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APPENDIX
Collection of Proline-Kinked Transmembrane Helices

Because of influences on transmembrane helices by different proline insertions, we collected
structural data based on transmembrane helices with proline-kinks. To decide, which structure
(first four alphanumeric letters of entries represent entries of Protein Data Base, PDB) finally
should be used for modeling our transmembrane bundle based on rhodopsin template, the
following sequences were aligned against the respective sequence from our receptors.
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Multiple Sequence Alignment of Endothelin Receptors by Subtypes

APPENDIX

Endothelin receptor subtypes ETA and ETB from different species were sorted by subtype,
and were aligned using typical transmembrane arrangement of G protein-coupled receptors.

etlr
etbr
OPSD

File: MUsers/FMP/Desktop/etr_builder.ps

— endothelin receptor subtype ETA
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— rhodopsin
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APPENDIX
Multiple Sequence Alignment of Nicotinic Acid Receptors GPR109A/B

Because of the very recent de-orphanization of GPR109A only few experimental data were
available. As a result, GPR109A and GPR109B were aligned against GPCRs that are
intensively investigated.

HM74A — GPR109A OPSD - rhodopsin EDNRA - ETA receptor
HM74 — GPR109B OxytocR — Oxytocin receptor ETBR - ETB receptor
TSHR - Thyroid-stimulating hormone receptor LSHR - Luteinizing hormone receptor
FSHR - Follicle-stimulating hormone receptor etc.
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Multiple Sequence Alignment of Ga Proteins

APPENDIX

Investigations of selectivity patterns for G protein interaction have been done by using
sequence and structural data of several G protein families. The codes on the left resemble the

entries of SwissProt database.
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Summary

Using homology of GPCR subtypes as well as their differences in biological function, we
characterized ligand binding for endothelin receptors ETA and ETB.

For the first time, endothelin receptor-selective peptide ligands were subdivided into 4
regions (addressor, hook, core, modulator), explaining all existing data in literature as well
as data from our co-operation partners. This is based on interactions with 4
complementary regions (gateway, edge, neck, binding cleft), found at the endothelin
receptors. The pairwise interactions of addressor and gateway, hook and edge, core and
neck, as well as modulator and binding cleft accurately explain the peptide ligands’
selectivity for endothelin receptors and endothelin receptor subtypes. We impressively
demonstrated this by the design and experimental validation of a new ETB-selective
peptide ligand. Additionally, for the first time we described the necessities and differences
in activation and in inhibition of both endothelin receptors. According to our models the
molecular differences of peptide ligand-induced receptor activation and inhibition can be
explained by the existence and absence of negatively charged residues at the peptide
ligand’s hook region, as counterpart of the receptor’s edge region. In the case of receptor
activation we suggest a scenario where the ligand’s hook region catches the receptor’s
edge region. In succession, the ligand’s modulator region is restrained in a position where
its C-terminus orients in between transmembrane helices TMH3, TMH6 and TMH7 and
induces reorientation of several side chains, finally leading to receptor activation. In the
case of inhibition, the ligands lack the charged hook region as well as bulky moieties at
the N-terminal portion. Such antagonistic peptides slide beyond the edge down into the
transmembrane binding cleft and additionally constrain the existing interactions between
the transmembrane helices of the inactive state, leading to inhibition. One of the most
impressive results is the orientation of the last two residues of the antagonist’s C-terminal
modulator region at the same site of the inverse agonist 11-cis-retinal in inactive
rhodopsin, demonstrating conserved mechanisms in many GPCRs.

Additionally, our models explain the so far unclear formation of the super-stable complex
between ET-1 and ETB occurring in many mammals. A lid-like mechanism on this
receptor’s N-terminus, which is different to ETA in sequence and structure, covers ET-1
and restrains it tight into the binding site.

In a second project, we utilized the high degree of sequence homology between the human
nicotinic acid receptor GPRI109A and its homologue GPR109B, which has only low
affinity for nicotinic acid. For binding of nicotinic acid to GPR109A we could identified
crucial residues. The binding site is positioned between transmembrane helices TMH?2,
TMH3 and TMH7, and is therefore an interaction site different than most other rhodopsin-
like GPCRs, where the binding site is located between TMH4, TMHS and TMHS6.
Validated experimental data on predicted aromatic residues within TMHS5 and TMH?7, as
well as at ECL2, clearly confirm this result. Combining mutagenesis data and comparative
structural modeling allowed us to identify five residues located in close spatial proximity
to the main interaction points for nicotinic acid. The characterization of the structural
determinants and complementary pharmacophoric patterns for nicotinic acid binding in
GPRI109A is of general importance for understanding the binding mechanism of small
molecule ligands to GPCRs. It is also important in the design and the development of new
drugs, acting via GPR109A to treat dyslipidemic disorders. Comparisons of both binding
sites explained the differences in ligand selectivity. Furthermore, they led to the proposal
of 2-oxo0-octanoic acid as a ligand selectively for GPR109B but not GPR109A, which was
experimentally proven by our collaborators. Necessary interaction features, which were
identified for 2-oxo-octanoic acid at GPR109B, could be unexceptionally applied to the
recently published family of GPR109B-compounds based on benzotriazole-5-carboxylic
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acid.

Taken together, nicotinic acid possesses the optimal hydrogen-bond patterns to bind to the
rather hydrophilic patterns of the small binding site in GPR109A, whereas 2-oxo-octanoic
acid possesses optimal hydrophobic patterns to bind to the additional specific hydrophobic
cleft of GPR109B. Both receptor sites consist of hydrophilic and hydrophobic patterns,
and are in spatial proximity. The binding of Acifran, which is an unselective ligand for
both receptors, possesses the hydrophobic patterns (benzene, methyl) to bind to the
hydrophobic binding cleft of GPR109B. Acifran also contains hydrophilic patterns (furan
ring oxygen and carbonyl oxygen), allowing the interaction with the hydrophilic site in the
GPRI109A.

In a third approach, investigations on interactions of G proteins with their small-, medium-
and large-sized ligands identified a common pattern for recognition and/or interaction,
namely the interaction of negative and positive charges on G proteins and their ligands.
This pattern was clearly identified by studies of small-sized alkyl-substituted amino acid
derivatives (so called lipoamines) as well as by medium-sized secretagogues mastoparan-
X and mastoparan-S. It contains specific distances of positive charges within G protein-
ligands, recognized by negatively charged residues of complementary distances in G
proteins. Investigations of four different G protein-subtypes (Gai, Goo, Goagq, Gos)
clearly showed different localizations and, therefore, distances of negatively charged
residues in close proximity to the C-terminus (below 12 A for Gai, around 15A for Gag,
and greater than 18 A for Gas). As a result, it was possible to design a new compound
(FU244) that exclusively interacts with Gai but not with Gaq or Gas. The application of
these patterns to the interaction interface of GPCRs and G proteins resulted in
identification of two residues within ICL2 that are required for Gai selectivity of ETA and
ETB. This way, we demonstrated that also in GPCRs complementary charge patterns
determine G protein-selectivity.
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Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Studie wurden die Interaktionsmechanismen und Hintergriinde fiir
selektive Wechselwirkungen zwischen G-Protein gekoppelten Rezeptoren, deren Liganden
und G-Proteinen untersucht. Ausgangspunkt dafiir waren homologe Rezeptorsubtypen, die
sich durch Unterschiede in ihren Funktionen auszeichnen.

Die Ursachen fiir Selektivitit und hochaffine Ligandenbindung der Endothelin-
Rezeptorsubtypen ETA und ETB war vor der Arbeit nicht aufgeklért. Basierend auf unseren
Untersuchungen, présentieren wir hier erstmals Liganden-Rezeptor-Wechselwirkungen, die
auf vier unterschiedlichen aber zueinander komplementiren Erkennungsregionen in Liganden
und Rezeptoren beruhen. Vergleiche von Sequenz- und Funktionsinformationen von
endothelin-rezeptorselektiven Peptiden fiihrten schlussendlich zur Unterteilung der
Peptidliganden in vier Regionen (Addressor, Hook, Core, Modulator), welche die
existierenden Daten aus der Literatur und von unseren Kooperationspartnern erkldren.
Gleichsam zu diesen vier Regionen an Peptidliganden wurden komplementire
Erkennungsregionen an beiden Endothelin-Rezeptorsubtypen identifiziert: Gateway, Edge,
Neck, Binding Cleft. Paarweise Wechselwirkungen von Addressor und Gateway, Hook und
Edge, Core und Neck sowie Modulator und Binding Cleft, erkliren dabei vollstindig die
Ursachen und Hintergriinde der Selektivitét fiir Endothelin-Rezeptoren sowie deren Subtypen,
wie wir eindrucksvoll durch die Entwicklung eines neuen ETB-selektiven Peptidliganden
zeigen konnten.

Weiterhin war es uns dadurch moglich, die Notwendigkeiten und Unterschiede fiir
Aktivierung und Inhibierung beider Endothelin-Rezeptorsubtypen aufzuzeigen. Dabei liegt
der Hauptunterschied zwischen peptidligandenabhéngiger Aktivierung und Inhibierung am
Vorhandensein negativer Ladungen innerhalb der Hook-Region der Peptidliganden. Sind
solcherart Ladungen innerhalb des Hook vorhanden, konnen sie mit entsprechenden
Ladungen der Edge-Region des Rezeptors wechselwirken, wodurch der aktivierende Ligand
nicht weiter in die Binding Cleft zwischen den Transmembran-Helices TMH3, TMH6 und
TMH?7 hinabtaucht. Dadurch wird eine Neuorientierung wichtiger Rezeptorseitenketten
innerhalb des Transmembran-Helixbiindels hervorgerufen, die den Rezeptor in den aktiven
Zustand tlberfiihrt.

Fehlen negative Ladungen innerhalb der Hook-Region, wie dies bei Inhibitoren der Fall ist,
gleitet der Ligand tief in die Binding Cleft und sorgt dort durch zusétzliche Interaktionen mit
Rezeptorseitenketten zu einer Stabilisierung des inaktiven Zustands des Rezeptors — der
daraufhin inhibiert wurde.

Eins der am beeindruckendensten Ergebnisse dieser Untersuchungen ist die Orientierung der
beiden letzten Aminosduren des C-Terminus (innerhalb des Modulator) von Inhibitoren, die
in identischer Position zu der bekannten Struktur von 11-cis-Retinal in Rinderrhodopsin zu
liegen kommen. Dadurch ldsst sich eine Konserviertheit dieses Mechanismus in vielen G-
Protein gekoppelten Rezeptoren vermuten.

Ferner war es uns durch unsere Modelle moglich, die bisher unverstandene Formierung des
superstabilen Komplexes zwischen Endothelin-1 und Endothelin-Rezeptorsubtyp ETB zu
erkliren. Wahrend der Ligandenbindung an ETB werden Sequenz- und Strukturbereiche des
N-Terminus dieses Rezeptors genutzt, um ET-1 wie mit einem Deckel zu bedecken. Da diese
N-terminalen Bereiche in ETA anders formiert und gestalten sind, ist dort dieser
Mechanismus und damit auch die Bildung eines superstabilen Komplexes nicht moglich.

Desweiteren wurde die Ligandenbindung an Nikotinsdure-Rezeptoren GPRI109A und
GPRI109B untersucht. Obwohl beide Rezeptoren einen hohen Grad an Sequenz- und
Strukturhomologie aufweisen, bindet GPR109B Nikotinsdure mit sehr geringer Affinititét,
wihrend GPR109A fiir die Bindung dieses Liganden optimiert ist.
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Durch die Nutzung der hohen Homologie und der funktionellen Unterschiede war es uns
moglich, Aminosduren mit kritischer Bedeutung fiir die Ligandenbindung an beiden
Rezeptoren zu identifizieren. Die Bindungsstelle befindet sich zwischen den Transmembran-
Helices TMH2, TMH3 und TMH7 und ist somit unterschiedlich zu den meisten anderen
rhodopsin-dhnlichen Rezeptoren, deren Bindungstaschen zwischen TMH4, TMHS und TMH6
liegt. Dass diese Bindungsstelle dennoch richtig identifiziert wurde, bestétigen experimentelle
Ergebnisse von mutierten Aromatenresten in TMHS und TMH?7, die aufgrund unserer
Vorschldge gemacht wurden.

Durch die korrekte Identifizierung der Bindungstasche von Nikotinsdure konnten wir
ebenfalls komplementire pharmakophore Muster zwischen Rezeptor und Ligand ableiten, die
nun fiir die Identifizierung und Entwicklung weiterer Medikamente genutzt werden konnen.
Dass dies so mdglich ist, wurde von uns und den experimentellen Daten unserer
Kooperationspartner mit der Identifizierung von 2-Oxo-oktansdure als selektiven Liganden
fiir GPR109B und nicht fiir GPR109A bestitigt.

Ferner sind die fiir 2-Oxo-oktansdure identifizierten pharmakophoren Muster ebenso
auffindbar in den ebenso GPR109B-selektiven Verbindungen basierend auf Benzotriazol-5-
carbonsiure, welche vor kurzem ver6ffentlicht wurden.

In einem dritten Projekt wurden die Wechselwirkungen von G-Protein sowie deren klein-,
mittel- und groBmolekularen Interaktionspartnern untersucht. Dabei identifizierten wir ein
generelles Muster fiir G-Protein-Selektivitét, welches auf komplementéren Ladungsabstinden
beruht. Diese Muster wurden klar fiir die Wechselwirkungen der alkyl-substituierten
Aminosdurederivate (auch Lipoamine genannt) und der sekretierten Peptide (z.B.
Mastoparan-X und Mastoparan-S) herausgearbeitet.

Im Allgemeinen interagieren positive Ladungen von G-Protein-Liganden an negativen
Ladungen vergleichbarer Abstinde an benachbarten Strukturen des C-terminus von G-
Proteinen. Unsere Untersuchungen von vier verschiedenen G-Protein-Subtypen (Gai, Goo,
Gaq, Gas) identifizierten verschiedene Verteilungen und Ladungsabstinde negativer
Aminosiuren in diesen Regionen (unter 12 A fiir Gai, etwa 15 A fiir Gog, und iiber 18 A fiir
Gas). Basierende auf diesen Erkenntnissen entwickelten wir einen neues Lipoamin mit
optimierten Ladungsabstinden fiir Gai. Tatsdchlich wurde fiir die entsprechende Struktur
FU244 experimentell gezeigt, dass dieser Ligand mit Gai interagiert, nicht aber mit Goq oder
Gas.

Anwendung dieser Ladungsmuster auf die Interaktionen zwischen G-Proteinen und G-Protein
gekoppelten Rezeptoren resultierte schlussendlich in der Identifizierung von zwei
Aminosduren innerhalb des intrazelluldren Loops ICL2 an ETA und ETB, die absolut
notwendig sind fiir die Wechselwirkung mit Gati.

Daraus schliessen wir, dass distanzabhingige Ladungsmuster sowohl fiir nieder- und
mittelmolekulare G-Protein-Liganden, als auch fiir hochmolekulare Interaktionspartner wie
G-Protein gekoppelte Rezeptoren zur Bestimmung fiir G-Protein-Selektivitit notwendig sind.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die Kombination aus Computer-
Untersuchungen homologer Rezeptor Subtypen unterschiedlicher, biologischer Funktion
und experimenteller Absicherung zu stimmigen Hypothesen und Theorien iiber die
Mechanismen von G-Protein gekoppelten Rezeptoren fiihrt. Dadurch stellt die hier
vorgestellte Methode ein wertvolles Werkzeug in der Charakterisierung von GPCRs,
deren Ligandenbindung und G-Proteinkopplung dar.
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