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1. Allgemeiner Uberblick

Die Informationstibertragung im zentralen Nervermys(ZNS) erfolgt durch elektrische
und chemische Signalibertragung zwischen Nerviemzeihd ihren Zielzellen (Klinke
und Silbernagel, 2001). Neurotransmitter werden edanem prasynaptischen Neuron in
den synaptischen Spalt freigesetzt. Sie binden @stspnaptische Rezeptoren und
Ubertragen somit das physiologische Signal (Thetval.e 1999; Rang et al., 2003;
Kaeser, 2011). Die klassischen Neurotransmittee wAminobuttersaure (GABA),
Glutamat oder Acetylcholin aktivieren lonenkanatel wermitteln somit die synaptische
Ubertragung (Fon und Edwards, 2001; Rang et alD32@ktories et al., 2010). Im
Gegensatz dazu aktivieren Neuromodulatoren, wieddonne und Peptide, G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren, die Second-Messenger aktiviéFon und Edwards, 2001;
Muller-Esterl, 2004).

Verglichen mit anderen Signaliibertragungsformen,Bz. elektrischer Ubertragung,
ermoglicht die synaptische Ubertragung hohere Blitdt und groRere
Steuerungsmaglichkeiten. Die Starke des durch Nemsmission entstandenen
chemischen Signals wird kaum beeintrachtigt. Dgsa&ikann in seiner Intensitat, seiner
Geschwindigkeit, in der Wirkung auf das Membranpt# und in der Modulation der
Second-Messenger-Systeme variieren. Diese Flexibili&gt zur synaptischen Plastizitat
bei und beeinflusst unter anderem Lern- und Gedé&pgiozesse. Die fur die
Neurotransmitterfreisetzung verantwortlichen bioolsshen Prozesse spielen eine
entscheidende Rolle bei der Informationsubertragéog und Edwards, 2001).

Die ersten Einblicke in die Funktionsweise der Né&@nsmitterfreisetzung lieferte
Bernard Katz in seiner Arbeit Uber die Neurotrarssmon an der neuromuskuléren
Endplatte eines Frosches. Katz zeigte, dass disefrang in Packchen oder Quanten
erfolgt (Fon und Edwards, 2001; Rang et al., 2008se Packchen enthalten Tausende
von Neurotransmittermolektlen (Fon und Edwards,1208in Quantum entspricht der
Freisetzung eines einzigen mit Neurotransmitteadesien synaptischen Vesikels (SV)
(Heuser, 1989). In SVs liegen Neurotransmitter aindn Konzentrationen vor (Liu und
Edwards, 1997). Synaptische Vesikel haufen sichdém unmittelbaren Nahe der

Neurotransmitterfreisetzungstelle in prasynaptisddeuronen an (Colakos und Scheller,



1996; Pang und Sudhof, 2010). Neuronale Aktivitast | Exozytose aus, SVs
verschmelzen mit der prasynaptischen Membran und ksmmt zu
Neurotransmitterfreisetzung (Fon und Edwards, 20R&ng et al., 2003; Pang und
Sudhof, 2010).

Die Neurotransmitterfreisetzung umfasst zwei sicherlappende Prozesse, den
Neurotransmitter- und den SV-Zyklus. Der Neurotraiierzyklus umfasst Biosynthese,
Speicherung, Wiederaufnahme und Abbau der Neusotrdter. Verglichen mit der
Konzentration im Cytoplasma sind in SVs hohe Neardmitterkonzentrationen
enthalten. Da die klassischen Neurotransmitter ipioflasma entstehen, missen sie
durch aktiven Transport in Speichervesikel aufgemem werden. Da in vielen Synapsen
hohe Exozytoseraten beobachtet werden, ist einst&ote Aufnahme cytoplasmatischer
Neurotransmitter in SVs notwendig. Obwohl verschieel Transmitter de novo
synthetisiert werden, kommt es zusatzlich zur Wiadimahme freigesetzter Transmitter.
Bei der Entstehung neuer Speichervesikel spieltVdiederaufnahme des Transmitters
eine wichtigere Rolle als die Biosynthese (Fon uldwards, 2001). Die
SignalUbertragung wird durch den enzymatischen sirétterabbau und die Entfernung
der Transmitter aus dem extrazellularen Raum dutieh Wiederaufnahme beendet
(Thews et al., 1999; Fon und Edwards, 2001).

Der SV-Zyklus umfasst den Transport der Vesikel Karvenendigung, wo es zum
Andocken, zur Fusion, Endozytose und zum Recydomgmt (Fon und Edwards, 2001;
Sudhof, 2004). Wegen der grofRen Entfernung vorrkdsder ist es unmdoglich, aus den
Bestandteilen bereits freigesetzter Vesikel im GAlgparat neue herzustellen (Fon und
Edwards, 2001). In einem wesentlich hdheren Ausmed#iden SVs lokal, in
Nervenendigungen, recycelt. Der Grund daflr sindehd&xozytoseraten, die eine
effiziente Regenerierung der SVs in den Nervenamdign benétigen. Dennoch
beinhaltet das lokale Recycling die Sortierung $érProteine von der Plasmamembran,
die Sortierung anderer Proteine, sowie das AndodenSVs an der Plasmamembran
und die durch ein intrazellulares Signal hervorégra Fusion (Fon und Edwards, 2001).
Bei diesem intrazellularen Signal handelt es sichmalerweise um eine erhéhte %Ga
Konzentration (Fon und Edwards, 2001; Pang und &u@010; Kaeser, 2011).



Lauft entlang eines Axons eine Serie von Aktionspbalen, erreicht diese schlie3lich
die neuronale Endigungen und depolarisiert denypgjgischen Bereich. Bei dieser
Depolarisation kommt es nicht nur, wie entlang desns, zum Einstromen von
Natriumionen (Klinke und Silbernagel, 2001). Dieddmembran verfugt daneben tber
spannungsabhangige Ca-Kanéle, durch die beim Anlememes Aktiospotentials Ca-
lonen in die synaptiche Endigung einstromen (Klinkel Silbernagel, 2001; Pang und
Sudhof, 2010). Aus dem endoplasmatischen Retikukann evtl. zusatzliches Ca
freigesetzt werden (Klinke und Silbernagel, 2001).

In der Na&he der prasynaptischen Membran liegt irsgieaptischen Endigung eine grol3e
Zahl synaptischer Vesikel (Klinke und Silbernad01). Sie bestehen, dhnlich wie die
Zellmembran, aus einer Phospholipid- Doppelschicit enthalten eine Flussigkeit, die
mit dem Transmitter angereichert ist (Klinke untb&inagel, 2001; Sudhof, 2004).

Die synaptischen Vesikel sind zum grof3ten Teil Gbas Protein Synapsin an die
Aktinfaden des Zytoskeletts fixiert und bilden elmansmitterreservoir (Klinke und
Silbernagel, 2001; Denker und Rizzoli, 2011). Heirkerer Teil der Vesikel ist, ebenfalls
Uber spezifische Proteine, an die Innenseite désypeaptischen Membran angedockt.
Nur diese Vesikel stehen unmittelbar fir die ndsh$tansmitterausschittung zur
Verfugung (Klinke und Silbernagel, 2001).

Ist nun nach dem Einlaufen eines Aktionspotenzialder prasynaptischen Endigung die
Ca-Konzentration gestiegen, werden zwei Vorgangaelist: An den bereits an der
prasynaptischen Membran liegenden, ,angedockten‘sikén bindet das Ca
wahrscheinlich an das an der Vesikelmembran haét€rdtein Synaptotagmin. Dadurch
wird die Vesikelmembran entsperrt (Klinke und Sitiegel, 2001; Pang und Sudhof,
2010). In Studien an Synaptotagmin Knock-out-Mausemrde gezeigt, dass
Synaptotagmin normalerweise die Transmitterfreisgjzhemmt, aber dass die erhohte
intrazellulare Ca-Konzentration diese Synaptotagnmiirkung aufhebt (Fon und
Edwards, 2001). Dementsprechend vermindert diehéeh®ynaptotagmin-Expression die
spontane Neurotransmitterfreisetzung, aber erhdleichgeitig die Ca-abhangige
Freisetzung (Morimoto et al., 1998). Unter Vermitily weiterer Proteine verschmilzt die
Vesikelmembran mit der prasynaptischen Membrareristeht eine Pore, durch die es

zu Exozytose kommt, wobei das Protein rab 3 eirgulrerenden Einfluss ausibt. Diese



Exozytose fuhrt zur Ausschittung des Transmittarslen synaptischen Spalt (Klinke
und Silbernagel, 2001). Rab-Proteine gehotren zwg-Stgperfamilie der kleinen
Guanosintriphosphatasen (GTPase) (Fon und Edwa2081). Sie kommen an
verschiedenen Membrankompartimenten vor (Gonzater $cheller, 1999). An SVs
dominiert die rab 3a Isoform (Geppert und Sudh&88). Ahnlich wie die anderen rab-
Proteine wechselt auch rab 3a zwischen dem loslichel dem membrangebundenen
Zustand. In der GTP-gebundenen Form ist rab 3ademt Speichervesikel verknipft.
Nach der Hydrolyse von GTP zu GDP dissoziiert rabvBm Vesikel. Dieser Prozess
hangt vom GDI-Protein (guanin nucleotid dissociatiohibitor) ab (Ullrich et al., 1993;
Fon und Edwards, 2001).

Der erhohte Ca-Spiegel in der prasynaptischen HEndigaktiviert ferner die Ca-
Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il. In der pné@pgischen Endigung phosphoryliert
dieses Enzym das Synapsin. Daraufhin werden betrefi/esikel frei und kénnen zur
spateren Verwendung an die prasynaptische Memim@docien (Klinke und Silbernagel,
2001).

early endosome

degradation

Abbildung 1. Die Abbildung illustriert den Zusammenhang zwiscdem
Neurotransmitterzyklus (NT) und dem Zyklus der ptiszhen Vesikel (SV). Zum NT Zyklus
gehoren Biosynthese, Lagerung, Wiederaufnahme ot (rote Pfeile). Zum Zyklus der SVs
gehoren: Transport der Vesikel zur NervenendigungenAndocken, Fusion, Endozythose und
Recycling stattfinden (grtine Pfeile) (Fon und Ed¥sa001).



1.1. y-Aminobuttersaure (GABA)

1.1.1. Funktion der GABA

y-Aminobuttersdure (GABA) ist der wichtigste inhitmische Neurotransmitter (Luddens
et al., 1994; Bateson, 2004; Olsen und Sieghaf8R0 Sie kommt in ca. 30% aller
Synapsen im Gehirgor (Bateson, 2004) und aktivert sowohl ionotrope GAByp A
(GABAA-Rezeptoren) als auch metabotrope Rezeptoren GABA B (GABAg)
Rezeptoren. Diese Rezeptoren sind sowohl pra- aéh gostsynaptisch lokalisiert
(Owens und Kriegstein, 2002).

GABAA-Rezeptoren sind fur HGO und CI permeabel. In reifen Neuronen stromt Cl
normalerweise in die Zelle ein und fuhrt zu ein@rlen Hyperpolarisation. Der €l
Gradient wird durch KCI-Cotransporter aufrechterhalten. Interessanterwéisen
abhangig von der intrazellularen “®lonzentration die Aktivierung von GABA
Rezeptoren auch zu einem-Bustrom und daher zu einer Depolarisation fiihieas
passiert, z.B., wahrend der embryonalen und frigmstnatalen Entwicklung, weil ’KCI’
-Cotransporter noch nicht im gentgenden Ausmaliireignt sind, um Cleffizient aus
der Zelle transportieren zu kénnen (Goetz et 8072, aber auch weil die intrazellulare
ClI-Konzentrazion sehr hoch ist und das Ruhemembranpiai Ecl (in erwachsenen
Zellen liegt Ecl zwischen -60 und -70 mV) signifiitaniedriger ist. Eine weitere, wenn
auch seltene Mdoglichkeit depolarisierender Aktiviifer GABAs-Rezeptoren entsteht
wenn HCQ durch den Chloridkanal des GARARezeptors aus der Zelle stromt (Owens
und Kriegstein, 2002).



1.1.2. Biosynthese der GABA

GABA wird aus Glutamat unter Katalyse der zwei @Giaat-Decarboxylasen (GAD),
GAD65 und GADG67, synthetisiert (Owens und Kriegstei2002). Glutamat-
Decarboxylase wird im Zentralnervensystem ausdgltie in GABA-Neuronen
exprimiert (Forth et al., 2005).

A glutamic acid y-amino butyric acid
GABA

o] o]

HN | H.N |
3 ) > 3 )
O  glutamic acid 0

07 g decarboxylase
GAD

Abbildung 2. Synthese von GABA (Jorgensen, 2005)

Die Aufnahme von GABA in synaptische Vesikeln wirdurch vesikulare

Neurotransmittertransporter vermittelt. Die Freiseiy aus den Nervenendigungen
erfolgt durch Ca-abhangige Exozytose (Owens unedstein, 2002). Die Freisetzung
von GABA veranlasst sehr schnell die Hemmung deyulsiibertragung von Neuron zu

Neuron (Lullmann et al., 2006).
1.1.3. Metabolismus der GABA

Wie in den Glutamatneuronen gibt es auch in den &ARuronen den Glutamincyclus:
Freigesetzte GABA wird zum Teil in Gliazellen teportiert, dort in Glutamin Uberfihrt,
das Glutamin wird in die GABAergen Nervenendigungaaofgenommen, durch
Glutamase zu Glutamat hydrolysiert, das Glutamébtiefglich wird wieder zu GABA

decarboxyliert. Aus dem Axoplasma wird GABA in Sgwrvesikel aufgenommen
(Forth et al., 2005). Die Aufnahme in benachbart@z8llen wird durch membranére
GABA-Transporter (GATSs) vermittelt (Owens und Krigin, 2002).
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Abbildung 3. Metabolismus und Transport der GABA (Owens und ¢stein, 2002).

1.2. GABA-aktivierte Rezeptoren

Die Effekte von GABA kdnnen sowohl durch ionotropks auch durch metabotrope

Rezeptoren vermittelt werden. Diese Rezeptoren sswmvohl pra- als auch
postsynaptisch lokalisiert (Whiting et al., 1999;wéhs und Kriegstein, 2002).



1.3. Der GABAx-Rezeptor
1.3.1. Struktur des GABAy-Rezeptors

GABAA-Rezeptoren gehoéren zur Familie der LGIC (Cys-lpemtameric ligandgated
channel) und besitzen daher strukturelle und fonkdie Homologie mit den anderen
Vertretern  dieser  Familie  (nikotinische  Acetylcimoézeptoren  nAChRs,
Glycinrezeptoren und Serotoninrezeptor Subtyp 3¥3}HOwens und Kriegstein, 2002;
Ernst et al., 2005; Jones-Davis et al., 2005; Sigghnd Olsen, 2008a). GABA
Rezeptoren sind aus 5 Untereinheiten aufgebauzuwserschiedenen Klassen gehoren.
Es sind insgesamt 19 in ihrer Aminosauresequenzschieddene Untereinheiten des
GABAA-Rezeptors bekannnt. Man ordnet sie im @- 6), 3p (1- 3), 3y (1- 3),9,¢, 0, n
und 3p (1-3) Untereinheiten.

Leredlezolel
Etomidate GABA

Abbildung 4. Struktur des GABA-Rezeptorgaus Nutt, 2006)

Die funf Untereinheiten bilden eine Pore. Jede lémbdeit besteht aus einer langen
aminoterminalen extrazellularen hydrophilen Domawier transmembranéren (My-
Helices und einem kurzen extrazellularen Carboxyiteus. Die M2-Helix kleidet die
Kanalpore aus (Sieghart und Olsen, 2008a). Einenest typisches hochkonserviertes

Motiv ist der sog. Cys-loop in der extrazellulai@amane, der von 2 Cysteinresten, die



durch 13 Aminoséuren getrennt sind, gebildet wi¢hiting et al., 2006; siehe auch
Abbildung 4).

C-terminus

A)

Abbildung 5. A) Schematische Darstellung einer Untereinheit deB&ARezeptors (Goetz et.
al, 2007);B) Schematische Darstellung des Rezeptors nach Katitnindurch Untereinheiten
(Whiting, 1999;Bateson, 2004)

Die pharmakologischen Eigenschaften der GABRezeptorsubtypen hangen von ihrer
jeweiligen Untereinheitenzusammensetzung ab. GABRAzeptoren unterscheiden sich
in ihrer Regulation und Expression, und was besendéchtig ist, Rezeptorsubtypen

verschiedener Untereinheitenzusammensetzung wersjegrifisch in  bestimmten

Hirnregionen exprimiert (Sieghart und Olsen, 200&&g sind viele Substanzen (u.a.
Benzodiazepine, Barbiturate, Anasthetika und Nearogle) bekannt, die als

allosterische Modulatoren des GARARezeptors wirken (Akabas, 2004).

Da sie im Nervensystem weit verbreitet sind, spi€lABAs-Rezeptoren eine wichtige
Rolle in allen physiologischen Hirnfunktionen undemken als Targets fur viele
Arzneistoffklassen, sowohl zur therapeutischen Amdug. als auch in der Forschung
(Sieghart und Olsen, 2008a).

1. 3.2. Einfluss der Untereinheitenzusammensetzungon GABAa-Rezeptoren auf

synaptische und extrasynaptische Ubertragung

Viele Faktoren beeinflussen den Typ des durch GAB&Zxeptoren vermittelten

inhibitorischen postsynaptischen Potentials (IPS@® Anzahl der GABA-Rezeptoren



an der Synapse, die Zusammensetzung der Rezepgi@imhieiten (beeinflussen die
Kinetik), der Phosphorylierungszustand des Rezsptdie unterschiedliche Regulation
der synaptischen und extrasynaptischen Rezeptadas, Cl-Umkehrpotential, die
Ausschittung von GABA in den synaptischen Spalt whd Modulation durch

Neuromodulatoren (Goetz et. al, 2007).

Eine typische GABA-Freisetzung betragt 0,3-1,0 midpei der Stimulus in weniger als
1ms erfolgt (Mody und Pearce, 2004). Unter diesasravssetzungen werden alle
synaptischen GABA-Rezeptoren besetzt und es erfolgt eine maximaksvém Dabei
beeinflusst die Untereinheitenzusammensetzung dinu@yscharakteristika der
Rezeptoren, weiters wie schnell es zu Deaktivienumg) Desensibilisierung kommt und
welche Effekte allosterische Modulatoren an den @ABRezeptoren ausiben. GABA
kann aus dem synaptischen Spalt diffundieren. éseain Bereich liegt GABA ipM-
Konzentrationen vor. Diese GABA-Konzentrationendsuorallem entscheidend fir die
sehr GABA-sensistive Rezeptoren (Goetz et. al, 200¥a beispielsweise die
Empfindlichkeit vona;f3- und a;f35-Rezeptoren signifikant hoher (B{Qiegt ca. bei 2
bzw. 3,5uM) als die Empfindlichkeit voru;psy,-Rezeptoren ist (Efg betragt ca. 13
uM) (Fischer und Macdonald, 1997). Diese Rezeptdymdn konnen daher auch von
diffundierender GABA aktiviert werden. In diesemllFgapricht man von tonischer
Aktivitat der GABAx-Rezeptoren (Mdhler, 2006).

Die kinetischen Eigenschaften der GABRezeptoren hangen ebenfalls von seiner
Untereinheitenzusammensetzung ab. Drei verschieki@etische Prozesse steuern den
zeitlichen Ablauf der GABA-induzierten ChloridstrémAktivierung, Desensibilisierung
und Deaktivierung des Rezeptors. Wahrend der Adtivig (Bindung des Agonisten an
den Rezeptor) kommt es zu einer schnellen Erhodengtromstarke, da der Kanal sich
offnet. Im nachsten Schritt kommt es, obwohl deo#igt noch immer an den Rezeptor
gebunden ist, zu einer Abnahme der Stromstéarke.seDidPhase wird als
Desensibilisierung bezeichnet und ist vor allem wileld charakterisiert, dass der
Rezeptor nicht erneut aktiviert werden kann und isamempfindlich gegentber dem
Agonisten erscheint. Deaktivierung beschreibt dm#@hme der Stromamplitude, nach

der Abdissoziation des Agonisten vom Rezeptor (Gettal, 2007).

-10 -



So spielt beispielsweise das Vorhandensein eingem Untereinheit( oderd) eine
wichtige Rolle bei der Aktivierung. Es konnte gegeiverden, dassifs- und a;f306-
Rezeptoren langsamer aktivieren al$sy,-Rezeptoren (Haas und Macdonald, 1999).
Auch diea-Isoform hat einen Einfluss auf die Aktivierung deszeptors (Goetz et al.,
2007), so offneryPiy.-Rezeptoren schneller als digB;y,-Rezeptoren (Lavoie et al.,
1997). Desensibilisierung wird ebenfalls durch diatereinheitenzusammensetzung
beeinflusst (Goetz et. al, 2000)B3- und a,B3y.-Rezeptoren desensibilisieren schneller
und vollstandiger als dieyps:d-Rezeptoren (Haas und Macdonald, 1999). Bie
Untereinheit vermindert die Geschwindigkeit und Aasmal3 der Desensibilisierung. Da
die 6-Untereinheit hauptséchlich extrasynaptisch undspeaptisch lokalisiert wurde, ist
es wahrscheinlich, dass ihre limitierte Desengigitung und hohe Empfindlichkeit fur
GABA bei der tonischen Inhibierung von Bedeutusig Die a-Untereinheit spielt auch
bei der Deaktivierung eine wichtige Rolle.a,Bsy>-Rezeptoren werden sechs- bis
siebenmal langsamer deaktiviert als das beiodfgy,-Rezeptoren der Fall ist (Goetz et
al., 2007).

1.3.3. Verteilung der Untereinheiten im Gehirn und die Haufigkeit einzelner

Rezeptor-Subtypen

Die ausay, B2 undy, aufgebauten Rezeptoren kommen in GABAergen Inteomen im
Hippocampus und anderen Hirnregionen vor, und tesesnutlich der am haufigsten
(siehe Abb. 5) vorkommende GABARezeptorsubtyp im Gehirn (Sieghart und Olsen,
2008a).

az- und az-Untereinheit inkorporierende Rezeptoren kommenigenhaufig vor und
werden vor allem in Hirnregionen exprimiert, in dar; fehlt oder selten vorkommit.
Die a,- und az-Untereinheiten werden oft gemeinsam fhtundy, exprimiert, z. B. in
Pyramidenzellen des Hippocampusfty.) und in cholinergen Neuronen im basalen
Vorderhirn 3pzy2) oder in auch in der Amygdalai,@ny2) (Mohler, 2006). Deros-
Rezeptor ist der in monoaminergen und cholinergenrdbhen im basalen Vorhirn am
haufigsten vorkommende Rezeptorsubtyp (Gao €1293).

-11 -



as-Rezeptoren werden im Gehirn weniger haufig exmitni mit Ausnahme vom
Hippocampus, wo sie etwa 15-20 % aller Diazepansiteean GABAx-Rezeptoren

ausmachen. Sie kommen vorwiegend in Kombinatiorgniindy,-Untereinheiten vor.

as-Rezeptoren sind v.a. im Thalamus und Gyrus desitaiuinden. Etwa 30-50 % aller
GABAAa-Rezeptoren der Granulaschicht im Kleinhirn endralis-Untereinheiten. Der

Grol3teil demg-Rezeptoren exprimiert augh-Untereinheit in der Kombinatiomso,32».

d-Untereinheit kommt in extrasynaptischen Rezeptoman Cerebellum und Gyrus
dentatus vor. Diese Rezeptoren sind wegen ihrerermohffinitat fir GABA und
langsamen Desensibilisierug fur tonische Inhibigruarantwortlich (Mdhler, 2006).

|

TONIC /’_ _J,' L —
(_ GaBA )
o pd —
et 880, ":‘t'l'.ﬂiﬁ"fz
PHASIC

Abbildung 6. Phasische und tonische GABAerge Inhibierung (Gee#., 2007)
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Zusammensetzung

Haufigkeit
einzelner

Rezeptor-Subtypen

Vorwiegende
Regionale und
neuronale

Lokalisierung

Subzellulare

Lokalisierung

alp2y2 60% aller GABA- Grol3hirnrinde, Synaptisch (Soma
Rezeptoren; Hippocampus, und Dendriten) und
Cerebellum, extrasynaptisch in
Amygdala, allen Neuronen mit
Hirnstamm, usw. | hoher Expression
a2p3y2 15-20% GrofZhirnrinde, Hauptséachlich
Hypothalamus, synaptisch
Amygdala, usw.
a3pny2 10-15%; GrofZhirnrinde, Hauptséachlich
Hippocampus, synaptisch
Amygdala,
Kleinhirn...
adpnd < 5%; Gyrus dendatus, Extrasynaptisch
Thalamus
a5p3y2 < 5%; Hippocampus Synaptisch und
(Pyramidenzellen),| extrasynaptisch
GrofZhirnrinde,
Hypothalamus,
Amygdala, usw.
abp2,3y2 < 5%; Kleinhirn Synaptisch und

extrasynaptisch

Tabelle 1.Verteilung der Untereinheiten im Gehirn und dieufigkeit einzelner Rezeptor-
Subtypen (Mohler, 2006)
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a1,

sy,

Abbildung 7. Vorkommen der GABA-Rezeptor Subtypen im Gehirn (Nutt, 2006)

1.3.4. Die GABA-Bindungsstelle

Wie alle anderen lonenkanale wandeln auch GAB&zeptoren chemische Signale in
elektrische Signale um. In weniger als einer Malksnde binden zwei GABA-Molekiile
zwischeno- und B-Untereinheiten (Baumann et al., 2003; Kash et2Q4). Dadurch
kommt es zu einer Konformationsanderung des Rezeptad zur Offnung des Kanals
(Baumann et al., 2003). Die Bindungstasche befinsieh in der extrazellularen
aminoterminalen Domé&ne (Holden-Kloda und CzajkowskD07). Die GABA-
Bindungstelle wird von 6 Loops von der und -Untereinheit gebildet. Die Loops A, B
und C werden von dg-Untereinheit zur Verfiigung gestellt, wahrend Lo@p< und F
von dera- Untereinheit gebildet werden (Ernst et al., 2003)

Auf diesen Loops wurden in den letzten Jahren eaiiie Aminosauren identifiziert, die
die GABA-Wirkung wesentlich beeinflussen. Diese teelsdnnen entweder direkt mit
GABA in Kontakt treten, die Strukutr der Bindungdlt per se aufrechterhalten oder
auch durch Bindung des Agonisten induzierte lokidtenformationsdnderungen zur
Aktivierung oder Desensibilisereiung weiterleiterlo(den-Kloda und Czajkowski,
2007).
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Loop A umfasst die Region zwischen den Aminosa#m92-D101. Leucin in Position
99 und Tyrosin in Position 97 kleiden die GABA-Burdysstelle aus (Boileau et al.,
2002). Loop B umfasst den Bereich zwischen 1154 Dd&3 derf3,-Untereinheit.[3-
Strang 9, Loop 10 und der Anfang vdsStrang 10 bilden den Loop B,T160 und
32D163 kleiden die GABA-Bindungsstelle aus. Die E15989Gtation beeinflusst sowohl
das Gating als auch das Binden des Agonisten (Nleaedl., 2004) Der V199-S209
Bereich def3,-Untereinheit bildet den Loop C. Die AminosaureeeS204, Y205, R207
und S209 sind der Bindungsstelle des Agonistenweagedet. Im Gegensatz dazu stehen
die Aminosauren F200, S201, T202 und G203 bei deduhg des Agonisten nicht im
direkten Kontakt mit dem Agonisten. Wenn sie jedoultiert werden, verandert sich die
Empfindlichkeit far GABA gravierend. Loop C durckht die gesamte GABA-
Bindungsstelle. Aul3erdem zeigt dieser Bereich kemegulare Sekundarstruktur;
maoglicherweise handelt es sich hier um eine erweité&/indung (coil) oder um einen
Loop (Wagner and Czajkowski, 2001). Nach dem Bindes Agonisten bewegt sich
Loop C nach innen zum Loop E (Unwin et al. 2002tieCet al. 2004, Law et al. 2005).
Der Bereich voru; Y59 bis K70 umfasst den Loop D. Es wurde bewiedass F64, R66
und S68 die wichtigsten Aminoséauren fir das Andocken GABA sind (Boileau et al.
1999).

Loop E wird vom Bereiclu;M113-L132 gebildet. Der Loop E berihrt Giber einer &1
Aminosduren bestehenden Rest den Loop A der Beszepinbindungstelle. Die
folgenden im Loop E vorkommenden Aminoséureresfél15, o;L117, 07129 und
a1R131 sind fur das Binden von GABA wichtig (Klodada@zajkowski, 2006).

Loop F- vom Bereichw; P174-D91 gebildet- ist wenig konserviert in Unteheiten des
GABAAa-Rezeptors. Fiur das Binden von GABA sind V178, V1&@d D183 von
Bedeutung. Der Loop F weist eine sog. ,random c8adkundarstruktur auf (Newell und
Czajkowski, 2003)Liganden deB,/a;i-Bindungstelle wirken allosterisch und induzieren
ebenfalls Konformationsdnderungen im Loop F @lerund y,-Untereinheiten. Bis jetzt
konnte nicht bewiesen werden, ob Loop F beim @aton Bedeutung ist (Wang et al.,
2010).

Mehrere Regionen im GABARezeptor spielen eine wichtige Rolle bei der Bimgldes

Liganden an die extrazellulare Bindungsstelle. Deldwvird die Konformation geandert,
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sodass die Kandle geotffnet werden. Loop 2, LoopL@ep 9 und pra-M1 im
extrazellularen Bereich und das extrazellulare Ewole M1 sowie das extrazellulare
Ende von M2 und M2-M3- Region (Jlinker region’) din an diesen
Konformationsanderungen beteiligt (Kash et al.,20ercado und Czajkowski, 2006).
Die grofite Bedeutung wird dgsra-M1-Region deraj-Untereinheit zugeschrieben
(Mercado und Czajkowski, 2008).

Studien bewiesen den Zusammenhang zwischen der GABM&d der
Benzodiazepinbindungsstelle. Wenn z. B. Flurazepanden GABA-Rezeptor bindet,
kommt es zur Konformationsanderung der GABA-Bindstglle (Holden-Kloda und
Czajkowski, 2007).
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1.4. Modulatoren von GABAs- Rezeptoren

1.4.1. Benzodiazepine

Im Jahre 1957 entdeckte Leo Sternbach durch einéadl £ine neue Substanzklasse: die
Benzodiazepine. Die erste entdeckte Verbindung @halordiazepoxid. Sechs Jahre
spater, 1963, wurde ebenfalls von Sternbach Diamepdalium®), der bekannteste
Vertreter dieser Substanzklasse, entwickelt (OngnsR005) Die therapeutisch
vorrangigen Effekte der Benzodiazepine sind SedgruAnxiolyse, antikonvulsive
Wirkung und Muskelrelaxation (Goetz et al., 200Z). bekanntesten Vertretern dieser
Arzneistoffklasse gehoren Diazepam, Triazolam, Madam, Clobazam und

Flunitrazepam.

Diazepam Flurazepam

Abbildung 8. Diazepam und Flurazepam

1.4.1.1. Benzodiazepin- Bindungsstelle

Benzodiazepine binden ausschliel3lich ofiy- Rezeptoren (e.gaifays-, ooP2y2- oder
a1Psy2-Rezeptoren) (Goetz et al., 2007), wobei sich drelBngstelle zwischea- undy-
Untereinheit befindet (Sigel und Buhr, 1997; Wingrcet al., 1997; Ernst et al., 2003;
Ogris et al., 2004). Nicht alle Untereinheitskonatianen sind gleich empfindlich, so
werden bespielsweisgpy,- oderosfy,-Rezeptoren nicht von Benzodiazepinen moduliert
(Goetz et al., 2007). Interessanterweise weisesediezeptorsubtypen aber eine hohe
Affinitat fir Flumazenil, Ro15-4513 sowie Bretazeswf (Korpi et al., 2002). An ded

Untereinheiten enthaltenden Rezeptoren sind Beazegine unwirksam. An die
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Benzodiazepinbindungsstelle binden nicht nur diassischen Benzodiazepine, wie
Diazepam und Flunitrazepam, sondern auch Substadeezu Benzodiazepinen keine
chemische Verwandschaft besitzen, z. B. das Immpamtin Zolpidem. Abhangig vom

Liganden vermittelt die Benzodiazepinbindungstellmterschiedliche Wirkungen.

Benzodiazepinantagonisten, wie Flumazenil, hemrogrokl Agonisten als auch inverse
Agonisten. Klinisch wird Flumazenil bei der Benzamkpin-Intoxikation verwendet
(Goetz et al., 2007).

Die Benzodiazepinbindungstasche selbst ist grolsedia GABA-Bindungstasche. Sie
berthrt den Cys-Loop derUntereinheiten (Goetz et al., 2007). Die Empfickkeit des
GABAA-Rezeptors fur Benzodiazepine héngt von dieseneheidntereinheiten ab.
Obwohl diep-Untereinheit fiur die Expression von Rezeptorerweodig ist, beeinflusst
sie nicht die Sensitivitit des Rezeptors fir Berazepine. Die klassischen
Benzodiazepine binden bevorzugt an Rezeptoreny,di¢- und eine der folgendem
Untereinheiteru, ay, oz oderos enthalten (Olsen und Sieghart, 2008b). An Rezeptor
die eine y;- (Sieghart, 1995; Khom et al., 2006) oder eigi&Intereinheit inkorporieren,
zeigen Benzodiazepine eine reduzierte Wirkung (&g 1995; Hevers und Luddens,
1998). Aminoséaurereste an Loops A, B, C, D und DlemKontaktstelle zwischen und
y-Untereinheit beeinflussen die Bindung, Wirkstarkend Wirksamkeit der

Benzodiazepine (Goetz et al., 2007).

Abbildung 9. Ein Modell des GABA-Rezeptors; a) Hydrophile Pore des Rezeptors; GABRH
Benzodiazepin-Bindungsstelle b) Eine Seitensicht@aBAs-Rezeptors; die Benzodiazepin
Bindungsstelle befindet sich zwischemundy-Untereinheit (Ernst et al., 2003)
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An der a-Untereinheit wurden mehrere fur die Bindung vomBsdiazepinen wichtige
Aminoséaurereste identifiziert. Am Loop A spielt ddrstidinrest in Position 101 eine
wichtige Rolle. Am Loop B sind 3 Aminoséuren besarsdwichtig: Glycin in Postion
157, Tyrosin in Position 159 sowie Threonin in Bosi 162. Loop C enthielt mehrere
Aminosauren, die an der Bindung des Liganden hgteind: G200, V202, S204, S205,
T206, Y209 und V211. Am Loop D derUntereinheiten sind F77, A79 und T81 wichtig.
Methionin in Position 130 des Loop C detntereinheiten tragt bei der Bindung von
Benzodiazepinen entscheiden bei (Hanson et al8)200

Abbildung 10. Model des GABA-Rezeptors; A- GABA-Bindungsstelle; B- Benzodiazepi
Bindungsstelle; die Aminoséaurereste, die in der @ABnd der Liganden-Bindungstasche
identisch bzw. homolog sind, sind in derselben Ealdrgestellt; Als Folge der Bindung des
Liganden, kommt es zur Konformationsanderung deB&Bindungsstelle (Sigel und Bubhr,
1997).

Der Austausch von Phenylalanin durch Isoleucin asit®en 77 dery,-Untereinheiten
fuhrt dazu, dass Zolpidem, DMCM und Flumazenil bichehr binden, wahrend
Flunitrezepam weiterhin eine starke Affinitat fliese Rezeptoren zeigt (Buhr et al.,
1997; Wingrove et al., 1997; Goetz et al., 200 Her®¥lalanin in Position 77 det-
Untereinheiten ist homolog mit F64 derUntereinheit. Phenylalanin in Position 64 der
az-Untereinheit ist ein wichtiger Teil der GABA-Bindsstelle. Methionin in Position
130 der y,-Untereinheiten ist fur die Bindung von Flunitraaep Triazolam und
Clonazepam, jedoch nicht fur die Bindung von Fluemalzoder MethylB-carbolin-3-

carboxylat verantwortlich. M130 beeinflusst niché &Virksamkeit der Benzodiazepine
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(Wingrove et al.,, 1997). Diese Aminosaurereste nokfn sich in den N-terminalen

Domaé&nen dew- undy-Untereinheiten (Goetz et al., 2007).

M4

N c
1 - T —
64 101 120 159 206 209

ol . IDVEFRQ...TFFHNGK.. .NKLLRIT...FGSYAYTRA... QSSEGE¥VVM...

157 160 202 205

p2 .. LTMYFQQ...TYFLNDK...NRMIRLH...IESYGYITD.. . VFSEGSNPRL...
7 130

12 ...IDIFEFAQ... TFFRNSK...NRMLRIW.. . FSSYGYPRE... KTTSGDYVVM.._.

Abbildung 11. Homologie der Aminosaurereste, die die BindungAtgsnisten und die

1
¥2
¥3

71
2
3

Modulation des Rezeptors beeinflussen (Sigel wiarBL997)

#* * * * o .
35 . .sLigGYDNEKELRPDIGVTrPTVIeTDVYVNSIGPVAdpINMEYTIDI|ifFAQTWEDSRLEFNSTMEVL
33 . .nL1eGYDNKLRPDIGVkKPTLIIhTDMYVNSIGPVNaINMEYTIDIfIFAQmMWYDIRLEFNSTLEVL
3% .. kLlreYDKkKLRPDIGikPTVIdvDiYVNSIGPVssINMEYqQIDI|[flIFAQTWEtDSRLrFNSTMEKILIL
[ ] ® K L L] *
9 MLNSHNMVGKIWIPDTFFRNSCrEKEsDAEHWITTPNR|LLRIWNDGRVLYTLRLTINAECYLOLHNFP . ..
99 rLNSNMVGEKIWIPDTFFRNSKKaDAHWITTPHNRMLRIWNDGRVLYSLRELTIAAECQLQLENFE . ..
MM tLNSHMVGLIIWIPDTiIiFRNSktaeAHWITTPHGULRIWNDGKLILYTLRLTINAECQLQLHNFP. ..

Abbildung 12. Zusammensetzung (Aminosaurensequenz) humaner2- undy3- Untereinheit.
Die Aminosaurensequenz zwischen N33 (Asparagin)Rk&D (Prolin) dey2- Untereinheitnd
der Vergleich den anderen zweUntereinheiten mig,). In Blockschriftkonservierte Sequenzen;

* Aminosaurereste, die nur ig- undys-Untereinheit vorkommer ®, Aminosaurereste zwischen
v2Q80 (Glutamin) ung,P159, die iny,-Untereinheit nicht gleich sind wie in- undys-
Untereinheit (unabhangig davon, ob sich diese Regte undys-Untereinheit unterscheiden
oder nicht)KastchenpPositioneny,179/,F77 undy;L132/,M130 (Wingrove et al., 1997)
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1.4.1.2. Wirkmechanismus

Benzodiazepine und analoge Verbindungen verstarden hemmende Funktion
GABAerger Neurone. Durch Interaktion von Benzodmze mit ihren Bindungsstellen
wird die Affinitdt von GABA zu deren Bindungsstellerhoht. Die Benzodiazepine
steigern somit durch allosterische WechselwirkurmgBindungsfahigkeit von GABA zu
ihren Rezeptoren und verstarken dadurch die GABAk¥Mg. Diese Wirkung kommt
dadurch zustande, dass die Offnungswahrscheinlichée Chloridkanalen erhoht wird,
wodurch vermehrt Chloridionen in die Zelle einstgim{Serfozo und Cash, 1992; Lavoie
und Twyman, 1996). Dieser Effekt entspricht einen@hme der Affinitat von GABA flr
den Rezeptor, die sich in einer Linksverschiebuaigbsis-Wirkungs-Kurve fir GABA
widerspiegelt (Baburin et al., 2008). Der verstérkinstrom von Chloridionen fuhrt zu
einer Hyperpolarisation der entsprechenden Zellénder Folge einer verminderten
Erregbarkeit (Mutschler et al., 2008; Tan et all 20

Innerhalb der GABA-aktivierten Synapsen ist dieehitat der Benzodiazepinwirkung
nicht einheitlich. In Synapsen, die eine niedrigenkentration von GABA enthalten, ist
die Verstarkung des GABARezeptors durch Benzodiazepine sehr viel starker
ausgepragt als in Synapsen, in denen die G&BRAzeptoren durch eine hohe

Konzentration von GABA nahezu maximal aktiviertdsin

Wéahrend Benzodiazepine eine schwache GABA-Antwerstarken, wird ein starker
GABA-induzierter Strom nicht Gber das physiologscMaximum hinaus verstarkt
(Selbstlimitierung). Diese Qualitat der Wirkung lérk vermutlich, warum die Wirkung
der BZD selbst bei hohen Dosen nicht lebensbediolidit (es sei denn in Kombination
mit anderen Sedativa) (Forth et al., 2005). Im Geg& zu BZD sind z. B. Barbiturate,
Neurosteroide und Mefenaminsaure in der Lage derBAyARezeptor direkt zu
aktivieren (Coyne et al., 2007).

Eine Spezifizierung der Benzodiazepinwirkung erglsth auch aus dem Ausmald der
Besetzung von GABARezeptoren mit Benzodiazepinen. Anxiolytische Wirgen
werden schon mit niedrigen Dosen von Benzodiazepimesgelost, wahrend hohere

Dosen fir die muskelrelaxierende und hypnotischekitdig erforderlich sind und sehr
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hohe Dosen zur Unterdriickung eines Status epileptiotwendig werden (Forth et al.,
2005).

1.4.1.3. Toleranzentwicklung

Benzodiazepine kdénnen bei Anwendung als Hypnotder d ranquillantien/Anxiolytika
zur psychischen schlief3lich sogar physischen Abéeg fihren. Die Benzodiazepin-
Abhangigkeit kann sich bei regelmaldiger Einnahmeemigen Wochen ausbilden. Der
Abhéangige sucht die beruhigende und euphorisier&vidieung. Bei Gewdhnung treten
im Laufe der Zeit haufig nicht mehr sedativ-hypeokie, sondern erregende Wirkungen
auf. Es kommt zur Abnahme der Selbstkontrolle, Kimszentrationsvermdgens sowie zu

Ataxie, Tremor und vegetativen Dysfunktionen.

Psychische Abhangigkeit wird nach abruptem Absetdeinch zum Teil schwere
Entzugserscheinungen mit Delir und Krampfen erkannt{Ahnlichkeit zum
Alkoholentzug), in anderen, sich langer hinziehen&éllen durch subjektiv quélende,
insbesondere  visuelle = Wahrnehmungsstorungen. In d&egel treten
Entzugserscheinungen je nach Halbwertszeit des d8&epins oder aktiver
Metaboliten 2 bis 10 Tage nach dem Absetzen aufda@rn ca. 5 Tage bis 2 Wochen.
Entzugssyndrome motivieren haufig zum Wiedergeliraran Benzodiazepinen, allein
um den Entzug zu kompensieren.

Diese Entzugssymptomatik unterscheidet sich déwutlmn der Absetzsymptomatik bei
noch nicht physisch Abhangigen. Hierbei kann esRmhelosigkeit, Schlafstérung und
Angst kommen, die in der Regel nur einige Tage aada wenn es sich nicht um die
origindre Krankheitssymptomatik handelt. Somit k&mnnach Absetzen dieselben
Phanomene beobachtet werden, die Anlass zur Eirmalom Benzodiazepinen waren.
Die oben geschilderten Entzugserscheinungen dagegaen vor Einnahme der
Benzodiazepine noch nicht vorhanden. Langere Emealon Benzodiazepinen fuhrt zur
Toleranz. Ursache der Toleranz sind Adaptionsvayggan im  Gehirn
(pharmakodynamische Toleranz), nicht der schnellbbaty (pharmakokinetische
Toleranz). Die sedierende und antikonvulsive Wikkuésst deutlicher nach als die

anxiolytische Wirkung (Forth et al., 2005). Wichisl), dass nicht nur ein Rezeptorsubtyp
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fur die Toleranzentwicklung gegen Benzodiazepineamsvortlich ist, so wird die
sedierende Wirkung von Diazepam durefiRezeptoren vermittelt, wahrend fir die
Toleranzentwicklung sowoht;- als auchas-Rezeptoren verantwortlich (Mohler, 2006,
Tan et al., 2011).

Bei der Uberwiegender Mehrzahl der Abhangigen falitrdings der Zwang zur Dosis
Steigerung (,low dose dependency”), es tritt aliee &€ntzugssymptomatik bei Absetzen
auf. Umgekehrt kann es zu ,high dose dependency“pbévalenter Abhangigkeit
kommen (Forth et al., 2005).
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1.4.1.4. GABA-Rezeptor Subtypen vermitteln die verschiedenen Egkte der

Benzodiazepine

Die klassischen Benzodiazepine, wie z.B. Diazepanh Elunitrazepam (siehe Abb. 7),
interagieren bevorzugt mit Rezeptoren, die @fly,, 02py2, aspy2 oderasfy, aufgebaut
sind. Sie zeigen keine Wirkung ag und ag bzw. geringere Wirkung an den undys
enthaltenden Rezeptoren. Die klassischen Benzqgaisekonnen zwischen den
Bindungsstellen verschiedener GABRezeptoren nicht unterscheiden, aber es wurden
im Laufe der Zeit einige Verbindungen entwick&ie z. B. Quazepam, Cinolazepam
und Zolpidem, die hauptsachlich anpy>-Rezeptoren binden. Der Groliteil dieser
Verbindungen zeigt auchn vivo sedative und hypnotische Wirkungen. Andere
Verbindungen, z. B. TPA023 (7-(1,1-DimethylethylBethyl-2H-1,2,4-triazol-3-
ylmethoxy)-3-(2-fluorophenyl)-1,2,4-triazolo[4,34bjridazin), zeigen eine gewisse
Selektivitat furoPBy,- und a,fy,- Rezeptoren und daher auch anxiolytische Wirkung.
Eine der wenigen nicht-sedierend, anxiolytisch wefirten Substanzen, die keine

Selektivitat zu, zeigt, ist Ocinaplon.

Wie bereits erwdhnt, benttigen die klassischen &#iazepine fur die Bindung an den
Rezeptor ein Histidin in Postion 101 det-Untereineheit. Mutiert man dieses Histidin
gegen ein Arginin (Aminosaure in korrespondiereniesition in der4-Untereinheit)

werden Rezeptoren mit mutierietUntereinheit nicht mehr von Diazepam moduliert.

Tragen nun Mause diese Mutation und vergleicht mi@nEffekte von Diazepam an
diesen Tieren mit nicht-mutierten Mausen, kann raahdie Bedeutung der einzelnen
Untereinheiten schliel3en (nach Diazepamgabe sistihiiate Benzodiazepin-vermittelte
Effekte schwacher ausgepragt oder fehlen vollstggn@Rudolph et al., 1999; Mdbhler,
2006; Sieghart und Olsen, 2008a). So konnte gexepgtlen, dassy-Rezeptoren flr
sedative Wirkung, anterograde Amnesie und zum dh fur anticonvulsive Wirkung
von Diazepam verantwortlich sind. Die anxiolytiscéirkung von Diazepam wird
vorwiegend Uben,-Rezeptoren ausgetibt und wenn viele Rezeptorerzbesed, auch
Uber az-Rezeptoren.o,-Rezeptoren sind auch fur die Muskel-relaxierendekimg

verantwortlich (Sieghart und Olsen, 2008a).
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Die a,-Rezeptoren sind im zentralen Nucleus der Amygbakannt. Die Amygdala ist
der Schlisselbereich fur die Kontrolle von Emotiania diesem Bereich werden keine

a3-Rezeptoren exprimiert (M6hler, 2006).

Wirkungen von | al a2 a3 ab v2 p2 B3 )

Benzodiazepinen

Sedierung + - - - +
Anxiolyse - + -/+ -

Amnesie + +
Muskelrelaxation | - +

Motorische - - -

Beeintrachtigung

Antikonvulsive + - - -

Wirkung

Verstarkung der | - +
Wirkung von
Ethanol

Anasthetische + + + +

Wirkungen

Angst +

Lernen/ + +

Gedéachtnis

Analgesie +

Tabelle 2 Wirkungen der Benzodiazepine an GABRezeptor Subtypen (Nutt, 200Bnabl et
al., 2008)
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1.4.1.4.1. Sedierung

Oft wird Sedierung als Ersatzmarker fur hypnotisélkévitat verwendet. Die sedierende
Komponente der Benzodiazepine, die durch die Remukbkomotorischer Aktivitat
gemessen wird, ist dem;-Rezeptor zuzuordnen. Diazepam Uubt keine sedierende
Wirkung bei Mausen mit der Punktmutatiamy(H101R)] aus. Liganden, die bevorzugt
eine Affinitat fir ay-Rezeptoren zeigen, wie z. B. Zolpidem und Zaleplsarden als
Hypnotika eingesetzt. Die durch klassische Benzagime verursachten Unterschiede in
der Schlafarchitektur (die Unterdrickung des REMi&s) und den EEG-
Frequenzprofilen (Reduktion der langsamen Schld@nelErhohung der schnellef
Frequenzen) sind nicht auf-Rezeptoren zurlickzufihren. Weng-Rezeptoren durch
die Punktmutationd(H101R)] unsensibel fir Diazepam gemacht werdengdere die
Diazepam induzierte Unterdriickung vé&Wellen, die Erhéhung der schnellpivellen

im Non-REM-Schlaf und die Diazepam induzierte Ennddp der6-Wellen im REM-
Schlaf stark abgeschwéacht (Méhler, 2006).
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1.4.2. Z-drugs

Trotz der vielen Nebenwirkungen der Benzodiazepiaeterograde Amnesie, hohes
Abhangigkeitspotenital usw. siehe auch Tan ef8ll1) werden sie auch heute noch am
haufigsten in der Therapie von Schlafstorungen esatyt. Eine neue Gruppe von
sedativ-hypnotisch wirkenden GABARezeptor Liganden ohne Benzodiazepin-
Partialstruktur (die sog. Z-drugs: Zolpidem, Zateplund Zopiclon) zeigen eine hdhere
Selektivitdt fur o;-Rezeptoren. Folglich haben sie auch weniger Nelvknmgen
(Crestani et al., 2000).

Zaleplon, Zolpidem und Zopiclon sind chemisch nightwandt. Diese drei Arzneistoffe
unterscheiden sich in der Bioverfugbarkeit, dem t&kmgsvolumen und der
Eliminationshalbwertszeit. Zaleplon wird schnelinehiert. Im Vergleich dazu werden
Zolpidem und Zopiclone langsamer eliminiert, sodass zu protrahierten Effekten
kommen kann. Das kann die Ursache fir residualée&edy und Nebenwirkungen sein.
Jedoch kodnnen Zolpidem und Zopiclon auch in der ebtderapie der Insomnie
eingesetzt werden (da es weniger oft zum Aufwach@&mmt). Obwohl die
Bioverfugbarkeit von Zaleplon bei 30% und von Zdgin und Zopiclone bei 70% liegt,
sind die therapeutischen Dosen gleich. Der Grurfdrdat die hohe Wirkstarke von
Zaleplon (Dover, 2004). Psychomotorische Funktiome Gedéachtnis sind bei der
Anwendung der Z-drugs weniger beeintrachtigt als lber Anwendung von
Benzodiazepinen. Zolpidem und Zopiclon sind eine @ption in der Dauertherapie der
Insomnie, da sie nur wenig Abhangigkeitspotentidvaisen und weil es nur langsam zu
Toleranzentwicklung kommt. Da die Z-drugs eine mmale respiratorische Depression
verursachen, sind sie bei Patienten mit respistban Erkrankungen zu empfehlen
(Wagner und Wagner, 2000). Zolpidem wirkt selekéim den a;-Rezeptoren. Der
Austausch von Phenylalanin durch Isoleucin in Rmsi77 dery,-Untereinheit fuhrt
dazu, dass Zolpidem an den Rezeptor nicht mehehikdnn (Cope et al., 2004).

Zaleplon ist ein Pyrazolopyrimidin-Derivat, das zBehandlung von Patienten mit
Schlaflosigkeit und Einschlafstérungen zugelassarde: In Tierexperimenten konnten

alle von Zaleplon-induzierten durch Applikation déenzodiazepin-Antagonisten
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Flumazenil aufgehoben werden. Nach peroraler Aufrealvird Zaleplon schnell und
nahezu vollstandig resorbiert, wobei ein maxim&lkEsmaspiegel nach ca. einer Stunde
erreicht wird. Die absolute Bioverfligbarkeit liclggi etwa 30 Prozent. Zaleplon wird
schliel3lich vorwiegend (ca. 70 Prozent) Uber demnHausgeschieden. Nur etwa 30%
Prozent werden uber die Faeces eliminiert. Zaleplod wie die meisten Arzneistoffe
Uber das Cytochrom P 4503A4-System, metabolisiatier sind Wechselwirkungen mit
Substanzen, die ebenfalls tGiber dieses Enzymsysetaboiisiert werden, mdglich.
Zaleplon hat eine Halbwertszeit von etwa 1 Sturtdher gibt es im Gegensatz zu
anderen Sedativa wie z.B. Flurazepam, Zolpidemazbiam oder Zopiclon keine
Hinweise fur eine psychomotroische Beeintrachtigangnachsten Tag. Weiters kommt
es nach Zaleplon-Gabe zu keiner Veranderung dbaffmfils wie auch zu keiner
Reduktion des REM-Schlafes (diese treten vorwiegandier zweiten Nachthalfte auf).
AulRerdem tritt nach dem Absetzen von Zaleplon keigaifikante Rebound-Insomnie
auf. Auch nennenswerte Entzugserscheinungen komitbhbeobachtet werden (Schulz,
2000).

Zopiclon ist ein sedierend-hypnotisch wirkendes IQygrrolon, das seit 1987 auf dem
Markt ist. Eszopiclon ist der S-Isomer von Zopicldlach der oralen Verabreichung wird
Zopiclon  schnell resorbiert und im Korper verteilt.Die maximalen
Plasmakonzentrationen werden 1-1,6 Stunden nach Veeabreichung von 3 mg
Zopiclon erreicht. Die mittlere Eliminationshalbwszeit betragt 6 Stunden. Die
Halbwertszeit steigt mit dem Alter; bei Patientén6® Jahren liegt sie bei ca. 9 Stunden.
Die pharmakokinetischen Eigenschaften von Eszopiclerden bei Patienten mit
Nierenversagen oder schwachen bis mittelschwerenberfinktionsstérungen
unbedeutend verandert. Jedoch sollte die DosisPh&enten mit starker hepatischer
Insuffizienz reduziert werden. In randomisiertenppelblinden, Placebo-kontrollierten,
bis zu sechs Monaten dauernden Studien wurde &stlje dass Patienten nach der
Dosis von 2 oder 3 mg Eszopiclon weniger Gber $stilaungen klagten. Diese Studien
zeigten, dass Zopiclon zu einer signifikanten Réda der Einschlafzeit, der Zahl des
Erwachens wéhrend der Nacht und der Dauer bis zuiedéheinschlafen nach
Aufwachen fihrt. Die Gesamtschlafzeit konnte vegkm und die Schlafqualitét
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verbessert werden. Studien bestétigten auch di&s@finkeit von Eszopiclon bei der
chronischen primaren Insomnie. Im Unterschied zunzBdiazepinen kommt es bei
Eszopiclongabe zu keinen signifikanten Anderungemsbg. slow-wave- und des REM-
Schlafs. Das Auftreten einer Insomnie nach dem #&lesevon Eszopiclon wurde in nur
einer Studie beobachtet. Die Unterbrechung der afherfihrte vor allem bei jingeren
Patienten zum Wiederauftreten der Insomnie. Stugéegen dass die Verabreichung von
Eszopiclon uber einen langren Zeitraum (bis zu 1éhdden) das Einschlafen und die
Aufrechterhaltung des Schlafs positiv beeinflussihne dass es dabei zur
Toleranzentwicklung kommt. Die haufigsten Nebenwitfen waren unangenehmer oder
bitterer Geschmack, Kopfschmerzen, Dyspepsie, Sdeng trockener Mund,
Schmerzen, Diarrhoe, Infektionen der oberen Atenaydgdarnwegsinfektionen und
Schwindel. Obwohl noch keine Studien veroéffenthvetirden, die die Abhangigkeit und
Suchtpotential von Eszopiclon bewiesen, zeigen biiparte Daten, dass Eszopiclon in
Dosen von 6 und 12 mg euphorisierend wirkt. Diesekidg ahnelt der Wirkung von 20

mg Diazepam bei Benzodiazepinsuchtigen.

Die verflugbaren Daten zeigen also, dass Eszopioloder Therapie der priméren
chronischen Insomnie effektiv und sicher eingesetztden kann. Es kam zur keiner
Toleranzentwicklung bei einer bis zur 12-monatigénwendung. Folglich kann
Eszopiclon nicht nur kurzfristig angewendet werdamdern auch bei Patienten, die eine
langere Behandlung brauchen (Monti und Pandi-Pd2087).
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1.4.3. Barbiturate

Deutscher Chemiker Adolf von Baeyer entdeckte 18@4Barbitursdure. Emil Fischer,
ehemaliger Assistent von Adolf von Baeyer, untengeicdann am Anfang des 20.
Jahrhunderts die hypnotische Wirkung von Barbi@arbitursaure-diethyl-ester). Er
fuhrte zahlreiche Experimente an Hunden durch wadhbdann im Januar 1903 diese
neue Substanz unter dem Namen Veronal® auf den tMark letzten Jahrhundert

wurden insgesamt mehr als 2500 verschiedene Martrdteser Wirkstoffklasse

synthetisiert (Lopez-Munoz et al., 2005).

Barbiturate wirken Uber GABARezeptoren, greifen jedoch an einer anderen
Bindungsstelle als die Benzodiazepine an. Sie wirkierch die Verlangerung der
Offnungszeit des Chloridkanals, haben aber keiriefiugs auf die Frequenz der GABA-
bedingten Offnungen des Kanals. In Konzentratioileer 50uM 6ffnen sie GABA--
Rezeptoren direkt (d. h. in Abwesenheit von GABA). htheren Konzentrationen
verandern sie die Desensibilisierung des Rezeptoteresanterweise sind sedativ-
hypnotisch wirkende Barbiturate, z.B. Pentobarhitad Phenobarbital (siehe Abbildung
12), auch an homooligomeren GARMRezeptoren, die entweder, -, y- oder 5-

Untereinheit enthalten, wirksam (Henschel et &08).

CHj
Abbildung 13. Strukturformeln ausgewahlter Barbiturate (Pentbital; Phenobarbital)

Die Empfindlichkeit des GABA-Rezeptors fur Barbiturate hangt unter anderemdemn
Aminosauren der TM2 Doméane ddf-Untereinheit ab. AnpzN265M mutierten

homomeren Rezeptoren ist Pentobarbital als alisstesr Modulator faktisch

-30 -



unwirksam, ebenso an homomefarRezeptoren (Cestari et al., 2000). Dagegen konnte
die agonisitische Aktivitat nicht von der Art d&tUntereinheit abhangig gemacht werden
(Hill-Venning et al., 1997; Sanna et al., 1995, @@a<t al., 2000). Studien gaN265M-
Mausen (Austausch von Asparagin durch Methioningtea, dass die narkotische
Wirkung von Phenobarbital ausschlie3lich durch [g§eJntereinheit inkorporierenden
GABAA-Rezeptoren vermittelt wird. Im Unterschied dazudwdie hypnotische Wirkung
von Phenobarbital nur teilweise durch diesen Rexepubtyp vermittelt (Zeller et al.,
2007).

GABAA-Rezeptoren, die aup-Untereinheiten aufgebaut sind, sind unempfindfich
Barbiturate (Korpi et al., 2002). Durch Austausatee einzelnen Aminosaure der TM3
Region p1W328) kann der homomere Rezeptor von Pentobarbitaduliert werden
(Amin, 1999). Ahnlich ist es auch bei dgs1(I1314S)-Mutation in der TM2 Domane.
Durch diese Mutation wird der Kanal fiir Pentobabitber nicht fir Propofol und
Pregnanolon empfindlich (Belelli et al, 1999). BEmpiterer Rest, der eine wichtige Rolle
bei der modulierenden und auch bei der agonistrsékgivitadt der Barbiturate (und
auch Propofol) spielt, ist ein Glycinrest im exgbzlaren Teil der TM1 Domane d@s-
Untereinheit (Carlson et al., 2000). Die Bindungske von Pentobarbital befindet sich
vermutlich in der Mitte der TM2 Domane (in Richtuegtrazellularer Raum). Welche
Aminoséauren fur die Bildung der Bindungsstelle baweh fir das Gating essentiell sind,
ist noch nicht vollstandig geklart und wird zur Z@itensiv untersucht (Korpi et al,
2002). In heteromeren Rezeptoren spieltntereinheit eine wichtige Rolle bei der
direkten Aktivierung durch Barbiturate (Fisher dt, d997), so sindug-Rezeptoren
dreimal empfindlicher als andetieRezeptoren (Korpi et al, 2002).

Die Nebenwirkungen der Barbiturate umfassen dieuktidn von Cytochrom-P450-
Enzymen in der Leber und die Entwicklung von Taterand Abhéngigkeitssymptomen.
Aufgrund der Toxizitat bei hoheren Dosen werden bRarate nicht mehr als
Tranquilizer und Hypnotika verwendet, sondern ahbigs8lich als Antiepileptika und
Anasthetika (Lopez-Munoz et al., 2005; Zeller et 2007).
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1.4.4. Anéasthetika

Erst Mitte des 19. Jahrhunderts wurde begonnenrafipeen unter Verwendung von

Anasthesie durchzufuhren. Das revolutionierte ésagte Chirurgie (Zeller et al., 2007).

In Kklinisch relevanten Konzentrationen modulierennééthetika die Aktivitat
verschiedener lonenkanéle. Wahrend Inhalatiosagifisth(e.g., Halothan, Enfluran oder
Isofluran) als positive Modulatoren an den rekorabien GABA\-Rezeptoren wirken,
binden sie in vivo wahrscheinlich auch an K-Kanéalejektiosanasthetika (z.B.,
Barbiturate, Propofol und Etomidat) verstarken digkung von GABA am Rezeptor,
aktivieren aber in hoheren Konzentrazionen auchAlbwesenheit von GABA den
Rezeptor. Studien an Knock-in-Mausen, die eine fwopofol und Etomidat
unempfindlichep-Untereinheit exprimierten, zeigten, dass Propafiol Etomidat ihre

Wirkung fast vollstandig an GAB&Rezeptoren austben.

Fur die Wirkung von Propofol und Etomidat sind Rest TM2 und TM3 defl,- und fs-
Untereinheit notwendig. Der Austausch von Asparatyirch Methionin in der Position
265 (N265M) in der zweiten transmembranéren Donmderels-Untereinheit hebt die
Modulation und somit direkt auch die Wirkung vonomidat und Propofol in
rekombinanten Rezeptoren auf. Eine Mutation vona#agin in der gleichen Position der
Bo-Untereinheit hebt die Wirkung von Etomidat auf. &, die die Punktmutation
BsN265M tragen, erreichen weiters nach Propofol- uBtbmidat-Gabe typische
Endpunkte der Anasthesie (d.h. Schmerz-induziemgveBung bzw. stark verkirzte
Dauer des sog. ,loss of righting reflex”) nicht melies weist darauf hin, dass Propofol
und Etomidat hauptséachlich an GABARezeptoren ihre Wirkung ausiiben und tiefe
Anasthesie durch difs-Untereinheit vermittelt wird. Andere Wirkungen vémopofol
und Etomidat konnen durch di&-Untereinheit exprimierende Rezeptoren vermittelt
werden. Die anp2N265S Mausen durchgefiihrten Studien deuten ars desp,-
Untereinheit fur die sedierende Wirkung und @eUntereinheit fur die narkotische
Wirkung von Etomidat (Bewusstseinsverlust) veramtiw ist (Goetz et. al, 2007).
Neben dieser Aminosaure in detUntereinheit, konnte auch ein weiterer fir dieding
essentieller Rest in deg-Untereinheit ¢;M236) identifiziert werden (Li et al., 2009).
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1.4.5. Neurosteroide

In den 1940er Jahren entdeckte Hans Selye, dassnbmee Metabolite des Hormons
Progesteron sedative und anasthetische Wirkunggarzend daher schnell wirken. Das
weist darauf hin, dass diese Substanzen nicht ddedmen Rezeptoren angreifen
(Lambert et al., 2003).

Diese Liganden werden in Neuronen und Gliazelldwetderde novo(aus Cholesterol)
oder aus dem peripher entstandenen Progesterohetigigrt (Lambert et al., 2003).
Nach der Abspaltung der Seitenkette des Cholesterdkteht Pregnenolon. Pregnenolon
ist der wichtigste Préakursor (Vorlaufersubstanaz)idbibitorischen Steroide, sowohl von
Pregnenolonsulfat (PS) und DihydroepiandosteroasulDHEAS), als auch von
Progesteron. Das Enzym BiHydroxylase katalysiert die Umwandlung von Progest

zu Deoxycorticosteron. Diese beiden Steroide siaduichtigsten Vorlaufer dero35a-
THP und 8,50-THDOC (Rupprecht and Holsboer, 1999; Tsutsui, 2006

Nach der Biosynthese werden Neurosteroide im Ggdarakrin freigesetzt. In niedrigen
nanomolaren Konzentrationen, welche unter Stressd{Pet al., 1991), infolge einer
Alkoholintoxikation (Kumar et al., 2004) und wahdeder Schwangerschaft bzw. des
Menstruatioszyklus (Concas et al., 1999) entstéidmmen, verstarken Neurosteroide die
Wirkung von GABA and GABA-Rezeptoren (Zhu and Vicini, 1997; Belelli and Herd
2003; Stell et al., 2003). In sub- bzw. mikromotakonzentrationen (z.B. wahrend der
Geburt) kénnen Neurosteroide GARARezeptoren auch direkt aktivieren (Concas et al.,
1999; Stoffel-Wagner, 2003). Die Erh6hung der Karteagion der Neurosteroide im
ZNS verursacht anxiolytische, antidepressive, sedde/hypnotische, antikonvulsive
sowie anasthetische Wirkungen, und unterdrickiAdtigvitat von der Hypothalamisch-
hypophysaren-Adrenalin-Achse (hypothalamic—pityitadrenal axis, HPA). HPA spielt
eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Stresgamt (Bitran et al., 1995; Barbaccia,
2004). AulBerdem besteht ein Zusammenhang zwiscleen Uhterschieden in der
Plasmakonzentration der Neurosteroide und der prémmesllen dysphorischen Stérung
(Backstrom et al., 2003; Maguire et al., 2005),ilsttirung (Brambilla et al., 2003; Eser

et al., 2006), Depression (Uzunova et al., 200@€hiZ®phrenie sowie der bipolaren
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Stérung (manisch-depressive Erkrankung) (Marx et a006). Da die GABA-
Rezeptoren fur die Kontrolle der Erregbarkeit van dnit diesen Krankheitszustanden
assoziierten Neuronen wesentlich sind, konnen Béeintigungen ihrer Funktion
(infolge der Anderung der Plasmakonzentration voeumssteroiden) Erkrankungen
hervorrufen (Lambert et al., 2003).

Neurosteroide modulieren GABARezeptoren in vielen Hirnregionen. Das Enzym 5
Reduktase wandelt Progesteron ino-BPH um, das wiederum durch o-3
Hydroxysteroidoxidoreductase zu Allopregnanolonumert wird. Allopregnolon ist
potentieller Modulator des GABARezeptors. Neurosteroide weisen keine absolute
Spezifitéat fur bestimmte GABARezeptor-Subtypen auf (Goetz et. al, 2007). Viele
GABAA-Rezeptoren sind empfindlich fur den Steroid Tetdabdeoxycorticosteron
(THDOC), aber dies-Untereinheit enthaltende Rezeptoren zeigen bessndgmfe
Empfindlichkeit- 30nM THDOC verstarken Strome dureifizd-Rezeptoren um bis zu
800%; Strome anderer Rezeptor-Subtypen, z.B., odfsy.-Rezeptoren, werden in
geringerem Ausmal} verstarkt (Mihalek et al., 198@hlfarth et al., 2002; Stell et al.,
2003). Dementsprechend kann das endogene Allopegran den extrasynaptischen
afo-Rezeptoren die inhibierende Wirkung verstarkenus#é die keine funktionellg-
Untereinheit haben, sind weniger empfindlich fiotateve/hypnotische, anxiolytische und

pro-absence-Effekte von Neurotransmittern (Goetale2007).
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1.4.6. Ethanol

In pharmakologisch und physiologisch relevanten Zémtrationen beeinflusst Ethanol
viele neuronale Signalkaskaden (Harris, 1999; Ketpal., 1998). Ethanol beeinflusst die
Aktivitdt zahlreicher lonenkanale, unter anderemMBthyl-D-Aspartat (NMDA)
Glutamatrezeptoren (Hanchar et al., 2005). Nied&genolkonzentrationen verstarken
die Wirkung von GABA an irKenopugOozyten exprimiertensfd- undosBd-Rezeptoren
(Sundstrom-Poromaa et al., 2002; Wallner et al032BHanchar et al., 2004, 2005). Fur
diesen Effekt ist digg-Untereinheit verantwortlich; die maximale Empfiictikeit fir
Ethanol wird durch digs-Untereinheit vermittelt (Wallner et al., 2003).nBblas Wein
kann, via asf38- und oagPsdo-Rezeptoren, die GABAerge tonische (extrasynapésch
Inhibierung im Striatum und im Cerebellum verstérKelanchar et al., 2005). Auf der
anderen Seite zeigen dig-/--Mause die gleiche Empfindlichkeit fur Ethanoliew
Wildtyp-Mé&use (Korpi et al., 1999).

Nicht alle Strukturen des Gehirns sind gleich engfifch fir Ethanol. Ein Grund daftr
liegt in der Heterogenitat der Verteilung der GABRezeptoren (Proctor et al., 1992;
Weiner et al., 1997).

Der Mechanismus der Ethanolwirkung auf den GAHRezeptor wurde lange Zeit
kontrovers diskutiert. Es wurde vermutet, dass dMirkung von niedrigen
Ethanolkonzentrationen auf den Rezeptor auf die ésamheit dery, -Untereinheit
zurlckzufuhren ist (Wafford et al., 1991; WafforddaWhiting, 1992; Harris et al.,
1995a;). Diey,-Untereinheit hat acht Aminosauren mehr als @igUntereinheit. Im
intrazellularen Loop zwischen TM3 und TM4 dgi-Untereinheit befindet sich eine
Phosphorylierungsstelle der Proteinkinase C (PR&hiting et al., 1990; Kofuji et al.,
1991). Einige Autoren glaubten, dass Ethanol asedighosphorylierungstelle bindet und
dadurch GABA-Rezeptoren direkt beeinflusst. In hoheren Konzdimnen durfte
Ethanol seine Wirkung aber an einer anderen Binshellg des Rezeptors ausiben
(Michic et al., 1994). Studien an mutierten Mausehienen diese Theorie zu bestétigen.
Die keine y-lsoform der PKC exprimierenden Mause zeigten ved®ite

Empfindlichkeit fur Ethanol (Harris et al., 1995@llerdings zeigten mehrere Studien
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keinen Unterschied in der Ethanolwirkung auf- undy,sRezeptor Subtypen (Kurata
et al., 1993; Siegel et al., 1993; Mihic et al.94B). Der Zusammenhang zwischen der
[*H]Zolpidem-Wirkung in bestimmten Hirnregionen, diehdhung der Empfindlichkeit
des GABA-Rezeptors fur Ethanol und dem Vorkommen dgf, B- und yo-
Untereinheiten wurden beobachtet. Die Verstarkueg Ethanolwirkung in dery; -
Untereinheit enthaltenden Hirnregionen wurde nielstgestellt (Criswell et al., 1993).
Die Ethanoleffekte bei den mutierten, nys-Untereinheit enthaltenden Mausen waren
den Effekten der Wildtyp-Mausen (Kontrollmausenhléh. Die hypnotische Wirkung
der Benzodiazepine war etwas protrahiert (Homaatcal.,1999). Diese Daten zeigen,
dass diey; -Untereinheit fur die Ethanolwirkung an dem GABRezeptor nicht

notwendig ist (Korpi et al., 2002).

Zwei spezifische Aminosaurereste in den TM2 und Thd8nanen des GABA und des
Glycin-Rezeptors (S270 und A291 in def-Untereinheit) sind fur die allosterische
Modulation durch Ethanol und auch fur die Wirkungnv Inhalationsanasthetika
entscheidend (Mihic et al., 1997).
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1.4.7. Diverse Modulatoren von GABA-Rezeptoren

1.4.7.1. Furosemid

Das Schleifendiuretikum Furosemid hemmt dag2gr-Cotransportsystem vor allem im
dicken, aufsteigenden Schenkel der Henle-Schl@ifeer auch in unreifen Neuronen
(Korpi et al., 2002). Daher kommt es durch Fehles dir die hyperpolarisierende
Wirkung von GABAs-Rezeptoren notwendigen ‘@radienten zu einer verminderten
GABAergen Inhibition (Rivera et al., 1999). Danebkonnte gezeigt werden, dass
Furosemid als reversibler Antagonist an defi,sy.-Rezeptoren wirkt, nicht aber an
aePry2- und aiPry-Rezeptoren (Korpi et al, 1995). Ein anderer’/2CI-
Cotransportsystem-Blocker, Bumetanid, weist intematerweise diesen Effekt nicht auf.
Furosemid ist daher der erste Subtyp-selektive dortst des GABA-Rezeptors (Korpi
etal., 2002).

Furosemid konnte deswegen als Leitstruktur der Ektung von neuen, an
verschiedenen GABARezeptor-Subtypen selektiv wirkenden Substanzienen.
Arginin in der Position 100 detis-Untereinheit bestimmt die fehlende Wirkung der
Benzodiazepine an diesem Rezeptorsubtyp. Diese dsaure ist aber fir die Wirkung
von Furosemid nicht von Bedeutung. An de(R100HB,y,-Rezeptoren wurde die dem
Wildtyp ahnliche antagonistische Wirkung von Furagkbeobachtet. Umgekehrt konnte
auch ano;H101RB,y,-Rezeptoren keine antagonistische Wirkung beobtchiezden
(Korpi et al, 2002). Ein 258 bp Fragment derUntereinheit ist ausreichend fur die
durch Furosemid hervorgerufene Hemmung der GABArmetten Strome in den
chimaren a;psy,-Rezeptoren. Dagegen sind die das 258 bp Fragmamtder o;-
Untereinheit enthaltendeBsy.-Rezeptoren, unempfindlich fur Furosemid (Jackell et
1998). Diese Daten weisen darauf hin, dass diesediDe deras-Untereinheit fur die

antagonistische Wirkung von Furosemid verantwdrtigt (Korpi et al., 2002).
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1.4.7.2. Loreclezol

Loreclezol ist ein sedativ und antikonvulsiv wirklem Agonist des GABA-Rezeptors
(Wingrove et al., 1994). Loreclezol und Etomidatden an die8,- und Bs-Untereinheit
enthaltende Rezeptoren, nicht aber an[di&ntereinheit enthaltende Rezeptoren. Fur
ihre Wirkung ist a-Untereinheit nicht von Bedeutung. Vermutlich iserdgleiche
Aminoséaurerest sowohl fir die Loreclezol- als aticthdie Etomidate-Empfindlichkeit
des Rezeptors verantwortlich. Dieser AminosaurdyeBhdet sich wahrscheinlich in der
extrazellularen Hélfte der TM2-Doméane. Die durcim deistausch von Asparagin durch
Serin in Position 290 mutierf®-Untereinheit deru/sxyy.-Rezeptoren ist fir Etomidat
empfindlich. Die GABA-Wirkung an diesen GABARezeptoren wurde verstarkt und
Etomidat kann die mutierten Rezeptoren direkt aten. Im Unterschied dazu zeigten
die P3(N289S) Mutanten keine Empfindlichkeit fur Loreadéz und Etomidat.
Interessanterweise singp3;(M286W)y,-Rezeptoren unempfindlich fir Loreclezol, aber
empfindlich fur Etomidat (Korpi et al., 2002).

1.4.7.3. Zink

Zn** hemmt GABA\-Rezeptoren. In verschiedenen Hirnregionen wird" Zremeinsam
mit GABA und dem Glutamat freigesetzt. Die synagtis Aktivitat von ZA" wurde am
besten in den Moosfasern des Hippocampus unterstidtitwirkt auch als potentieller
Modulator GABAerger Funktion in den BasalganglieBs kann die Amplitude
reduzieren, die Anstiegszeit verlangsamen und di@m@ung des mIPSCs
beschleunigen. Die inhibitorische Wirkstarke de$*Zam den rekombinanten GABA
Rezeptoren ist bis zu 400 mal hoher @h als anapy,. Somit steht fest, dass das
Vorhandensein einet-Untereinheit die Empfindlichkeit des GABARezeptors fir Zfi
mindert. Die Wirkstarke von Z# héngt aber auch von der und §-Untereinheit ab
(Goetz et. al, 2007).

Das zweiwertige Kation Zii ist ein endogener Modulator synaptischer Transomss
(Xie und Smart, 1994; Harrison und Gibbons, 19%€ine Fahigkeit natirliche GABA-

Rezeptoren zu modulieren, variiert jedoch in Abhgkajt vom Typ der Nervenzellen,
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dem Alter und der Aktivitat (Xie und Smart, 1994apUr und Macdonald, 1997). Studien
an rekombinanten Rezeptoren weisen darauf hin, di@sehibitorische Wirkung von
Zn** auf GABAa-Rezeptoren von der Zusammensetzung der Unter&mhabhangig ist
(Draguhn et al., 1990; Smart et,al991). Dieap-Rezeptoren sind hochempfindlich
gegen ZA" (ICso Werte liegen zwischen 0.1 undufin) (Draguhn et al 1990; Smart et al
1991; Wooltorton et al 1997; Horenstein und Akabas, 1998). BpX-Rezeptoren (X
steht furd, y, ¢ oder ) sind weniger empfindlich. Die-Untereinheit enthaltenden
Rezeptoren haben einensf@Vert von ca. 2um (Neelands und Macdonald, 1999), bei
den é-Untereinheit enthaltenden Rezeptoren liegt dep Wert zwischen 5 und 16m
(Saxena und Macdonald, 1996; Krishek et al., 1998)] bei dens-Untereinheit
enthaltenden bei ca. 40m (Whiting et al, 1997; Neelands et.al1999). Noch einen
hoheren Effekt auf die Empfindlichkeit der GARARezeptoren gegen Zh hat diey-
Untereinheit, was aus densiONerten, die zwischen 20 und 6Qf liegen, ersichtlich
wird (Saxena und Macdonald, 1996; Burgard gt18I96; Krishek et a] 1998).

Funktionelle Domanen, die fur die Zinksensitivkérantwortlich sind, wurden sowohl in
a- und B-Untereinheiten entdeckt. Das extrazellulare Ende M2 Segments def-
Untereinheit ist hauptverantwortlich dafur, dassf#homologen undp-Rezeptoren fir
Zink empfindlich sind (Wooltorton et al1997; Horenstein und Akabas, 1998). Der M2-
M3 extrazellulare Loop dens-Untereinheit verleiht derusPsy2-Rezeptoren héhere
Empfindlichkeit fur Zink (verglichen mit denospsy,-Rezeptoren) (Fisher und
Macdonald, 1998).

Im aul3eren Teil des Rezeptois dery,-Untereinheit wurde eine funktionelle Domane
lokalisiert, die fur die schwache Empfindlichkeieggniber Zink verantwortlich ist.
Diese Doméne besteht aus den Resten im M2 Segmentiem M2-M3 Loop. Die
andere fur die schwache Zink-Empfinlichkeit veramtiiche Domdane wurde im
extrazellularen N-Terminus lokalisiert. Gemeisanhesgen die beiden funktionellen
Doménen die Basis fur den Unterschied in der Rezeptpfindlichkeit zwischen den

afy- undafo-Rezeptoren darzustellen (Nagaya und Macdonald,)200
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1.4.7.4. p-Carboline

Eine  weitere Substanzklasse, die am GABRezeptor Uber  die
Benzodiazepinbindungsstelle angreift, sind dig@Carboline. Vertreter dieser
Substanzklasse konnen unterschiedliche Effekte onerfien. Inverse Agonisten wie
Methyl-B-carbolin-3-carbonsdure B{CM) und Methyl-6,7-dimethoxy-4-eth{-
carbolin-3-carbonsaure (DMCM) hemmen die Wirkungn vV&6ABA, so dass die
Offnungswahrscheinlichkeit der GABARezeptoren vermindert und die Zelle stimuliert
wird. Auf diese Weise wirken sie angstverstarkgh@arboline kdnnen auch als partielle
inverse Agonisten (z. B. Ethgcarbolin-3-carboxylat), Antagonisten (z. B. Etlyl-
methyl-5-methoxyB-carbolin-3-carboxylat), partielle Agonisten (z. BEthyl-5-
benzyloxy-4-methoxymethylep-carbolin-3-carboxylat) sowie als Agonisten (z. ®.
Benzyloxy-4-methoxymethylefi-carbolin-3-carboxylat) wirken (Evans und Lowry,
2007).

Methyl-B-carbolin (Harman), 1-Methyl-7-methoxy-3,4-dihydsezarbolin (Harmalin)
und 9H-Pyrido[3,4-blindole (Norharman) wurden irhba Konzentrationen im Blut von
starken Rauchern, Alkoholikern, Heroinabh&ngigestjditen mit essentiellem Tremor
und Parkinsonpatienten gefunden. Sie sind am physogogischen Geschehen
verschiedener ZNS-Storungen beteiligt. Es ist bekahass3-Carboline aufgrund ihrer
strukturellen Ahnlichkeit mit 1-Methyl-4-phenyl-12,3,6- tetrahydropyridin (MPTP)
neurotoxisch  wirken. In  Tierversuchen ruft 1-Metdyphenyl-1-1,2,3,6-
tetrahydropyridin (MPTP) Parkinson-ahnliche Symptonervor. Harmaline zeigen auch
cytotoxische Wirkung. Interessanterweise wirlge@arboline auch neuroprotektiv gegen
excitotoxische Effekte von Dopamin und Glutamatié8ptoesser et al., 2005).
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1.4.7.5. Mefenaminséaure

Mefenaminséure ist ein Nichtsteroidales Antiphlakisn. NSAIDs sind die weltweit am
haufigsten verwendete Arzeneistoffe. Vertreter aelieArzneistoffklasse hemmen die
Cyclooxygenase und damit die Prostaglandinsyntl{€sgne et al., 2007). Dadurch
werden analgetische, antiinflamatorische (entzigdnemmende), antiphlogistische und
kardioprotektive Wirkung hervorgerufen. Mefenamungi dartiberhinaus verstarkt und
inhibiert GABAx-Rezeptoren in vitro und zeigt anti-konvulsive uptb-konvulsive
Effekte in vivo. Asparagin (N) in Position 290 ierdzweiten transmembranaren Doméane
(TM2) der B2~ und Bsz-Untereinheit beeinflusst die modulatorische Wirgumler
Mefenaminsédure. Die heteromerefy-Untereinheit enthaltenden Rezeptoren sind
unempfindlich  fir Mefenaminsaure, wahrend dif,- und Ps-Untereinheit
inkorporierenden Rezeptoren durch Mefenaminsaumekdiaktiviert werden. Das
pharmakologische Profil der Mefenaminsaure &hneth don Loreclezol und Etomidat
und diese Substanzen wirken vermutlich an der lgggicder an den sich Uberlappenden
Bindungsstellen de,/ps-Untereinheit (Halliwell et al., 1999). Mefenaminsé bewirkt
aul3erdem eine Zunahme der Affinitat von GABA fundeezeptor, die sich in einer

Linksverschiebung der Dosis-Wirkungskurve widergple(Coyne et al., 2007).
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1.5. GABAg-Rezeptoren

Der GABAg-Rezeptor gehdrt zur Familie der G-Protein-gekagpel Rezeptoren.
GABAGg-Rezeptoren sind Heterodimere, die aus einer R#+ einer R2-Untereinheit
aufgebaut sind. Durch die Aktivierung vonoiS und Guo-heteromeren G-Proteinen
vermittelt der GABAs-Rezeptor die langsame und protrahierte Wirkung @hBA
(Terunuma et al., 2010). GABARezeptoren aktivieren postsynaptisch lokalisiéfte
Kanale (Kg-inward rectfier). Dadurch kommt es zur Hyperpdation. Préasynaptich
hemmen sie spannungsabhéangige N/P/Q-Typ-Ca-Kamileverminderen dadurch die
Freisetzung der Neurotransmitter (Couve et al. 02@004; Bettler et al., 2004, 2006).
Durch die Aktivierung von @ wird Adenylatcyclase inhibiert und folglich auche
PKA-Signalkaskade (Terunuma et al., 2010).

Studien an nativen und recombinanten Rezeptoregtergi dass es bei GABA
Rezeptoren zu keiner Agonist-induzierten Intermadislg kommt und sie keine
Substrate der GRK (G-Protein-gekoppelte Rezeptagdh sind. Biochemische Studien
zeigten, dass GAB#Rezeptoren an mehreren Resten der cytoplasmatidebmanen
der beiden (R1 und R2) Untereinheiten durch cAMR&algige Proteinkinase und
5"AMP-abhéngige Proteinkinase phosphoryliert wer@erunuma et al., 2010).

Ein selektiver GABA-Agonist ist das Baclofen (Goudet et al., 2009).

Einige Studien zeigten, dass GABAgonisten und allosterische Modulatoren zur
Entwdhnung von Cocain, Opiaten, Nicotin und Ethagingesetzt werden kénnen (Filip
und Frankowska, 2008; Frankowska et al., 2009; Aadt et al., 2009). Wiederholte
Aufnahme von Cocain fuhrt zur Erhéhung der extilakislen GABA-Konzentration im
Nucleus accumbens und zur Dephosphorilierung detUR2reinheit (Xi et al., 2003).
Da prolongierte Aktivierung von GABARezeptoren die cAMP-Entstehung und PKA-
Aktivierung durch Ga vermindert, kann die erhdhte extrazellulare GABAAKentration
bei wiederholter Aufnahme von Cocain die S892-Phosgierung steuern (Terunuma et
al., 2010).
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Die Phosphorylierung von GABARezeptoren durch AMPK (AMP-activated protein
kinase) hat mdoglicherweise eine neuroprotektive kwig flir GABAs-Rezeptoren
(Kuramoto et al., 2007). AMPK kommt in Neuronen iganzen Gehirn vor. Bei
Ischamie, Hypoxie und Hypoglykdmie kommt es zurnstlen AMPK-Aktivierung
(Culmsee et al., 2001; Gadalla et al., 2004; K&hal.e2005; Carling, 2005; Spasic et al.,
2009). Bei den durch MCAO (Okklusion der mittlereerebralen Arterie) verursachten
ischdmischen Ausfallen kommt es zur Phosphorylgnmn S783, aber nicht von S892
in der R2-Untereinheit im Gyrus dentatus. Der Austh von Serin durch Alanin in
Position 783 vermindert signifikant die Uberlebeiervon Neuronen verglichen mit dem
Wildtyp (Terunuma et al., 2010).

ambient . GABAg
GABA Q& heteroreceptors
. a Glutamate
. .. . ..) @ @
GABAg —_ @O ®
autoreceptors spillover )

_GABA \U "o ¥

.
.
J)

s o0 v -
Stk cr- éi- r dendritic shaft \..-l L,l Lj_

backpropagating action potentials
I
- .GABAA ﬁ GABAg [I]W m0a2+ Jimmmm
b receptor = receptor channel channel receptor

Abbildung 14. Lokalisation und physiologische Rolle der GABRezeptoren. GABA
Rezeptoren kommen an pré-, post- und extrasynaptisklembranen vor. Prasynaptische

GABAg-Rezeptoren vermitteln Neurotransmitterfreisetzuhgch die Down-Regulierung der
spannungsabhangigen Ca-Kandlen oder durch digd@irfsmmung der Freisetzung. GABA
Autorezeptoren hemmen die Freisetzung von GABA resth die Glutamat-Freisetzung durch
GABAg-Heterorezeptoren gehemmt wird. Postsynaptische AxABezeptoren aktivierelir3-
K-Kanale(Bettler und Tiao, 2006).
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2. Methoden

Zur Untersuchung von elektrischen Membranvorgangemerden in  der
Elektrophysiologie verschiedene Messtechniken vedee Fur meine Untersuchungen
wurde die 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnilewd@hlt. Diese Technik
ermoglicht es, transmembranare lonenstrome beitkonhgehaltenem Membranpotential

zu messen (Crawley et al., 2007) .

Rekombinante GABA-Rezeptoren mit unterschiedlicher Untereinheitemlmationen
wurden in Xenopus laevisOozyten exprimiert.Xenopus Oozyten sind heute ein
Standardobjekt fur die Expression und funktionéllgersuchung von lonenkanélen und
Membranrezeptoren.

Gurdon et al. entdeckten schon 1971 die Fahigkmiktfoneller Expression exogener
MRNA-Spezies durch Injektion der mRNA in das Zyagpha der Froschoozyten.

Oozytenpraparation

Weibliche Xenopus laevigrosche (NASCO, USA) wurden 15-30 min lang in eid@5
% LOsung vonEthyl-3-aminobenzoat-methylsulfonanasthetisiert. Daraufhin wurde
vorsichtig mit einer Pinzette Follikelgewebe operantnommen.

Das Follikelgewebe wurde in einer Petrischale ni20L6sung (82,5 mM NaCl, 2 mM
KCI, 1 mM MgChk- 6H,0, 5 mM HEPES; pH=7,5 (1M NaOH)) ubergefluhrt, woerst
mechanisch zerkleinert und danach fur etwa 90 miCollagenase- Losung inkubiert
(2mg Collagenase Sigma Typ IA/ml OR2), um Bindedasveind Follikelzellen zu
entfernen (Goldin 1993).

Durch diese Collagenasebehandlung konnte rasch griolée Anzahl von einzelnen
Oozyten prapariert werden. Da Calcium durch dievAdtung unspezifischer Proteasen
toxisch wirkt (Goldin, 1993), mussten die Oozytear,vvor allem aber nach der
Collagenase- Behandlung grindlich mit OR2-Losungvagehen werden. Danach
wurden sie in ND96-L6sung (90 mM NaCl, 1 mM KCI,miM MgCl,: 6H0, 1 mM
CaCb, 5 mM HEPES; pH=7,4 (1M NaOH)) transferiert.
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Nach einer weiteren Inkubationszeit von einigem8é&n wurden Stadium V-VI Oozyten
(Durchmesser 1000-1200 uM) ausgewahlt, da dieseasit besten zur Injektion eignen
(Goldin, 1993).

CRNA- Vorbereitung

Poly(A")cRNA-Transkripte von linearisierter cDNA wurdeng@MV-Vektor kloniert.
cRNAs, die fur die einzelnen Untereinheiten kodiertwurden in DEPC5
(Diethylpyrocarbonat) gelost.

Injektion von cRNA

Bei der Injektion von cRNA in den Oozyten musstd ausreichende, mechanische
Stabilitéat geachtet werden, um die Oozyten nichvemletzten. Vor der Injektion wurden
die einzelnen cRNA, die fur die verschiedenen Uitdreiten kodieren, im Verhaltnis
1:1:10 @2B2Vas 02B2Y1, O2B2y1l79F unda,Boy:179FxL132M) gemischt.

Etwa 10 bis 50 nl dieser Loésung wurden mithilfeesipneumatischen Injektionsgeréats in
die einzelnen Oozyten injiziert (d.h. bis der Oodgutlich an Grél3e zugenommen hatte).
Nach der Injektion wurden die Oozyten fur weitere Qtunden bei 18° in ND96 +
Penicillin/Streptomycin (100 I.E/ ml und 100pg/rimkubiert und konnten danach fur die
Messungen verwendet werden.

Messldsungen:

Von den zu untersuchenden Substanzen (StrukturforAigd.) wurden Stammlésungen
(Konzentration 10 mM) in 100 % DMSO hergestelltn&il mM GABA-Stammldsung
wurde jeden Tag frisch zubereitet (5.15 mg GABA 50 ml ND 96). Bei den

Testlésungen war zu beachten, dass die DMSO-Koratemt 0,3% nicht tberstieg.

Lésungen fur die Messungen mussten ebenfalls tafyisch zubereitet werden.
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2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik

Der Versuchsaufbau fur die 2-Mikroelektroden-Spangsklemmtechnik von Xenopus
laevis Oozyten ist in Abbildung 12 schematisch datellt.

Die Versuchsanordnung besteht aus einer intrazednlElektrode (V) zur Messung des
transmembranéren Potentials, einem Ruckkopplunggir&er, der die Abweichung des
tatsadchlichen Potential zum bendtigten Potentidsltépotential) misst und einer
zweiten, intrazellularen Elektrode (1), die den das Haltepotential zu erreichen bzw.
konstant zu halten benétigten Strom in den Oozitgriert (,voltage clamp®- Prinzip).
Der Verstarker funktioniert nach dem Prinzip degateven Rickkoppelung, da der Gber
die zweite Mikroelektrode injizierte Strom jeweitsit umgekehrtem Vorzeichen zum

von der Zellmembran generierten Aktionsstrom fligfitle, 1992).

Mikro-
elektroden

Abbildung 15. Zwei-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik
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Perfusionssystem

Die Messungen wurden in einer modifizierten Mesgkem eines schnellen
Perfusionssystems nach Hering (1998) durchgefihrt.
Abbildung 16 zeigt schematisch den Aufbau der Massker.

Funnel outlet Funnel Funnel outlet

\\\‘

Glass plate — Pump

. o
Perfusion chamber Oocyte MAH /
Chamber outlet

Abbildung 16. Messkammer (Khom et al., 2006)
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3. Problemstellung und Zielsetzung
3.1 Problemstellung

Die Bindungsstelle der Benzodiazepine an GABRezeptoren befindet sich zwischen
deray 2 3 oder sund dery,-Untereinheit.

Wahrend GABA-Rezeptoren mity>-Untereinheiten im Gehirn ubiquitar vorkommen,
findet man GABA-Rezeptoren miy;-Untereinheiten nur an wenigen Stellen wie z.B. in
der Amygdala, im Globus pallidus und dem Bettkezn $itria terminalis.

Die Amygdala und der Bettkern der Stria terminalpelen eine wesentliche Rolle bei
der Entstehung von Angst, daneben ist die Amygdalah bei der Funktion des
Gedéachtnisses und der Wiedererkennung von Situtibateiligt.

Die klinische Wirkung der meisten Benzodiazepingube auf einer potenten und
effizienten Modulation von GABARezeptoren mity,-Untereinheiten, wahrend
GABAA-Rezeptoren mity;-Untereinheiten von den meisten Benzodiazepinerhtnic
moduliert werden.

Zahlreiche, an der Bindung der Benzodiazepine aB&ARezeptoren beteiligte bzw.
fur die Modulation von GABA-induzierten Chloridsingn (kasa) essentielle
Aminoséauren sind bereits identifiziert worden: Eiwesentliche Rolle spielen dabei ein
Histidin-Rest der Benzodiazepin-sensitiverUntereinheit ¢102H; Duncalfe et al.,
1996), ein Phenylalanin- bzw. ein Methionin-Rest de,-Untereinheit {,F77 und
v21M30) (Wingrove et al.,, 1997). In den homologersiBonen der Benzodiazepin-
insensitiveny;-Untereinheit findet man dagegen einen Isoleucint79) bzw. einen
Leucin-Rest(;L132).

Daher stellt sich die Frage: Sind diese beidenerEstdie verminderte bzw. fehlende
Modulation von gasa durch Benzodiazepine verantwortlich bzw. kann ntamch
Mutation dieser Resteyf79F bzw. y1179FxL132M) eine mit y, vergleichbare
Modulation von gaga erreichen?

- 48 -



3.2 Zielsetzungen

Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollten die WirkungnvZopiclon, Diazepam und
Clobazam aufoBay2, a2B2y1, 02B2y1l 79F 0P2y1l 79FXL132M Rezeptoren untersucht
werden. Dafur sollten folgende Experimente durctiggfwerden:

- Expression vonoofayz, o2fayi, a2P2y1l79F 02B2y1l79FXL132M Rezeptoren in
Xenopus laevi©ozyten und Messung vogaka mittels der 2-Mikroelelktroden
Spannungsklemmtechnik;

- Erstellung von GABA-Konzentrations-Wirkungskurven fur die genannten
Rezeptoren und Bestimmung der wichtigsten pharnogigdhen Parameter
(ECso; EGs.10);

- Erstellung einer Zopiclon Konzentrations- Wirkungkel an opBzyz, o2B2ya,
a2P2yl79F 0Pyl 79FXL132M  Rezeptoren und Vergleich der potentiell
unterschiedlichen Effekten an verschieden Rezeputmytpen bzw. mutierten
Rezeptoren;

- Erstellung einer Diazepam Konzentrations-Wirkungleuran azBzy2  o2B2ys,
a2P2y1l79F 02B2y1179FXL132M Rezeptoren und Vergleich der Effekte dan
zwei natirlich vorkommenden Rezeptor-SubtypesfA» und ozpzy1) und zwei
mutierten Rezeptoren;

- Erstellung einer Clobazam Konzentrations-Wirkungkeuran ozfay2, o2B2ys,
aoP2y1l79F 0Pyl 79FXL132M  Rezeptoren und Vergleich der potentiell
unterschiedlichen Effekten an verschieden Rezeputmytpen bzw. mutierten

Rezeptoren.
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4, Ergebnisse
4.1. Charakterisierung der GABAA Rezeptor Subtypen

Im Rahmen meiner Diplomarbeit sollte der Effekt gawahlter Liganden der
Benzodiazepin-Bindungsstelle auf Wildtyp und mu&eBABAs-Rezeptoren untersucht
werden. Dafiir wurden GABARezeptoren inXenopus laevi©ozyten exprimiert und
die Modulation von daga mithilfe der 2-Mikroelektroden Spannungsklemmtekhn
untersucht.

Da die Experimente bei konstanter und geringer GA®zentration durchgefuhrt
werden sollten, mussten im Vorfeld eine GABA Dodigkungskurve erstellt und die

Parameter EC o und EGo ermittelt werden.

Die gemittelten Amplituden wurden nach folgendemf® normiert:

Amplitude x % 100

Amplitude nax

Amplituds;... Amplitude bei jeweiliger Konzentration
Amplitdeyax.. Amplitude induziert von 1ImM GABA

und die Werte in ein Koordinatensystem (siehe Ahbig 15) eingetragen. Durch die
Datenpunkte konnte danach eine sigmoidale Kurvén mer Hill-Gleichung angepasst
werden (Verwendetes Programm Origin, siehe AbbiddbA). Die EGo, d.h. jene

Konzentration, die 50% des maximalen Effekts ausiésrde ermittelt.
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Subtyp ECso, UM ECs.10 UM NK n
a2P2y2 120.14 + 2404  7-17 1,35 + 0,14 4
aPoyt 42,63 * 8,05 3-7 1,44 + 0,29 4
a2f2y1l 79F 13495 +11.7 14 -24 1,35 £ 0,08 4
o2yl 79FXL132M | 71.68 + 3.29 8-14 1,37 £ 0,06 4

Ny.... Hill-Koeffizient

n....... Anzahl der Experimente

Tabelle 3. Zusammenfassung der Parameteg,FHEC;. 1, Ny und Anzahl der Experimente der

GABA-Dosis-Konzentrationskurven durch die angeféhrG ABA.-Rezeptoren-Subtypen.

Abbildung 17. (A) GABA-Konzentrations-Wirkungskurven fi{®) oy, ( m) ap2y1l79F, #)
oyl 79FXL132M und @A) oyBsy2s Rezeptoren. Typisches Experiment fur GABA-induzer
Chloridstrome durch GABARezeptoren bestehend a(B®) o:Bxy1, (C) aBzy1l79F und (D)
aP2y1179FXL132M Untereinheiten werden gezeigt (siehdeSe2).
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4.2.  Modulation von Igaga durch die ausgewahlten Liganden

Nach der Charakterisierung der pharmakologischegerischaften der GABA
Rezeptor-SubtypensBay2, 02B2y1, 02P2yil79F, axfay1l79FXxL132M (inkl. Ermittlung der
ECso- bzw. EG.igKonzentrationen), konnte nun in weiterer Folge @&®nfluld der
Punktmutationen auf die Modulation vagaga durch die ausgewdahlten Liganden (siehe
Abbildung 16) untersucht werden.

A B C
o H,C H;C
0
—N 4
Cl N
o ;—_| 0
)\O O
S
/N\)
H,;C
Zopiclon Diazepam Clobazam

Abbildung 18. Strukturformeln der untersuchten Liganden der Bdiazepin-Bindungsstelle
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4.2.1. Zopiclon

Bevor der Einfluss der Punktmutatiopl79F bzw. der Doppelmutation auf die
Modulation von gaga durch Zopiclon untersucht wurde, musste zuerstEdfakt von
Zopiclon aufy;- undy,sRezeptoren untersucht werden.

Wie in Abb.17A gezeigt, konnte beip,y1-Rezeptoren kein signifkanter Effekt von
Zopiclon auf Easa (EGs.1g) beobachtet werden (p>0.05; n=8). Dagegen indiezier
Zopiclon eine starke, dosis-abhangige Potenzieuomglsasa durchasp,y.-Rezeptoren.
Erste signifikante Effekte (p<0.05) waren bereiei Konzentrationer> 10 nM zu
beobachten. Die maximale Stimulation veagl lag dabei bei 232.75 + 29.73 % und die
ECso betrug 0.60 £ 0.22 uM (n=9; siehe Abbildung 17D).

Wurde nun die;, mutiert ¢1179F) und diese Untereinheit in Kombination mait und .-
Untereinheit inXenopus laeviDozyten exprimiert, konnte eine deutliche Modwlati
von lsasa beobachtet werden. Die maximale Stimulation @A lag dabei bei 423.09
+ 56.73 % und die E& betrug 1.25 £ 0.34 uM (n=7; siehe Abbildung 17B).

An Rezeptoren, die die Doppelmuatipii79FxL132M trugen, kam es bereits zu ersten
signifikanten Effekten (p<0.05) bei Konzentratiorred0 nM. Ein Maximum wurde bei
einer Konzentration von 30 puM erreicht, die Stintiola von kasa lag dabei bei 392.42
+ 55.84 % und die Ef betrug 3.19 + 1.26 pM (n=5, siehe Abbildung 17C).

Abbildung 19. Konzentrationsabh&ngigeotenzierung vonghsa durch (A) aBzy1, (B)
a1l 79F, (C) aofoy1l79FXL132M und (D) a.Pay.s Rezeptoren durch Koapplikation einer
GABA ECs.10 und Zopiclon in den gezeigten Konzentrationen. tigpisches Experiment fir die
Potenzierung von GABA-induzierten Chloridstrome atur GABAL-Rezeptoren bestehend aus
aPoy1l79F wird in(E) gezeigt (siehe Seite 55).
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4.2.2. Diazepam

Der n&chste Ligand, der im Rahmen meiner Diplomagdstestet wurde, war Diazepam.
Auch hier wurde zuerst der Effekt augaba (EGs.i9 durch GABAs-Rezeptoren
bestehend ausp.y1 undogfay2s Untereinheiten untersucht.

Wie in Abbildung 18 illustriert, konnte keine sifikante positive allosterische
Modulation von gasa duch azpy; GABAA-Rezeptoren beobachtet werden (p>0.05;
n=5).

Im Gegensatz dazu - und wie bereits aus der Literbekannt- kam es ampoy2s
Rezeptoren zu einer signifikanten, dosisabhang®jenulation von asa (ECs.10) durch
Diazepam (p<0.05). Erste signifikante Effekte (®9&). waren bereits bei
Konzentrationerr 3 nM zu beobachten. Die maximale Stimulation vgA (ECs.10) lag
dabei bei 239.01 £ 22.96 % und die g 6Getrug 0.36 £ 0.10 uM (n=4, siehe Abbildung
18D).

Bei punktmutierten GABA-Rezeptoren v179F) konnte nur bei den letzten beiden
Konzentrationen (10 und 30 pM) ein signifikantefelkf von Diazepam authsa (EGs.

10) beobachtet werden (Potenzierung vemgA bei 30 uM: 515,88 + 77,32; n=7,
p<0.05).

Durch das Einfuhren der Doppelmutationl79FxL132M kam es zu einer dosis-
abhangigen Modulation vongdsa durch Diazepam im Gegensatz zu den einfach
mutierten RezeptorerufB,y1179F). Die EGq lag bei diesem Rezeptorsubtyp bei 2,30 *
1,34 uM und die maximale Stimulation erreichte 245 98,9% (n=4,; siehe Abbildung
18C).

Abbildung 20. Diazepam moduliert konzentrationsabhangjgd durch(A) a.By1, (B)
APyl 79F, (C) apP2y1l79FXL132M und(D) a.B2v2s Rezeptoren durch Koapplikation einer
GABA EC;s.3p und Diazepam in den gezeigten KonzentrtaiofEnzeigt ein typisches

Experiment fur die Diazepam-induzierte Modulati@mvgaga durchaypzy,179F (siehe Seite 57).
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4.2.3. Clobazam

Um den Einfluss der Punktmutatigii79F bzw. der Doppelmutation!79FxL132M auf
die Modulation von daga durch Clobazam untersuchen zu kdnnen, musstetzders
Effekt von Clobazam auyfi- undy.s-Rezeptoren ermittelt werden.

Wie in der Abb.19A zu sehen ist, konnte bgfi,y1-Rezeptoren kein signifkanter Effekt
von Clobazam aufchga (EGs.10) beobachtet werden (p>0.05, n=5). Dagegen indgzier
Clobazam eine starke, konzentrations-abhangigenBieteing von daga durch axBzye-
Rezeptoren. Erste signifikante Effekte (p<0.05)emdrei Konzentrationer 0.3 uM zu
beobachten. Die maximale Stimulation veigl lag dabei bei 203,17 + 30,1 % und die
ECso betrug 0,70 £ 0,24 uM (n=9; siehe Abbildung 19D).

Intressanterweise hatte die Mutatignl79F einen sehr schwachen Effekt auf die
Modulation von gaga durch Clobazam. Wahrend keine signifikante Stinmoavon
lcasa (EGs.10) im Konzentrationsbereich von 3 nM bis 1uM zu segswar, kam es nur
nach Applikation von 10 uM Clobazam zu einer sigmifiten Potenzierung vorsdsa
(119.89 + 28.84 %, n=6, p<0.05).

An Rezeptoren, die die Doppelmuationl79FxL132M enthielten, war nur bei
Applikation von 1 und 10 pM Clobazam eine signifika Verstarkung des GABA-
induzierten Chloridstromes zu sehen (Potenzieramglyasa bei 1 pM: 46.21 + 16.06%,
n=5 und 10 puM: 207.69 % 27.96, n=5). Die Modulatimn lsasa durch oyf,y2s und
axP2y1l79FXL132M Rezeptoren bei diesen Konzentrationerr uderessanterweise

vergleichbar.

Abbildung 21. Konzentrationsabhangigie Modulation von Igasa fir (A) osfzy1, (B)
APyl 79F, (C) aoBoy1l79FXL132M und (D) a.fay.s Rezeptoren durch Koapplikation einer
GABA EGCs.ound Clobazam in den gezeigten KonzentratiofEp.Typische Experimente fir
GABA-induzierte Chloridstréme durch GABARezeptoren bestehend aws,y,I79F (siehe
Seite 59).
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5. Diskussion

GABAA-Rezeptoren spielen eine wesentliche Rolle in dant¥dlle der Erregbarkeit des
ZNS. Sie vermitteln schnelle synaptische, aber aectrasynaptische (tonische),
inhibitorische Neurotransmission. Die AktivierungnvGABAa-Rezeptoren fiihrt daher
unter anderem zu Beruhigung, Anxiolyse oder SedmgriDie Funktion von GABA-
Rezeptoren kann durch zahlreiche Klinisch relevafiearmaka wie z.B. den
Benzodiazepinen moduliert werden.

Die Bindungsstelle von Benzodiazepinen wird von Aoséureresten der- und y-
Untereinheit gebildet. Nur-Untereinheiten mit einem Histidin-Rest in Positit®l bzw.
in homologer PositionagH101, a,H101, azH126 undasH105) sind Benzodiazepin-
sensitiv.a-Untereinheiten, denen dieser Rest fehlt bzw. nliedmologer Position einen
Arginin-Rest aufweisen, sind dagegen Benzodiazeysansitiv (LOw et al., 2000; Balic
et al., 2009).

Als wichtiger Teil der Benzodiazepin Bindungsstefiét die y-Untereinheit. Lange
wurde vermutet, dass BenzodiazepiggsA nur durch Rezeptoren mjt-Untereinheiten
modulieren, wahrend Rezeptoren mibzw.y; Benzodiazepin-insensitiv sind. Wingrove
et al. (1997) zeigten, dass die Schlisselaminosdiiredie Benzodiazepin-Wirkung in
dery, F77 bzwxy,M130 sind. Day;-Untereinheiten in den korrespondierenden Positione
ein Isoleucin 11179) bzw. ein Leuciny;L132) besitzen, wurde vermutet, dass Rezeptoren
mit y1-Untereinheiten Benzodiazepin-insensitiv sind.

In friheren Arbeiten am Department konnte dagegesreigt werden, dass
Benzodiazepine wie z.B. Triazolam, Midazolam odeloti@zepam an GABA-
Rezeptoren mi;-Untereinheit angreifen, wenn auch in geringerensrAald als an,-
Rezeptoren.

Im Rahmen meiner Diplomarbeit sollte nun untersuebtden, welchen Einfluss die
Punktmutationy;179F bzw. die Doppelmutation|79FxL132M auf die Modulation von
lcasa durch ausgewadahlte Liganden der Benzodiazepin-Bigsdstelle (Zopiclon,
Diazepam, Clobazam) ausubt bzw. ob mit diesen Nutabh eine mity,-Rezeptoren

vergleichbare Wirkung ap-Rezeptoren erreicht werden kann.
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Dafur wurden Rezeptoren bestehend @dsp,- und den Wildtypy-Untereineheiten bzw.
mutierteny-Untereinheiten inXenopus laevi®©ozyten exprimiert und die Modulation

von lgaga Mittels 2-Mikroelektrodenspannungsklemmtechnik tsueht.

Der erste untersuchte Ligand Zopiclon (StrukturhsieAbb. 16) zeigte keinen
signifkanten Effekt any;-Rezeptoren, wahrend eine deutliche Modulation Vexsa
durch y,-Rezeptoren gemessen wurde. Das Einfuhren der futédion resultierte in
einer deutlich gesteigerten Sensitivitdt des Rewspfir Zopiclon. Der Effrekt am
punktmutierteten Rezeptor war sogar signifkant ketérals any,-Rezeptoren. Die
Doppelmutation dagegen zeigte keinen zusatzlichetzed. Daraus konnte geschlossen
werden, dass die Wirkung von Zopiclon in starkenfid®laon der Aminoséaure in Position
77 bzw. 79 abhangt. Befindet sich in dieser Pasigin Isoleucin, wird kein Effekt
beobachtet, befindet sich in dieser Position jedaochPhenylalanin wirddaga deutlich
von Zopiclon potenziert. Obwohl mit diesen Expenmes gezeigt werden konnte, dass
fur die Wirkung von Zopiclon Phenylalanin notwendgy, kann zu diesem Zeitpunkt
noch nicht gesagt werden, ob dieser Rest fur dieldBig von Zopicone an den Rezeptor
bendtigt wird oder ob Phenylalanin fir die Trandduk des Effekts bendtigt wird. Dies
konnte/sollte in weiterfihrenden Experimenten (zl&ch weitere Mutationen oder auch
durch Bindungsstudien mit markierten Zopiclon-Daten) n&her untersucht werden.
Diazepam zeigte, wie bereits bekannt (Walters.e8D0; Esmaeili et al., 2008), keinen
signifikanten Effekt ary;-Rezeptoren, dagegen konnte an geenthaltenden Rezeptoren
eine starke Modulation beobachtet werden. Wie il.A8 gezeigt, kam es durch das
Einfihren der Punkt- bzw. auch der Doppelmutatianemer Potenzierung vomsdsa.
Jedoch setzte dieser Effekt erst bei KonzentratidnpM Diazepam ein. Die Wirkung
von hoheren Konzentrationen von Diazepam war dagarsstarker als ap-Rezeptoren,
daruber hinaus konnte auch keine Saturation etreierden.

Dieser Effekt kann nun auf die beiden Mutationeriizkzufiihren sein, jedoch ist bereits
bekannt, dass Diazepam in Konzentrationen10 pM auch Rezeptoren ohne
Benzodiazepin-Bindungsstelle (Rezeptoren bestehendiusa- und B-Untereinheiten)
potenziert (Walters et al., 2000).
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Obwohl bei héheren Konzentrationen eine Wirkunggsteng sowohl an der Einfach-
als auch an der Doppelmutante beobachtet wurdeheneidie Mutationen nicht aus, um
die any,-Rezeptoren beobachtete Wirkung zu erreichen. pP&mebraucht weitere
Aminoséauren, um die vollstandige Wirkung austbekdnnen.

Clobazam zeigte einen schwachen Effekt apRezeptoren und eine starke
konzentrationsabhéangige Potenzierung weaAd any,-Rezeptoren. Durch das Einfiihren
der Einfachmutation kam es erst bei hdheren Komagobhen £ 10 pM) zu einer
signifikanten Potenzierung vogasa Jedoch reichte die Einfachmutation nicht aus, um
den Effekt vollstandig wiederherzustellewerglichen mit Einfachmutation, kam es
durch das Einfuhren der Doppelmutation fast zurefeedoppelung des Effekts. Bei der
Applikation von 10uM Clobazam war der Effekt ary;179FxL132M identisch mit dem
Effekt an y,-Rezeptoren. Bei niedrigeren Konzentrationen war ddfekt an
doppelmutierten Rezeptoren sogar starker als adtyjdilezeptoren.

Anhand dieser Daten lasst sich feststellen, dasseéiden Mutationen (Austausch von
Isoleucin durch Phenylalanin in Position 79 und tAusch vom Leucin durch Methionin
in Position 132) nicht ausreichen und Clobazam neeltere Aminosauren braucht, um

die any,-Rezeptoren beobachtete Wirkung zu erreichen.

In einer parallel durchgefuhrten Diplomarbeit (Am&esic) konnte dagegen fur andere
Benzodiazepin-Liganden (Triazolam und Midazolamzeigt werden, dass durch das
EinfUhren der Punkt- bzw. Doppelmutation eine m#vergleichbare Sensitivitat fur
Benzodiazepin-Liganden wiederhergestellt werdemt@nOb diese Ergebnisse nun auf
strukturelle Unterschiede der untersuchten Ligar{®dazolam und Triazolam besitzen
einen zusatzlichen stickstoffhaltigen 5-Ring am yBias) oder auf unterschiedliche
Bindungsstellen am Rezeptor zurtickzufiihren sindipblzum momentanen Stand der
Untersuchungen noch ungeklart.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass von deonteesuchten Substanzen nur fir
Zopiclon eine signifikante Abhangigkeit dergaba Potenzierung von dem

Aminosaurerest in Position 77 bzw. 79 nachgewiegenden konnte.
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6. Zusammenfassung (250 Worte)

y-Aminobuttersaure (GABA) Typ A (GABAA) Rezeptorenind die wichtigste
inhibitorischen Neurotransmitter-Rezeptoren von dgdéieren. GABA-Rezeptoren
werden durch verschiedene klinisch wichtige Arzioéigruppen wie z.B. den
Benodiazepinen moduliert. Ihre Bindungsstelle ldtnsich zwischen der und dery,-
Untereinheit. Rezeptoren mity;-Untereinheiten werden dagegen kaum von
Benzodiazepinen erkannt.

Ein wesentlicher, struktureller Unterschied zwisthg- und y,-Untereinheiten sind
unterschiedliche Aminosauren in Positionen 77 bZ®. (y.F77 bzw. y1179) und
Positionen 130 bzw. 132,130 bzw.y;L132).

Problemstellungy;-Rezeptoren werden von Zopiclon, Diazepam und Claivanicht

moduliert, wahrenddasa durchy,-Rezeptoren signifikant potenziert wird. Lasst gicit
Hilfe von zwei Punktmutationen in deyi;-Untereinheit eine mity,-Rezeptoren
vergleichbare Sensitivitat fir ausgewahlte Ligan(piclon, Diazepam und Clobazam)
herstellen?

Methoden: Rekombinante GABA-Rezeptoren mit unterschiedlicher Untereinheiten-
Kombinationen wurden itXenopus laevi©ozyten exprimiert. Mit 2-Mikroelektroden-
Spannungsklemmtechnik wurde die Modulation von GABd&uzierten Choridstromen
(lcasa) gemessen.

Ergebnisse und Diskussion:

Durch das Einfuhren der Mutatignl79F war die Modulation vorghga durch Zopiclon
vergleichbar mit der Modulation vorsdsa durchy,-Rezeptoren. Die Doppelmutation
zeigte keinen zusétzlichen Nutzen, daraus kannhgessen werden, dass die Wirkung
von Zopiclon einzig von Phenylalanin in Position (77) bzw. 79 {1179F) abh&ngig ist.
Obwohl Diazepam und Clobazam in hdhet¢onzentrationen eine deutlich starkere
Wirkung an den mutierten Rezeptoren im VergleichyzWildtyp Rezeptoren zeigten,
reichen diese zwei Mutationen nicht aus, um dig.aRezeptoren beobachtete Wirkung
zu erreichen. Es sollten daher weitere Untersuatundurchgefiihrt werden, um
festzustellen, welche weiteren Aminosauren fur di#rkung von Diazepam und

Clobazam notwendig sind.
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7. Summary

Background:

y-aminobutyric acid (GABA) type A (GABA) receptors are the major inhibitory
neurotransmitter receptors in the mammalian bi@/&BA A receptors are the target for a
number of pharmacologically important drugs such lsnzodiazepines. The
benzodiazepine binding site is presumably locatatien/y,-subunit-interface. GABA
receptors containing;-subunits are virtually insensitive to BZ modulatiorwo amino
acids essential for binding and/or transductiorthef effect of BZs have been so far
identified:y,F77 (iny;179) andy,M130 (iny;L132).

GABAA receptors containing, subunits are not modulated by zopiclone, diazepath
clobazam, while a strong modulationygfcontaining receptors has been shown. Will the
point mutationy;179F and the double mutationl79FxL132M, respectively, induce
sensitivity for modulation of GABA-induced chlorideurrents ($asa) by zopiclone,
diazepam and clobazam?

Methods:

Recombinant GABA receptor subtypes were expresseX@mopus laevi®ocytes and
the modulation of daga) was measured using the 2-Microelectrode-Voltatzenp-
technique.

Results and discussion:

Introduction of the point mutationl79F significantly enhanced the modulation @fda

by zopiclone comparably to the modulationygfreceptors, while the double mutation
did not result in a further potentiation @hka, therefore it can be assumed that the effect
of zopiclone depends solely on F77 and F79, resmbget

Although the modulation ofshsa by diazepam and clobazam through single and double
mutated receptors was significantly stronger tharny.areceptors, the effect observed in
Y2 containing receptors was not achieved. Therefaréher amino acids responsible for

the effect of diazepam and clobazamygieceptors must be identified.
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