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Strukturvorhersage

Modellierung G-Protein-gekoppelter
Rezeptoren mit ROSETTA
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Die Verkniipfung funktioneller und struktureller Informationen tber
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) ist fiir das Verstandnis dieser
komplexen Systeme von Vorteil. Wir beschreiben hier die Modellierung
von GPCRs mit der Software ROSETTA, wobei auch flexible Regionen

abgebildet werden.

Combination of functional and structural information of G-protein coupled
receptors (GPCRs) aids the understanding of these complex systems.
Here we describe modeling of GPCRs using the ROSETTA software suite,
which also covers variable regions like loops or termini.

M G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (G-pro-
tein coupled receptors, GPCRs) sind in eine
Vielzahl biologischer Prozesse involviert und
daher ein interessantes Ziel fiir Grundlagen-
forschung und Wirkstoffentwicklung. Fiir das
Verstehen ihrer komplexen Funktion ist es
vorteilhaft, funktionelle und strukturelle
Informationen zu verkniipfen. Die so gene-
rierten Modelle kénnen dazu genutzt werden,
Vorhersagen iiber das System zu treffen und
zielgerichtet Experimente zu entwerfen, mit
deren Hilfe die Modelle weiter verfeinert wer-
den kinnen.

Dieses Verfahren setzt jedoch Struktur-
kenntnisse voraus. Der Durchbruch in dieser
Hinsicht war die Kristallstruktur des Rinder-
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Rhodopsins im Jahr 2000 durch Palczewski
und Mitarbeiter [1]. Es folgten weitere Struk-
turen des Sehpurpurs, auch in der aktiven
Konformation, sowie von weiteren Rhodop-
sin-dhnlichen Rezeptoren (betal- und beta2-
adrenerger Rezeptor, Adenosin A, ,-Rezeptor,
Chemokinrezeptor CXCR4). Es sind jedoch
weitere etwa 800 verschiedene GPCRs
hekannt [2], deren detaillierte Struktur noch
immer unklar ist. Dies gilt inshesondere fiir
die flexiblen und fiir individuelle Interaktio-
nen entscheidenden intra- und extrazellula-
ren Loops.

Computergestiitzte Strukturvorhersagen
ermoglichen es, auf Basis der bekannten Kris-
tallstrukturen Modelle von GPCRs zu erstel-
len, die auch fiir die
[ flexiblen Bereiche
eine hohe Genauig-
keit aufweisen. Wir
beschreiben im Fol-
genden, wie das frei

LOOP-MODELLIERUNG

verflighare Pro-
gramm ROSETTA fiir
das Modellieren von

ccb KIC
(eyclic coordinate descent) (kinematicloop closure)

Fragment-basierte

S T GPCRs genutzt wer-

den kann (Abb. 1).

VERFEINERUNG

Effiziente Suche im
Konformationsraum

Aufgrund der GriéBe von GPCRs ist eine
systematische Variation der Torsionswinkel
des Peptidriickgrats und/oder der Seitenket-
ten praktisch unmdglich. Stattdessen teilt
ROSETTA die Suche im Konformationsraum in
zwei Phasen [3]: In der ersten, groberen (low-
resolution) Phase wird lediglich das Protein-
riickgrat variiert. Dafiir werden entsprechend
der Sequenz und vorhergesagten Sekundér-
struktur aus der Protein-Datenbank (PDB) [4]
passende Riickgrat-Fragmente einer Linge
von neun bzw. drei Aminosduren gesucht.
Diese werden in einem sogenannten Monte-
Carlo-Metropolis-Verfahren zufillig kombi-
niert und nur dann akzeptiert, wenn sich die
Gesamtenergie des Systems dadurch verbes-
sert. Die dazugehorige Energiefunktion ist
kein herkémmliches Kraftfeld, sondern reflek-
tiert, wie oft diese Anordnung in der PDB vor-
handen ist.

In der zweiten, verfeinernden (high-resolu-
tion) Phase entsteht ein all atom model. Es
werden die Seitenkettenkonformationen vari-
iert, wobei ebenfalls ausschligBlich bekannte
Konformere aus der PDB verwendet werden.
AuBerdem werden alle Freiheitsgrade des
Modells energetisch minimiert [3].

Einbeziehung des Membranpotenzials
ROSETTA wurde urspriinglich fiir die Unter-
suchung lgslicher Proteine entwickelt und
optimiert. Die Umgebung eines Proteins
innerhalb einer Lipidschicht unterscheidet
sich jedoch erheblich von der wiéssrig-pola-
ren Umgebung lislicher Proteine. Dies spie-
gelt sich in einer sehr spezifischen Verteilung
der Aminoséuren in den verschiedenen Mem-
branschichten sowie der Innen- bzw. AuBen-
seite des Proteins wider.

Yarov-Yarovoy und Kollegen [5] haben auf
der Basis von 28 bekannten Transmembran-
strukturen einen ersten Algorithmus fiir
ROSETTA fiir die low-resolution-Konforma-

< Abb. 1: FlieRschema zum allgemeinen Vorgehen fiir das Modellieren
eines Proteins mit dem Programm ROSETTA auf Basis einer bekannten
homolosen Struktur. Modifiziert nach [10].




tionsvorhersage von Membranproteinen
entwickelt. Die Membran wird dabei durch
eine 60 A dicke, in sich weiter aufgeglie-
derte (polare, Ubergangs-, innere und #ufe-
re hydrophobe) Schicht représentiert, Nach
jedem Schritt der Proteinfaltung wird die
Position dieser Membran neu optimiert,
sodass die Gesamtenergie des Systems
miglichst gering ist. Diese energetische
Bewertung ist ausreichend, um die Faltung
des Proteins in die richtige Richtung zu len-
ken. Fiir die Auswahl der Modelle miissen
aber alle erhaltenen Strukturen nach struk-
tureller Ahnlichkeit gruppiert werden,
wobei die Zentren der gréften Cluster als
beste Modelle ausgewihlt werden.

In der Folge wurde auch ein Verfahren
fiir all atom models entwickelt [6], sodass
mit der oben beschriebenen Methode gene-
rierte Modelle verfeinert werden kiénnen.
In dem verwendeten Kraftfeld werden auch
schwache und verzweigte Wasserstoffbrii-
cken inklusive ihrer Orientierung explizit
bewertet. Die Interaktion mit der Membran
wird Gber ein wissensbasiertes Kontinu-
um-Modell beriicksichtigt, in das experi-
mentelle Ergebnisse zum Energietransfer
zwischen hydrophiler und hydrophober
Phase einflieBen. Diese Energiefunktion
kann zwischen nativen und nicht-nativen
Konformationen unterscheiden, das heifit
in einer Auftragung von Energie gegen
Abweichung zur nativen Struktur bildet
sich ein Faltungstunnel aus, der idealer-
weise in einer Struktur mit der geringsten
Energie und der geringsten Abweichung
zur tatsachlichen Struktur miindet (Abb. 2).
Damit sind die Voraussetzungen fiir die
Strukturvorhersage von Membranprotei-
nen geschaffen, die der Qualitit fiir 16sli-
che Proteine nicht nachsteht.

Homologie-Modelle und flexible
Bereiche

Wie gelangt man nun zum Modell ,seines”
G-Protein gekoppelten Rezeptors? Die der-
zeit gdngige Methode fiir die Erstellung von
GPCR-Modellen arbeitet auf Basis der
bekannten Kristallstrukturen (Abb. 1).
Dafiir konnen verschiedene Kriterien hin-
sichtlich der Sequenz in den Transmem-
branbereichen genutzt werden, um das
geeignete Vorbild zu finden [7]. Auf glei-
che oder éhnliche Bereiche des Zielproteins
werden dann die Koordinaten der Kristall-
struktur {ibertragen. Die Loop-Regionen
unterscheiden sich jedoch héiufig sehr stark
voneinander, sodass in diesen Bereichen

entweder das Modell komplett neu erstellt
oder zumindest stark verdndert werden
muss. Dafiir kann prinzipiell die oben
beschriebene Fragment-hasierte Methode
verwendet werden. Die gegebenen Loop-
Begrenzungen (das heiBt die Koordinaten
der angrenzenden Helices) erfordern jedoch
eine Anpassung und Verfeinerung des Algo-
rithmus, sodass Strangbriiche vermieden
werden. Dafiir werden die jeweiligen Regio-
nen des Proteins auf Basis oben beschrie-
hener Fragmente neu gefaltet, wiahrend der
Rest des Modells unberiihrt bleibt. Dieses
Protokoll kann in Kombination mit der low-
resolution-Energiefunktion fiir Membran-
proteine verwendet werden.

Das ist von besonderer Bedeutung, wenn
Bereiche modelliert werden sollen, die un-
mittelbar mit der Membran interagieren.
Ein Beispiel dafiir ist die strukturelle Unter-
suchung des C-Terminus von GPCRs. Dieser
ist an vielen Rezeptorinteraktionen beteiligt
und weist eine konservierte, amphiphile
achte Helix auf, die direkt an der Mem-
branoberfliche aufliegt [8]. Wir haben am
Beispiel des C-Terminus von Tintenfisch-
Rhodopsin (PDB: 2Z73A) erprobt, wie gut
sich die Fragment-basierte Rekonstruktion
in Membranumgebung fiir die Modellie-
rung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren eig-
net. Dafiir wurden alle intrazelluldren
Loops sowie der in der Kristallstruktur auf-
geloste Teil des C-Terminus 1.000-mal gefal-
tet. Danach wurden die resultierenden
Strukturen nach Ahnlichkeit gruppiert und
die Zentren der griBten Gruppen mit der all
atom-Energiefunktion je 1.000-mal verfei-
nert. Der anschlieBende Vergleich mit der
Kristallstruktur zeigte, dass sich tatsdch-
lich ein Faltungstunnel ausbildet. Dabei
wiesen die energetisch besten Strukturen
einen C -RMSD100 (root-mean-square dis-
tance 100, Abweichung des Proteinriick-
grats normalisiert auf 100 Reste) von 3-4 A
auf, das entspricht etwa 5,5 A auf die
gesamte Sequenzlidnge. Abbildung 2 zeigt,
dass die achte Helix dabei korrekt ausge-
bildet wurde und ihr amphiphiler Charak-
ter deutlich ausgeprigt war. Die energe-
tisch besten Modelle zeigten auBerdem alle
eine Interaktion des distalen C-Terminus
mit dem dritten intrazelluldren Loop. Noch
bemerkenswerter war die Zuverldssigkeit,
mit der der helikale Charakter dieses intra-
zelluldren Loops vorausgesagt wurde. Alle
energetisch giinstigen Modelle wiesen in
diesem Bereich die Konformation der Kris-
tallstruktur auf. Diese Versuche zeigen ein-
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drucksvoll, dass selbst mit einer verhéltnis-
miiBig geringen Zahl an gebildeten Strukturen
und somit einem geringen Rechenaufwand
sehr gute Modelle eines G-Protein-gekoppel-
ten Rezeptors in der Membranumgebung
erreicht werden konnen,

GPCR-Strukturen ganz ohne Kristall?

Eine weitere Herausforderung fir die Struk-
turvorhersage ist das Erstellen von Modellen
fiir Memhbranproteine ohne homologes
Strukturvorbild. Dies konnte beispielsweise
von Vorteil sein fiir GPCRs der Klasse B oder
C, fiir die bislang noch keine Struktur bekannt
ist, oder auch fir nicht-G-Protein-gekoppelte

A Abb. 3: Beste Modelle (magenta) und Kristallstruktur (violett) von sechs helikalen Transmembran
TA-Membran-Energiefunktion unter Annahme einer nicht lokalen Interaktion generiert. A, Cytochro
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Multitransmembranrezeptoren wie die Adi-
ponektinrezeptoren, deren Struktur ebenfalls
unbhekannt ist.

Mithilfe der low-resolution-Energiefunktion
fiir Membranproteine kinnen fiir die de novo-
Strukturvorhersage von Multitransmem-
brandoméinen wie die zentralen Helices von
Bakteriorhodopsin bereits RMSD100-Werte
von 2,8 A (3,1 A tiber 123 Reste) erreicht wer-
den [5]. Dies entspricht in etwa der Genauig-
keit von Modellen fiir lisliche Proteine die-
ser Linge. Fiir komplexere und langere Struk-
turen wie die des Rinder-Rhodopsins kann
derzeit zumindest die prinzipielle Faltung
und Anordnung korrekt vorhergesagt wer-

A Abb. 2: Modellierung des C-Terminus und
der intrazelluldren Loops des Tintenfisch-Rho-
dopsins mittels Fragment-basierter Rekon-
struktion in Membranumgebung. A, native
Struktur (PDB: 2Z73A), Farbverlauf vom N-Ter-
minus (blau) zum C-Terminus (rot). B, Auftra-
gung der Energien (ROSETTA Energy Units,
REU) gegen die Abweichung zur Kristallstruk-
tur. Es bildet sich ein Faltungstunnel aus, das
heiBt die Modelle mit der geringsten Energie
haben die geringste Abweichung zur nativen
Struktur. G, Uberlagerung der beiden Modelle
mit der niedrigsten Energie (griin und blau) mit
der nativen Struktur (rot). D, Detailaufnahme
der achten Helix des energetisch besten
Modells. Hydrophobe Reste sind der Membran-
oberflache ausgesetzt, hydrophile dem Zytosol
(rot: Sauerstoff; blau: Stickstoff; griin: Kohlen-
stoff und Proteinriickgrat; gelb: polare Interak-
tionen).

den, die besten Strukturen wiesen in unse-
ren Tests einen RMSD100 von etwas unter
7 A auf (11 A {iber alle 348 Reste).

Eine Moglichkeit, die Qualitdt der de novo-
Modelle deutlich zu verbessern, ist die Ein-
beziehung experimenteller Daten, beispiels-
weise aus Elektronenspinresonanz-Experi-
menten, aber auch aus Mutagenese-Studien
oder Fluorophor-Interaktionen [9]. Dies gibt
Auskunft iiber Interaktionen von in der
Sequenz weit auseinanderliegenden Resten,
was den moglichen Konformationsraum dras-
tisch beschrinkt. Unter Annahme nur einer
solchen Interaktion konnten wirklichkeits-
getreue Modelle von Proteinen mit bis zu
sechs Transmembranhelices erstellt werden
(Abb. 3, [9]). Beispielsweise wurde fiir die
de nove-Strukturvorhersage der C-terminalen
Doméne der Lactose-Permease(sechs Trans-
membranhelices; Abb. 3D) eine experimentell
hestimmte Salzbriicke verwendet; nach Struk-
turverfeinerung hatte das beste Modell einen
RMSD100 zur Kristallstruktur von nur 3,1 A
(4,2 A iiber 185 Reste) [9]. Das Modellieren
der strukturell komplexeren eukaryotischen

proteinen. Die Strukturen wurden mit der ROSET-
m C, Kette A (5 Transmembranhelices/ 191 Reste). B,
Bakteriorhodopsin (7/227). C, Lactose-Permease, N-terminaler Teil (6/190). D, Lactose-Permease, C-terminaler Teil (6/185). E, Fumarat-Reduktase,
Kette H (5/216). F, Cytochrom be 1, Kette D (5/222). Abbildung aus [9] mit freundlicher Genehmigung der Autoren.




G-Protein-gekoppelten Rezeptoren bleibt
jedoch auch mit diesem Ansatz anspruchs-
voll, wahrscheinlich werden filir eine genaue
Strukturvorhersage mehrere Distanzen bend-
tigt.
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