproteine Sekundare Beispiele Rezeptoren
Subfamilien Botenstoffe
Gs-Familie
Gs Os Adenylylzyklase 1 cAMP 1 B-Adrenorezeptoren
Goir Ooif Adenylylzyklase 1 cAMP 1 Olfaktorische Rezeptoren
Gq-Familie
Gq Og, 11, 14, 15, 16 Phospholipase CB 1 IP37; DAGT; Purinerge Rezeptoren
ca?
G1213-Familie
Gians Q12,13 Rho-Proteinet Rho-Kinasen? Hormon-/Neurotrans. Rezeptoren
Gi-Familie
Giro aj, 1,2,3 Oo Adenylylzyklase | cAMP| Hormon-/Neurotrans. Rezeptoren
Gt Ot (Transducin) PDEG6% cGMP-Abbau Rhodopsin
Ggust Ogust (Gustducin) PDE67; PLCB cGMP-Abbau Geschmacksrezeptoren
G, (o8 Adenylylzyklase |

Tabelle 2: Einteilung heterotrimerer G-Proteine (a-Untereinheiten) und ihre Signaleigenschaften
SpleilRvarianten einzelner Ga-Proteine sind nicht aufgefuhrt. Abkilirzungen: cAMP, zyklisches Adenosin-3°,5'-
monophosphat; Gi s, of inhibitorisches/stimulierendes/olfaktorisches G-Protein; Gq, historisch bedingte,
alphabetische Bezeichnung einer G-Protein-Subfamilie; cGMP, cyclisches Guanosinmonophosphat; UE,
Untereinheit; Rho-Proteine, Untergruppe der Ras-Superfamilie kleiner G-Proteine; Neurotrans. Rezeptoren,
Neurotransmitter Rezeptoren; 1, Aktivierung/Bildung

Auch wenn GPCR klassischer Weise je nach Kopplung an einen Ga-Subtyp und G-Proteine
gemal ihrer Bindung an einen GPCR kategorisiert werden (siehe vorne), weifl man heute,
dass GPCR nicht nur ,bindre Schaltstellen darstellen, sondern verschiedene
Kopplungsmuster mit unterschiedlichen Effektorproteinen zeigen und verschiedene
Signalwege aktivieren: Seit Mitte der 90-er Jahre nimmt die Zahl an Beobachtungen, die auf
G-Protein unabhangige Signaltransduktionsmechanismen hindeuten, standig zu [85-88].
Beispielsweise konnen GPCR, neben den heterotrimeren G-Proteinen, auch an B-Arrestine
binden, die wiederum G-Protein-unabhangig alternative Signalwege aktivieren kdnnen. Diese
Vielfalt der Signaltransduktionsmechanismen setzt sich auch bei den Prozessen der
Signaltermination/Desensibilisierung fort.

1.2.2 Rezeptordesensibilisierung

Der Prozess der Rezeptordesensibilisierung, d.h. die Abnahme der Ansprechempfindlichkeit
von Rezeptoren gegeniiber einem Stimulus Uber die Zeit, stellt einen wichtigen
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Ruckkopplungsmechanismus dar, der den Rezeptor sowohl vor akuter wie auch chronischer
Uberstimulation schiitzt. GPCR-Desensibilisierung dient jedoch auch als ,Informationsfilter”,
um aus multiplen Rezeptorinformationen (Uber sekundare Botenstoffe sowie Proteinkinase-
abhangige Phosphorylierung) ein spezifisches biologisches Signal zu generieren und
schwachere rezeptorvermittelte Signale zu inaktivieren. Der Mechanismus der
Desensibilisierung kann allerdings auch die therapeutische Wirksamkeit von Rezeptor-
agonisten limitieren.

1.2.21 Involvierte Familien regulatorischer Proteine

Drei Familien regulatorischer Proteine sind bekannt, die im Prozess der Desensibilisierung
involviert sind: G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen (GRK), die durch sekundare
Botenstoffe (,second-messenger®) regulierten Proteinkinasen-A (PKA) und -C (PKC), sowie
(B-)Arrestine [89, 90]. Der Prozess der Desensibilisierung umfasst eine Kombination
mehrerer unterschiedlicher Mechanismen: 1) Die Entkopplung des Rezeptors von dessen
G-Protein, 2) Rezeptorinternalisierung sowie 3) Herabregulation der zellularen
Rezeptormenge (,downregulation). Im engeren Sinne bezeichnet der Begriff der
Desensibilisierung nur den Mechanismus der Rezeptorentkopplung von dessen G-Protein.
Diese Definition soll auch im Folgenden verwendet werden.

1.2.21.1 Kinasen

Induziert wird der Mechanismus der Rezeptordesensibilisierung durch die Phosphorylierung
von Rezeptoren mit Hilfe spezifischer Rezeptorkinasen infolge von
Konformationsanderungen des jeweiligen Rezeptors. Zwar befindet sich der Uberwiegende
Teil potentieller Phosphorylierungsstellen in  Serin- und Threonin-reichen Regionen
intrazellularer Rezeptordomanen, v.a. dem Rezeptor C-Terminus sowie der dritten
intrazelluldaren Domane [91-94]. Jedoch gibt es auch Hinweise auf eine Phosphorylierung
innerhalb der ersten und zweiten Intrazellularschleife [95-97] und die Phosphorylierung von
Rezeptor-Tyrosinresten [98]. Vermittelt wird der Prozess der GPCR-Phosphorylierung durch
eine Fille unterschiedlicher Kinasen:

Sowohl die Proteinkinasen-A und -C als auch die G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen
konnen Serin- und Threonin-Reste im IL 3 und/oder dem Rezeptor C-Terminus
phosphorylieren [99-104]. Wahrend die PKA unter anderem durch das, bei der Aktivierung
der Adenylylzyklase gebildete cAMP aktiviert wird, erfolgt die Stimulation der PKC durch die
Freisetzung von Diacylglycerin und/oder Ca®* nach Gq-Aktivierung.

Von den sieben bekannten GRK Isoformen befinden sich die GRK1, GRK2 [105], sowie die
GRK3 [106] in unstimulierten Zellen im Zytosol und werden erst bei Aktivierung von
Rezeptoren und nachfolgender Interaktion mit der Gg,-Untereinheit heterotrimerer G-Proteine
an die Zellmembran transportiert. Die GRK4, 5 und 6 sind hingegen konstitutiv mit der
Zellmembran assoziiert [103, 107]. Aus historischen Grinden (Entdeckung am B,AR bzw.
Rhodopsin) werden die GRK1, 2 und 3 auch als Rhodopsinkinase (GRK1) bzw. BAR-
Kinase1/2 (GRK2/3) bezeichnet. Die GRK besitzt eine katalytische Domane, die die am
hochsten konservierte Region des Enzyms darstellt und von zwei &hnlich grofien Doméanen
flankiert ist. Die Sequenz der katalytischen GRK-Domane ist zu etwa 33 % identisch mit
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jener der PKA bzw. PKC [108]. Sowohl die PKA und PKC als auch die GRK kénnen am
Desensibilisierungsgeschehen von GPCR beteiligt sein [91, 109]. Neben diesen drei gut
charakterisierten Kinaseformen, ist auch der Einfluss anderer Ser-/Thr Proteinkinasen, wie
der CaM (Ca?‘/Calmodulin-abhangigen)-Kinase [110, 111] auf das Phosphorylierungs-
geschehen von GPCR beschrieben.

Ob die unterschiedlichen Kinasen verschiedene (zell-)spezifische Phosphorylierungsmuster
induzieren, ist Gegenstand der aktuellen Forschung und wird kontrovers diskutiert [112, 113].

1.2.21.2 B-Arrestine

Die GRK-Phosphorylierung hat per se keine inhibitorischen Eigenschaften auf das
Rezeptorsignal. Sie erhdht indes die Affinitdt des Rezeptors flr eine Familie zytosolischer
Proteine, die B-Arrestine [114, 115]. So besitzen B-Arrestine eine 20-40-fache Praferenz flr
phosphorylierte gegeniber unphosphorylierten Rezeptoren [116].

1.2.2.1.2.1 Expression

Es sind vier verschiedene Formen von Arrestinen bekannt, die, wie auch einige G-Protein-
gekoppelte Rezeptorkinasen, eine gewebespezifische Expression zeigen. Das 404
Aminosauren (AS) grol’e Arrestin1 wird auch als visuelles Arrestin oder S-Arrestin
bezeichnet. Arrestin1 wird vor allem in der Retina aber auch dem Kleinhirn sowie primaren
Leukozyten exprimiert und reguliert zusammen mit der GRK1 (Rhodopsinkinase) in den
Stabchen des visuellen Systems die Funktion des Lichtrezeptors Rhodopsin. Arrestind (388
AS), das aufgrund der Lokalisierung des entsprechenden Gens auf dem X-Chromosom auch
als x-Arrestin bezeichnet wird, ist ebenfalls hauptsachlich in der Retina, aber auch
beispielsweise in der Hypophyse und der Lunge lokalisiert. Arrestin4 und GRK7 [117]
steuern in Zapfen die Funktion von (Farb-)Opsin. Die beiden beschriebenen Arrestin/GRK-
Systeme regulieren somit die Funktion von Rhodopsin-Photorezeptoren. Dabei erleichtert die
Farnesylierung eines C-terminalen CAAX-Motives die Licht-induzierte Translokation von
GRK1 aus dem Zytosol an die Plasma-Membran [118]. Erst die Klonierung visuellen
Arrestins durch Shinohara (1987) [119] flhrte zur Isolierung von Klonen des 418 AS grol3en
Arrestin-Homolog, dem p-Arrestin1 [114]. Zu der, aufgrund ihrer gegeniber Rhodopsin
hdheren Praferenz an B,AR zu binden (die zwei hauptsachlichen GPCR-Modellsysteme zur
Zeit der Entdeckung von [B-Arrestin) als B-Arrestine bekannten Proteinfamilie zahlt auch
B-Arrestin2 (410 AS). Die synonym als Arrestin2 (B-Arrestin1) bzw. Arrestin3 (B-Arrestin2)
bezeichneten Proteine werden ubiquitér exprimiert [120-122] und sind zusammen mit der
ebenfalls ubiquitar exprimierten GRK2 (B-adrenerge Rezeptorkinase1; BARK1; [105]), GRK3
(B-adrenerge Rezeptorkinase2; BARK2; [106]), 5 [123] und 6 [124] an der Regulation vieler
GPCR beteiligt.

Den sieben bekannten GRK (und deren Spleiss-Varianten) und vier (3-)Arrestinen steht eine

grolte Zahl verschiedener Rezeptoren gegeniiber. Die gewebespezifische Lokalisierung der

(B-)Arrestine/GRK kdnnte einen Beitrag zur Generierung zellspezifischer Signale leisten.
1.2.2.1.2.2 »Aktivierung“

In Abwesenheit von Agonisten befinden sich visuelles Arrestin und B-Arrestin1 im
Zytoplasma und im Nukleus, wahrend B-Arrestin2 nur im Zytoplasma lokalisiert ist [125]. Die
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initiale Affinitdt far die Bindung an aktivierte Rezeptoren wird zunachst durch N-terminale
Bereiche des Molekiils vermittelt [126].

Im Grundzustand stellen (B-)Arrestine gestreckte Molekile, bestehend aus einer N- und
einer C-Domane sowie einem C-terminal verlangerten Ende (C-Terminus), dar
(Abbildung 6). Wahrend der Rezeptor/(3-)Arrestin-Bindung werden durch
Wechselwirkungen zwischen der Phosphatsensorregion des (B-)Arrestin-Molekils und dem
C-terminalen Teil des Rezeptors intramolekulare Interaktionen zerstort, welche (B-)Arrestin in
seiner inaktiven Konformation fixieren (Abbildung 6).

Abbildung 6: Modell der inaktiven (oben) und aktiven (unten) Konformation von B-Arrestin2. Im inaktiven
(nicht rezeptorgebundenen) Zustand ist das als ,polar core” bezeichnete Netzwerk stabilisierender Salzbriicken
an der Verbindungsstelle der N- und C-Domane intakt und befindet sich in raumlicher Nahe zum C-Terminus. Die
Aktivierung von B-Arrestin2 Uber Interaktion mit einem aktiven Rezeptor flhrt zur Zerstérung des ,polar core® und
zur Exposition der Clathrin- und AP2-Bindedomane. (Enthommen aus Xiao, et al., 2004; [127]).

Im Wesentlichen handelt es sich dabei um ein als ,polar core“ bezeichnetes Netzwerk von
Salzbricken [128, 129] und hydrophobe Interaktionen des C-Terminus mit der N-Domane
bzw. der N- und C-Domane des (B-)Arrestin Molekiils [130]. Daraufhin wird der C-terminale
Bereich des (B-)Arrestin-Molekls ,freigelegt”, was zur Reorientierung der C- und N- Doméane
und hochaffiner Bindung an den phosphorylierten Rezeptor fuhrt [131, 132]. Erste Hinweise
auf die Ausbildung einer ,aktiven® (B-)Arrestin-Konformation, die eine hochaffine
Rezeptorbindung ermoglicht, ergaben sich beispielsweise aus Mutagenesestudien [131],
Ergebnissen limitierter Proteolyse [133] und nicht zuletzt aus der Kristallstruktur des
(B-)Arrestin-Molekiils [129].

Das auf diese Weise ,aktivierte“ (B-)Arrestin-Molekll besitzt nun die Fahigkeit, mit
verschiedenen Bindungspartnern zu interagieren.
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1.2.2.2 Homologe Desensibilisierung

B-Arrestin

Abbildung 7: Schema homologer Rezeptordesensibilisierung. a = Gy Untereinheit, By = Gg, Untereinheit,
GRK = G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase (turkis), P = phosphorylierte Aminosaure (hellblau), B-Arrestin =
B-Arrestin1/2 (grin). Die Bindung eines Liganden (braun) an einen GPCR fihrt zu GRK-vermittelter
Phosphorylierung des ligandenbesetzten, aktivierten Rezeptors und anschlieRend hochaffiner 3-Arrestin-Bindung.

Im Falle einer ,homologen® Desensibilisierung (Abbildung 7) bindet der Kofaktor 3-Arrestin
beispielsweise mit hoher Affinitdt an GRK-phosphorylierte, agonistenaktivierte GPCR und
blockiert somit sterisch die Bindung des Rezeptors an G-Proteine [89, 101, 134, 135] ein
Mechanismus, der innerhalb von Sekunden bis Minuten nach Agonistenstimulation zu
beobachten ist.

Dabei agiert (3-)Arrestin vermutlich, wie bereits angedeutet, nicht nur als ,Phosphorezeptor-
spezifischer Sensor‘. Vielmehr vermutet man, dass (B-)Arrestine auch die aktive(n)
Konformation(en) eines Rezeptors erkennen [136, 137]. D.h. (B-)Arrestine besitzen
moglicherweise neben einer ,Phosphorylierungs-Erkennungsdomane® [128] auch eine
~sensorregion® fur die Erkennung aktiver Rezeptorzustande [133, 138]. Eine hochaffine
Bindung kann nach diesem Modell erst induziert werden, wenn beide ,Sensorregionen” des
B-Arrestin-Molekuls an den Rezeptor binden [138]. Aktuelle Studien identifizierten die
Verbindungsdoméane zwischen den B-Faltblattstrukturen 5 und 6 als Schlisselstelle zur
Erkennung aktiver Rezeptorkonformationen. Im ,aktiven* (rhodopsingebundenem) Zustand
des Arrestin-Molekuls soll die ,Schleife“ in Richtung der N-Domane gefaltet sein, im
»inaktiven“ (rhodopsinungebundenem) Zustand wiederum von dieser wegweisen und eine
a-helikale Konformation einnehmen [139]. Gemal dem ,sequential multisite binding model*
von Gurevi