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Strukturen von Integrinen und ihren Ligandkomplexen — Implikationen fiir
das Medikamenten-Design und die Signaltransduktion

Kay-E. Gottschalk und Horst Kessler*
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Integrine sind Schliisselproteine bei der Zell-Zell- und
Zell-Matrix-Adhésion. Sie induzieren Signaltransduktion
durch die Zellmembran und sind an vielen biologischen
Prozessen wie der Regulation der Migration, Zellproli-
feration und Apoptose (natiirlicher Zelltod) beteiligt.
Diese FEigenschaften machen Integrine zu attraktiven
Zielproteinen fiir Medikamente, besonders da Integrine
beim Krebswachstum eine wesentliche Rolle spielen.
Kiirzlich wurde die Struktur der extrazelluldiren Domi-
nen eines Integrin-Subtyps ohne und mit Ligand ver-
offentlicht. Diese Strukturen in Kombination mit elek-
tronenmikroskopischen Bildern, NMR-Daten und theo-
retischen Molekiil-Modellen fithren zu einem besseren
Verstiandnis der Signaltransduktion durch Integrine.
Struktur-gestiitztes Liganden-Design ist nun moglich.

1. Einleitung

Die Blockierung von Schliisselproteinen der Signaltrans-
duktion zur Entwicklung von Arzneimitteln ist das zentrale
Thema der Postgenom-Ara. Dabei sind solche Rezeptoren
Zielstrukturen fiir die meisten Arzneimittel, die wie die an
G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR), Ionenkanile
oder Integrine die Zellmembran durchdringen. Das grofite
Dilemma fiir das rationale Wirkstoff-Design besteht derzeit
darin, dass fiir diese Zielproteine nicht geniigend hochauf-
geloste Strukturen vorhanden sind. In jiingster Zeit fithrte
eine ganze Reihe von Strukturuntersuchungen an Integrinen
zu neuen Erkenntnissen iiber die Ligandenbindung und die
Signaltransduktion dieser wichtigen Rezeptorfamilie.

Integrine sind transmembrane Proteine, die an vielen
zelluldren Prozessen direkt oder indirekt beteiligt sind, z. B.
Zell-Matrix-Adhision, Differenzierung, Proliferation, Stress-
antwort und Apoptose (natiirlicher Zelltod).! Sie koppeln
intrazelluldre Signale mit extrazelluliren Antworten und
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umgekehrt. Integrine bestehen aus einer a- und einer f3-
Untereinheit, die nicht kovalent miteinander verkniipft sind.
Fiir jede Untereinheit gibt es Subtypen. Verschiedene Subtyp-
Kombinationen fithren zu unterschiedlichen Spezifitdten in
der Ligandenerkennung.

Diverse Signalwege sind mit Integrinen verkniipft.”! So sind
Integrine Schliisselproteine bei der Kommunikation zwischen
Zellen, durch die viele Regulationsphinomene gesteuert
werden. Integrine konnen aber auch extrazellular mit Pro-
teinen der eigenen Zelle reagieren (z.B. dem Urokinase-
Rezeptor uPAR) oder intrazelluldr mit Proteinen des Cyto-
skeletts. Die Homo- und Hetero-Oligomerisierung in den
fokalen Adhésions-Komplexen fiigt eine weitere Dimension
in das ohnehin komplexe Regulationsmuster der Integrine.

Zudem sind Integrine auch in viele weit verbreitete
Krankheiten involviert. Ein Hauptgrund fiir das Interesse
der Pharmaforscher an Integrinene liegt darin, dass bestimm-
te Integrin-Subtypen auf Tumorzellen iiberexprimiert wer-
den, und sie dadurch attraktive Zielstrukturen fiir Krebs-
medikamente sind.[> 4 Hier beschreiben wir, wie strukturelle
Informationen {iiber Integrine den Ansatz der Arzneimittel-
forschung vom Ligand-gestiitzten Design zum Protein-ge-
stiitzten Design verschieben, und wie verschiedene Metho-
den, z.B. biochemische Untersuchungen, Rontgenbeugungs-
analyse und NMR-Spektroskopie in Verbindung mit
Elektronenmikroskopie und Computermethoden, neue Ein-
sichten in die Signaltransduktion von Integrinen liefern.

2. Die Struktur der extrazelluliiren Doménen des
o,p;-Integrins

Integrine sind heterodimere Rezeptoren aus einer o- und
einer 3-Untereinheit, die je eine groBe extrazellulire Domé-
ne, eine Transmembran(TM)-Helix und eine kleine intrazel-
luldre Doméne pro Untereinheit enthalten.! Kiirzlich wurde
von Xiong et al. mit der Struktur der extrazelluliren Doméne
von a,f; erstmals eine Integrin-Substruktur gelost.?! In Uber-
einstimmung mit bereits frither erhaltenen elektronenmikro-
skopischen(EM) Bildern!”! wurde ein ovaler Kopf und zwei
lineare Stelzen-Regionen (,,Stalk“-Regionen) gefunden. Die
Letzteren sind aber im Unterschied zu den EM-Untersu-
chungen in bestimmten Regionen abgeknickt (Abbildung 1,
links). Dies konnte entweder ein Kristallisationsartefakt sein
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a) { b)

Abbildung 1. Struktur der extrazelluliren Doméne von o,f3;-Integrin im
Kristall. a) Die a-Untereinheit ist in rot gezeigt, die B-Untereinheit in blau.
In der Stelzen-Region ist ein Knick zu sehen, der nicht in Einklang mit
elektronenmikroskopischen Bildern steht. b) Die Kopfgruppen: In Uber-
einstimmung mit dem elektronenmikroskopischen Bild haben die Kopf-
gruppen eine eiformige Gestalt. Eine enge Grenzfliche wird gebildet,
wobei (3)-Arg261 sich in den Propeller der a-Untereinheit schiebt.

oder aber auch funktionelle Ursachen haben. Die Kopf-
gruppen der Integrine wurden als Hauptbindungs-Stelle
identifiziert; ihre Struktur hat daher bevorzugtes Interesse
fiir die Arzneimittelforschung (Abbildung 1, rechts).

Die Kopfgruppe der o-Untereinheit besteht aus einem
siebenbléttrigen Propeller; jedes Blatt besteht aus einem
vierstriangigen, antiparallelen (3-Faltblatt (Abbildung 2 oben).
Die BA-Domine der B-Untereinheit zeigt eine Rossmann-
Faltung, die auch in den Gf3-Doméinen und den o A-Doménen
der Integrine gefunden wird: Helices umgeben ein zentrales
sechsstringiges p-Faltblatt (Abbildung 2 Mitte). Der zentrale
Rest zwischen den a- und p-Untereinheiten scheint das
Arg261 der f-Untereinheit zu sein, das sich in den (3-Propel-
ler der a-Untereinheit einschiebt und den Komplex durch
Kation-zi-Wechselwirkung stabilisiert (Abbildung 2 unten).

3. Die Struktur eines Integrin-Ligand-Komplexes

Die Struktur der extrazelluliren Domiéne des o,p;-Inte-
grins dndert sich im Kristall beim Binden des RGD-Liganden
c(-RGD{[NMe]V-)¥ nur sehr wenig.’ Dies ist vermutlich auf
Kristallkontakte zuriickzufiihren, die grofe Bewegungen ver-
hindern. Die Wurzel der mittleren quadratischen Abwei-
chung (RMSD =root mean square deviation) der Kopfgrup-
pen in freier und komplexierter Form ist kleiner als 1 A. Die
o-Untereinheit dndert sich dabei kaum; die groften Verdn-
derungen treten in der 3-Untereinheit nahe der Bindungs-Site
auf. Die im Integrin ohne Ligand nicht besetzte Metallion-
abhingige Adhisions-Site(MIDAS)-Region wird besetzt. Ei-
ne benachbarte Schleife verschiebt sich dabei in Richtung der
a-Untereinheit, sodass der Ligand nun mit beiden Unterein-
heiten wechselwirken kann. Die Asparaginsidure des RGD-
Liganden bindet das Metallion in der MIDAS-Region. Der
einzige Rest des Liganden, der mit der a-Untereinheit
reagiert, ist das Arginin — es bindet an eine negativ geladene
Region von a,.

Eine ungewohnliche Eigenschaft der Ligandenbindungs-
Stelle ist, dass sie praktisch keine hydrophoben Wechselwir-
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Abbildung 2. Die Interaktions-Stellen des a,f;-Integrins: a) Der B-Pro-
peller der a-Untereinheit. Die N-terminale Doméne der a-Untereinheit
bildet einen siebenblittrigen Propeller. Die rote sowie die orangefarbene
Schleife sind beim Binden des Liganden bzw. bei der Wechselwirkung mit
dem Urokinase-Rezeptor uPAR (im Falle von o5f,) involviert. b) Die BA-
Domine der B-Untereinheit. Arg261 schiebt sich in den -Propeller der a-
Untereinheit. Das Binden des Liganden erfolgt in der Néhe des Arg261.
c) Kation-n-Wechselwirkung zwischen Arg261 von f3; (rot) und umgeben-
de Arylreste von a, (gelb) stabilisieren die Interaktion der Kopfgruppen.
Kation-n-Wechselwirkungen sind ideal fiir die Regulation von Protein-
Protein-Wechselwirkungen: Geringe Anderungen in der Position der
involvierten Reste konnen die anziehende Wechselwirkung in Abstoung
verwandeln und damit groe Konformationsanderungen induzieren.

kungen eingeht (Abbildung3 oben). Nur D-Phe von
c(-RGDf[NMe]V-) ist in hydrophobe Wechselwirkungen
involviert. Der zentrale Glycinrest liegt direkt auf der
Integrin-Oberfldche und tragt vermutlich auch zur Stabilitét
des Komplexes bei. Die Substitution des Gly, z.B. durch Ala
oder D-Ala, zerstort die Bindefidhigkeit des Liganden mit
o,,f35.1% Die wichtigsten Interaktionen bestehen zwischen dem
positiv geladenen Argininrest und den negativ geladenen
Seitenketten in der a-Untereinheit sowie zwischen dem
anionischen Aspartatrest und dem Metallkation. Eine zusétz-
liche Stabilisierung erfolgt durch Wasserstoffbriicken zwi-
schen der NH-Gruppe der Gly-Asp-Amidbindung und der
Carbonylgruppe von (f)-R216 sowie zwischen der Asp-
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Abbildung 3. Struktur des Komplexes im Kristall. Oben: Stereobild:
Wechselwirkung von ¢(-RGDf[NMe]V-) mit o,f;. Der Ligand scheint
iiberwiegend durch elektrostatische Krifte zu interagieren. R und D bilden
eine Klammer, die an entgegengesetzten Ladungen im Protein binden: Asp
wechselwirkt mit einem Metallkation in der B-Untereinheit, Arg mit zwei
Asp der a-Untereinheit. Gly bildet einen Kontakt zur Proteinoberfléche,
D-Phe ist in hydrophobe Wechselwirkungen involviert. Weder die N-
Methylgruppe noch die Seitenkette von (NMe)V haben Kontaktpunkte
mit dem Protein. Unten: Die Interaktion wird weiter durch Wasserstoff-
briicken zwischen dem Riickgrat des Proteins und dem Liganden stabili-
siert. Das Wasserstoffatom der NH-Gruppe des Asp bildet eine Briicke
zum Carbonylsauerstoffatom der CO-Gruppe des (f)-Arg216, wihrend
die Asp-Seitenkette nicht nur zum Metallion in der MIDAS-Region bindet,
sondern auch durch eine Wasserstoffbriicke mit ($)-N215 Kontakt hat.
MIDAS = Metallion-abhéngige Adhésions-Stelle.

Seitenkette und der NH-Gruppe von (8)-N215 (Abbildung 3
unten). Dies bestétigt frithere Untersuchungen an retroinver-
sen Peptiden, bei denen eine Beteiligung des Peptidriickgrats
an Bindungen nachgewiesen wurde.["!

Der Ligand ist in eine flache Furche eingebettet. Grof3e
Teile des Liganden haben praktisch keinen Kontakt mit dem
Protein; der Asp- und Arg-Rest des RGD-Liganden gleichen
einer elektrostatischen Klammer, die an die geladenen
Regionen des Proteins geheftet ist. Normalerweise binden
Liganden iiber van-der-Waals-Wechselwirkungen an hydro-
phobe Taschen mit gro3en Kontaktflachen.

4. Untersuchungen zur Bindung an das freie
Integrin

Noch bevor die Struktur des Integrin-Komplexes im
Kristall veroffentlicht wurde, fithrten wir ausgehend von
kristallinem freiem Integrin Modell-Rechnungen durch, um
Konformationsdnderungen vorhersagen zu konnen, die mit
dem Binden eines Liganden einhergehen.'? Grundlage fiir
diese Rechnungen waren folgende Uberlegungen: In ausge-
dehnten rationalen Design-Untersuchungen auf Basis des
Liganden (,,rdumliches Screening*) war es gelungen, Selek-
tivitdt zwischen verschiedenen a- und B-Integrin-Subtypen zu
erhalten.['¥] Stand urspriinglich die Unterscheidung von o,f3;
und a5 im Vordergrund, wurden spiter die Subtypen o,fs,
0,fs, und P diskrimiert.['! Auch zwischen den nicht RGD-
erkennenden Integrinen 0,3, und o4p3; konnte unterschieden
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werden.!S Das belegt, dass der Ligand mit beiden Subtypen

1 interagiert.

Es wurde friihzeitig postuliert, dass gebundenes Ca®* in der
MIDAS-Region der o A-Doméne der f3;-Integrin Unterein-
heit mit dem Aspartatrest des RGD-Peptids und dem

. Rezeptor interagiert.l> 17l Uberraschenderweise enthielt

kristallines ,f3; in der MIDAS-Region kein Metallion, dafiir
aber in der nahegelegenen adMIDAS-Region (Nachbar-Re-
gion). Weitere Untersuchungen zeigten, dass der N-terminale
B-Propeller der a-Untereinheit auch in die Ligandenbindung
involviert ist und dass der Argininrest der RGD-Sequenz in
dieser Region bindet.['* 1Y) Wihrend der Abstand zwischen
dem Argininrest und dem Asparaginsdurerest bei a,-selekti-
ven RGD-Peptiden etwa 13 A groB ist,[ betrigt der kleinste
Abstand zwischen dem Ca*!, das in der adMIDAS-Region
gebunden ist, und dem p-Propeller in der Untereinheit a,
etwa 17 A. Eine Uberlagerung der BA-Domiine von B; und
der I-Domine des Integrins o, zeigte, dass sich die beiden
Strukturen sehr dhnlich sind (Abbildung 4).1”! Die Bindung

Abbildung 4. Uberlagerung der I-Domine der Kollagen-assoziierten o,-
Integrin-Untereinheit (grau) mit der BA-Domine der Integrin-Unterein-
heit 35 (griin). Die Metallionen sind als Kugeln dargestellt: Die graue Kugel
zeigt das Metallion in der MIDAS-Region von a,, die griine Kugel das Ion
in der adMIDAS-Region von ;. Die Wurzel der mittleren quadratischen
Abweichungen der iiberlagerten Riickgrat-Atome ist 1.6 A, trotz der
groBen Unterschiede in der Metallion-Position.

des Liganden erfolgt unter Bewegung des Ca**-Ions und der
MIDAS-Region bei der I-Doméne von a,, wie durch die
Analyse der Strukturen der freien I-Doméne von o, und ihres
Komplexes mit Kollagen nachgewiesen wurde.”” Unter der
Annahme einer dhnlichen Strukturverinderung in 3; konnten
wir noch vor der Publikation der Struktur den Komplex mit
einem Liganden modellieren.

5. Vergleich der Ergebnisse aus den Modell-
Rechnungen mit denen aus der Rontgen-
strukturanalyse des Integrin-Peptid-Komplexes

Ein Vergleich zwischen der vohergesagten und der expe-
rimentell bestimmten Protein- und Ligand-Konformation
unterstreicht die Moglichkeiten von Modell-Rechungen mit-
hilfe menschlicher Intervention. Der Trend in der Anderung
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der Schleife wurde korrekt vorhergesagt, obwohl das Modell
die Strukturidnderungen iiberschitzte (Abbildung 5 links).
Das den Liganden bindende Metallion ist nahezu in der
richtigen Position. Da die Hauptinteraktion des Asparagin-
sdurerests des Liganden mit dem Integrin iiber das Metallion

a) .

U b

Lt

Abbildung 5. Strukturdnderungen beim Binden der Liganden an o,f3;.
a) Vergleich der Schleifenstrukturen und der Positionen des Metallions
zwischen der Konformation des freien a,f3; (rot), der Liganden-bindenden
Konformation (blau) und der modellierten Komplexstruktur (grau). Der
Haupttrend der Konformationsdnderung wurde korrekt vorhergesagt,
obwohl das Modell zu starke Strukturédnderungen vorhersagt. Die Posi-
tionen der Metallionen im Modell und in der Struktur sind sehr dhnlich.
b) Vergleich der RGD-Orientierung von Liganden im Kristall und der
Computer-modellierten Form. Wihrend die Carboxylgruppe nahezu
identisch positioniert ist, zeigen die Arginin-Seitenkette des Peptids in
der Rontgenstruktur und das Mimetikum in verschiedene Richtungen.
Dies konnte zum einen auf Fehler beim Modellieren zuriickgefiihrt
werden, zum anderen aber auch durch die unterschiedlichen Ligandstruk-
turen verursacht werden.

erfolgt, hat die korrekte Position des Ions die richtige
Anordnung der Sduregruppe des gebundenen Peptid-Mime-
tikums zur Folge. Das Arginin-Mimetikum im gebundenen
Liganden dagegen ist anders als Arg im Kristall angeordnet
(Abbildung 5 rechts). Das kann sowohl eine Folge der
unterschiedlichen chemischen Natur des Liganden sein als
auch ein Fehler des Modeling-Prozesses. Interessanterweise
fithren die Fehler in der Schleifen-Konformation der model-
lierten Integrinstruktur nicht zu einer falschen Anordnung
der Sduregruppe; nur die Position des Metallions scheint
wichtig zu sein. Insgesamt bestitigt dies die Annahme, dass
bei RGD-Peptiden die Ligand-Protein-Wechselwirkungen
elektronischer Natur sind.

Die unterschiedliche Ligandenorientierung in beiden Un-
tersuchungen unterstreicht die Bedeutung einer experimen-
tell bestimmten Komplexstruktur fiir das rationale Design;
besonders wenn Konformationsidnderungen bei der Bindung
erwartet werden konnen, ist dies unabdingbar. Reines Mole-
cular Modeling konnte allerdings den Trend der Konforma-
tionsdnderung korrekt vorhersagen und die Ligandenbin-
dungs-Region identifizieren. Die Ergebnisse der Modell-
Rechnungen konnen jedoch nur als Ndherungen angesehen
werden.

6. Vom Ligand- zum Protein-gestiitzten rationalen
Wirkstoff-Design

In der Vergangenheit fithrten umfangreiche Screening-
Untersuchungen ohne Kenntnis der Proteinstruktur zur
Entwicklung superaktiver und selektiver RGD-Peptide.?" 22!
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Die nun zuginglichen Strukturen der Integrin-Komplexe
ermoglichen das Interpretieren der hierbei erhaltenen Re-
sultate, insbesondere weil viele der synthetisierten cyclischen
Peptide auch NMR-spektroskopisch untersucht wurden.

Die Riickgratkonformation des komplexierten Liganden
im Kristall® und in Losung, die durch NMR-Spektroskopie in
Wasser] bestimmt wurde, sind sehr dhnlich (Abbildung 6
oben). Insbesondere die Abstdnde zwischen den C,-Atomen

u u
Abbildung 6. Stereodarstellung der Konformation des Liganden
c¢(-RGDf[NMe]V-) im an das Protein gebundenen (rot) und freien Zustand
(blau; in wissriger Losung). Die Konformationen sind innerhalb der

Fehlergrenzen gleich. Speziell der entscheidende Abstand zwischen den
C,-Atomen dndert sich beim Binden des Liganden nicht.

der Arg- und Asp-Reste sind gleich (Abbildung 6 unten).l* 2’
Da die Struktur nur mit einer Auflésung von 3.1 A erhalten
wurde, ist eine detaillierte Diskussion der Unterschiede
zwischen den beiden Ligandkonformationen nicht sinnvoll.
Andererseits zeigt die Ahnlichkeit der beiden Strukturen die
Stirke der NMR-Spektroskopie bei der Bestimmung der
Struktur von konformativ eingeschrénkten, cyclischen Pepti-
den in Losung,” ohne der Gefahr von Kristallisations-
Artefakten zu unterliegen. Es unterstreicht weiterhin die
Giiltigkeit des Ligand-gestiitzten Design-Prinzips — ein Ziel
besteht darin, starre Geriiste bereitzustellen, die ihre Kon-
formation beim Binden an den Rezeptor moglichst wenig
andern. Ein starres Geriist hat zwei entscheidende Vorteile:
Der Ligand nimmt immer die richtige Konformation ein,
sodass es kein vorgelagertes Gleichgewicht zwischen ver-
schiedenen Konformationen gibt, das den Bindeprozess ver-
langsamen konnte, und die Bindung erfordert keine zusétz-
liche entropische Beitrige.”! Wenn gebundenes Wasser
verdrdngt wird, was bei geladenen Ligandenbindungs-Re-
gionen der Fall sein kann, kann das Binden des Liganden
sogar durch die Zunahme der Entropie forciert werden.
Screening-Untersuchungen von verschiedenen Seitenket-
ten an den Val- und D-Phe-Positionen in ¢(-RGDf[NMe]V-)
ergaben, dass bei ayf; im Peptid-Liganden Val durch viele
andere Reste unterschiedlicher GroBe ersetzt werden kann.['")
Im Kiristall hat Val keinen Kontakt zum Protein. Die
Substitution von D-Phe durch p-Trp erhoht die Bindungs-
affinitdt, wahrend p-Pro als Seitenkette die Bindung verhin-
dert.l”! Die Uberlagerung der NMR-Strukturen der RGD-
Peptide mit der Rontgenstruktur des Integrins zeigt nun, dass
die p-Trp-Substitution die hydrophoben Wechselwirkungen
erhoht, wihrend c¢(-RGDpV-) mit einer p-Pro-Seitenkette
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das Protein nicht in gleicher Weise binden kann, weil es zur
Kollision zwischen D-Pro und dem Integrin kommt (Abbil-
dung 7 oben).

Abbildung 7. Der Effekt von Substitutionen am Liganden auf die Bindung
(Stereobilder). Oben: Die Substitution von D-Phe (rot) durch p-Trp (blau)
verstiarkt die Bindung, durch D-Pro (weil) wird sie verhindert. Dies ist
leicht auf der Basis der Struktur erkldrt werden: Wihrend p-Trp die
hydrophoben Wechselwirkungen verstérkt, kollidiert p-Pro mit der Pro-
teinoberfliche. Unten: Der Methylierungseffekt (Methylierung der p-Phe-
Val-Amidbindung; aus NMR-Untersuchungen des unmethylierten Pro-
teins abgeleitet): Im nichtmethylierten Liganden (blau) ist der Abstand der
C,-Atome kleiner als im methylierten (rot).

Die N-Methylierung von Val steigert die Bindungsaffinitét
etwa um den Faktor vier. Ein Vergleich der Konformation von
c(-RGDfV-)7 mit der von c¢(-RGDf[NMe|V-) belegt eine
Konformationsédnderung: Der Abstand zwischen den C,-
Atomen von Arg und Asp ist im N-methylierten Liganden
kiirzer als im nichtmethylierten (Abbildung 7, unten).

7. Die Spezifitiit der Wechselwirkung

Da nur der Argininrest des Liganden mit der a-Unter-
einheit in Kontakt tritt, kann die Spezifitit zwischen den
verschiedenen a-Untereinheiten nur durch unterschiedliche
Orientierungen der Seitenketten relativ zum Asparaginsdure-
rest, durch Verdanderungen des Argininrests oder aber durch
sekundire Effekte, z.B. eine Strukturdnderung in der f3-
Untereinheit bedingt durch die verschiedenen a-Unterein-
heiten, hervorgerufen werden. Tatsdchlich wurden beim
Ligand-gestiitzten Design Spezifititen gefunden, die durch
den Argininrest vermittelt werden. Einerseits konnte gezeigt
werden, dass der Ersatz von Arg durch Lys zu einem Verlust
der Bindungsfihigkeit an o,f;, nicht aber der an oy3; fiihrt.
Andererseits ldsst sich die Guanidiniumgruppe des Arginin-
rests ohne Verlust der Bindungsfihigkeit an o,f; durch
Aminopyridin und andere Arg-Mimetika ersetzen, wiahrend
die gleiche Substitution bei oyf; nicht toleriert wird.["
Dieses Verhalten fiihrte zu der Annahme, dass Arg in a,f;
side-on gebunden ist, aber end-on in oy,P;. Die Ergebnisse
der Rontgenstrukturanalyse bestdtigen diese Annahme:
Asp218 weist eine Side-on-Wechselwirkung mit Arg auf;
eine weitere Stabilisierung erfolgt iiber Asp150 (Abbil-
dung 8a).
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Wid in ity

Peptid in oy,

Abbildung 8. Vergleich von a,f35 mit dem Homologie-Modell von oyy,f3s-
Integrin. a) Gebundenes Arg: Der Argininrest von c¢(-RGDf[NMe|V-)
wird hauptsédchlich durch Side-on-Bindung mit Asp218 und zusétzlich
durch End-on-Bindung mit Asp 150 der a-Untereinheit gebunden. b) Die
Uberlagerung eines Homologie-Modells von oy, (grau) mit a, (rot) zeigt,
dass (a,)-Asp218 nicht konserviert ist. Der entsprechende Phe-Rest in oyy,
ermoglicht keine Side-on-Stabilisierung. Der dem (a,)-Asp 150 entspre-
chende Rest in ayy, ist ein Glu, das end-on binden kann. Die entsprechende
Schleife ist in den zwei Integrinen nicht konserviert. ¢) Wahrend in a, das
Arg sich in eine negativ geladene Tasche des Proteins einschiebt (oben), ist
diese Tasche in oyy, viel kleiner (unten), sodass sowohl Arg als auch Gly
starke sterische Wechselwirkungen mit dem Protein zeigen, welche die
Spezifitét dieses Liganden fiir o, erhéhen.

Ein Vergleich der Sequenzen zeigt, dass in oy, der dem
Asp218 entsprechende Rest Phe231 ist, der keine Side-on-
Wechselwirkung mit Arg eingehen kann (Abbildung 8b). Der
dem Asp150 in oy, entsprechenden Rest ist Glu157, welcher
als End-on-Bindungspartner fiir Lys dienen kann. Die Uber-
lagerung eines Homologie-Modells von oy, (unverdffentlich-
te eigene Ergebnisse) mit der Struktur von a, zeigt, dass der
a,-spezifische RGD-Ligand nicht in der gleichen Orientie-
rung an oy, wie an o, binden kann. Die auf a,-Asp 150 oder
op-Glu157 C-terminal folgende Schleife zwischen den bei-
den Integrin-Untertypen bleibt nicht erhalten. Die ldngere
Schleife in ayy, schlieBt die Tasche, in die ¢(-RGDf[NMe]V-)
bindet. Andere ungiinstige sterische Wechselwirkungen fin-
den zwischen Gly in RGD und der Oberfldche von ayy, statt
(Abbildung 8c). Die Rontgenstruktur ermdglicht somit nicht
nur das Erkennen der unterschiedlichen Bindungsaffinititen
der Liganden von o,f;, sondern kann auch helfen, die verschie-
denen Spezifitidten fiir die Integrin-Subtypen zu verstehen.

8. Modelle der Signaltransduktion

Aus EM-Bilder ldsst sich schlieBen, dass den bei der
Ligandenbindung im Kristall auftretenden Strukturéinderun-
gen weitere konformative Umlagerungen folgen. In zahlrei-
chen Untersuchungen konnten groBere strukturelle Ande-
rungen im Anschluss an die Ligandenbindung nachgewiesen
werden,[> 253 wie sie aus der Rontgenstruktur der extrazel-
luliren Doménen nicht ableitbar sind. Fiir die Signaltrans-
duktion wurden ausgehend von verschiedenen experimen-
tellen Ansitzen zwei Modelle vorgeschlagen und verfeinert
(Abbildung 9).1?% 311 Beide Modelle stimmen darin iiberein,
dass eine scherenformige Bewegung erfolgt; sie unterschei-
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Abbildung 9. Zwei Modelle der Signaltransduktion bei Integrinen: Wih-
rend im Modell A (rechts) die transmembrane Teile der Integrin-Unter-
einheiten assoziiert bleiben, liegt die Gelenk-Region im Modell B (links)
ndher bei den extrazelluliren Kopfgruppen - die transmembranen
Regionen werden getrennt.

den sich aber in der Lage des Gelenks der ,,Schere“. Wahrend
bei Modell A das Gelenk in der Membran-Region liegt,
postuliert Modell B das Scherengelenk nahe der Integrin-
Kopfgruppe. In Modell A dissoziieren die Kopfgruppen nach
der Ligandenbindung, in Modell B bleiben sie hingegen
assoziiert. Kiirzlich wurde das Modell B verfeinert, indem
die Rontgenstruktur und zusitzliche NMR-Untersuchungen
der Stelzen-Region einbezogen wurden. Jetzt wird eine
Kombination aus einer scherendhnlichen Bewegung und
dem Offnen der geknickten Integrin-Struktur (shnlich dem
Offnen eines Klappmessers) vorgeschlagen (Abbil-
dung 10).**l Dieses Modell, wie auch das mit dissoziierenden
Kopfgruppen, kann Sedimentations-Experimente erkldren,
bei denen eine VergroBerung des hydrodynamischen Radius
nach Ligandenbindung nachgewiesen wurde. Die EM-Daten
sind widerspriichlich und erméglichen zur Zeit keine klare
Bewertung der beiden Modelle. Fiir beide Modelle gibt es
unterstiitzende Daten.[ 2834371

-
A

H {
Membran %

Abbildung 10. Klappmesser-Modell der Signaltransduktion: Dieses Mo-
dell der Transduktion wurde durch Kombination der Ergebnisse aus der
Rontgenstrukturanalyse, elektronenmikroskopischer und NMR-spektro-
skopischen Untersuchungen der Stelzen-Region der Integrine abgeleitet.
Es steht auch mit Sedimentations-Experimenten in Einklang.

Wihrend Modell A vom unversehrten Integrin abgeleitet
wurde, benutzt Modell B ein Konstrukt, in dem der Aktivie-
rungsschritt aus der Abspaltung einer der transmembranen
Domaénen des Integrins besteht. Obwohl bekannt ist, dass die
Abspaltung der transmembranen Doméne das Integrin ak-
tiviert, kann die Entfernung der durch die Membran beding-
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ten strukturellen Einschridngungen die Validitdt des Modells
beeintrachtigen. Frithere EM-Untersuchungen haben gezeigt,
dass die Abspaltung der transmembranen Doménen nicht zu
einer Dissoziation der Kopfgruppe fiihrt,?®! wihrend das
Binden von Liganden genau dies zu bewirken scheint.” 281 Auf
der anderen Seite gibt es auch Untersuchungen, bei denen
keine Dissoziation der Kopfgruppen beschrieben wurden.B

Durch biochemische Untersuchungen konnte gezeigt wer-
den, dass die Aktivierung nicht ein zwei-, sondern eher ein
mehrstufiger Prozess ist, der wahrscheinlich drei Stufen
involviert.?” 4 Dies wird durch intensive molekiildynamische
Rechnungen der Transmembran(TM)-Regionen von vielen
verschiedenen Integrin-Subtypen bestitigt.*] Zwei Konfor-
mationen der TM-Region, eine mit hoher und eine mit
niedriger Bindungsaffinitit, wurden anhand von Rechnungen
und experimentellen Daten identifiziert. Die hochaffine
Konformation hat groBe Ahnlichkeit mit der Struktur von
Glycophorin A, einem homodimeren Glycoprotein.

Die Rechnung der Umlagerung des einen Konformers in
das andere offenbarte eine dritte Stufe und beschreibt eine
komplexe Bewegung der Helices beim Ubergang. Die aktivie-
rende Bewegung ist eine Rotation der a-Untereinheit; die
Dissoziation der Membran-nahen Regionen ist begeleitet von
einer Riickrotation der a-Untereinheit, einer VergrofSerung
des Kreuzungswinkels zwischen den Helices und von einer
Rotation der $-Untereinheit. Wie sich diese transmembranen
Bewegungen auf die Bewegungen der Kopfgruppe auswirken,
ist noch nicht klar. Wir nehmen an, dass das neue Intermediat
ein aktivierten Zustand ist, der der Struktur ohne die trans-
membranen und intrazelluliren Doménen entspricht.*!] Die
Struktur im Kiristall sollte dann aus mehreren Griinden dem
aktivierten Zustand entsprechen:

1) Die transmembrane und die intrazellulire Domine fehlen,
wodurch das Integrin aktiviert wird.!

2) Die Substitution von Ca’**- durch Mg?*-Ionen, die das
Integrin auch aktiviert, indert die Struktur nicht.> 1643

3) Die Strukturdnderung nach der Ligandenbindung ist klein,
jedenfalls sind die Kopfgruppen noch assoziiert.

Dies bestitigt die Ergebnisse, die durch die Rechnungen
erhalten wurden: Bei der Aktivierung dissoziieren die Kopf-
gruppen nicht, sondern sie dndern lediglich ihre relative
Orientierung. Auch wenn sich die Rechnungen auf das
Scheren-Modell der Integrin-Aktivierung stiitzen, kann doch
die konformative Anderung der TM-Dominen auch eine
Umlagerung der Disulfidbriicken in der Stelzen-Region her-
vorrufen, was in Einklang mit dem Klappmesser-Modell ist.

Ein moglicher Dissoziationsmechanismus der Kopfgruppen
nach dem Binden der Liganden schlie3t den zentralen Rest an
der o/f-Grenzfliche ein, das Arg261 der (-Untereinheit.
Zwei Schleifen, die ihre Konformation beim Binden von
Liganden dndern, befinden sich in der N#he des (f§)-Arg261.
(B)-Arg261 insertiert in den B-Propeller der a-Untereinheit.
Es ist von Arylresten der §-Propeller-Doméne von o, umge-
ben (Abbildung 2). Daher konnten Kation-ri-Wechselwirkun-
gen dazu beitragen, die a/p-Wechselwirkung zu verstirken. !
Eine kleine Anderung der Position von (B)-Arg261, die durch
allosterische Umlagerungen beim Binden von Liganden
induziert wird, kOnnte zu einer abstoBBenden Kation-t-Wech-
selwirkung fiihren.*] Das wiederum kénnte die Dissoziation
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der Kopfgruppen bewirken. Die Dissoziation konnte bei
cyclischen RGD-Peptiden als Liganden ausbleiben, oder sie
konnte im Kristall beim ,Soaking“ mit dem Liganden
inhibiert sein. Es ist noch nicht geklart, ob und wo RGD-
Peptide nach der Dissoziation der Kopfgruppe binden. Ein
moglicher Mechanismus ist die Substitution des (f3)-Arg261
durch das Arg der RGD-Peptide, wodurch in der 3-Propeller-
Doméne die erneute Assoziation der Kopfgruppe verhindern
wird.

9. Cluster-Bildung

Die Signaltransduktion in die Zelle nach dem Binden des
Liganden geht mit der Bildung von Integrin-Clustern einher.
Dieser Effekt wird teilweise durch Wechselwirkungen der
Integrine mit anderen transmembranen Proteinen wie Cal-
veolin, dem Urokinase-Rezeptor (WPAR =CD87) und an-
deren reguliert.**! Ob Integrine bei der Cluster-Bildung
direkt interagieren oder nur durch ihre Liganden oder andere
Proteine an der Zelloberfliche verkniipft sind, ist unklar.
Kiirzlich konnte eine kurze Peptidsequenz in der $-Propeller-
Domine der os-Untereinheit identifiziert werden, die die
a3P3,-uPAR-Wechselwirkung inhibiert (Abbildung 2).1 Die
entsprechende Schleife ist im Kristall an die 3-Untereinheit
gebunden. Um in die Integrin-uPAR-Wechselwirkung invol-
viert zu werden, miissen die Kopfgruppen dissoziieren, sodass
die Schleife freigelegt wird — vorausgesetzt, das osf3,-Integrin
hat eine #hnliche Struktur wie o,f; (Abbildung 11). Diese
Experiment weisen zusammen mit den verfiigbaren Struktur-
daten darauf hin, dass die Kopfgruppen vor der Cluster-
Bildung dissoziieren miissen. Querverbindungen zu anderen

Abbildung 11. Wechselwirkungen von Integrinen mit uPAR: Eine Schleife
auf der P-Propeller-Doméne von o; wurde als Interaktions-Stelle mit
uPAR identifiziert. Die B-Propeller-Domine in der a-Untereinheit ist in
rot gezeigt; der den Liganden bindende Teil der Oberfldche ist griin
markiert. Die Schleife, die mit uPAR interagiert (orange), liegt nahe der
griin gekennzeichneten Interaktions-Stelle und ist teilweise mit der f3-
Untereinheit (blaue Oberfliche und VergroBerung) assoziiert. Um mit
uPAR wechselwirken zu konnen, miissen die Kopfgruppen des Integrins
dissoziieren.
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transmembranen Rezeptoren wie den humanen Wachstums-
faktoren wurden ebenfalls beschrieben.* >

Sogar direkte Interaktionen zwischen Integrinen konnen
prinzipiell an allen Integrin-Doméinen erfolgen. Ein Modell
fiir diese Wechselwirkungen ist die Dissoziation der Kopf-
gruppen. Hierbei macht das dissoziierende Integrin-Hetero-
dimer dem entsprechenden Gegenstiick eines anderen Inte-
grin-Dimeren Platz. Die Untersuchungen zu den a,3;-uPAR-
Wechselwirkungen jedoch legen nahe, dass die Kopfgruppen
mit anderen Membran-assoziierten Rezeptoren wechselwir-
ken, was letztlich zur Cluster-Bildung fithrt. EM-Aufnahmen
deuten auf einen moglichen Mechanismus, bei dem die
Stelzen-Regionen der Integrine in Abwesenheit anderer
Proteine interagieren.’]

10. Neue Aspekte der Signaltransduktion

Bei einer genauen Betrachtung des Signaltransduktions-
Mechanismus von Integrinen sowie von GPCR zeigen sich
konzeptionelle Ahnlichkeiten, die einen gemeinsamen all-
gemeinen Mechanismus beider Signaltransduktionswege na-
he legen (Abbildung 12). In beiden Fillen gibt es eine
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Abbildung 12. Ahnlichkeiten bei der Signaltransduktion von Integrinen
und G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR;; allerdings sind innen und
auBen vertauscht): In beiden Fillen induziert ein Ligand die Umlagerung
der transmembranen Helices (Teilbild I). Diese Konformationsidnderung
wird zur Ligandenbindungs-Domine auf der anderen Seite der Membran
geleitet, wodurch ein Ligand gebunden (bei Integrin) oder ausgetauscht
werden kann (bei GPCR; Teilbild II). Dieser Prozess fiihrt zur Separation
der zwei Dominen nahe der Bindungs-Region (Teilbild III). Die Trennung
ist der Startpunkt fiir weitere Signalkaskaden.

E

inaktive Konformation, die durch intra- oder extrazellulire
Signale aktiviert wird. Im Falle der Integrine ldsst sich aus
Rechnungen ableiten, dass die Aktivierung durch eine Rota-
tion einer der Untereinheiten erfolgt.*] Bei GPCR schlief3t
die Aktivierung auch eine strukturelle Umlagerung von
Helices ein (Abbildung 12, T).5-7
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Nach der Konformationsinderung werden im Falle der
Integrine die extrazelluldren Liganden gebunden,®! bei den
GPCR wird GDP durch GTP ersetzt (Abbildung 12, II). Das
Binden der Liganden und der Ersatz von GDP durch GTP
fihrt zu weiteren Strukturdnderungen: Die Kopfgruppen der
Integrine dissoziieren bzw. die a-Untereinheiten der G-Pro-
teinen trennen sich vom PBy-Komplex ab (Abbildung 12,
II1).128- 581 Auch hier gibt es auffallende strukturelle Ahnlich-
keiten: Die Grenzflichen der wechselwirkenden Doménen
gleichen sich weitgehend.[* > ®! Kation-ri-Wechselwirkungen
stabilisieren die Assoziation bei a,f3;, nicht jedoch bei GPCR.
Dort fiihrt ein Netzwerk von Salzbriicken zu starken Wech-
selwirkungen zwischen G-Protein und GPCR. Kation-rn-
Wechselwirkungen sind gut geeignet fiir die Regulation der
Affinitdt zwischen Protein-Doméinen, weil bereits geringe
strukturelle Anderungen eine anziehende Wechselwirkung in
eine abstoflende umwandeln kann. Die dann folgende Disso-
ziation ist der Startpunkt fiir eine Reihe weiterer Ereignisse.
Bei den Integrinen ist dies die Wechselwirkung mit anderen
Rezeptoren und die Cluster-Bildung.[!

Die Signaltransduktionswege haben somit einen gemeinsa-
men Mechnismus, der drei Stufen umfasst: eine inaktive, eine
aktivierte und eine dissoziierte. Moglicherweise kann sich
daran eine Cluster-Bildung anschlieen.

11. Zusammenfassung und Ausblick

Die Untersuchungen an a,f; und anderen Integrinen
fiihren zu einem besseren Versténdnis der Ligandenbindung
und der Signalweiterleitung durch Integrine. Trotzdem blei-
ben zahlreiche Fragen unbeantwortet, die die weiteren
strukturellen Anderungen als Folge der Ligandenbindung
sowie die dynamischen Prozesse betreffen, z. B. die Wechsel-
wirkungen mit weiteren Proteinen oder die Cluster-Bildung.
Die Aufkldrung der Strukturen der extrazelluldren Doménen
des a,ps-Integrins in freier Form und im Komplex mit dem
cyclischen RGD-Peptid sind Meilensteine der Integrin-For-
schung. Sie werden die Forschungen in der medizinischen
Chemie ebenso befliigeln, wie sie biophysikalische und bio-
chemische Untersuchungen stimulieren. Das Ziel der ver-
schiedenen Forschungen wird sein, hochpotente Integrin-
Antagonisten durch rationales, Struktur-gestiitztes Design zu
entwickeln und ein tieferes Verstdndnis der bei der Zelladhi-
sion durch Integrine vermittelten Signaltransduktion zu
erhalten.
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