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Einleitung

GABA (gamma-Aminobuttersdure) ist
der hiufigste Neurotransmitter im Zen-
tralnervensystem erwachsener Sdugetie-
re, aber auch Botenstoff in vielen nicht-
neuronalen Geweben. Die GABA -Wir-
kung wird von ionotropenGABA, - Re-
zeptoren und metabotropen GABAp -Re-
zeptoren vermittelt. GABA, -Rezepto-
ren sind GABA-aktivierte Chloridkani-
le. Sie bestehen aus fiinf Untereinheiten
(siehe @ Abb. 1) und sind der Angriffs-
punkt vieler klinisch bedeutsamer Medi-
kamente [1]. Barbiturate, neuroaktive Ste-
roide, sowie manche Allgemeinandsthe-
tika und Benzodiazepine sind einige der
Substanzgruppen, die iiber GABA, -Re-
zeptoren wirken (8 Exkurs 1). Die Exis-
tenz von multiplen Liganden-Bindestel-
len auf den Rezeptoren sowie von einer
Vielzahl an GABA, -Rezeptorsubtypen
tragt zu ihrer hoch komplexen Pharma-
kologie bei.

GABA, -Rezeptoren sind die hiufigs-
ten hemmenden Rezeptoren des Zent-
ralnervensystems. In Abhéngigkeit von
der intrazelluliren Chloridkonzentra-
tion konnen GABA, Rezeptoren aber
auch erregend wirken. Insgesamt kodie-
ren 19 Gene fiir GABA 4 -Rezeptorunter-
einheiten (alphal-6, betal-3, gammal-3,
delta, epsilon, theta, pi, rhol-3). Die Re-
zeptoren selbst bestehen aus funf Unter-
einheiten und gehoren gemeinsam mit
dem nikotinischen Acetylcholin -Re-
zeptor (nAChR), dem Serotonin Typ 3
(5-HT3) -Rezeptor, dem Glycin -Rezep-
tor, dem Acetylcholin-bindenden Prote-
in (AChBP), den bakteriellen Proteinen
GLIC und ELIC, sowie dem Glutamat-ak-
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tivierten Chloridkanal (GluCl) von Cae-
norhabditis elegans zur Familie der pen-
tameren Liganden-gesteuerten Ionenka-
nile, die auch als cys-loop -Rezeptoren
bekannt sind [1]. Alle cys-loop Rezep-
toruntereinheiten zeigen eine gemeinsa-
me Doménenstruktur: Eine N-termina-
len Domine, die den namensgebenden
cys-loop und Liganden -Bindestellen fiir
den Transmitter oder allosterische Modu-
latoren beinhaltet; eine Transmembran-
domine (TM) die vierhelikale Segmen-
te beinhaltet (TM1-4); und eine zwischen
TM3 und TM4 zwischengeschaltete intra-
zellulire Doméne (ICD, siehe @ Abb. 1).
Die Transmitter -Bindestellen kommen in
dieser Rezeptorfamilie an den extrazellu-
laren Interfaces zwischen zwei Unterein-
heiten zu liegen, wobei die eine als ,,pri-
nicipal subunit* und die andere als ,,com-
plementary subunit“ bezeichnet wird. Die
principal subunit befindet sich bei der
Transmitter Bindestelle per Konvention
mit ihrer ,,plus® -Seite, die complementa-
ry subunit hingegen mit der ,minus® -Sei-
te am Interface (8 Abb. 1). Jede Unterein-
heit steuert mehrere diskontinuierliche
Segmente zum Interface bei, diese sind als
»loops“ A bis G bekannt (8 Abb. 1). Auch
in der Transmembrandoméne spricht
man von der plus -Seite, die von Teilen der
TM2 und TM3 der principal subunit, und
der minus -Seite, die von Teilen der TM2
und TM1 der complementary subunit ge-
bildet wird (8 Abb. 1).

Bei den hdufigsten GABA, -Rezep-
toren (B Exkurs 2) mit dem in @ Abb. 1
gezeigten Aufbau befindet sich die GA-
BA -Bindungsstelle an dem Interface, das
durch die plus-Seite der beta und die mi-
nus-Seite der alpha -Untereinheit gebil-

det wird. Es gibt in diesem Rezeptor zwei
GABA -Bindungsstellen. Die Benzodiaze-
pin-Bindungsstelle befindet sich in einer
homologen Position am Interface zwi-
schen der plus-Seite der alpha- und der
minus-Seite der gamma -Untereinheit.
Die erst unldngst von unserer Arbeits-
gruppe identifizierte Bindungsstelle am al-
pha + beta- Interface kann von Pyrazolo-
quinolinonen genutzt werden [1]. Fiir das
gamma + beta- Interface sind bisher noch
keine Liganden bekannt. Die Bindung von
GABA an seine beiden Bindungsstellen
fuhrt zu einer Konformationsidnderung,
die den Chloridkanal des Rezeptors 6ffnet.
Die Bindung von Benzodiazepinen an die
Benzodiazepin-Bindungsstelle, oder der
Pyrazoloquinolinone an die Bindungsstel-
le am alpha + beta- Interface fiihrt zu kei-
ner direkten Offnung des Chloridkanals.
Allerdings kénnen sowohl die Benzodia-
zepine als auch die Pyrazoloquinolinone
durch die von ihnen ausgeloste Konforma-
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Abb. 1 A aLineares Schema der Primarstruktur von GABA, -Rezeptoruntereinheiten, mit der Lage der
Interface-bildenden Segmente A bis G der principal- und complementary Untereinheiten, der Lage der
disulfid-bildenden namensgebenden Cysteine (gelbe Balken), den vier Transmembrandomanen (TM1-
4) mit der Lage ihrer interface-bildenden plus- und minus -Segmente, und der intrazelluldren Domé-
ne (ICD). b Pentamer Aufbau des haufigsten GABA4 -Rezeptors, bestehend aus zwei alpha1-, zwei be-
ta2- und einer gammaz2 -Untereinheit, Sicht von extrazellular, basierend auf einem Homologiemodell
nach der Kristallstruktur von Miller und Aricescu [12]. Diese Struktur hat keine intrazelluldre Doméne.
Die fiinf perspektivisch gezeigten ,Backbone”-Helices sind die fiinf TM2- Helices, die den Chloridkanal
bilden. Weiter ist die Lokalisation der GABA, Benzodiazepin (BZ) und alpha + beta- Bindestellen der ex-
trazelluldren Interfaces durch Pfeile angedeutet. Die + und — Seite der Untereinheiten ist auf3en mar-
kiert. ¢ Blick von der Seite auf ein Homologiemodell basierend auf der Kristallstruktur von Miller und
Aricescu mit der Intrazelluldardoméne basierend auf der Kristallstruktur des 5-HT; -Rezeptors. Gezeigt
sind eine principal und eine complemetary Untereinheit mit den extrazelluldren loops (rosa, orange, rot,
Griinténe, cyan) und der plus (blau) und minus (violett) Seite des transmembran-Interfaces sowie den

intrazelluldaren Domdnen im gleichen Farbcode wie in a dargestellt

tionsanderung des Rezeptors die Wirkung
der GABA am Rezeptor modulieren (ver-
starken oder vermindern).

Die erwdhnten Bindungsstellen unter-
scheiden sich grundlegend von den Bin-
dungsstellen fiir Barbiturate, Steroide
oder Andsthetika, die sich im Transmem-
branbereich der Rezeptoren befinden.
Niedrige Konzentrationen dieser Substan-
zen fithren zu einer allosterischen Verstir-
kung der GABA -Wirkung, wohingegen
hohe Konzentrationen den Chloridka-
nal direkt auch in Abwesenheit von GA-
BA o6ffnen. Barbiturate, Steroide und An-
asthetika sind also bei Uberdosierung auf
Grund dieses GABA-mimetischen Effekts
wesentlich toxischer als Benzodiazepine.

Je nach Struktur der Liganden kann die
Bindung an die einzelnen Bindungsstellen
Konformationsanderungen ausldsen, die
die Wirkung der GABA verstirken (posi-
tive allosterische Modulation) oder re-

duzieren (negative allosterische Modula-
tion). Liganden, die keine oder nicht aus-
reichende Konformationsianderungen
bewirken, sind sogenannte Null-Modu-
latoren. Sie haben zwar selbst keine di-
rekte Wirkung auf den Rezeptor, konnen
aber die Wirkung von positiven oder ne-
gativen Modulatoren hemmen - wie Flu-
mazenil, das bei Benzodiazepin-Uberdo-
sierung als Antagonist verabreicht wird.
Derartige bi-direktionale Wirkungen von
Liganden kommen nicht nur bei den Li-
ganden der Benzodiazepin -Bindungs-
stelle vor, bei denen es positive, negati-
ve oder Null-Modulatoren gibt, sondern
wahrscheinlich auch bei Liganden fiir an-
dere Bindungsstellen des Rezeptors. Ein
eindeutiger Beweis fiir diese Annahme
konnte jedoch aufgrund eines Mangels
an Null-Modulatoren, die fiir die betref-
fenden Bindungsstellen selektiv sind, bis-
her nicht erbracht werden.

Subtyp selektive Liganden
als therapeutisches
Potenzial der Zukunft

Die bislang klinisch zugelassenen Wirk-
stoffe, die an GABA, -Rezeptor -Binde-
stellen ihre therapeutische Wirkung ent-
falten, interagieren alle mit mehreren Re-
zeptorsubtypen - d. h. sie miissen als un-
selektiv, oder teilselektiv fiir groflere Pools
an Rezeptoren betrachtet werden: Benzo-
diazepine beispielsweise wirken an Re-
zeptoren, die eine alphal-, alpha2-, al-
pha3- oder alpha5- Untereinheit, benach-
bart von einer gamma -Untereinheit, be-
inhalten (8 Exkurs 1 und @ Abb. 1). Heu-
te weify man auf Grund von Studien mit
teilselektiven Substanzen und genetisch
manipulierten Tieren, dass Rezeptoren
dieser vier alpha-Subtypen unterschied-
liche in vivo Effekte verursachen. Sedie-
rende und schlafanstofliende Wirkungen
werden hauptséchlich von alphal-Rezep-
toren vermittelt, wihrend sowohl anxioly-
tische, als auch anti-hyperalgetische Wir-
kungen tiber alpha2-hiltige Rezeptoren
erzeugt werden konnen [4]. Angstlosen-
de Medikamente, die nicht miide machen,
oder Medikamente gegen pathologische
Schmerzen, sollten also nach Moglichkeit
eine starke Wirkung tiber alpha2-haltige
Rezeptoren, aber eine moglichst schwa-
che oder gar keine Wirkung tiber alphal-
haltige Rezeptoren ausiiben. Rezeptoren,
die alpha5-Untereinheiten enthalten, er-
moglichen die bi-direktionale Modula-
tion von gewissen kognitiven Prozessen.
Ein negativ allosterischer Modulator die-
ser Rezeptoren wird derzeit in klinischen
Studien an Patienten mit Down -Syndrom
untersucht [4].

Auch die vergleichsweise kleine Popu-
lation an delta-héltigen Rezeptoren kris-
tallisiert sich zu einem interessanten Re-
zeptorpool heraus, der auf Grund hoher
Sensitivitit fiir Steroide viele hormonab-
hingige Funktionen des limbischen Sys-
tems und des Neokortex beeinflusst. Subs-
tanzen, die den einen oder anderen Sub-
typ all dieser Rezeptoren selektiv anspre-
chen, sollten daher eine wesentlich spezi-
fischere Wirkung haben als die bisher ver-
wendeten Medikamente. Die moglichen
Implikationen in der Entstehung und Be-
handlung von neuropsychiatrischen Er-
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krankungen sind Gegenstand intensiver
Forschung [5].

Jingere Entwicklungen haben auch
GABA, -Rezeptoren in nicht-neurona-
len Zellen im Brennpunkt des Interesses.
GABA, -Rezeptoren auflerhalb des ZNS
findet man im autonomen Nervensys-
tem und in endokrinen und reprodukti-
ven Organen [6], in den B-Zellen des Pan-
kreas [7], in Zellen des Immunsystems [8]
und in Epithel- und glatten Muskelzellen
der Atemwege [9]. So konnte unldngst ge-
zeigt werden, dass experimentelle Benzo-
diazepine, die priferenziell alpha5-haltige
Rezeptoren modulieren, eine relaxieren-
de Wirkung auf kontrahierte Bronchial-
muskulatur ausiiben und auf intrazellu-
ldres Ca®* Einfluss nehmen [9]. Derarti-
ge Substanzen konnten daher als Asthma-
medikamente Verwendung finden. GA-
BA4 -Rezeptoren kommen aber auch in
vielen Tumoren vor und scheinen in der
Lage zu sein, das Tumorwachstum zu be-
einflussen. Aus all diesen Studien erge-
ben sich Rezeptorsubtypen, die hoch spe-
zifische Funktionen in Zellen neuronalen
und nicht-neuronalen Typs ausiiben und
deren selektive Liganden enormes thera-
peutisches Potenzial versprechen.

Struktur der GABA,
-Rezeptoren und verwandter
cys-loop -Rezeptoren

Viele der pharmakologischen und glo-
bal-strukturellen Eigenschaften von Re-
zeptorsubtypen waren bereits vor struk-
turellen Studien mit atomistischer Auflo-
sung gut bekannt, wie die Lokalisation der
GABA- und Benzodiazepine -Bindestel-
len an spezifischen extrazelluldren Inter-
faces zwischen Untereinheiten (8 Abb. 1).
Strukturelle Details wie auch die Lokali-
sation vieler anderer allosterischer Bin-
destellen waren jedoch lange unbekannt.
Daher war auch die Entdeckung von
Substanzen mit subtyp-spezifischen Wir-
kungen weitgehend das Ergebnis von breit
angelegten Screens. Manchmal half auch
der Zufall, und nur in geringem Umfang
waren diese Entdeckungen hypothesenge-
steuert. Seit die erste Kristallstruktur eines
homologen Proteins im Jahre 2001 verof-
fentlicht wurde [10], gibt es Bemithungen,
Bindestellen auf der atomistischen Ebene
durch Homologiemodelle zu simulieren.
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Zusammenfassung
GABA, — Rezeptoren sind Liganden-gesteu-
erte Chloridionenkandle, die aus fiinf Unter-
einheiten bestehen und durch GABA gedff-
net und von vielen klinisch wichtigen Medi-
kamenten moduliert werden kénnen. Die-
se Rezeptoren kommen im Nervensystem
vor, wurden aber auch in peripheren Gewe-
ben gefunden, wo ihre Funktion weitgehend
unbekannt ist. Die Existenz einer Vielzahl von
Rezeptorsubtypen, die sich in ihrer Unterein-
heitszusammensetzung unterscheiden, re-
sultiert in einer Vielzahl von homologen Li-
ganden-Bindestellen mit variabler Ahnlich-
keit zueinander.

Kristallstrukturen homologer Proteine, so-
wie eines GABA, — Rezeptorsubtyps, haben
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in Verbindung mit Homologiemodellen Ein-
blicke in die Lokalisation von Bindestellen er-
mdglicht, wobei einige der Bindestellen be-
reits experimentell verifiziert werden konn-
ten. Fiir viele Liganden dieser Rezeptoren
sind die Bindestellen jedoch noch nicht be-
kannt. Wir geben einen Uberblick tiber die
Funktion verschiedener GABA, — Rezeptor-
subtypen und diskutieren die strukturellen
Gegebenheiten sowie die experimentelle Evi-
denz fiir Wirkprinzipien, die erhebliches the-
rapeutisches Potenzial haben konnten.

Schliisselworter
GABA, - Rezeptor - Subtypen - Struktur -
Bindestelle - Allosterische Modulation

Abstract
GABA, receptors are ligand-gated chloride
ion channels composed of five subunitsthat
can be opened by GABA, and modulated by
multiple drugs, some of utmost clinical im-
portance. GABA, receptors occur in neurons
as at non-neuronal sites in the brain as well
as in peripheral tissues where their function
is largely unknown. The existence of multiple
GABA, receptor subtypes with distinct sub-
unit composition leads to multiple homolo-
gous binding sites which share different de-
grees of similarity.

Crystal structures of proteins homologous
to GABA, receptors and of a GABA, receptor
subtype, combined with homology modeling

GABA, receptor subtypes: structural variety
raises hope for new therapy concepts

studies, have provided insights into the pos-
sible location of drug interaction sites. Some
of these sites have been confirmed by expe-
rimental studies. For many receptor ligands,
however, binding sites are not yet known.
Here we will briefly review the function of
distinct types of GABA, receptors and provi-
de structural insights and experimental evi-
dence on binding sites for ligands that could
be of considerable clinical interest.

Keywords
GABA, receptor - Subtypes - Structure -
Binding sites - Allosteric modulation

Solche Modelle wurden auch von uns er-
folgreich verwendet, um das extrazellula-
re alpha+/beta-Interface zu untersuchen,
und um Liganden -Bindestellen mittels
in silico docking zu studieren [11]. Wih-
rend die ersten Kristallstrukturen von
weit entfernten Homologen (<20 % Se-
quenzidentitdt) stammten, hat die Ent-
wicklung nun mit der ersten GABA; -Re-
zeptor -Kristallstruktur [12] einen Meilen-
stein erreicht, der Anlass zu grofler Hoff-
nung gibt, bald strukturgeleitet Liganden
fiir spezifische Rezeptorsubtypen entwi-
ckeln zu konnen.

Welche Bindestellen zeigen subtyp-
spezifische Strukturmerkmale? Da bisher
nur ein einziger GABA 4 -Rezeptorsubtyp
kristallisiert wurde, stiitzen sich alle Aus-
sagen {iber Unterschiede zwischen Subty-
pen auf Sequenzdaten sowie auf Homolo-
giemodelle. Die bisher am besten unter-
suchten Bindetaschen der GABA, -Re-
zeptoren befinden sich an den extrazel-
luldren Interfaces zwischen der principal
subunit und deren loops A, B und C und
der complementary subunit und deren
loops D, E, F und G, sowie an den Trans-
membraninterfaces zwischen den princi-
pal segments von TM 2,3 und den comple-



Exkurs 1 Klinische Pharmakologie von GABA, -Rezeptoren

Medikamente, die Giber GABA, -Rezeptoren wirken, wurden schon lange bevor diese Rezeptoren
identifiziert worden waren, klinisch verwendet. So wurde das erste Barbiturat, die 5,5-Diethylbarbi-
tursaure unter dem Namen Veronal bereits im Jahre 1903 von Merck als Schlafmittel auf den Markt
gebracht. Die Barbiturate haben dosisabhéngig zuerst sedierende, dann hypnotische und schlief3-
lich narkotische Wirkung. Daneben wirken sie auch antikonvulsiv. In niedrigen Konzentrationen
verstarken sie die Wirkung von GABA an GABA, -Rezeptoren. In hoheren Konzentrationen kénnen
sie diese Rezeptoren auch direkt aktivieren. In noch héheren Konzentrationen wirken Barbiturate
aber auch auf glutamaterge AMPA -Rezeptoren und spannungsabhangige Natriumkandle. Auf-
grund ihrer hohen Toxizitat bei Uberdosierung sind Barbiturate seit 1992 in Deutschland und in der
Schweiz nur mehr fiir bestimmte klinische Anwendungen zugelassen.

Das haufige Auftreten von Angsterkrankungen fiihrte dazu, dass schon friih nach Substanzen ge-
sucht wurde, die Angst bekdmpfen konnen. Das vermutlich alteste Anxiolytikum ist der Alkohol, der
auch heute noch dazu verwendet wird, sich Mut anzutrinken, bzw. Sozialphobie durch einen Eroff-
nungstrunk bei Einladungen und Empfangen zu bekdmpfen. Alkohol verstarkt in niedrigen Dosen
die Wirkung von GABA auf GABA, -Rezeptoren und 16st dadurch die Anxiolyse aus. Einzelne Rezep-
torsubtypen scheinen durchaus unterschiedlich stark auf Alkohol zu reagieren. Alkohol greift an
GABAA -Rezeptoren liber mehrere Bindungsstellen an, deren Lokalisation noch nicht restlos geklart
ist. In hoheren Konzentrationen werden in zunehmendem MaBe alle GABA, -Rezeptoren, aber auch
andere Transmittersysteme durch Alkohol moduliert, was zu Sedierung, schlafansto3ender Wirkung
und Andsthesie fiihrt. In noch hoheren Konzentrationen interagiert Alkohol mit vielen anderen Pro-
teinen und Systemen und entwickelt eine vom GABA -System unabhdngige Gewebstoxizitdt.
Neben Alkohol und Barbituraten wurden aber auch Methaqualon, Meprobamat und Allgemein-
anasthetika wie Chloralhydrat als Anxiolytika verwendet. Alle diese Substanzen scheinen auch

auf GABA, -Rezeptoren zu wirken, sie waren aber aufgrund ihrer stark sedierenden Wirkung zur
Behandlung von Angsterkrankungen nicht geeignet. Die zufallige Entdeckung der anxiolytischen
Wirkung des Benzodiazepins Chlordiazepoxid durch die Firma Hoffmann La Roche fiihrte dann zu
einer wesentlich spezifischeren Behandlung dieser Erkrankungen und ab 1960 zu einer raschen
klinischen Einfiihrung von Librium, Valium und anderer Benzodiazepinen. Die Benzodiazepine
wurden aufgrund ihrer anxiolytischen, antikonvulsiven, Muskel-relaxierenden und sedativ-hypno-
tischen Wirkung bald die am haufigsten verschriebenen Medikamente der damaligen Zeit. Erst 15
Jahre nach ihrer Einfiihrung in die Klinik hduften sich Hinweise darauf, dass diese Substanzen tiber
die Benzodiazepin-Bindungsstelle von GABA4 -Rezeptoren wirken, die sich an der extrazelluldren
Kontaktstelle (Interface) zwischen einer alpha- und einer gamma -Untereinheit befindet (alpha +
gamma-, siehe @ Abb. 1). Die klassischen Benzodiazepine kénnen nicht oder nur wenig zwischen
verschiedenen GABA, -Rezeptoren, die aus alpha-, beta- und gamma -Untereinheiten bestehen,
unterscheiden, und haben somit auch alle eine relativ dhnliche Wirkung. Benzodiazepine, die eine
relativ hohe Selektivitat fiir bestimmte Rezeptorsubtypen besitzen (8 Exkurs 2), wurden zwar ent-
wickelt, sind jedoch noch nicht fiir die klinische Anwendung zugelassen.

Inzwischen wurden an die hundert verschiedene Substanzklassen identifiziert, die tiber die Benzo-
diazepin-Bindungsstelle der GABA, -Rezeptoren wirken. Manche dieser Substanzen werden schon
klinisch angewandt. Das bekannteste davon ist Zolpidem, das (in Osterreich unter dem Handels-
namen Ivadal) als Schlafmittel vermarktet wird. Wahrend Zolpidem eine gewisse Rezeptor -Subtyp-
selektivitdt besitzt, ist das bei den strukturell nicht verwandten Substanzen Zopiclon, Zaleplon oder
Divaplon, die ebenfalls tiber die Benzodiazepin -Bindungsstelle von GABA, -Rezeptoren wirken,
nicht der Fall.

Auch endogene Neuro-Steroide, wie Allopregnanolon, kénnen GABA, -Rezeptorsubtypen mit
unterschiedlicher Potenz modulieren. Dies kénnte zu den Stimmungsschwankungen im Zuge der
Pubertat und des weiblichen Hormonzyklus, sowie auch wahrend und nach der Schwangerschaft
beitragen. Die Steroide wirken tiber mehrere Steroid-Bindungsstellen im Transmembranbereich der
GABA, -Rezeptoren. In niedrigen Konzentrationen verstarken sie die Wirkung von GABA, in héheren
Konzentrationen kénnen sie GABA, -Rezeptoren aber auch direkt aktivieren. Synthetische Steroide
werden als Anasthetikum (Alfaxalone) oder Antiepileptikum (Ganaxolone) verwendet.

Auch einige Inhalationsandsthetika, wie Chloroform, Isofluran oder Halothan und einige intraveno-
se Anasthetika, wie Etomidat oder Propofol wirken tiber Bindungsstellen im Transmembranbereich
von GABA, -Rezeptoren.

mentary segments von TM 1,2 (@ Abb. 1).
Weitere Bindestellen im extrazelluliren
und Transmembranbereich wurden in
der Literatur fir verschiedenste Substan-
zen beschrieben, werden aber hier nicht
berticksichtigt.

Zur Frage von subtyp-spezifischen
Bindemotiven zeigt ein Sequenzvergleich
der an Interface -Bindestellen beteilig-
ten Abschnitte der 19 GABA, -Rezeptor-
untereinheiten, dass die grofite Sequenz-
variabilitdt in den extrazelluldren loops

C und F liegt. Daraus ergibt sich, dass
grundsitzlich jedes extrazelluldre Inter-
face einzigartig ist, und daher auch mehr
oder weniger selektive Liganden beher-
bergen kann, wenn die Sequenzvariabi-
litdt auch in entsprechend unterschied-
licher Struktur resultiert. Beispiele da-
fir sind experimentelle Benzodiazepi-
ne, wie das deutlich alpha5-préferieren-
de SH-053-2F-R-CH3 [4], oder der un-
lingst von unserer Arbeitsgruppe identi-
fizierte und exquisit alpha6/beta2,3 selek-
tive Ligand ,,compound 6 [1] der tiber die
alpha6+beta2,3- Bindestelle wirkt.

Die Bindetasche am Interface in der
Transmembrandoméne zeigt deutlich we-
niger Variabilitit innerhalb der Unterein-
heitsklassen, ist aber ausreichend variabel
zwischen den Klassen, sodass auch diese
Bindestelle geeignet scheint, um Pools an
Rezeptoren anzusprechen. So ist z. B. die
Sequenz der Bindetaschen bildenden Seg-
mente der theta, epsilon und pi Unterein-
heiten auf den TM-plus Segmenten fiir je-
de dieser Untereinheiten typisch, und ver-
schieden von allen anderen. Daher birgt
auch diese Bindetasche Potenzial fiir die
Erkennung von Rezeptorsubtypen durch
selektive Wirkstoffe.

Kann die strukturelle Variabilitit in
Bindetaschen aus den Kristallstrukturen
vorhergesagt werden? Fiir alle Kristall-
strukturen werden hier immer die 4 let-
ter identifiers der Protein database (PDB,
www.rcsb.org) angegeben. Die bisher ein-
zige Struktur der GABA 5 -Rezeptoren, die
des beta3-Homopentamers ([12], 4COF)
beinhaltet am extrazelluldren Interface
keine GABA -Bindestelle, sondern eine
Bindestelle fiir den synthetischen Ago-
nisten Benzamidin und fiir Histamin [1].
Obwohl noch keine Strukturen anderer
Subtypen verfligbar sind, ermdglicht ei-
ne Analyse der Kristallstrukturen anderer
homologer Proteine die strukturelle Vari-
abilitat der Subtypen abzuschitzen. Das-
selbe gilt auch fiir konformationelle Vari-
abilitat.

Um strukturelle und konformationelle
Variabilitdt realistisch einschatzen zu kon-
nen, sind die Kristallstrukturen des Glu-
tamat-gesteuerten Chloridkanals GluCl
(insbesondere 3RIF - eine der Avermec-
tin gebundenen GluCl Strukturen - und
4TNV, die apo GluCl Struktur), aber auch
Strukturen von weiter entfernten Homo-
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Abb. 2 A a Zwei Untereinheiten der homo-oligomeren beta3 -GABAx -Rezeptorstruktur (4COF) (blau:
principal subunit; rot: complementary subunit) in Uberlagerung mit der 5-HT; Struktur (4PIR, cyan).

Das Proteinriickgrat dieser beiden Rezeptoren ist insgesamt sehr &hnlich. b Vergleich zwischen dem
AChBP (2BYS, hellgrau) und der alpha7-nAChR- AChBP Chimére (5AFH, braun) in der die loops des al-
pha7 -nAChR-Rezeptors die Bindetasche des AChBP formen. Die loops sind im selben Farbschema wie
in @ Abb. 1 dargestellt. ¢ Bindestelle am TM-Interface des GluCl (3RIF, blaugriin), im Vergleich mit

dem homooligomeren beta3 -GABA, -Rezeptor (blau und rot) von oben und von der Seite. Im Bereich
der TM-Interface -Bindestelle ist je ein alpha -Kohlenstoff jeder Helix in homologer Position raumfiil-
lend dargestellt, um die Orientierung am Interface zu ermdglichen. In der Perspektive von oben ist zu
sehen, dass die Atome jeweils zu beiden Seiten des Interface liegen, und in beiden Strukturen sehr
ahnlich lokalisiert sind. In der Perspektive von der Seite kommt in der minus -Untereinheit die TM2 ge-
nau hinter die TM1 zu liegen und ist daher teilweise verdeckt. d Vergleich derselben Bindestelle im
apo-GluCl (griin, 4TNV) mit dem GABA, -Rezeptor (blau und rot) aus den identischen Perspektiven wie
in c. Das vom roten Atom verdeckte griine Atom im Blick von oben der Abbildung d ist durch einen
griinen Kreis markiert. Man sieht sehr deutlich, dass die TM Helices in ¢ gut iberlagern, in d hingegen
deutlich verschiedene Konformationen einnehmen. Auch die Lokalisation der markierten Aminoséu-
ren unterscheidet sich in d wesentlich stérker als in c.

plus minus

logen, insbesondere des Serotonin Typ 3
Rezeptors (4PIR), und einer Chimére zwi-
schen dem alpha7-nAChR und dem Ace-
tylcholin bindenden Protein (5AFH und
2BYS) sehr hilfreich (Hibbs und Gou-
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aux 2011; Althoff et al. 2014; Hassaine et
al. 2014; Spurny et al. 2015; Hansen et al.
2005).

Die sehr grofie Ahnlichkeit der GA-
BA, -Rezeptor -Kristallstruktur (4COF)

mit der Avermectin gebundenen GluCl
Struktur (3RIF, 36 % Sequenzidentitit)
und sogar mit dem weniger homolo-
gen 5-HTj; Rezeptor (4PIR, nur 14 % Se-
quenzidentitdt) beweist sehr eindrucks-
voll, dass die strukturelle Konserviertheit
in der cys-loop -Rezeptorfamilie aufSer-
ordentlich hoch ist (B8 Abb. 2). Die enor-
me Diversitit, die jedes Familienmit-
glied und jeden Rezeptorsubtyp mit ein-
zigartigen pharmakologischen und elek-
trophysiologischen Eigenschaften aus-
stattet, stammt folglich von einigen we-
nigen hoch variablen Doménen (wie den
extrazelluldren loops C und F) einerseits,
und von sehr subtilen Unterschieden in
strukturellen Details andererseits. Wel-
che Unterschiede zwischen den Subtypen
sind zu erwarten, und wie sehr werden
sich Untereinheiten anderer Klassen, wie
alpha oder gamma, von der beta3-Struk-
tur unterscheiden? Diese Fragen sind fiir
die verschiedenen Domédnen und Binde-
stellen an den Rezeptoren unterschiedlich
zu beantworten.

Bindestellen an extrazelluldren Inter-
faces. Haben wir mit der Struktur des
homo-oligomeren beta3 —Rezeptors eine
Struktur, die es ermdéglicht, genaue Mo-
delle von z. B. der alpha+gamma- Ben-
zodiazepin -Bindestellen in bestimm-
ten Rezeptorsubtypen zu erzeugen? Bei-
de Untereinheiten (plus- und minus -Sei-
te) tragen hoch konservierte Bereiche zu
dieser Bindestelle bei, aber auch hoch va-
riable Anteile in Form von ,loop C* und
»loop F¢, die zusitzlich noch flexibel sind.
Welche Unterschiede zwischen beta3 und
gamma2, bzw. zwischen beta3 und den
alpha-Untereinheits-Isoformen sind am
extrazelluldren Interface zu erwarten?
Die Sequenzidentitit zwischen beta3 und
gamma? betrigt 34 %, die zwischen be-
ta3 und alphal 36 %. Das entspricht der
Sequenzidentitit zwischen zwei erfolg-
reich kristallisierten Proteinen. Eines da-
von (2BYS) ist das Wildtyp Acetylcholin-
bindende Protein, und das zweite ist eine
unvollstindige Umwandlung des AChBP
in die extrazelluldire Doméne der alpha7
-Untereinheit des nAChR (5AFH), wobei
insbesondere das extrazelluldre Interface
umgewandelt (chimerisiert) wurde. Die-
se zwei Proteine kann man als ,,synthe-
tische Subtypen betrachten. In beiden



Exkurs 2 Von der Entdeckung des Neurotransmitters GABA zur Hetero-
genitat der GABA, -Rezeptoren

Die Aminoséure GABA wurde 1950 zum ersten Mal im Gehirn identifiziert, nachdem sie bereits vor-
her in Bakterien, Hefe und Pflanzen identifiziert worden war. 1958 konnte gezeigt werden, dass der
Anstieg in der Leitfahigkeit von Muskelfasern eines Krebstieres nach Stimulation von hemmenden
Nerven durch einen Anstieg in der Chlorid-Permeabilitdt der Muskelmembranen bewirkt wird

und dass dieser Effekt durch extern appliziertes GABA dupliziert werden konnte. In den folgenden
Jahren wurde eine mdgliche Rolle von GABA als Botenstoff (Transmittersubstanz) im Nervensystem
zwischen Gegnern und Befiirwortern dieser Moglichkeit heftig diskutiert. Erst die Identifizierung
des Krampfmittels Bicucullin als Antagonist der GABA -Wirkung im Jahr 1970 brachte die end-
giiltige Akzeptanz von GABA als Transmittersubstanz und ermdglichte die Untersuchung der Ver-
teilung von GABAergen Synapsen im CNS. Bald wurde jedoch klar, dass zwar die meisten, aber nicht
alle Wirkungen der GABA durch Bicucullin blockiert werden konnten. GABA -Rezeptoren, deren
Wirkung durch Bicucullin blockiert werden konnte wurden als GABA, -Rezeptoren, und solche, die
nicht durch Bicucullin, hingegen durch das Spasmolytikum Baclofen blockiert werden konnten,
wurden als GABAg -Rezeptoren bezeichnet. GABA, -Rezeptoren sind GABA-aktivierte Anionen-
kandle; GABAg -Rezeptoren sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren mit unterschiedlicher Struktur,
Funktion und Pharmakologie.

Benzodiazepine, wie das Chlordiazepoxid (Librium) oder das Diazepam (Valium) wurden 1960 von
der pharmazeutischen Firma Hoffmann La Roche in die Klinik eingefiihrt. Aber erst 1975 machte
Willi Haefely, der Forschungsdirektor von Hoffmann La Roche, den Vorschlag, dass Benzodiazepine
iber GABA -Rezeptoren wirken konnten. 1977 wurde von Méhler und Okada, sowie von Braestrup
und Squires eine hochaffine Bindungsstelle fiir Benzodiazepine in Hirnmembranen identifiziert. Es
konnte bald gezeigt werden, dass die Bindung der radioaktiv markierten Benzodiazepine [*H]Dia-
zepam oder [*H]Flunitrazepam nicht nur von GABA, sondern auch von Barbituraten, neuroaktiven
Steroiden und anderen Substanzen, deren Wirkort daher ebenfalls am GABA, -Rezeptor vermutet
wurde, stimuliert wird.

1980 entdeckte Hanns Mohler, dass sich reversibel gebundenes [*H]Flunitrazepam bei Belichtung
mit UV - Licht irreversibel an die Benzodiazepin -Bindungsstelle binden konnte. Diese Entdeckung
ermdglichte es Sieghart und Karobath [2] zum ersten Mal, Beweise fiir eine molekulare Heterogeni-
tdt der GABA, -Rezeptoren zu erbringen. Obwohl diese Beweise dann in der Folge durch viele bio-
chemische und pharmakologische Untersuchungen der Autoren sowie anderer Labors unterstiitzt
wurden, wurdeeine Heterogenitédt der GABAa -Rezeptoren erst nach 1987 allgemein akzeptiert,
nachdem vor allem die Gruppe von Peter Seeburg eine Reihe von GABA, -Rezeptoruntereinheiten
kloniert hatte. Heute weill man, dass im Saugetier insgesamt 19 verschiedene GABA, -Rezeptor-
untereinheiten (sechs alpha, drei beta, drei gamma, eine delta, eine epsilon, eine theta, eine pi, und
drei rho), sowie alternativ gesplicte Isoformen einiger dieser Untereinheiten existieren. Da GABA
-Rezeptoren aus fiinf Untereinheiten aufgebaut sind, die den zentralen Chloridkanal bilden, konnen
sich theoretisch viele tausend unterschiedliche GABA, -Rezeptorsubtypen aus den 19 Untereinhei-
ten bilden. Tatsdchlich wird jedoch die Anzahl an Rezeptorsubtypen durch Assemblierungsregeln,
die zu bestimmten Untereinheitszusammensetzungen und Anordnungen fiihren, sowie durch be-
vorzugte oder ausgeschlossene Untereinheitskombinationen eingeschrankt.

So besteht die Mehrzahl der GABA, -Rezeptoren aus zwei alpha-, zwei beta- und einer gamma-
Untereinheit. Bei diesen Rezeptoren werden die alternierend angeordneten alpha- und beta- Unter-
einheiten durch eine gamma -Untereinheit verbunden (B Abb. 1). Ob aber alle Rezeptoren, die

aus alpha-, beta- und gamma-, oder auch aus alpha-, beta- und delta- Untereinheiten bestehen,
dieselbe Untereinheitszusammensetzung und Anordnung haben, ist nicht bekannt und zumindest
kontroversiell. Uber Untereinheitskombinationen, welche epsilon-, theta- oder pi -Untereinheiten
enthalten, ist nur wenig bekannt. Die rho -Untereinheiten bilden homo-oligomere oder hetero-oli-
gomere Rezeptoren untereinander und kdnnten méglicherweise auch mit anderen Untereinheiten
assemblieren. GABA, -Rezeptoren konnen bis zu fiinf verschiedene Untereinheiten enthalten. Die
gamma gamma -Untereinheiten assemblieren jedoch vermutlich nicht mit anderen gamma- oder
der delta-Untereinheit.

Trotz dieser Einschrankungen wurde die maximale Anzahl von existierenden Untereinheitskombi-
nationen auf etwa 800 geschatzt. Die tatsachliche Anzahl ist aber vermutlich wesentlich geringer.
Die jiingste Ubersicht tiber die bisher bekannten und vermuteten Subtypen beschreibt 11 gesicher-
te und 15 weitere Subtypen, deren Existenz als hoch wahrscheinlich gilt [3] — wobei davon ausge-

gangen wird, dass es mehr Subtypen als die bislang beschriebenen gibt.

Strukturen finden wir sehr gute Uber-
einstimmung in den loops A, G und D,
kleinere Unterschiede in loop E und gro-
e Unterschiede — wie auf Grund der Se-

quenzunterschiede zu erwarten - in loops
C und F (B Abb. 2). Weiter finden sich
tiberraschend grof3e Unterschiede in der
loop B Region, die aus den sehr dhnli-

chen Sequenzen nicht vorhergesagt wer-
den konnten. Das heif3t, die zu erwarten-
den Unterschiede zwischen der homo-oli-
gomeren beta3 -Struktur und der Struk-
tur von GABA, -Rezeptor gamma- oder
alpha- Untereinheiten werden dhnliche
Ausmafle haben wie die in @ Abb. 2 ge-
zeigten. Homologiemodelle von z. B. al-
pha- und gamma- Untereinheiten auf Ba-
sis der beta3 -Kristallstruktur werden also
am extrazellularen Interface in loops D, G,
A und E relativ genau, in den interessan-
ten variablen loops C und F hingegen we-
niger genau — und auch im Joop B von Un-
sicherheit behaftet sein. Weiter kann auch
die gebundene Konformation, die ein gro-
Berer Ligand als das in der homo-oligo-
meren beta3 -Struktur vorhandene Ben-
zamidin induzieren wiirde, nicht verldss-
lich vorhergesagt werden. Die Groflen-
ordnung der zu erwartenden Ungenauig-
keit durch Vergleiche wie diesen abschit-
zen zu konnen, ist fiir die Interpretation
der Modelle sehr hilfreich.

Bindestellen an transmembran Inter-
faces. Diese Bindestelle ist in drei Re-
zeptoren sehr dhnlich (B Abb. 2), was
fiir einen hohen Grad der strukturellen
Konserviertheit dieser Region spricht.
Die Spezifitit fiir Liganden in dieser Re-
gion liegt oftmals an einzelnen Seiten-
ketten, wie im Falle eines Asparagin/Se-
rin -Austausches in der TM2 der GA-
BA4 -Rezeptor beta -Untereinheiten [1],
die die betal -Untereinheit unempfind-
lich gegentiber der Wirkung von Etomidat
macht. Diese Bindestelle ist daher, bedingt
durch die hohe strukturelle Konserviert-
heit des vier-Helix -Motivs (auch in Fal-
len geringer Sequenzdhnlichkeit), kaum
von struktureller Variabilitat betroffen -
aber dafiir umso stirker ,,in Bewegung®.
Die TM - Dominen des GABA, Rezep-
tors, des 5-HT; Rezeptors (14 % Sequenz-
identitit mit dem GABA-R) und eine
der GluCl Strukturen sind einander sehr
dhnlich und das Protein Riickgrat iiberla-
gert sehr gut, siche @ Abb. 2, da alle drei
Proteine in dhnlicher Konformation vor-
liegen und die Region um die Bindestelle
am TM-Interface strukturell hoch konser-
viert ist. Im Kontrast dazu sind die TM-
Domainen in verschiedene Strukturen des
GluCl (3 RIF von Hibbs und Gouaux 2011
einerseits, und 4TNV sowie 4TNW von

Neuroforum 4 - 2015 | 149



Ubersichtsartikel

Althoff et al. 2014 andererseits) sehr ver-
schieden, siche B Abb. 2. Das liegt an der
groflen konformationellen Flexibilitit die-
ser Region (8 Abb. 2).

Dabei muss berticksichtigt werden,
dass Kristallstrukturen nicht immer mit
den Strukturen in einer Zellmembran
tibereinstimmen, weil sie nicht nur durch
die Anwesenheit oder Abwesenheit von
Liganden, sondern auch von stabilisieren-
den Antikorpern, Lipiden, Detergentien
und Kristallisationscocktails, sowie der
Anordnung der Rezeptoren im Kristall
beeinflusst werden. Aufgrund der unter-
schiedlichen Konformationen des GluCl
unter verschiedenen Kristallisationsbe-
dingungen muss aber davon ausgegan-
gen werden, dass die Beweglichkeit dieser
Region in den GABA, -Rezeptoren ver-
gleichbar ist, und die Form und Grof3e der
dort gelegenen Bindetaschen in verschie-
denen Rezeptorzustinden genauso dra-
matisch variiert wie im GluCl. Diese Be-
obachtung ist gut kompatibel mit der Be-
obachtung, dass Liganden der TM-Inter-
face -Bindestellen oftmals in ihrer Affini-
tat fir den Rezeptor stark use-dependent
sind (Franks 2015). Fiir computergestiit-
ze Methoden wie in silico docking miiss-
te im Idealfall also der passende Zustand,
und damit die passende Vorlage ausge-
wihlt werden - und das ist nicht notwen-
digerweise die GABA 4 -Rezeptorstruktur
selbst [12]. Da oftmals unklar ist, welchem
funktionellen Zustand die kristallisierte
Konformation entspricht, ist es empfeh-
lenswert, immer mehrere Kristallstruktu-
ren zu berticksichtigen und nicht Modelle
detailliert zu interpretieren, die auf einer
einzelnen Struktur beruhen.

Diese Vergleiche des homo-oligome-
ren beta3 -GABA 4 -Rezeptors mit homo-
logen Strukturen zeigen eindrucksvoll die
hoch konservierte Grundstruktur, aber
auch die subtile strukturelle Variabilitit
in der extrazelluliren Doméne und die
sehr grof3e Beweglichkeit des oberen Teils
der Transmembrandomine. Die Kristall-
strukturen, die derzeit zur Auswahl ste-
hen, erlauben noch keine spezifischen
Schliisse tiber strukturelle Unterschiede
zwischen GABA 4 -Rezeptorsubtypen, sie
sind eine aber ausgezeichnete Richtlinie,
um die lokale Genauigkeit von Modellen
abzuschitzen. Besonders bemerkenswert
ist die strukturelle Variabilitit der loop B
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Region (B Abb. 2B) trotz hoher Sequenz-
ahnlichkeit dieser Region.

Zusammenfassend kann gesagt wer-
den, dass der Fortschritt im Verstandnis
der Komplexitdt der GABA 4 -Rezeptorfa-
milie durch die Synergie zwischen Struk-
turbiologie und biochemisch/pharmako-
logischer Forschung immens beschleunigt
wird. Die Identifikation neuer interessan-
ter Rezeptoren in neuronalen und nicht-
neuronalen Geweben und die Untersu-
chung ihrer Funktion macht sie zu kli-
nisch interessanten Zielmolekiilen. Die
Bestimmung ihres Untereinheits-Arran-
gements und ihrer Struktur im atomisti-
schen Detail sollten zusammen mit struk-
turgeleiteten Methoden des drug develop-
ment bald zur Entwicklung von spezifi-
schen Liganden fithren. Aus diesen kon-
nen dann Wirkstoffkandidaten fiir vollig
neue Therapieprinzipien zur Behandlung
von neuropsychiatrischer Erkrankungen,
aber auch von Stérungen diverser Organ-
systeme, in denen GABA als Signalstoff
wirkt, entwickelt werden.
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