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GABA-receptoren:

Bedre modeller
— bedre laegemidler

Nye, forbedrede modeller giver grundlag for syntese af
nye leegemidler med mere specifik virkningsprofil.

Af Bente Frolund, Tommy Sander, Henriette Hansen og
Thomas Balle

Det optimale udgangspunkt for udvikling af lzegemidler er et
kendskab til den tredimensionelle struktur af malmolekylet
og de ngdvendige interaktioner mellem laegemiddelstoffet
og malmolekylet, fx en receptor. For de malmolekyler, hvor
den tredimensionelle struktur endnu ikke er kendt, er udvik-
lingen af ligander endnu baseret pa intuition og inspiration
fra tidligere hgstede erfaringer. GABAx-receptoren har laenge
vaeret en af disse.

Pa Det Farmaceutiske Fakultet har vi i en arraekke arbej-

det med at udvikle ligander til GABAa-receptoren. Arbejdet
har fart til syntese og karakterisering af et stort antal stof-
fer for at opna et tilstraekkeligt klart billede af sammenhaen-

gen mellem stoffernes struktur og biologiske virkning. Dette
arbejde har fert til ny indsigt i opbygningen af receptorlom-
men og interaktionen mellem ligand og receptor.

DET FARMACEUTISKE FAKULTET,

GABA-receptorer

GABA (y-aminosmarsyre) er hjernens overordnede haem-
mende signalstof, som daemper aktiviteten af nervecellerne.
Sterstedelen af hjernens nerveceller indeholder receptorer
for GABA, hvilket giver mange muligheder for at gribe ind
med medicin ved defekte signalprocesser. GABA4-recepto-
rerne har vaeret anvendt som terapeutisk mal i mange ar til
behandling af bl.a. angst, smerte, sgvnlgshed og kramper.
Desveerre er brugen af mange af de laegemidler, der er rettet
mod GABA,-receptorerne forbundet med ugnskede bivirk-
ninger som slgvhed, afhaengighed og tolerance. Derfor er
der brug for en gget indsigt i opbygning og funktion af den-
ne receptorgruppe i udviklingen af nye og bedre laegemidler.
GABA,-receptorerne tilhgrer en starre familie af struktu-

relt og funktionelt beslaegtede receptorer kaldet ligandsty-
rede ionkanaler. GABAa-receptorerne er opbygget af fem
enheder, som danner en kanal, der er gennemtraengelig for
kloridioner. Nar GABA binder til et specifikt bindingssted pa
receptoren, dbnes ionkanalen, og kloridioner strammer ind

i cellen. Indstremningen af kloridioner bevirker, at det bli-
ver sveerere at aktivere nervecellen, og kommunikationen

© Overordnet struktur af to af de fem enheder; der udger receptoren.
Tilsammen danner de bindingslommen for GABA (atomer vist med van
der Waals radier). Nogle af de aminosyrer, man fra mutationsstudier ved
er placeret i bindingslommen, er fremhaevet med turkis kulstofatomer.

© Close-up af bindingslommen (her vist som turkis van der Waals over-
flade) med fire forskellige placeringer/orienteringer af det lille og fleksible
GABA-molekyle. Rade og bla overflader markerer udvalgte oxygen- og
nitrogenatomer i receptoren, der alle er mulige interaktionspartnere for
GABA.
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Qverst ses strukturen af GABA,
hvor pilene viser de bindinger,

der kan drejes. Tre carboxylsyre-
bioisoster-byggeblokke anvendt i
dette studie er vist til hgjre herfor.
De rade stjerner angiver positioner,
der kan udbygges kemisk. | midten
ses 4-PIOL samt analoger heraf ba-
seret pa de to af byggeblokkene,
med en generel angivelse af ind-
farte kemiske grupper (R). Nederst
er vist eksempler pa forbindelser,
som har vist sig at binde steaerkt til
GABAs-receptoren.

FASTLASTE BYGGEBLOKKE SOM CARBOXYLSYRE-BIOISOSTERER

Da vi ved, at en carboxylsyrefunktion er nadvendig, for at en ligand kan
binde til GABAx-receptoren, har vi fokuseret pa byggeblokke med samme
funktion som carboxylsyren i GABA, ogsa kaldet carboxylsyre-bioisosterer.
Disse byggeblokke har en mere fastlast struktur end GABA, hvilket bety-
der at der er faerre muligheder for forskellige konformationer af moleky-
let (se ill.). Desuden indeholder byggeblokkene positioner, hvor man nemt
kan udbygge strukturen kemisk. Den nedsatte flexibilitet og muligheder
for kemisk udbygning giver samlet set basis for at finde frem til en sand-
synlig placering af forbindelserne og en karakterisering af bindingslom-
men i veldefinerede omrader.

mellem nervecellerne haemmes. Der findes flere forskellige
undertyper af GABAa-receptorer med specifik funktion og
placering i hjernen. Det betyder, at man har mulighed for at
ramme en enkelt undergruppe og derved opna en mere se-
lektiv effekt, men ogsa at studier af receptorgruppen bliver
mere kompleks.

Modeller for GABAx-receptoren pa vej

Vi har i dag en god idé om den overordnede struktur af
GABAa-receptoren, men den tredimensionelle struktur af
receptoren med detaljerede strukturelle informationer er
endnu ikke fundet. | stedet anvendes en model, der primaert
er baseret pa en rgntgenstruktur af et protein isoleret fra en
snegl. Proteinet har essentielle ligheder med den del af GA-
BAs-receptoren, der binder GABA. Ved at kombinere amino-
syresekvensen af GABA-receptoren og den eksperimentelle
tredimensionelle struktur af proteinet er en model af GABAA-
receptoren foresldet. Da den samlede aminosyresekvenslig-
hed mellem det isolerede protein fra sneglen og GABA-re-
ceptoren er forholdsvis lav, er modellen forbundet med en
vis usikkerhed og en lav detaljeringsgrad.
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Med GABAa-receptorliganden 4-PIOL som grundstruktur
har vi fremstillet en raekke forbindelser baseret pa disse
byggeblokke og indfart kemiske grupper med forskellig
starrelse og elektroniske egenskaber i de tilgaengelige po-
sitioner som vist ovenfor. Den biologiske karakterisering af
disse forbindelser har vist, at stofferne binder til recepto-
ren, hvilket betyder, at der i naerheden af bindingslommen
for GABA i flere omrader er forholdsvis meget plads. De
biologiske resultater viser desuden, at forbindelserne ikke
som GABA aktiverer, men derimod blokerer receptoren.

Modellen er desuden kun en overordnet model og daekker
ikke den mangfoldighed af undergrupper af GABAx-recepto-
rer, der adskiller sig fra hinanden med sma forskelle i struktur
og funktion.

For at fa indsigt i hvad der krzeves af en ligand for at opna
binding til GABAs-receptoren, har man indlejret strukturen
af GABA i denne praeliminaere model. Da GABA er et lille og
meget fleksibelt molekyle, har det veeret sveert at finde en
entydig placering af molekylet i den forholdsvis store lomme,
der ved hjaelp af mutationsstudier er defineret som bindings-
stedet for GABAa-ligander (se ill. side 31).

Placering af liganderne i bindingslommen

De nye ufleksible forbindelser (se tekstboks ovenfor) har
vaeret en stor hjzelp i udviklingen af en ny og forbedret re-
ceptormodel. Den store gruppe, der er koblet pa 4-PIOL
strukturskelettet, kan naermest kun placeres pa én made i
modellen, baseret pa at aminen og caboxolsyre-bioisosteren,
henholdsvis positiv og negativ ladet ved fysiologisk pH, sam-
tidig skal kunne interagere med komplementzere ladninger

i bindingslommen. P& side 33 er det illustreret, hvordan en



Forbindelsen, der er vist nederst til hgjre pa illustrationen side 32, er her indlejret til 3D-modellen af GABA-receptorbindings-
lommen. De aromatiske substituenter er med til at definere, hvordan liganden formentlig skal orienteres, idet de skal placeres

i hver sin hydrofobe lomme. Dermed opnas samtidig optimale interaktioner (stiplede linjer) mellem, pa den ene side, ligandens
positivt ladede aminogruppe og elektronrige glutaminsyre- og carbonylgrupper i receptoren (rad overflade), og pa den anden
side mellem carboxylsyre-bioisosteren og en af de positivt ladede arginin sidekaeder (bla overflade).

af liganderne passer optimalt ind i receptorlommen. Base-
ret pa modellen er det lykkedes at designe og efterfglgende
syntetisere en ny forbindelse som binder 410 gange bedre
end udgangspunktet — et meget tilfredsstillende resultat som
0gsa er med til at validere modellen.

Da man kun har en model for den del af receptoren, der bin-
der GABA, og ikke en model for hele receptoren, er det sta-
dig uklart, hvilke faktorer der er ansvarlige for receptorakti-
vering, efter at liganden har bundet sig til receptoren. Man
mener dog, at en rotation af en del af receptoren er en del
af aktiveringsprocessen. | receptormodellen medferer place-
ringen af vore modelstoffer, at de store aromatiske grupper,
der er indfart i molekylerne, bliver placeret i et omrade af
bindingslommen, som er involveret i den foreslaede rotation
og derved fungerer som en kile i aktiveringsprocessen. Dette
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kunne veere en forklaring pa den haemmende effekt, forbin-
delserne har pa GABAs-receptorerne.

Hvad kan det sa bruges til?

Den nye forbedrede receptormodel har indtil videre kunnet
forklare de forskelle, der er observeret i bindingsaffinitet for
forskellige GABAA-haemmere, og vi er sa smat ved at bevae-
ge os i retning af at studere stoffer, der aktiverer receptoren.
Malet er at kunne forklare forskellene mellem stoffer, der
binder til receptoren, og stoffer der bade binder og aktive-
rer. Samtidig vil vi ogsa gerne rationelt kunne designe stoffer,
der kun binder til en enkelt af de ca. 20 forskellige under-
grupper af GABAa-receptoren, hvoraf mange spiller en helt
specifik rolle i hjernen.
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