
Der Glycinrezeptor aus Rattenriickenmark : 
Untersuchungen zum Wirkort des Pflanzenalkaloids Strychnin 

Von Heinrich Betz* 

Die Aminosaure Glycin dient im Nervensystem der Wirbeltiere als Ubertrlgersubstanz 
(Neurotransmitter) bei der Kontrolle motorischer und sensorischer Nervenbahnen. Durch 
Bindung an spezifische Rezeptoren in der neuronalen Zellmembran bewirkt Glycin eine Er- 
hohung der Chloridionenleitfahigkeit und damit eine Hyperpolarisation, d. h. Hemmung 
glycinsensitiver Nervenzellen. Diese Rezeptorwirkung von Glycin wird von dem Pnanzen- 
alkaloid Strychnin in reversibler Weise blockiert. Wir haben Strychnin zur biochemischen 
Charakterisierung und zur Isolierung des Glycinrezeptors aus Rattenriickenmark eingesetzt. 
Unsere Ergebnisse zeigen, dalj der Glycinrezeptor ein grofles Membranprotein ist, das drei 
verschiedene Untereinheiten enthllt. Anhand der vorliegenden Daten wird ein Strukturmo- 
dell des Glycinrezeptors vorgeschlagen und seine Verwandtschaft mit anderen an der Elre- 
gungsiibertragung beteiligten Proteinen der Nervenzellmembran diskutiert. 

1. Einleitung 

Zahlreiche Untersuchungen der letzten zwanzig Jahre 
lassen vermuten, daB die Aminosauren im Nervensystem 
auBer ihrer allgemeinen metabolischen auch eine wichtige 
Funktion bei der Erregungsiibertragung zwischen Nerven- 
zellen (Neuronen) haben. Seit langem weil3 man, dalj z. B. 
die aromatischen Aminosluren Vorstufen bei der Synthese 
catecholaminerger ffbertrlgerstoffe (Neurotransmitter) 
sind. Die Erkenntnis, dalj Aminosluren auch unmodifi- 
ziert als Neurotransmitter dienen, ist dagegen relativ neu[']. 
Heute ist allgemein akzeptiert, daD einige saure und 
neutrale Aminosauren (siehe Tabelle 1) an vielen zentral- 
nervosen Schaltstellen, den sogenannten Synapsen, als Si- 
gnalsubstanzen fungieren. Dazu werden sie in speziellen 
Speicherorganellen vorgeschalteter (prlsynaptischer) Neu- 
rone akkumuliert und bei Reizung auf die Zellmembran 
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nachgeschalteter (postsynaptischer) Nervenzellen ausge- 
schlittet. Dort kbnnen sie an hochspezifische Rezeptoren 
binden und recht unterschiedliche Antworten auslosen: 
Saure Aminosauren wie Glutaminslure und Asparagin- 
saure wirken erregend (,,excitatorisch"), die neutralen 
Arninosluren y-Aminobutterslure (GABA) und Glycin 
hemmend (,,inhibitorisch"). Eine Ubersicht iiber die der- 
zeit als Neurotransmitter oder -modulatoren geltenden 
Aminosluren ist in Tabelle 1 aufgefiihrt. 

Alle heute bekannten Aminoslure-Neurotransmitter be- 
wirken iiber ihre Rezeptoren selektive Anderungen in der 
Ionenleitflhigkeit der neuronalen Zellmembran. So erh6- 
hen z. B. Glutaminsaure und Asparaginslure die Leitfilhig- 

Tabelle 1. Aminosiure-Neurotransmitter. 
~ ~~ ~ 

Erregend (ErhBhung dcr Natriumionenleitfahigkeit): 

Hcmmcnd (Erhahung der ChloridionenleitfiUligkeit): 
L-Glutaminsiure, L-Asparaginsawe, L-Homocysteinsiure [a] 

Glycin, GAB& Taurin [a], p-Alanin [a] 

[a] NeurotransmittcrfunLion umstritten. 
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keit fiir N a + ,  d. h. den Einstrom von extrazellularem N a +  
in das negativ geladene Cytosol. Die daraus resultierende 
Depolarisation des an der Zellmembran anliegenden Ru- 
hepotentials fiihrt zur Erregung der Nervenzelle. GABA 
und Glycin dagegen erhohen die Chloridionenleitfahig- 
keit; der Einstrom von C1-, das im Extrazellullrraum im 
UberschuR vorhanden ist, bewirkt eine Hyperpolarisation 
der Plasmamembran; die Zelle wird gehemmt. 

Die Molekiilstruktur der fur diese Leitfahigkeitsande- 
rungen verantwortlichen Plasmamembranproteine ist nur 
wenig erforscht. In Analogie zu anderen Rezeptorsystemen 
wird angenommen, daR die Aminosaurerezeptoren Ionen- 
kanale enthalten, die in verschiedenen Proteinkonforma- 
tionen vorliegen kannen (Abb. 1). Nach dieser Vorstellung 
begiinstigt die Bindung der Aminosgure (oder allgemein 
eines Aktivators oder ,,Agonisten") an den Rezeptor den 
Ubergang in die offene, leitende Konformation des Ionen- 
kanals. Kompetitive Rezeptorblocker (,,Antagonisten") 
verhindern diese Konformationsanderung, indem sie die 
Agonistenbindungsstelle besetzen, ohne den Rezeptor zu 
aktivieren, d. h. eine entsprechende Konformationslnde- 
rung auszulosen. Aus diesen Ausfiihrungen folgt, daR 
Aminosaurerezeptoren als bifunktionelle regulatorische 
Proteine betrachtet werden konnen, die nicht nur Neuro- 
transmitterbindung, sondern auch Ionentransport vermit- 
teln. Betont sei auBerdem, daR die in Abbildung 1 gezeigte 
Rezeptoraktivierung eine enorme Verstarkung des moleku- 
laren Signals beinhaltet: Pro gebundenem Agonistmolekiil 
flieRen je nach Rezeptortyp und Membranpotential zwi- 
schen ca. lo2 und lo6 Ionen innerhalb von 1-5 ms durch 
den Ionenkanal des aktivierten Rezeptors. 

Abb. 1. Schematische Darstellung der geschlossenen und offenen Konforma- 
tionen eines Aminosiiurerezeptors. 

Die biochemische Analyse zentralnervoser Aminosaure- 
rezeptoren war bisher vor allem a n  ihrer geringen Konzen- 
tration im Gehirn gescheitert: Zur Reindarstellung sind 
Reinigungsfaktoren von etwa 104-106 erforderlich. Mit der 
Entwicklung hochempfindlicher Proteinanalysetechniken 
hat sich die Situation in den letzten drei Jahren jedoch ent- 
scheidend verandert. Heute sind Fortschritte bei der Struk- 
turauflclarung und Funktionsanalyse dieser Membranpro- 
teine moglich. 

Im vorliegenden Aufsatz wird uber die Bemiihungen un- 
serer Arbeitsgruppe berichtet, die Molekiilstruktur eines 
inhibitorischen Aminosaurerezeptors, des Glycinrezeptors 
aus dem Ruckenmark der Ratte, aufzuklaren. Unsere Er- 
gebnisse zeigen, daR dieser chemisch kontrollierte Chlorid- 
ionenkanal eine komplexe Struktur aufweist, die der ande- 
rer neuronaler lonenkanale ahnelt. 

2. Strychnin - ein Werkzeug zur Analyse des 
Glycinrezeptors 

Das Alkaloid Strychnin aus der asiatischen BrechnuR 
hat eine lange Geschichte in der Naturstoffchemie. Die 
Aufklarung seiner Struktur (Abb. 2h) wurde 1962 mit sei- 
ner Totalsynthese in Woodwards Arbeitsgruppe gekront. In  
der Medizin wurde Strychnin lange als Tonicum verwen- 
det. In hoheren Dosen bewirkt dieses Alkaloid vielfaltige 
Vergiftungssymptome, die iiber schwere Schmerz- und 
Krampfanfalle zum Tode fuhren konnen. Heute wird 
Strychnin gelegentlich noch als Rattengift eingesetzt. 

Ag on is t Wirksamkeit Antagonist 

01 + H ~ N - c ~ -  coo- 
b) *H N- CH2- CH2- COO- 

C )  *H 3 N-'+-CH2- SO- 3 
3 

\ I  d )  *H N-CH-COO- 
3 

Modulator (?) 
J 

el + ~ N - C H - C O O -  
I 
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f )  *H N-Ct-COO- 
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H C  CH 
2 \ /  2 HO. .: 

H2 

g )  *H N-CH-CH-CH-CO(T - CH3 
3 2 2 2  OH 

Abb. 2. Struktur von Glycinrezeptoragonirten und -antagonibten. a) Glycin: 
b) b-Alanin; c) Taurin; d) Alanin; e) Serin: 0 Prolin: g) CABA: h) Strychnin 
(die Pfeile bezeichnen die substituierbaren Positionen 2 und 3); i) Avermec- 
tin Bla. 

Bereits zu Beginn der fiinfziger Jahre wurde gezeigt, daR 
Strychnin die neuronale Erregungsiibertragung im Riik- 
kenmark enthemmt. Inzwischen steht fest, daR die Toxizi- 
tat von Strychnin auf einer selektiven Hemmung des Gly- 
cinrezeptors beruht[>]. Strychnin bindet mit hoher Affinitat 
an diesen Rezeptor (Gleichgewichtsdissoziationskonstante 
ca. lop8 M ;  vgl. Tabelle 2). Es ist also ein typischer Rezep- 
torantagonist. Young und Snyder",41 konnten in Membran- 
fraktionen aus Rattenriickenmark hochaffine Bindungs- 
stellen fur tritiiertes Strychnin nachweisen, welche durch 
Glycin und andere am Glycinrezeptor aktive Aminosauren 
im ~ b e r s ~ h u R ~ ~ l  blockiert werden. Offensichtlich sind 
diese Strychninbindungsstellen auf dem Glycinrezeptor lo- 
kalisiert. Die Bestimmung der Zahl dieser pharmakolo- 
gisch ,,spezifischen" Strychninbindungsstellen bietet einen 
einfachen und raschen Bindungstest zur Lokalisation und 
Quantifizierung des Glycinrezeptor~[~-~'. 

Tabelle 2. Gleichgewichtsdissoziationskonstanten K ,  natiirlicher Glycinre- 
zeptorliganden. 

Ligand K n  [MI [a1 

Strychnin 
Giycin 
P-Alanin 
Taurin 
CABA 

[a] Die Werte sind [121 entnommen und wurden an affinitatschromatogra- 
phisch gereinigtem Glycinrezeptor ermittelt. 
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3. Molekulare Pharmakologie des Glycinrezeptors 

Nicht nur Glycin, sondern auch viele andere Aminosau- 
ren hemmen die Erregung von Nervenzellen. Mit elektro- 
physiologischen Methoden konnte gezeigt werden, daD 0- 
Alanin und Taurin gute Agonisten des Glycinrezeptors 
sind, wahrend L-Alanin, Serin und Prolin nur sehr schwa- 
che Wirkung zeigen'*-'! Die Bindungsaffinitaten der Ami- 
noslureagonisten sind etwa IOOOmal niedriger als die von 
Strychnin (Tabelle 2). GABA, der neben Glycin wichtigste 
inhibitorische Aminosaure-Neurotransmitter im Zentral- 
nervensystem, bindet nicht an den Glycinrezeptor, sondern 
wirkt iiber ein eigenes, ebenfalls rnit einem Chloridkanal 
gekoppeltes Rezeptorsystem161. 

Aus den Strukturformeln in Abbildung 2 laDt sich ent- 
nehmen, daD die ionischen Gruppen glycinerger Agonisten 
offensichtlich nicht durch mehr als zwei C-Atome getrennt 
werden diirfen, ohne ihre Aktivitat zu verlieren. Ebenso 
wirken Seitenketten stdrend (Tabelle 3). Die Stereoselekti- 
vitlt asymmetrischer Glycinrezeptoragonisten ist gering. 

Tabelle 3. Hemmung der ~H]Strychninhindung an den Glycinrezeptor durch 
Aminosiiuren. Die ['H]Strychninbindung an membrangebundenen Glycinre- 
zeptor wurde in Anwesenheit von 2 0 m ~  Aminosaure bestimmt (nach [9] und 
F. Pfeiffer, unverdffentlicht). 

Aminosiiure Hemmung [%] 

Glycin 
fl-Alanin 
L-Alanin 
D-Alanin 
L-F'rolin 
~-Prol in  
L-a-  AminobuttersBure 
D-a- Aminobutterslure 
L-Valin 
D-Valin 

86.3 
19.5 
52.9 
63.0 
49.0 
41.4 
< 5  
16.8 
22.5 
< 5  

Strychnin zeigt nur wenig strukturelle Ahnlichkeit rnit 
den Aminosgureagonisten. Bis heute ist nicht sicher ge- 
kllrt, ob Strychnin an den Glycin- oder einen anderen mit 
ihm in allosterischer Wechselwirkung stehenden Bin- 
dungsort des Re~ep to r s~~ l  bindet. Das Strychninmolekul 
MDt sich nur geringfugig modifizieren, ohne seine biologi- 
sche Wirksamkeit einzubiiaen. Insbesondere Substitutio- 
nen am aromatischen Ring fiihren jedoch zu nicht-inakti- 
vierten, zum Teil natiirlich vorkommenden Derivaten wie 
Brucin. Ebenso kann der sauerstoffhaltige Siebenring ohne 
groDe Aktivitltsverluste gedffnet werden. Die Offnung des 
die Ketofunktion enthaltenden heterocyclischen Sechs- 
rings zu Strychninsilure und spemge GNppen aul3erhalb 
des aromatischen Rings wirken dagegen inaktivierend (Ta- 
belle 4). Die biologische Wirkung verschiedener Strychnin- 
analoga korreliert nicht rnit deren Lipophilitat. Dies 11Bt 
vermuten, daB Strychnin in protonierter Form an den Re- 
zeptor bindet"). 

Abbildung 2i zeigt eine Verbindung, die aufgrund ihrer 
Wirkung im GABA-System entdeckt wurde: Avermectin 
Bla. Dieses makrocyclische Lacton, welches als Wurmmit- 
tel (Anthelminthicum) eingesetzt wird, potenziert die inhi- 
bitorische Erregungsiibertragung an GABA-Synapsen und 
bewirkt dadurch eine Muskellahmung von Anneliden'''. 
Am isolierten Glycinrezeptor ist es ein hochwirksamer An- 
tagonist der Stry~hninbindung~~'; sein in-vivo-Effekt ist 

Tabelle 4. Biologische Wirksamkeit und Gleichgewichtsdissoziationskon- 
stante KO der Rezeptorbindung von Strychnin und Strychninderivaten. 

Verbindungen Biologische KD IM1 Ibl 
Wirksamkeit [a] 
LD5o [ p o l / k g l  

2-Aminostrychni11, 2-Nitro- 
strychnin, 3-Aminostrychnin, 
BNcin (2-Dimethylamino- 
strychnin), 2.3-Dihydroxy- 
strychnin, 2.3-Diacetamido- 
strychnin etc. (Substitution 
im aromatischen Ring) 0.410 
2 1,22-Dihydroxystrychnin, 
Isostrychnin, Bromdesoxy- 
isostrychnin etc. (Substitution 
oder Offnung des sauerstoff- 

StrychninsBure (9.10-Sew- 
brucin-10-at) etc. (Uffnung 
des heterocyclischen Rings 
mit Ketofunktion) > 50 > 106 

haltigen Siebenrings) 5-40 10-~-10-6 

[a] LDSo wurde an Miiusen ennittelt 17). b] Ko wurde in Kompetitionsexpen- 
menten mit ['H]Strychnin bestimmt: [7] und D. Graham, unverdffentlicht. 

bisher nicht untersucht. In jedem Falle reprasentiert dieses 
Lacton eine neue Klasse Glycinrezeptor-aktiver Substan- 
Zen. Die Aufklarung seines Bindungsmechanismus ist da- 
her von groDem Interesse. 

4. Solubilisierung und Photoaffinitatsmarkierung 
des Glycinrezeptors 

Fur biochemische Untersuchungen mussen membrange- 
bundene Proteine durch Detergentien aus der Lipidschicht 
der Membran herausgelost und in eine micelliire Form 
iiberfiihrt, d. h. ,,solubilisiert" werden. Versuche zur Solu- 
bilisierung des Glycinrezeptors standen somit am Beginn 
unserer biochemischen Arbeiten. Der Glycinrezeptor kann 
rnit ionischen und nichtionischen Detergentien wie Triton 
X-100 oder Cholat aus Membranpraparationen von Rat- 
tenriickenmark solubilisiert werdent"]. Die native, d. h. 
Strychnin- und Aminosaure-bindende Konformation des 
Rezeptors bleibt allerdings nur dann erhalten, wenn genli- 
gend Phospholipid im Detergenspuffer vorhanden ist. Mit 
solchem ,,lOslichen" Glycinrezeptor konnte eine erste bio- 
chemische Charakterisierung dieses Membranproteins 
durchgefiihrt werden. Durch klassische Methoden der Bio- 
chemie wurde 2.B. ermittelt, daB der Glycinrezeptor ein 
groBes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 
etwa 250000 Da ist. 

Der erste Nachweis einer Untereinheit des Glycinrezep- 
tors gelang durch Photoaffinittitsmarkierung mit 'H-mar- 
kiertem Strychninl"]. Ende der siebziger Jahre war von 
mehreren Arbeitsgruppen gezeigt worden, daB photolabile, 
niedermolekulare Verbindungen durch ultraviolettes (UV) 
Licht irreversibel in hochaffine Bindungsstellen verschie- 
dener Proteine eingebaut werden kannen. Strychnin ist 
lichtempfindlich; wir vermuteten daher, daD dieses Alka- 
loid als naturlicher Photoaffiinitatsligand dienen kdnnte. In 
ersten Experimenten wurden Membranen aus Rattenriik- 
kenmark in Gegenwart von ['HIStrychnin rnit UV-Licht be- 
strahlt. AnschlieBend wurden die Membranproteine durch 
Gelelektrophorese nach ihrem Molekulargewicht getrennt 
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und eingebautes 'H durch Fluorographie nachgewiesen. 
Mit diesen Methoden lie13 sich ein durch die UV-Belich- 
tung kovalent mit Strychnin markiertes Polypeptid nach- 
weisen, fur welches durch Vergleich mit Proteinen bekann- 
ter GroBe ein Molekulargewicht von 48000 Da ermittelt 
wurde" 'I. Die Markierung dieses Polypeptids ist pharma- 
kologisch spezifisch und findet an oder in der Nlhe der 
hochaffinen Strychninbindungsstelle des Glycinrezeptors 
statt"']. Der genaue Mechanismus dieses durch UV-Licht 
induzierten Einbaus von Strychnin in den Rezeptor ist 
noch ungeklart ; die Reaktionskinetik laDt eine Photoakti- 
vierung nicht nur von Strychnin, sondern auch von aroma- 
tischen Aminosauren (Tyrosin) in der Bindungsregion des 
48 000 Da-Polypeptids vermuten["]. 

Die Photoaffinitatsmarkierung rnit ['HIStrychnin wurde 
auch fur Untersuchungen zur Topologie des 48 000 Da-Po- 
lypeptids in der neuronalen Plasmamembran eingesetzt. 
Inkubiert man photoaffinitltsmarkierte Membranvesikel 
aus Rattenriickenmark rnit der Protease Trypsin, so wird 
das radioaktive 48 000 Da-Polypeptid uber Zwischenstufen 
zu einem Hauptprodukt rnit einem apparenten Molekular- 
gewicht von etwa 37000Da abgebaut. Dies Ergebnis zeigt, 
dal3 die Strychnin-bindende Untereinheit des Glycinrezep- 
tors eine proteasezugiingliche extrazellulare Region von 
mindestens 11 000 Da aufweisen rnu13[lz1. Erstaunlicher- 
weise kann aber selbst extensive proteolytische Behand- 
lung die Radiomarkierung nicht von den Membranfraktio- 
nen entfernen. Wir glauben daher, da13 sich die Strychnin- 
bindungsstelle des Glycinrezeptors an einer Polypeptid- 
domane befindet, welche durch die hydrophobe Umge- 
bung der Lipidmembran vor proteolytischer Spaltung ge- 
schutzt ist (Abb. 3). 

Abb. 3. Topologie des 48 000 Dd-Polypeptids in der Plasmamembran. Die ge- 
naue Zahl der TransmembrandomBnen ist bisher unbekannt; hier sind filnf 
angenornmen. 

5. Affinitatschromatographie und biochemische 
Charakterisierung des Glycinrezeptors 

Der mit Detergens solubilisierte Glycinrezeptor wurde 
affinitltschromatographisch gereinigt. Dazu wurde ein 
biologisch aktives Derivat von Strychnin, 2-Aminostrych- 
nin (vgl. Tabelle 4), uber ein langes, hydrophiles Zwischen- 
stuck an Tragermaterial, Agarose, gekoppelt. Diese Ami- 
nostrychnin-Agarose bindet bei Inkubation rnit Detergens- 
extrakten aus Riickenmarksmembranen uber 90% des losli- 
chen Glycinrezeptors. Nach ausgiebigem Waschen mit 
Puffern hoher Ionenstarke lassen sich etwa 20% der gebun- 
denen Rezeptormolekiile durch Elution mit dem kompetie- 
renden Agonisten Glycin wiedergewinnen (Abb. 4)[l31. 

WaschDuffer Glvcin I 

20 30 
Eluat [mL] - 

Abb. 4. AffinitBtschromatographie des Glycinrezeptors. Ein Detergensex- 
trakt aus Riickenmarksmembranen wird durch eine Aminostrychnin-Agaro- 
se-SBule gepumpt und die Silule anschlieDend mit Detergenspuffer gewa- 
schen. Dabei werden 80-90% der Strychninbindungsstcllen, jedoch < 1% des 
Proteins auf der S h l e  adsorbicrt. AnschlieBend lassen sich Strychninbin- 
dungsstellen, d. h. Glycinrezeptor, mit Glycin eluieren. Man beachte den ge- 
ringen Proteingehalt des Glycineluats, der einer etwa 1SOOfachen Rezeptor- 
reinigung entspricht. 

Durch dieses einfache Verfahren kann der Glycinrezeptor 
in einem Schritt etwa 2000fach angereichert werden. Der- 
zeit k h n e n  in einer Aufarbeitung etwa 25-50 pg des Gly- 
cinrezeptors in praktisch reiner Form erhalten werden. 
Durch Polyacrylamidgelelektrophorese in Anwesenheit 
des denaturierenden Detergens Natriumdodecylsulfat IaBt 
sich der gereinigte Glycinrezeptor in drei Polypeptide mit 
Molekulargewichten von 48000, 58000 und 93000 Da 
trenned"]. Der native Rezeptor hat ein Molekulargewicht 
von etwa 250000 Da (Abschnitt 4). Durch Photoaffinitats- 
markierung wurde gezeigt, dal3 das 48 000 Da-Polypeptid 
im gereinigten Rezeptor mit der in Membranfraktionen 
nachgewiesenen Strychnin-bindenden Untereinheit des 
Glycinrezeptors identisch ist"']. Die Funktion der beiden 
anderen Rezeptorpolypeptide ist bisher ungeklart. Wir 
nehmen an, da8 diese Polypeptide zusammen mit der 
48 000 Da-Untereinheit ein Heteropolymer bilden, welches 
als Chloridionenkanal fungiert"". Diese Vorstellung wird 
durch Untersuchungen am Glycinrezeptor aus Schweine- 
riickenmark1'51 und Rekonstitutionsversuche rnit affinitats- 
chromatographisch gereinigtem Glycinrezeptor erhartet: 
Unter Verwendung eines fur andere Rezeptoren erarbeite- 
ten Protokolls['61 konnte der gereinigte Glycinrezeptor 
durch Entfernung des Detergens in Phospholipidvesikel 
eingebaut und anschlie13end in planare Lipiddoppelschich- 
ten umgelagert werden. Die Zugabe von Glycin zu solchen 
Membranen bewirkte eine Erhohung der MembranleitW- 
higkeit, welche verschiedene Charakteristika der typischen 
Glycinantwort, unter anderem Hemmbarkeit durch Strych- 
nin, aufwies"". Diese Versuche zeigten, da13 der von uns 
isolierte Glycinrezeptor tatsachlich alle zur Ionentranslo- 
kation notwendigen Komponenten enthglt. 

In Abbildung 5 sind die derzeit vorliegenden Daten in 
Form eines Arbeitsmodells zusammengefal3t. Danach ent- 
halt der Glycinrezeptor je zwei Kopien der 48 000 Da- und 
je eine Kopie der 58 000 und 93 000 Da-Untereinheiten. 
Die Bindung zweier Glycinmolekule an spezifische Bin- 
dungsstellen auf den 48 000 Da-Polypeptiden fuhrt zur 
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Abb. 5. Modellskizze des Glycinrezeptor5. Hier wird angenommen, daO die 
Bindung von Glycin an den Rezeptor durch allosterische Interaktionen die 
Konformation aller Rezeptorpolypeptide lndert und dadurch den Chloridio- 
nenkanal tiffnet. Die Zahlen geben das Molekulargewicht [kDa] der Polypep- 
tide an. Die auf den 48- und 58 kDa-Polypeptiden nachgewiesene Kohlehy- 
dratseitenketten sind symbolisch eingezeichnet. 

Konformationsiinderung des Rezeptors und damit zur bff- 
nung eines von allen Untereinheiten (oder vom 93 000 Da- 
Polypeptid) gebildeten Chloridionenkanals. Dieses Modell 
steht in Einklang mit den elektrophysiologischen und bio- 
chemischen Befunden. Es sei aber betont, daD verschie- 
dene Einzelheiten, insbesondere die exakte Stochiometrie 
der Untereinheiten, noch eingehender experimenteller Er- 
hartung bedurfen. 

Um neue Liganden zur weiteren Charakterisierung der 
Glycinrezeptorpolypeptide zu gewinnen, haben wir kurz- 
lich rnit der von Kohler und Milsteid'*l entwickelten Hybri- 
domatechnologie monoklonale, d. h. Determinanten-spezi- 
fische Antikorper gegen den Glycinrezeptor hergestellt['91. 
Derzeit verfugen wir uber neun monoklonale Antikorper, 
von denen einige an die 48000Da- und andere an die 
93 000 Da-Untereinheit des Rezeptors binden. tiber- 
raschenderweise erkennen zwei der Antikorper nicht nur 
ein, sondern je zwei Polypeptide des Glycinre~eptors~'~~. 
Dies laDt vermuten, daD die Untereinheiten dieses Rezep- 
tors gemeinsame antigene Determinanten, d. h. homologe 
Peptidstrukturen, enthalten. Mit proteolytischen Enzymen 
erstellte Peptidmuster sprechen ebenfalls fur proteinche- 
mische Ahnlichkeiten in allen, insbesondere aber den 
kleinen Glycinre~eptorpolypeptiden~'~~. Moglicherweise 
stammen alle Untereinheiten dieses Rezeptors von einem 
gemeinsamen ,,Urrezeptorpolypeptid" ab. Eine divergente 
Evolution einzelner Rezeptorpolypeptide aus einem als 
Homopolymer vorliegenden Membranprotein gilt beim 
derzeit am besten untersuchten Neurotransmitterrezeptor, 
dem Acetylcholinrezeptor aus dem elektrischen Fisch, als 
gut gesichert[201. 

6. SchluBbemerkung und Ausblick 

Unsere Untersuchungen am Glycinrezeptor zeigen, dal3 
an der Erregungsubertragung beteiligte Proteine der Ner- 
venzeUmembran der biochemischen Analyse zuganglich 
sind, sofern man uber hochaffne Liganden wie Strychnin 
verfiigt. Mit geeigneten Techniken wie der Affinitatschro- 
matographie ist auch die Reindarstellung dieser seltenen 
( < 0.1-0.01% des Zellproteins) Membranproteine mdglich. 
Aufgrund unserer Ergebnisse gehort der Glycinrezeptor 
heute zu den biochemisch mit am besten charakterisierten 
Neurotransmitterrezeptoren aus dem Zentralnervensy- 
stem: Es handelt sich um ein Glykoprotein mit einem Mo- 
lekulargewicht von etwa 250000 Da, welches drei verschie- 
dene Polypeptidketten enthalt. Durch Photoaffinitiitsmar- 

kierung und Rekonstitution konnten wir zeigen, daD das 
gereinigte Rezeptoroligomer nicht nur die Ligandenbin- 
dungsstelle, sondern auch den Chloridionenkanal dieses 
allosterischen Membranproteins enthalt. Von einem 
Verstlndnis seines Aufbaus und seiner Funktion als che- 
mo-elektrischem Signalwandler sind wir aber noch weit 
entfernt. Hier konnen nur detaillierte pharmakologische 
Untersuchungen und Strukturanalysen weiterhelfen. Fur 
den Organiker durfte die eingehende Untersuchung der 
Struktur-Funktions-Beziehung glycinerger Agonisten und 
Antagonisten und deren Abgrenzung von GABA-Rezep- 
torliganden besonders reizvoll sein. Die bisher vorliegen- 
den Daten sind leider hbchst unvollstandig. Derzeit kon- 
nen nur beschrankte Aussagen uber den Aufbau der Gly- 
cinrezeptoragonisten-Bindungsstelle gemacht werden: In 
jedem Fall sind eng benachbarte kationische und anioni- 
sche Gruppen notwendig. Zusltzlich liegen Einschrankun- 
gen fur Seitengruppensubstitutionen am Agonisten vor. 

Auf der Proteinseite sollten die Identifizierung der an 
der Strychninbindungsstelle beteiligten Aminosauren z. B. 
durch Affinitatsliganden oder spezifische Antikbrper und 
die Primarstrukturermittlung der 48 000 Da-Untereinheit 
weiterhelfen. Diese erscheint wegen der beschrankten 
Mengen hochgereinigten Rezeptorproteins nur uber gen- 
technologische Methoden moglich. Ein Teil unserer der- 
zeitigen Bemuhungen konzentriert sich daher darauf, die 
Botenribonucleinsaure (mRNA) fur dieses Polypeptid 
(und die anderen Glycinrezeptoruntereinheiten) als kom- 
plementlre Desoxyribonucleinslure (cDNA) in Bakterien 
zu klonieren und ihren Informationsgehalt, und so die 
Aminosauresequenz, durch Basensequenzierung zu ermit- 
teln. Bei Erfolg kann dann daran gedacht werden, von der 
klonierten DNA codierte Rezeptorpolypeptide und viel- 
leicht sogar den heteropolymeren Rezeptor in Bakterien 
oder eukaryonten Zellen zur Expression zu bringen und 
die Funktion einzelner Rezeptorregionen durch gezielte 
chemische Mutagenese der DNA zu ermitteln. Damit ware 
der Weg zur prazisen Dissektion funktionell wichtiger Re- 
zeptordomanen, wie der Ligandenbindungsregion und des 
Ionenkanals, offen. Eine Weiterfiihrung dieser Techniken 
sollte uberdies entscheidend zur Entwicklung der struktu- 
rellen Pharmakologie des Glycinrezeptors beitragen. Si- 
cher birgt der Glycinrezeptor noch ein erhebliches Poten- 
tial zur Entwicklung neuer Pharmaka. Inzwischen wissen 
wir. daD dieses Rezeptorprotein nicht nur die motorischen, 
sondern auch viele sensorische Nervenbahnen kontrol- 
liert. Hochwirksame Glycinrezeptoragonisten oder -,,mo- 
dulatoren" sind somit bei therapeutischer Vertriiglichkeit 
als potentielle Anticonvulsiva (Krampfmittel) und Analge- 
tica (Schmerzmittel) vielversprechend. Auch andere 
Aspekte des Glycinrezeptors sind fur die Medizin von Be- 
deutung : Moglicherweise lost dieses Protein Autoimmun- 
reaktionen bei degenerativen Riickenmarkserkrankungen 
pus. Genauere Struktur- und Stoffwechseluntersuchungen 
sollten die Pathogenese dieser Krankheitsbilder beleuch- 
ten. 

Es sei hier erwahnt, daD die bisher bekannten Daten zur 
Molekulstruktur des Glycinrezeptors denen anderer Ka- 
nalproteine in der elektrisch erregbaren Plasmamembran 
ilhneln. In Tabelle 5 findet sich eine Ubersicht iiber die 
Molekulargewichte und, soweit bekannt, Untereinheiten- 
strukturen der bisher untersuchten chemisch- und span- 
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Tabelle 5. Molekulare Eigenschaften neuronaler Ionenkanale. 

Molekular- Molekular- Zusammen- 
gewicht des gewichte der setzung des 
nativen Untereinheiten Rezeptors aus 
Proteins [kDa] Untereinheiten 
IkDal 

Nicotinischer 
Acetylcholinrezeptor 

Skelettmuskel, Elek- 1 ~ 2 7 0  40, 50, 60, 65 a2 p y 6 
troplax 122. 231 
Zentralnervensystem 
1241 IJ 300 57 ? 

Glycinrezeptor I I31 cs 250 48, 58, 93 a2 Pr? 
GABA-Rezeptor 1251 220-350 50-53, 57 ? 

Spannungsabhangiger 
Natriumkanal 

Elektroplax 1261 270-300 a 2 6 0  a ?  
Skelettmuskel, Zen- 
tralnervensystem 127, 
281 1 ~ 3 1 0  270.37-47 a B p' 

nungskontrollierten Ionenkanale: All diese Membranpro- 
teine sind groBe Glykoproteine mit einem Molekularge- 
wicht von etwa 250000-300000 Da. Der spannungsabhan- 
gige Natriumkanal, der die Nervenimpulse weiterleitet, be- 
steht im wesentlichen aus einem groBen Glykopeptid; 
beim nicotinischen Acetylcholinrezeptor und beim Glycin- 
rezeptor sind mehrere Untereinheiten mit mittleren Mole- 
kulargewichten um etwa 50000 Da vorhanden. Auch ei- 
nige bisher weniger gut untersuchte Neurorezeptoren wie 
der GABA-Rezeptor und der nicotinische Acetylcholinre- 
zeptor aus dem Zentralnervensystem passen in dieses 
Schema: Diese Proteine bestehen ebenfalls aus mehreren 
Polypeptiden von 50000-60 000 Da und haben apparente 
Molekulargewichte von etwa 250000-300000 Da (Tabelle 
5) .  Aufgrund dieser Daten haben wir vermutet, daB die 
Evolution dieser Kanalproteine nach einem gemeinsamen 
Grundmuster abgelaufen istI2'I. Jungst aufgezeigte Struk- 
turhomologien zwischen den einzelnen Untereinheiten des 
nicotinischen Acetylcholinrezeptors[221 und wahrscheinlich 
auch des GIycinrezeptorP" stutzen diese Auffassung. Ob 
die verschiedenen Rezeptorproteine und Ionenkaniile der 
Nervenzellmembran auch alle untereinander venvandt, 
d. h. Mitglieder einer groBen Genfamilie, sind, ist bisher 

unbekannt. Die in den nachsten Jahren zu erwartenden 
Primarstrukturdaten sollten hier ein klares Bild schaffen. 

Diese Arbeit wurde uon der Stiftung Volkswagenwerk, der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft, dem Bundesministe- 
num fur Forschung und Technologie sowie dem Fonds der 
Chemischen Industrie unterstutzt. Ich danke Dr. F. Pfeiffer. 
Dr. D .  Graham, Dr. B. Schmitt, R. Simler, G. Grenningloh 
und A .  Rienitz fur Mitarbeit und Diskussionen, C. Wey- 
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