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Ligandengesteuerte Ionenkanaile

Ferdinand Hucho* und Christoph Weise

-

Ionenkanile spielen eine zentrale Rol-
le bei zahlreichen biologischen Pro-
zessen wie der Nervenaktivitdt oder
der Muskelkontraktion. Wie kommt es
zu ihrer beeindruckenden Ionenselek-
tivitdt, wie zur Steuerung der Kanal-
offnung durch spezifische Signale? In
den letzten Jahren haben Rontgenkris-
tallographie, hochauflosende Elektro-

terer Methoden wie der Photoaffini-
tats-Markierung und der  orts-
spezifischen Mutagenese in Verbin-
dung mit Patch-Clamp-Elektrophysio-
logie ein detailreiches Bild von einigen
Kanalproteinen gezeichnet. Die neuen
Erkenntnisse iiber die strukturellen
und funktionellen Eigenschaften der
Kanalproteine, die durch die Fort-

zehnt gewonnen werden konnten, wol-
len wir hier zu einer umfassenden
Beschreibung der Klasse der liganden-
gesteuerten lonenkanédle zusammen-
fassen.

Stichworter: Ionenkandle - Neuro-
transmitter - Proteine - Rezeptoren -
Strukturaufkldrung

nenmikroskopie und der Einsatz wei-

N

schritte der Forschung im letzten Jahr-

v

1. Was sind Ionenkaniile und wozu sind sie gut?

Wahrscheinlich alle lebenden Zellen bilden an ihrer
Plasmamembran ein Membranpotential aus, ein Diffusions-
potential, das auf der Ungleichverteilung von Ionen aufler-
halb und innerhalb der Zelle sowie auf der Semipermeabilitét
dieser Membran beruht. Die Grof3e des Potentials wird durch
die Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung (1) beschrieben, eine
erweiterte Fassung der Nernstschen Gleichung. Dabei ist R
die Gaskonstante, T die Temperatur in Kelvin, F die Faraday-
Konstante, und Py, [X], und [X]; stehen fiir die relativen
Permeabilitidten sowie die duBere und innere Konzentration
der jeweiligen Ionenart.

RT Py,[Na'], + Px[K'], + Pq[Cl];

E = —In 1)
F  Py,[Na*], + Pg[K*], + P[Cl7],

Nervenzellen (Neuronen) nutzen ihr Membranpotential fiir
die Kommunikation innerhalb der Zelle und zwischen Zellen:
Lokale Potentialinderungen, die so genannten elektrotoni-
schen Potentiale, sind die Grundlage fiir Signalprozesse und
die Auslosung einer intrazelluldiren Antwort. Wenn sie
bestimmte Schwellenwerte tiberschreiten, 10sen sie aulerdem
Aktionspotentiale aus. Darunter versteht man voriibergehen-
de starke Depolarisationen und Repolarisationen erregbarer
Membranen, die iiber weite Strecken entlang der neuronalen
Membran wandern, bis sie ihr Ende erreichen. Die Nerven-

[*] Prof. Dr. F. Hucho, Dr. C. Weise
Institut fiir Chemie — Biochemie
Freie Universitit Berlin
Thielallee 63, 14195 Berlin (Deutschland)
Fax: (+49)30-8385-3753
E-mail: hucho@chemie.fu-berlin.de

Angew. Chem. 2001, 113, 3194-3211

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2001

endigungen bilden zusammen mit der Membran der Nach-
barzelle eine Synapse. An der Nervenendigung werden durch
die Depolarisation spezifische Substanzen, die Neurotrans-
mitter, freigesetzt, welche ihrerseits eine Depolarisation der
Membran der postsynaptischen Zelle bewirken. Dort konnen
dann wiederum lokale Potentiale oder Aktionspotentiale
auftreten.

Verianderungen des Membranpotentials, auf denen sowohl
lokale als auch Aktionspotentiale beruhen, werden durch
Ionenstrome durch die Membran verursacht. Die Lipid-
Doppelschicht der Plasmamembran stellt eine immens hohe
Energiebarriere fiir geladene Teilchen dar; der Ionenstrom
iiber die Membran wird durch spezielle Transmembranpro-
teine ermoglicht. Diese Proteine, die Ionenkanile, sind das
Thema dieses Aufsatzes.

Ionenkanile haben einige ungewohnliche Eigenschaften,
die sie zum Gegenstand intensiver biochemischer, biophysi-
kalischer und physiologischer Forschung machen: Zunéchst
einmal sind sie hochselektiv. So vermdgen sie nicht nur
zwischen Anionen und Kationen zu unterscheiden, sondern
sogar zwischen verschiedenen ein- und zweiwertigen Ionen,
z.B. Na*, K* und Ca?*. Ein weiteres wichtiges Merkmal ist
ihre Antwort auf spezifische Signale: Im Ruhezustand sind sie
geschlossen und undurchlissig, durch Anderungen des Mem-
branpotentials oder durch bestimmte Liganden wie Neu-
rotransmitter konnen sie aber gedffnet (,,gated*) werden. Im
Einklang mit dieser Beschreibung bestehen alle Ionenkanile
aus zwei funktionellen Komponenten (Abbildung 1),

o cinem Selektivititsfilter (S), der bestimmt, welche Ionen-
art die Membran passieren kann; und

e ciner Schleuse (,,gate‘) (G), die festlegt, unter welchen
Bedingungen der Kanal geoffnet wird.

0044-8249/01/11317-3195 $ 17.50+.50/0 3195
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Abbildung 1. Schematische Darstellung eines ligandengesteuerten Ionen-
kanals — Léangsschnitt durch die membrandurchspannenden Proteine, der
den weiten extrazelluldren Eingang (oben) und die Struktur innerhalb der
Membran zeigt; der Kanal wird von Transmembran-Helices gebildet und
enthilt die Schleuse (G) und den Selektivititsfilter (S). Oberhalb von G
und S liegt die Ligandenbindungsstelle (L), welche durch einen alloste-
rischen Mechanismus die Kanaloffnung (,,gating*) bewirkt.

Nach ihrem Offnungssignal (L) werden die Ionenkanile in
zwei Hauptklassen unterteilt, die spannungsgesteuerten Ka-
nile (voltage-gated ion channels, VGCs) und die ligandenge-
steuerten Kanile (ligand-gated ion channels, LGCs).

2. Einteilung der ligandengesteuerten Ionenkanile

Beide Klassen von Kanélen, die spannungsabhéngigen wie
die ligandengesteuerten, sind vielfiltig und umfassen zahlrei-

che Mitglieder. Es ist an dieser Stelle weder beabsichtigt noch
moglich, einen umfassenden Uberblick zu geben, der sie alle
beriicksichtigen wiirde. Wir wollen uns lieber auf einige
allgemeine Prinzipien der Struktur und Funktion von Ionen-
kanilen konzentrieren, die sich aus kristallographischen und
molekularbiologischen Arbeiten ableiten lassen. Dabei wer-
den wir zunichst einige andere Kanile streifen, um uns dann
den Neurotransmitter-Rezeptoren zuzuwenden, der pharma-
kologisch bedeutsamsten und am besten beschriebenen
Klasse ligandengesteuerter Ionenkédnale. Definitionsgeméaf
wird sich unsere Abhandlung darum auf LGCs aus dem
Tierreich beschrianken, wobei wir nicht unerwihnt lassen
wollen, dass sowohl VGCs als auch LGCs auch in Mikro-
organismen, in eukaryontischen Einzellern und sogar in
Pflanzen vorkommen. Beispielsweise wurden unldngst in
Arabidopsis mehrere Gene entdeckt, die fiir ionotrope
Glutamat-Rezeptoren kodieren;!!! diese waren also mogli-
cherweise schon vorhanden, noch bevor sich Pflanzen und
Tiere auseinander entwickelten.!

Der Begriff ,ionotrop“ besagt, dass der Rezeptor ein
Tonenkanal ist, und verweist darauf, dass es einen weiteren
Typ von Rezeptoren gibt, die ,,metabotropen® Rezeptoren.
Diese sind ,,Sieben-Transmembran(7TM)-Sequenz-Rezepto-
ren‘. Fiir die meisten Neurotransmitter, mit der Ausnahme
von Glycin, gibt es ionotrope und metabotrope Rezeptoren.
Die 7TM-Rezeptoren, die tiber Kopplung an G-Proteine und
nachgeschaltete Enzyme wirken, sind funktionell und mecha-
nistisch vollig anders als die ionotropen Rezeptoren und
sollen uns hier nicht weiter beschiftigen.

Ein einfaches Einteilungsschema ergab sich aus der Klo-
nierung und Sequenzierung zahlreicher LGCs. Es stellte sich
ndmlich heraus, dass einige LGCs &dhnliche Aminoséure-
sequenzen aufweisen, obwohl sie unterschiedliche Funktio-
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nen haben. Dem Kriterium der Sequenz zufolge lassen sich

die LGCs in drei Superfamilien einteilen (Abbildung 2):

1. Die Superfamilie der nicotinischen Acetylcholin-Rezep-
tor-artigen Rezeptoren, die folgende Familien umfasst: die
Familie der nicotinischen Acetylcholin-Rezeptoren
(nAChR), die Glycin-Rezeptoren (GlyR), die GABA,-
Rezeptoren (GABA,R) und einige Serotonin-Rezeptoren
(5-HT;R)

2. Die Superfamilie der ionotropen Glutamat-Rezeptoren
(GIuR)

3. Die ATP-gesteuerten Purin-Rezeptoren (P2X)

A nAChR GluR Pax
N i M —’f_‘. ~ G
(eI \ I
_____ R bt e TRV A e s B e
il =0 7 i) A I Sv
B M2 M3 M3 M4 M1 M2

Abbildung 2. Transmembranfaltung (A) und Quartérstruktur (B) der drei
Superfamilien der ligandengesteuerten Ionenkanile — M1 bis M4 bezeich-
net die Transmembransequenzen, N und C den Amino- und Carboxy-
Terminus des Proteins, L die Bindungstaschen fiir die jeweiligen Rezep-
torliganden. Fiir den nAChR sind diese so dargestellt, dass sie den
Rezeptorkomplex von auien zum Kanallumen hin durchspannen. Bei der
gezeigten Stochiometrie der P2X-Rezeptoren handelt es sich um einen
vorldufigen Befund, da sie mit einem heterolog exprimierten Kanalprotein
bestimmt wurde.!

Dabei ist eine ,,Familie“ definiert als Rezeptoren, die durch
verschiedene, doch dhnliche Gene kodiert werden und {iiber
den grundsitzlich gleichen Mechanismus auf denselben Neu-
rotransmitter ansprechen. Eine ,Superfamilie® umfasst
mehrere Rezeptorfamilien mit unterschiedlicher Funktion
und Wirkweise, die zumeist auf verschiedene Neurotransmit-
ter ansprechen, aber evolutionidr von einem gemeinsamen
Vorfahren herzustammen scheinen und neben ihrer Sequenz-
dhnlichkeit auch einige strukturelle Ubereinstimmungen
bewahrt haben.

Die Mitglieder der Rezeptor-Superfamilie 1 (Abbildung 3)
haben alle dhnliche, durch Disulfidbriicken gebildete Peptid-
schleifen, dhnliche Glycosylierungsmuster und eine iiberein-
stimmende Verteilung von Prolin- und (in einem bestimmten
Bereich, der die Kanalwandung bildet) Serin/Threonin-
Resten. Am augenfilligsten ist, dass alle Rezeptoren dieser
Superfamilie vier hydrophobe Aminoséduresequenzen haben,
die lang genug sind, um die Plasmamembran zu durch-
spannen. Demgeméif3 werden sie mitunter auch als ,,Vier-
Transmembran(4TM)-Sequenz-Rezeptoren* bezeichnet.

Die Mitglieder der Glutamat-Rezeptor-Superfamilie haben
vermutlich drei Transmembransequenzen. Eine vierte hydro-
phobe Sequenz tritt von der cytoplasmatischen Seite her in
die Plasmamembran ein und verldsst sie auf derselben Seite
wieder; man geht davon aus, dass diese in die Membran
eintauchende Schleife (,re-entrant loop*“) die Kanalwand
bildet (siche Abschnitt 4.1.2). Die ATP-bindenden P2X-

Angew. Chem. 2001, 113, 3194-3211
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Abbildung 3. Schematische Darstellung der Transmembranfaltung der
Untereinheiten von nAChR-artigen Rezeptoren; gezeigt ist die Lage einer
charakteristischen Disulfidbriicke und von Prolin- (Pro) und hydroxygrup-
penhaltigen Seitenketten entlang der kanalbildenden Transmembran-
Helix M2. Der Dreizack markiert die Position von Oligosaccharid-
Strukturen. M3 und M4 sind durch eine grofle cytoplasmatische Schleife
verbunden, die Ziel verschiedener Proteinkinasen ist, welche dort Phos-
phatreste (P) einfiigen.

Rezeptoren enthalten dem heutigen Wissensstand nach nur
zwei Transmembransequenzen (2TM).

Rezeptoren, die zu derselben Superfamilie gehoren, haben
vermutlich auch dhnliche Tertiédr- und Quartérstrukturen. Wie
in Abbildung 2B gezeigt ist, sind die nAChR-artigen Rezep-
toren Pentamere,l’! wohingegen Glutamat-Rezeptoren wahr-
scheinlich Tetramere sind.*! Bei den P2X-Rezeptoren konnte
gezeigt werden, dass heterolog exprimierte Rezeptoren zur
Bildung stabiler Homotrimere neigen.

Der Vollstdandigkeit halber sollte in dieser einfithrenden
Ubersicht Erwithnung finden, dass es noch weitere LGCs gibt,
z.B. die durch cyclische Nucleotide gesteuerten Kanile (sie
kommen z.B. im Auge in der Retina sowie im olfaktorischen
System vor) oder die ,,Calcium Release Channels* (Calcium-
Freisetzungs-Kanile), die durch Inosittriphosphat (IP;) oder
durch Ryanodin gesteuert werden und die Calcium-Durch-
lassigkeit im endoplasmatischen Retikulum bzw. der T-Tubu-
lus-Membran des Skelettmuskels regulieren. Auch gibt es
Wechselbeziehungen zwischen verschiedenen Arten von
Ionenkanilen: Unléngst wurde gezeigt, dass TRP-Kandile,
eine spezielle Familie von Calciumkanélen, die den Einstrom
von Ca?* in die Zelle vermitteln (auch ,,store-operated Ca2*-
channels“ genannt), durch einen anderen LGC gesteuert
werden, ndmlich den IP;-Rezeptor.[>7] Eine weitere Familie
von LGCs sind die bei der Schmerzwahrnehmung wichtigen
,» Vanilloid-Rezeptoren“ (VR), die durch Protonen (pH < 6.0)
und Hitze (>42°C) gesteuert werden.®l Doch auch diese
weisen wenig strukturelle und mechanistische Gemeinsam-
keiten mit den hier besprochenen neurotransmitterge-
steuerten Rezeptoren auf.

3. Einige Merkmale von LGCs
Bevor wir auf zwei besonders gut beschriebene LGCs
genauer eingehen, mochten wir zunéchst einige Prinzipien der

Funktion von Neurotransmitter-Rezeptoren vorstellen.
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3.1. Grundlagen der Vielfalt

Die funktionelle Vielfalt, die wir im zentralen Nerven-
system beobachten, beruht nicht auf der Verwendung vieler
verschiedener Transmitter; ihre Zahl ist auf ungeféhr ein
Dutzend beschriankt. Vielmehr kommt es dazu durch die
Vielzahl an Rezeptoren. Bei vielen LGCs wird die Quartér-
struktur aus mehreren verschiedenen, doch homologen Un-
tereinheiten gebildet.’] Bei der Klonierung der neuronalen
nicotinischen Rezeptoren zeigte sich, dass es hier zahlreiche
Untereinheiten gibt und dadurch eine hohe Komplexitit
entsteht. Bei jedem Rezeptor gibt es eine umfangreiche
Familie verwandter Gene fiir Rezeptor-Untereinheiten, die
auf kombinatorische Weise zu Rezeptoren unterschiedlicher
Funktion zusammengebaut werden konnen. So wurden 11
verschiedene Untereinheiten fiir die neuronalen nAChRs
gefunden, 5 fiir periphere nAChRs, 16 fiir GluRs und
mindestens 17 fiir GABA,Rs.'"! Letztere Familie kann in
sechs Klassen von Untereinheiten (o, B, v, 9, €, p) unterteilt
werden, die etwa 20 bis 30 % Sequenzidentitédt zwischen und
70% innerhalb dieser Klassen aufweisen. Im Gehirn von
Vertebraten wurde ein Zusammenbau der meisten dieser
Untereinheiten beschrieben. Fiir die GluRs konnen noch
weitere Varianten durch alternatives Spleiien hinzukommen
sowie im Falle einiger bestimmter Rezeptor-Subtypen (siche
Abschnitt 4.1.2) durch RNA-Editierung.!' I Die funktionel-
le Bedeutung dieses Phinomens wird in dem Abschnitt tiber
Glutamat-Rezeptoren dargelegt werden.

Die riesige Zahl moglicher Kombinationen bildet das
Potential fiir eine ungeheure funktionelle, rdumliche und
zeitliche Vielfalt. Inwieweit diese Heterogenitit in vivo
tatsdchlich zum Tragen kommt, ist eine noch unbeantwortete
Frage.

3.2. Regulation

LGCs werden nicht nur direkt durch ihren Transmitter
reguliert, sondern weiterhin durch die Bindung verschiedener
zusitzlicher Liganden, iiber allosterische Mechanismen und
posttranslationale Modifizierungen (z.B. Phosphorylierung)
sowie wihrend ihrer Biosynthese, die von prisynaptischer
und elektrischer Aktivitdt abhingt.

Verschiedene Rezeptorliganden

Der Ausloser fiir die Kanaloffnung der LGCs ist die
Bindung eines spezifischen Neurotransmitters, sie konnen
jedoch auch durch eine ganze Anzahl anderer Substanzen
aufler ihrem physiologischen Liganden beeinflusst werden.
Einige dieser Verbindungen sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Je
nach ihrer Funktion werden sie in verschiedene Gruppen
eingeteilt: Agonisten 1osen dieselbe Antwort aus wie der
physiologische Ligand — z.B. ist Nicotin ein Agonist des
nAChR. Antagonisten blockieren die Wirkung von Agonis-
ten, normalerweise dadurch, dass sie mit vergleichbarer
Affinitdt dieselben Bindungsstellen wie diese besetzen. Der
Grund, warum Agonisten und Antagonisten so unterschied-
liche Wirkungen haben, ist meist nicht bekannt. Viele in der

3198

Natur vorkommende pflanzliche oder tierische Toxine sind
Antagonisten von LGCs: Beispielsweise bindet Strychnin an
den GlyR und (+)-Tubocurarin und a-Toxine aus dem Venom
von Giftschlangen an den nAChR. In vielen Fillen sind solche
Toxine wertvolle Werkzeuge fiir die biochemische Rezeptor-
forschung (Ubersicht in Lit. [13]).

Eine dritte Gruppe von Rezeptorliganden bilden die nicht-
kompetitiven Inhibitoren (non-competitive inhibitors, NCIs),
eine in struktureller Hinsicht heterogene Gruppe von Ver-
bindungen, welche an Bindungsstellen auf der Rezeptor-
oberfliche binden, die von der Agonisten-Bindungsstelle
verschieden sind. Sie wirken entweder allosterisch oder haufig
auch dadurch, dass sie an hochaffine Bindungsstellen im
Tonenkanal selbst andocken, wodurch sie den Ionenfluss
sterisch blockieren (,,Kanalblocker“). Diese Substanzen fin-
den zur Untersuchung der Struktur von Ionenkanilen Ver-
wendung. Zu den NCIs zéhlen Pharmaka wie Lokalanésthe-
tika und Neuroleptika sowie in der Natur vorkommende
Alkaloide, z. B. Froschtoxine.

Noch komplizierter wird das Bild durch die pharmakolo-
gisch sehr interessante Substanzgruppe der inversen Agonis-
ten. Diese Stoffe wirken an derselben Bindungsstelle wie
Agonisten, sie rufen jedoch eine entgegengesetzte Wirkung
hervor. Derartige Substanzen sind fiir die Benzodiazepin-
Bindungsstelle des GABA,R beschrieben. Benzodiazepine
sind weit verbreitete Beruhigungsmittel und wirken angst-
lo6send. Die Ester von p-Carbolinen wirken als inverse
Agonisten in Bezug auf Benzodiazepine; sie rufen eine
entgegengesetzte Wirkung hervor, d.h. sie bewirken Angst-
zustinde, Schlaflosigkeit und Krdmpfe.

Allosterische Regulation

In vielen Systemen iibernimmt ein separates Protein die
Rolle eines Ubertriigers zwischen dem Rezeptor und dem
Effektor — bei den 7TM-Rezeptoren die G-Proteine. Bei den
LGCs gibt es jedoch kein solches Kopplungsprotein; hier
kommunizieren die Rezeptor-Domine (Ligandenbindungs-
stelle) und der Effektor (Ionenkanal) durch Konformations-
dnderungen innerhalb des Rezeptorproteins. Die fiir diesen
Vorgang notige Energie stammt aus der Ligandenbindungs-
energie.

Die LGCs sind allosterisch regulierte Proteine, d.h., sie
regulieren ihre Aktivitdt durch die Verschiebung des Gleich-
gewichtes zwischen verschiedenen funktionellen Zusténden,
die verschiedenen Konformationszustdnden entsprechen. Der
nAChR z.B. zeigt ganz klassisches allosterisches Verhalten:
Sowohl die Ligandenbindung als auch die Kanal6ffnung sind
kooperative Vorgénge, wie aus dem sigmoidalen Verlauf von
Dosis-Antwort-Kurve und Bindungskurve hervorgeht (Uber-
sicht in Lit. [14]).

Phosphorylierung

Posttranslationale Modifizierungen bilden eine weitere
Regulationsebene. Die LGCs enthalten in ihren cytosolischen
Bereichen mehrere Phosphorylierungsstellen, die durch ver-
schiedene Kinasen phosphoryliert werden kénnen.!*] Das am

Angew. Chem. 2001, 113, 3194-3211
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Tabelle 1. Auswahl spezifischer Liganden der drei Superfamilien ligandengesteuerter Ionenkanile.

Super- Agonist Kompetitiver Antagonist Nichtkompetitiver
familie Antagonist
@® nAChR T 0o o,
H,C—N—C—C—0 p2
CH3H2 H, CH,
Acetylcholin
TPMP*
COOCH,CH,N(CH,), HCI
| NH
Sy L (CH,),CH,
( ! s Tetracain
’ I ~ 4
T iy
L
a-Neurotoxin
Glu 9/0 0 Q H
o~ o HO— P (CH,)—=NH,
I [¢] OH COOH N
HNy - A~
@ D-AP5
Kainat
%0
° o Phencyclidin
€]
Hzl‘\l® (o}
H,C
NMDA
© P2X NH, 2
NF | N\\ N
! CH
HC N
(o] (o] Q O
oI Ti l I 1
0—P—~0~P—0—P—0CH, HO—P-0 —|}>— —P*O -
OH H, OH
OO OO OO o]
H H
OH OH OH OH
ATP a, p-Methylen-ATP

besten charakterisierte System ist der nAChR der neuromus-
kuldren Synapse: Agrin stimuliert hier die Phosphorylierung
von Tyrosinresten (Ubersicht in Lit. [16]), wihrend Phospho-
rylierung an Serinresten durch das Neuropeptid CGRP (iiber
Proteinkinase A) und durch Acetylcholin (iiber Ca**-abhén-
gige Kinasen) stimuliert wird. Obwohl unter artifiziellen
Bedingungen eine Regulation der Kanalaktivitit durch Phos-
phorylierung zu beobachten war — so wird z. B. die Geschwin-
digkeit der Desensitivierung des Muskel-nAChR veriandert —,
steht ein iiberzeugender Beweis fiir eine In-vivo-Regulation
noch aus. Gewiss haben diese Modifizierungen das Potential,
die synaptische Ubertragung zu modulieren, doch ihre
tatsdchliche Bedeutung ist noch weitgehend unverstanden.

Angew. Chem. 2001, 113, 3194-3211

Protein-Protein-Wechselwirkung

LGCs interagieren mit Proteinen im Inneren der Zelle. Der
GlyR ist iiber das periphere Membranprotein Gephyrin mit
Cytoskelett-Komponenten verbunden.'”  Beim nAChR
scheint das Protein Rapsyn diese Aufgabe wahrzunehmen,
beim GABA,R das Protein GABARAP/'*! Verschiedene
Subtypen des GluR binden an spezifische Gertistproteine der
postsynaptischen Dichte wie PSD-95 oder GRIP'®-20 Auf
diese Weise kommt es zur Bildung umfangreicher Protein-
komplexe dicht unter der neuronalen Membran (Ubersicht in
Lit. [21]). Diese Wechselwirkungen scheinen die Grundlage
fir eine lokale Anreicherung (clustering) und eine gezielte
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subzelluldre Lokalisierung (targeting) der LGCs zu sein und
regulieren dadurch ihre Aktivitit und posttranslationale
Modifizierung; es ergibt sich aber auch die Moglichkeit einer
direkten Signalfortleitung (signalling) in die Zelle. Der
NMDA-Rezeptor ist Bestandteil eines kiirzlich aus der Ratte
isolierten Signalkomplexes, der aus mindestens 77 Proteinen
besteht.?%

Regulation der Biosynthese

Die Biosynthese der LGCs unterliegt einer strikten Regu-
lation. Am besten versteht man diesen Vorgang fiir den
nAChR bei der Bildung der neuromuskuldren Synapsen
(Ubersicht: Lit. [23]). Die hohe lokale Rezeptordichte in
subsynaptischen Bereichen wird sowohl durch prasynaptische
Faktoren (hereinwachsende Motoneuronen) als auch durch
postsynaptische Faktoren (elektrische Aktivitdt) bewirkt.
Zunichst werden urspriinglich diffus tiber die gesamte
Zelloberflache verteilte Rezeptoren in die subsynaptische
Zone dirigiert. In der Folge wird die Transkription der
nAChR-Gene ausschlieBlich in den Kernen verstirkt, die
sich in der Nihe der sich entwickelnden Synapse befinden;
dabei spielen préasynaptisch freigesetzte Proteine wie Agrin
und Neuregulin eine Rolle. Im Gegensatz dazu wird die
Transkription in extrasynaptischen Kernen als Antwort auf
eine Depolarisation (Rezeptor-Aktivierung) herunterregu-
liert.

3.3. LGCs und Krankheiten

Wegen ihrer Fiahigkeit, Verdnderungen an der Synapse
hervorzurufen, ist zu erwarten, dass LGCs bei verschiedenen
mentalen Stérungen wie Schizophrenie, Epilepsie oder De-
pressionen eine wichtige Rolle spielen und dass Medikamen-
te, die LGCs zum Angriffspunkt haben, zu deren Behandlung
eingesetzt werden konnen. Hauptsédchlich durch ,,positional
cloning“ (Klonierung aufgrund der Lage) hat man heraus-
gefunden, dass einige Erbkrankheiten des Menschen auf
Mutationen von LGC-Genen beruhen (aufgelistet in
Lit. [24]): Mutationen des nAChR der neuromuskulidren
Endplatte, die die normale Ubertragung beeintrichtigen,
sind Grundlage des angeborenen myasthenischen Syn-
droms,®! wihrend Mutationen im Gen der neuronalen
nAChR-Untereinheit 04 verschiedene Krankheiten wie be-
nigne familidire Neugeborenenkrimpfel?® oder eine partielle
Form der Epilepsie namens autosomale dominante néichtliche
Frontlappen-Epilepsie bedingen konnen.?”! Hyperekplexie
(Startle-Syndrom) ist die Folge eines Defektes im GlyR-Gen
GLRAL Weiterhin verursachen Antikérper gegen den
nAChR die Autoimmunerkrankung Myasthenia gravis
(schwere Muskelschwiche).[?)

4. Ausgewibhlte Vertreter der LGC-Familien

Fiir eine eingehendere Beschreibung wéhlen wir zwei
LGCs aus: den Glutamat-Rezeptor (GluR) und den nicoti-
nischen Acetylcholin-Rezeptor (nAChR). Keiner von beiden
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wurde bisher kristallisiert, aber wir kennen geniigend mole-

kulare Details, um die folgenden grundsétzlichen Fragen zu

besprechen:

o Was ist die molekulare Basis der beeindruckenden Ionen-
selektivitit (des ,,Selektivitétsfilters«)?

@ Was ist das strukturelle Korrelat fiir den ,,Gating-Mecha-
nismus“?

Im Falle der LGCs beinhaltet dies die Frage nach den
molekularen Voraussetzungen fiir die Selektivitdt beziiglich
des auslosenden Signals, d.h. der Struktur der Neurotrans-
mitter-Bindungstasche, und fiir die Kopplung von Bindung
und Kanal6ffnung (,,gating*).

4.1. Glutamat-Rezeptoren

4.1.1. Die , Familie*“, Funktion und Struktur

Glutamat ist der bedeutendste exzitatorische Neurotrans-
mitter im Gehirn. Es entfaltet seine Wirkung sowohl durch
metabotrope als auch durch kationenselektive ionotrope
Rezeptoren. Die letzteren bilden eine grofe Familie von
ligandengesteuerten lonenkanilen, die AMPA-, Kainat- und
NMDA-Rezeptoren umfasst (AMPA steht fiir a-Amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionat; Kainat ist ein Natur-
stoff, ein von Algen produziertes erregungstoxisches Gluta-
mat-Analogon; NMDA ist N-methyl-pD-Aspartat; siche Ta-
belle 1). Alle drei Subtypen sprechen auf Glutamat an, doch
man kann sie anhand ihrer Reaktion auf kiinstliche Agonisten
unterscheiden. Sie unterscheiden sich stark in ihrer Verteilung
im Gehirn, ihrer physiologischen Funktion, ihrem Mecha-
nismus und der Kinetik der Aktivierung und Regulation. Wir
beabsichtigen nicht, an dieser Stelle die zahlreichen umfas-
senden Ubersichtsartikel zum Thema GIluR zu wiederho-
len,?*32 wir wollen nur einige Informationen zur Struktur
zusammentragen, die fiir eine vertiefte Diskussion der beiden
oben genannten grundsitzlichen Fragen notig sind.

Die Primirstrukturen von vielen, wenn nicht gar allen
GluRs, inklusive einiger Spleivarianten, sind durch Klonie-
rung und Sequenzierung ihrer cDNA bekannt. Zu ihrer
Nomenklatur und ihren evolutiondren Beziehungen gibt
Abbildung 4 Auskunft. Wie die nAChR-artigen Rezeptoren
enthalten die GluR-Untereinheiten je vier auffallend hydro-
phobe Sequenzen, aber es wird derzeit angenommen, dass sie
im Gegensatz zu den 4TM-Rezeptoren die Membran nur drei
Mal durchspannen (Abbildung5). Die zweite hydrophobe
Sequenz taucht nur kurz in die Membran ein: Sie tritt auf der
cytoplasmatischen Seite in die Plasmamembran ein und
kommt dort auch wieder heraus, wobei sie zwei die Kanal-
wand formende antiparallele (-Stringe bildet. Mehrere,
wahrscheinlich vier, dieser Polypeptidketten bilden homo-
oder heterooligomere Quartdrstrukturen.

4.1.2. Der Selektivitdtsfilter: Schiitzenhilfe von einem
bakteriellen Kanal

Bevor wir die Kanalstruktur des GluR besprechen, miissen
wir uns den spannungsgesteuerten Ionenkanélen zuwenden,
denn einer von ihnen, der Kaliumkanal KcsA aus dem

Angew. Chem. 2001, 113, 3194-3211
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Abbildung 4. Heterogenitit der Glutamat-Rezeptoren. a) Lineare Darstellung der Struktur von ionotropen Glutamat-Rezeptoren; NR steht hier fiir den
NMDA-Subtyp, GluR fiir die AMPA- und Kainat-Subtypen und KA fiir Kainat-Bindungsproteine. Die schwarzen Kisten stellen die hydrophoben
Sequenzen M1-M4 dar, der graue Kasten am NH,-Terminus das Signalpeptid. Varianten entstehen durch Spleien; die Pfeile iiber dem Diagramm weisen
auf solche Splei-Inserts hin. Die V-formigen Linien stehen fiir Insertionen/Deletionen, die fiir ein optimales Alignment eingefiigt werden miissen.
(Abbildung modifiziert nach Lit. [30]) b) Evolutiondrer Stammbaum der Glutamat-Rezeptoren: Ausgehend von einem gemeinsamen Vorldufer (links) hat
sich ihre heutige Vielfalt (rechts) mit unterschiedlichen pharmakologischen Profilen und funktionellen Eigenschaften herausgebildet.
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Bakterium Streptomyces lividans, wurde kiirzlich kristallisiert
und liefert uns zum ersten Mal das Bild einer Ionenkanal-
strukur mit 3.2 A Auflésung (Abbildung 6).%3! Einige seiner
Merkmale erlauben es uns, die Ionenselektivitdt von span-
nungsgesteuerten und eventuell auch von ligandengesteuer-
ten Ionenkanélen und den kanalvermittelten Ionenfluss durch
die Membran-Lipidphase zu verstehen.

Wir haben gute Griinde, diesen prokaryontischen Kanal als
Modell fiir den eukaryontischen GluR zu verwenden: Eine
bisher fehlende evolutiondre Verbindung wurde kiirzlich
entdeckt, der Glutamat-Rezeptor GluR0 aus dem Cyanobak-
terium Synechocystis.3¥l Dieses Protein hat Sequenzihnlich-
keit sowohl mit eukaryontischen GluRs als auch mit Kalium-
kanélen. Es ist ein kaliumselektiver LGC und trigt sogar die
fir Kaliumkandle charakteristische Erkennungssequenz
TVGYGD. Der KcsA-Kanal ist aus vier identischen Poly-
peptidketten aufgebaut, von denen jede zwei membrandurch-
spannende Sequenzen (2TM) und einen ,re-entrant loop“
(eine in die Membran eintauchende Schleife) namens
P-Schleife enthilt. Wie bei den GluR-Kanilen kleidet diese

Abbildung 5. Funktionelle Doménen von Glutamat-Rezeptoren. a) Die
Agonistenbindungsstelle liegt zwischen den beiden Hélften der gefalteten
Polypeptidkette; M2 stellt die in die Membran eintauchende Schleife (,,re-
entrant loop*) dar, die den Ionenkanal bildet; Q/R ist Ort einer durch
RNA-Editierung eingefiigten Modifikation, die die Ionenleitfahigkeit
reguliert. b) VergroBerte Darstellung von M2; der dunkel unterlegte
Glutaminrest (Q) wird durch RNA-Editierung durch Arginin (R) ersetzt.
(Abbildung modifiziert nach Lit. [30])
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Abbildung 6. Stereobild der Struktur des Kaliumkanals KcsA im Kiristall.?) Oben: Die Faltung des
KcsA-Tetramers vom extrazelluliren Raum her gesehen. Unten: Seitliche Ansicht des Kanals.
(Abbildung freundlicherweise von Roderick MacKinnon zur Verfiigung gestellt; reproduziert mit
freundlicher Genehmigung der Autoren und von Science.)

Schleife die Pore aus und enthélt die Determinanten fiir die
Ionenselektivitit und die Leitfahigkeit.

Kaliumkanéle sind schwach durchléssig fiir die groBeren
Rb*- und so gut wie undurchlissig fiir die kleineren Na*- und
Li*-Ionen. Dies zeigt, dass Kanéle nicht einfach Locher sind,
die Ionen mit einem bestimmten Radius herausfiltern. Alle
konnen sie kleine Ionen leiten, wenn diese ihrer Hydrathiille
beraubt sind; die Selektivitit der Kanile entsteht durch ihre
Fihigkeit, die Wasserdipole zu entfernen, die die geladenen
Teilchen umgeben (Abbildung 7). Der K*-Selektivititsfilter
wird von Carbonyl-Sauerstoffatomen gebildet: ,,To compen-
sate for the energetic cost of dehydration, the carbonyl oxygen
atoms must take the place of the water oxygen atoms, come in
very close contact with the ion, and act like surrogate water.
...a K" ion fits in the filter precisely so that the energetic costs
and gains are well balanced“.¥] Fiir das kleinere Na* sind die
Carbonyl-Sauerstoffatome zu weit entfernt, als dass sie einen
energetischen Gewinn beisteuern konnten, um die Kosten der
Dehydratisierung auszugleichen.
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a)

Dieser geniale Mechanismus wirft
jedoch ein Problem auf: Wie kann ein
grofer Kationenfluss gewéhrleistet wer-
den, wenn die Kationen so fest im
Selektivititsfilter gebunden werden?
Dieses Problem wird durch einen nicht
weniger genialen Mechanismus gelost:
Es befinden sich immer zwei Kationen
gleichzeitig im Selektivitétsfilter (Ab-
bildung 7b). Thre groBe Nihe und Ab-
stoBung iiberwindet die ansonsten star-
ke Wechselwirkung zwischen Ion und
Protein. Dadurch wird schnelle Leitung
bei gleichzeitiger hoher Selektivitit er-
moglicht.?]

Wir werden dem Thema der Protein-
Sauerstoffatome im Selektivitétsfilter
bei den in Abschnitt 4.2.2 besprochenen
LGCs wieder begegnen. Die Struktur
des mikrobiellen K*-Kanals im Kristall
bestitigte die Existenz des fiir die LGCs
postulierten weiten wassergefiillten
Fingangs zum Kanal. Im Falle des K*-
Kanals liegt vor dem Selektivitétsfilter
(der nur 12 A der Dicke der Membran
einnimmt) eine tiefe, groBtenteils hy-
drophobe Hohlung. Diese Hohlung ist
weit genug, dass sie mit Wasser gefiillt
sein und das Kation in seiner hydrati-
sierten Form aufnehmen kann. So kann
das Kation den Grofiteil der Membran
bis zum Selektivitétsfilter ganz einfach
durchqueren; die elektrostatische Bar-
riere, die die Membran bildet, wird
somit herabgesetzt. Der experimentelle
Beweis hierfiir ist einfach: Tetraethyl-
ammonium (TEA) ist ein selektiver
Kaliumkanalblocker. Es passt in die
Hohlung hinein und verstopft diese

Schleuse

Abbildung 7. Der Ionenpfad durch spannungsabhingige Ionenkandle, die
dhnliche strukturelle Merkmale wie ligandengesteuerte Ionenkanile auf-
weisen. a) Historische Darstellung von Kaliumkanilen, die den Durch-
messer der intra- und extrazelluliren Eingidnge (Vestibiil) und des
Selektivitétsfilters angibt, der den Durchtritt nur fiir partiell dehydrati-
sierte Kationen freigibt; b) die heutige Sichtweise, die auf den Ergebnissen
von rontgenkristallographischen Untersuchungen beruht (Néheres siehe
Text). (Abbildung modifiziert nach Lit. [33])

Angew. Chem. 2001, 113, 3194-3211



Tonenkanile

AUFSATZE

dann, da es seine ,,Liganden“ nicht abstreifen kann wie das
Kalium seine Hydrathiille.

Fir die Kanile der GluRs, fiir die eine rontgenkristallo-
graphische Karte noch fehlt, miissen wir stattdessen auf
indirektere Methoden zuriickgreifen, z. B. auf eine Kombina-
tion aus ortsgerichteter Mutagenese und elektrophysiologi-
schen Patch-Clamp-Untersuchungen. Solche Experimente
haben gezeigt, dass eine Schleife dhnlich der P-Schleife der
Kaliumkanéle die Kanalwand und den Selektivitatsfilter
bildet (Abbildung 5).! Interessanterweise bestimmt ein ein-
ziger Aminosdurerest in dieser Schleife, ob der Kanal fiir
Calciumionen durchldssig ist oder nicht. Ein spezifischer
Asparaginrest (N) in der P-Schleife des NMDA-Rezeptors ist
fiir seine Calciumdurchlissigkeit ausschlaggebend. Die Natur
nutzt diese Schliisselposition: Im AMPA-Rezeptor ist die
entsprechende Stelle von Glutamin (Q) besetzt; wandelt man
diesen Rest in Arginin (R) um, wird der Kanal (besonders
GluR2) so gut wie undurchléssig fiir Calciumionen. Diese
Q/R-Umwandlung erfolgt durch einen seltenen Mechanis-
mus, die so genannte RNA-Editierung (Ubersicht in
Lit. [36]): Auf der Ebene der pri-
mRNA wird das Codon CAG fiir
Glutamin enzymatisch zu CIG des-
aminiert (Adenosin zu Inosin, kata-
lysiert von einer Adenosin-Desami-
nase). Es wire sehr aufschlussreich,
die Auswirkungen dieses Q/R-Aus-
tausches in einer Proteinkarte von
atomarer Auflosung zu sehen, aber
leider ist hier noch keine Kristall-
struktur verfiigbar.

Um den Gating-Mechanismus zu
verstehen, mussten wir zu dem KcsA-
Kanal als Modell fiir LGCs Zuflucht
nehmen. Was die Ligandenbindungs-
stelle des GluR betrifft, die sowohl
die Spezifitit des Signals als auch den
Auslésemechanismus fiir die Offnung
des Kanals bestimmt, ist es fiir uns
einfacher, da die 3D-Struktur dieser
Domine des Transmitter-Rezeptors
selbst vorliegt: Die Ligandenbin-
dungsdomine des GIluR wurde im
Komplex mit dem toxischen Agonis-
ten Kainat Kkristallisiert, und ihre
Struktur wurde mit hoher Auflosung
aufgeklirt.”’”! Zuvor hatten Mutagenese-Experimente schon
gezeigt, dass die Ligandenbindungsdomine von GluRs aus
zwei nichtkontinuierlichen Sequenzen, S1 und S2, aufgebaut
ist.’% 31 ST umfasst etwa 150 N-terminale Aminosduren und
endet mit TM1, S2 verbindet TM3 mit TM4. Fusioniert man
nun mithilfe rekombinanter DNA-Techniken S1 mit S2 iiber
ein kurzes Peptid, so erhilt man ein wasserlosliches Protein,
das in