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1 Die GABAerge Transmission

1.1 y-Aminobuttersaure

Die y-Aminobuttersdure (GABA) ist eine nicht-proteinogene Aminosaure. Sie ist in der Natur
weit verbreitet und der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter im zentralen
Nervensystem (ZNS) der Sdugetiere (Seo et al., 2013).

1.1.1 Metabolismus

GABAergic | GABA wird im Korper primdr Uber

nerve terminal irreversible  a-Decarboxylierung  der
Glutaminsdure erzeugt. Diese Reaktion

wird von der a-Decarboxylase (GAD)

o ' katalysiert (Seo et al., 2013). Es gibt zwei
2.1GAD67 \
' Isoformen der GAD, die sich im
GABA

Molekulargewicht unterscheiden.
Wahrend die GADg; vor allem im
Cytoplasma zu finden ist, kommt in Nahe

des synaptischen Spalts vermehrt GADgs

Abbildung 1: Prasynaptische GABA-Synthese | \or (Benes et al., 2000). Durch die

(Walls et al., 2011) Phosphat-aktivierte Glutaminase (PAG)

wird die Aminosaure Glutamin zu Glutamat metabolisiert, das durch die GADg; in GABA
umgewandelt werden kann. GADg; sowie GADgs kdnnen Glutamin auch direkt in GABA
umwandeln (Walls et al., 2011).

GADg; ist mehr fiir die Synthese von GABA verantwortlich, GADgs befindet sich vermehrt am
prasynaptischen Ende (Benes et al., 2000).

Nach der Freisetzung von GABA in den synaptischen Spalt wird der Neurotransmitter
prasynaptisch wieder aufgenommen (Macdonald und Olsen, 1994). Der Abbau erfolgt liber
Transaminasen in den Mitochondrien (Macdonald und Olsen, 1994; Cao et al., 2013). GABA
wird zu Succinat-Semialdehyd umgesetzt, der weiter Uber die Succinat-Semialdehyd-

Decarboxylase zu Succinat gespalten wird (Cao et al., 2013).



1.1.2 GABA-aktivierte Rezeptoren

GABA bindet an zwei verschiedene Rezeptortypen: an ligandengesteuerte GABAa-
Rezeptoren (GABAA-Rs.) und an metabotrope GABAg-Rezeptoren (GABAg-Rs.) (Macdonald
und Olsen, 1994).

1.2 GABA,-Rezeptoren

1.2.1 Die pentamere ligandengesteuerte Cys-Loop Superfamilie

GABA,-Rezeptoren zdhlen zu den ligandengesteuerten lonenkanélen. Sie werden aus filinf
proteinogenen Untereinheiten gebildet. Jede Untereinheit besitzt eine N-terminale,
extrazellulare, hydrophile Region, gefolgt von vier transmembranaren a-Helices (M1-M4).
Somit bilden sich zwei intrazelluldre Schleifen (Loops), und eine extrazelluldare Schleife. Das
Protein endet mit einer relativ kurzen, extrazelluldren C-terminalen Doméane (Olsen und
Sieghart, 2009). Zwei Cysteine (Cys) im extrazelluldaren Loop bilden eine charakteristische
Disulfidbriicke (Vogel et al.,, 2009). Somit zdhlen GABAa-Rezeptoren zur Cys-Loop
pentameren ligandengesteuerten lonenkanal Superfamilie. Zudem umfasst diese Gruppe
nikotinerge Acetylcholin-, Glycin-, Serotonins-Rezeptoren und Zink-aktivierte lonenkanadle. Zu
den Cys-Loop lonenkanalen gehoéren aulRerdem die tetramere Glutamat- und die trimeren
Purin-Rezeptoren (Olsen und Sieghart, 2009). Nikotinerge Acetylcholin-, Serotonins-
Rezeptoren und Zink-aktivierte lonenkanéle sind kationen-selektiv, wahrend Glycin- und

GABA,-Rezeptoren anionen-selektiv sind (Keramidas et al., 2004).

Gemeinsamkeiten innerhalb der penatmeren ligandengesteuerten Cys-Loop Superfamilie:

Die Aminosaureabfolgen der Untereinheiten innerhalb der Cys-Loop Superfamilie sind zu
30 % identisch. Die fiinf membrandurchspannenden Domédnen bilden den lonen-Kanal-
Rezeptor-Komplex. Die M2 Domanen der 5 Untereinheiten formen, vermutlich unter
Beteiligung von M1, die Kanalpore. M2 ist zusatzlich an der lonenselektivitdt beteiligt
(Keramidas et al.,, 2004). Der GABAj-Rezeptor ist beispielsweise ein selektiver
Chloridionenkanal. Die Ligandenbindungsstellen innerhalb der Familie befinden sich

zwischen den beiden Untereinheiten o und  (Smith und Olsen, 1995).



1.2.2 Vorkommen

GABAj-Rezeptoren sind ubiquitar im ZNS von Saugetieren exprimiert (Olsen und Sieghart,
2009). Sie sind in unterschiedlicher Dichte in Neuronen des Gehirns vorhanden und
befinden sich an der postsynaptischen Membran, werden aber auch extra- und
perisynaptisch exprimiert (Lischer und Keller, 2004).

In wirbellosen Tieren findet man GABA-Rezeptoren unter anderem auch in Muskelzellen. In
Wirbeltieren sind GABA-Rezeptoren aullerhalb des neuronalen Gewebes, wie zum Beispiel
im Pankreas, vorhanden. Allerdings ist ihre dortige Funktion noch nicht bekannt (Olsen und
Sieghart, 2009).
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau pentamerer Rezeptoren der Cys-
Loop-Superfamilie
(http://www.tankonyvtar.hu/hu/tartalom/tamop425/0011_1A Jelatvitel _
en_book/ch02s02.html, 12.8.13)
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1.2.3 Aufbau

Den groRten intrazellularen Anteil des Rezeptors bildet die Schleife zwischen M3 und M4.
Dieser Abschnitt besitzt verschiedene Interaktionsseiten, zum Beispiel fur die
Phosphorylierung durch Serin/Threonin- bzw. Tyrosin-Kinasen.

Der C-Terminus befindet sich im Extrazellularraum und steht in keiner Interaktion mit der
Membran (Lischer und Keller, 2004).

19 Gene sind bekannt, die fir 19 verschiedene Untereinheiten des lonenkanals kodieren.
Diese umfassen ay¢, B13, V1.3, 0, €, 6, m und p13. In Vogeln existieren auch B4- und y4-, aber
keine 8- und g-Untereinheiten. Allerdings dhneln sich B und 8, und y und € stark (Olsen und

Sieghart, 2009).

1.2.4 Rezeptoruntereinheiten

Die meisten GABAx-Rezeptor Subtypen werden aus zwei a-, zwei B-, und einer y-, 6-, oder ¢-
Untereinheit gebildet. Da es 19 verschiedene Untereinheiten (UE) gibt, waren bei einem
pentameren Aufbau tausende Kombinationen moglich. Allerdings geht man von deutlich
weniger, in vivo vorkommenden Rezeptorsubtypen aus (Olsen und Sieghart, 2009). Erst elf
GABAj-Rezeptor Subtypen konnten in Neuronen identifiziert werden. Sie sind in Tabelle 1

aufgelistet (Rudolph und Knoflach, 2011).

Rezeptorsubtyp | ouPay: aBay2 asPnd asPnd asBay2 | agP2sy2
Ungefahre Haufigkeit 61 % 15-20 % 5% 5% >5% >5%

Tabelle 1: Native GABA,-Rezeptorsubtypen mit ihrer prozentuellen Haufigkeit im ZNS,
bezogen auf die Gesamtheit der GABA-Rezeptoren (Rudolph und Knoflach, 2011).

In Studien mit rekombinanten GABAs-Rezeptoren wurde schon frih erkannt, dass
besonders stabile, durch GABA aktivierbare Kanale aus a und B, oder 2 a, 2 B und einer
anderen Untereinheit, wie y, 6, oder € bestehen (Olsen und Sieghart, 2009; Sieghart und
Sperk, 2002). Der am haufigsten (ca. 60 %) vorkommende, postnatale Rezeptorsubtyp
besteht aus 2 as-, 2 B,- und 1 y,-Untereinheit (Sieghart und Sperk, 2002; Baumann et al.,
2002; Rudolph und Knoflach, 2011). In Foten sind allerdings die ay-, asz-, und Ps-

Untereinheiten in GABAs-Rezeptoren am starksten vertreten (Laurie et al., 1992).

-4 -




1.24.1 a-Untereinheiten

a, ist die meist verbreitete a-Untereinheit und kommt vor allem in Kombination mit ,- und
v2-Untereinheiten vor. Knockout der aj-Expression fiihrt zu einer Reduktion von GABAa-
Rezeptoren im gesamten ZNS, wie beispielsweise der GroRhirnrinde oder dem basalen
Vorderhirn. Die a-Untereinheiten 2-6 sind nicht im gesamten Gehirn nachweisbar, sondern
wurden in verschiedenen Regionen gefunden. Ein Beispiel fir o,-haltige Areale sind die
Amygdala und der Hypothalamus. GABAs-Rezeptoren mit der asz-Untereinheit sind unter
anderem im Rickenmark oder dem Stammhirn zu finden, wahrend os-Untereinheiten
aullerhalb des Hippocampus kaum nachweisbar sind (Rudolph und Knoflach, 2011; Olsen
und Sieghart, 2009). Die Expression von a4 und ag ist vor allem im basalen Vorderhirn und
im Kleinhirn ausgepragt. Sie fusionieren, im Gegensatz zu den anderen a-Untereinheiten,

genauso oft mit §, wie mit y, (Olsen und Sieghart, 2009).

1.2.4.2 B-Untereinheiten

Die Bis3-Untereinheiten konnen nur schwer voneinander unterschieden werden, da viele
GABA-Rezeptor-Antikorper keinen Unterschied zwischen ihnen machen. Nur in wenigen
Regionen des ZNS von Ratten, in denen nur eine B-Untereinheit vorhanden ist, konnte eine
Identifizierung erfolgen:

Die am haufigsten vorhandene und am weitesten verbreitete B-Untereinheit ist B, (Olsen
und Sieghart, 2009). Ein Knockout in Mausen vermindert die GABAs-Rezeptordichte um
50 % im gesamten ZNS von Ratten (Sur et al., 2001). Die B,.Expression ist beispielsweise in
Bereichen der Amygdala, dem Hypothalamus und dem Isocortex ausgepragt (Zhang et al.,
1991).

Die Bs-Untereinheit ist in Feten die haufigste B-Untereinheit, die Konzentration der mRNA
nimmt allerdings nach der Geburt ab. B3 ist postnatal beispielsweise in Arealen des
Vorderhirns, wie dem Isocortex oder des Hippocampus zu finden. B; weist die mengenmaRig
geringste Haufigkeit ihrer mRNA im ZNS auf. Sie ist postnatal vor allem in Bereichen des
Hippocampus oder dem Thalamus nachweisbar Wahrend in einem GABAa-Rezeptor
verschiedene a-Untereinheiten vorhanden sein konnen, hat man bislang pro Rezeptor

immer nur eine B-Untereinheit nachgewiesen (Zhang et al., 1991; Olsen und Sieghart, 2009).



1.2.4.3 y-Untereinheit

Mit 75-80 % ist die haufigste y-Untereinheit die y, (Olsen und Sieghart, 2009). Im ZNS ist fast
ausschlieBlich y, vorhanden. Beispiele fiir y, enthaltende Areale sind der Hypothalamus, der
Hippocampus und die Gehirnrinde. y; und ys3 spielen im ZNS kaum eine Rolle. y; ist vor allem
in den lateralen Nuclei der Amygdala, dem Striatum oder dem Globus pallidus zu finden,
wahrend Rezeptoren mity s-Untereinheiten in geringer Dichte beinahe im gesamten Gehirn

zu finden sind (Laurie et al., 1992; Pirker et al., 2000).

1.2.4.4 &-,&-, -, 0-Untereinheiten

Im Gegensatz zur y-Untereinheit sind diese Untereinheiten ausschliel3lich extrasynaptisch
exprimiert (Olsen und Sieghart, 2009).

6-Untereinheiten kommen vor allem in den Granularzellen des Cerebellums in Kombination
mit ag Untereinheiten vor; daneben wurden &-Untereinheiten mit a4 in Vorderhirnarealen,
wie dem Neostriatum, und in der Hirnrinde festgestellt (Olsen und Sieghart, 2009).

Die e-Untereinheit ist sehr selten und kommt zum Beispiel im Hypothalamus statt v,
beziehungsweise 6 vor (Olsen und Sieghart, 2009).

GABA,-Rezeptoren, die 6 oder € enthalten, findet man vorwiegend extrasynaptisch.

Die physiologische und pharmakologische Rolle der m- und ©- sind bis jetzt nur wenig

bekannt (Olsen und Sieghart, 2009).

Abbildung 3: Aufbau der
haufig vorkommenden @2px
Kombination des GABA,-

Rezeptors (Jacob et al., 2008)




1.2.5 Splice-Varianten der Untereinheiten

Nur von wenigen GABAA-Rezeptor-Untereinheiten existieren Splice-Varianten. In erster Linie
ist hier y, bedeutend, die in y,. und y,s gesplict wird. y,_ besitzt in der groRen, intrazelluldaren
Schleife acht Aminosauren mehr als die y,s-Untereinheit. Diese zusatzliche Sequenz enthalt
ein Serin, das von der Proteinkinase C phosphoryliert werden kann. Allerdings konnte trotz
der zusatzlichen Phosphorylierungsstelle noch kein funktioneller Unterschied zu yas
festgestellt werden. Benzodiazepine zeigen allerdings eine starkere Affinitat zu y,s als zu y,..
Die verschiedenen Splice-Varianten kommen in ungleichen Mengen in verschiedenen

Gehirnregionen vor (Olsen und Sieghart, 2009).

1.2.6 Offnung des Kanals

GABA bindet zwischen der a und der B-Untereinheit. Somit gibt es bei jeder 2a2px-
Rezeptorkombination 2 GABA-Bindungsstellen (Wang et al., 2010). Auf den beiden
Untereinheiten gibt es bestimmte Aminosauren, die fiir die Interaktion mit GABA essentiell
sind (Boileau et al., 2002).

Auf der a-Untereinheit sind ein Phenylalanin in Position 64 und ein Arginin in Position 120
fiir die GABA-Bindung unerlasslich. Eine Mutation der basischen Aminosaure Arginin 120 in
der a;-Untereinheit zu einem weniger basischen Lysin 120 fihrt zu einem starken
Wirkungsverlust von GABA und die Dosis-Wirkungs-Kurve wird stark nach rechts verschoben.
Die Bindungsaffinitait von Muscimol wurde ebenfalls stark herabgesetzt. Die Potenzierung
durch Benzodiazepine (BDZ) wurde allerdings nicht beeinflusst (Westh-Hansen, 1999).
Essentielle Aminosduren fiir eine GABA-Interaktion auf der B-Untereinheit sind Tyrosin in
Position 157 und 205, sowie Threonin in 160 und 202. Durch Punktmutationen wurden sie

als wichtige Bindungsstellen fiir GABA am GABA,-Rezeptor bestatigt (Amin und Weiss, 1993).

Die Untereinheiten formen Schleifen. Die Schleifen A-C der B-, und D-F der a-Untereinheit
formen die Bindungsdomane. Die GABA-Bindungsstelle besteht aus inneren und dulleren B-
Faltblattern, die ein sogenanntes ,Sandwich” bilden (Wang et al., 2010). Unwin postulierte
als einer der ersten, dass bei der Bindung von Agonisten der Cys-Loop-Familie an ihren
Rezeptor die C-Schleife aus den duleren B-Faltblattern um den Agonisten klappt (Unwin,

2005). Zuvor kommt es zu einer Bewegung von Schleife 2 und 7 und der
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pratransmembrandren-M1-Domane, die mit den dulleren B-Faltblattern in Verbindung steht.
Die Veranderung der Schleifen 2 und 7 fiihrt zu einer Konformationsianderung der
transmembraniren M2 und M3-Domine, was zur Offnung der Kanalpore fiihrt (Wang et al.,

2010).

1.2.7 Funktion

Alle GABA,-Rezeptoren sind anionenselektive Chloridkandle und werden durch GABA
geodffnet (Olsen und Sieghart, 2009). Bei der Aktivierung kommt es zu einem
Chloridioneneinstrom, da die intrazelluldare Konzentration geringer ist als die extrazellulare.
Das Membranpotential wird weiter ins Negative verschoben, wodurch die neuronale
Erregbarkeit erschwert wird (Lischer und Keller, 2004).

Fir die Aufrechterhaltung des intra- und extrazellularen Chlordionengradienten sind unter
anderem K*/CI-Cotransporter  verantwortlich, die  Chloridionen gegen das
Konzentrationsgefalle nach aullen beférdern. In unreifen, pranatalen Neuronen wurde eine
geringere mRNA-Konzentration fiir den K'/Cl-Cotransporter-Subtyp KCC2, als in reifen
Neuronen, nachgewiesen. Dies flihrt zu einem geringeren Konzentrationsunterschied
zwischen der intrazelluldaren und extrazellularen Chloridkonzentration, und wird mit der
vorwiegend depolarisierenden Wirkung aktivierter GABAs-Rezeptoren in unreifer Neuronen
assoziiert. Durch die Depolarisation kommt es zur Offnung von spannungsabhingigen Ca*'-
Kanilen und Ca**-lonenstrémen in die Zelle, was zu einer Exzitation fihrt. Der Wechsel von
einer depolarisierenden GABA Wirkung in Synapsen zu einem hyperpolarisierenden Effekt
erfolgt vermutlich Uber die stirkere Bildung von K'/Cl-Cotransportern und einer
resultierenden geringeren intrazellularen Chloridionenkonzentration wahrend der
postnatalen Entwicklung (Ganguly et al., 2001).

GABAj-Rezeptoren vermitteln an Synapsen eine schnelle, phasische, inhibitorische
Neurotransmission und extrasynaptisch beziehungsweise perisynaptisch eine starke,
tonische Inhibition. Synaptische und extrasynaptische GABA,-Rezeptoren unterscheiden sich

unter anderem in der Kombination der Untereinheiten (Lischer und Keller, 2004).



Die phasische Inhibition wird durch die Freisetzung von GABA aus prasynaptischen Vesikeln
gesteuert. Im synaptischen Spalt bindet GABA an postsynaptisch lokalisierte GABAa-
Rezeptoren. Diese I6sen nach der Aktivierung ein schnelles, inhibitorisches, postsynaptisches
Potential aus, das die Erregung nachfolgender Neuronen beeinflusst. Bei der phasischen
Inhibition werden die Kanalporen nur sehr kurz und bei einer hohen Konzentration von
GABA geoffnet. Die hohe Geschwindigkeit ist flr eine zeitgenaue Signalsetzung und eine
synchrone Weiterleitung des neuronalen Netzwerks entscheidend. GABA wird nach seiner
Verbreitung im synaptischen Spalt Uber spezifische Transporter prasynaptisch wieder
aufgenommen, um die Reaktion mit GABA-Rezeptoren zu stoppen. Postsynaptische GABA,-

Rezeptoren bestehen haufig aus a;3-, B-, und y,-Untereinheiten (Cellot und Cherubini 2013).

Tonische Inhibition wird durch extrasynaptische GABAs-Rezeptoren ausgeldst. GABA gelangt
durch nicht vesikuldare, calciumunabhangige Transporter aus dem synaptischen Spalt.
Extrasynaptische GABAs-Rezeptoren werden standig, durch die Prdasenz submikromolarer
GABA-Konzentrationen im Extrazellularraum, gebildet (Cellot und Cherubini 2013). Sie
besitzen hohe Affinitat zu GABA und desensibilisieren weniger als synaptische Rezeptoren
(Egawa und Fukuda, 2013). Auch extrazellular sorgen spezifische Transporter in der
Plasmamembran fir die Entfernung von GABA. Diese werden, vor allem bei einer hohen
GABA-Konzentration, verstarkt gebildet. Die tonische Inhibition ist an der Regelung der
Exzitation und der dafir notigen Zellkommunikation verschiedener Neuronen beteiligt. Das
Leitvermogen kann beispielsweise durch Neurosteroide moduliert werden. Extrasynaptisch
ist die y-Untereinheit kaum von Bedeutung. Ein Ausschalten des fiir y, kodierenden Gens,
fliihrt zu einem hohen Verlust des synaptischen inhibitorischen Potentials, wahrend das
extrazelluldre kaum beeinflusst wird (Cellot und Cherubini 2013). Viele extrasynaptische
Rezeptoren enthalten &- Untereinheiten, die mit a und B kombiniert sind. Es handelt sich
hier vor allem um a4, ag und selten um a;- Untereinheiten Eine weitere extrasynapatisch

exprimierte Rezeptorkombination ist asByy, (Wu et al., 2012).



phasic inhibition

tonic inhibition

Abbildung 4: Typische Rezeptorkombinationen von synaptischen und extrasynaptischen

GABA,-Rezeptoren (Reddy, 2011)

1.2.8 Funktion GABAerger Neuronen

Stoffe, die GABA-Rezeptoren aktivieren beziehungsweise positiv modulieren, bewirken im
Allgemeinen eine Anxiolyse, eine Muskelrelaxation, eine Sedierung, oder sind antikonvulsiv

(Kamatchi und Rathanaswami, 2012).
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1.2.8.1 Rolle der einzelnen Untereinheiten bei der Vermittlung

verschiedener Arzneistoffwirkungen

a-Untereinheiten:

Ol.

Substanzen, die GABAa-Rezeptoren mit der a;-Untereinheit aktivieren beziehungsweise
positiv. modulieren, besitzen in der Regel sedierende beziehungsweise zum Teil auch
antikonvulsive Wirkung. Die antikonvulsive Wirkung Gbem 3-hdltige Rezeptoren ist jedoch
deutlich starker ausgepragt. Daneben wird die Aktivierung der Rezeptorsubtypen auch mit

anterograder Amnesie in Verbindung gebracht (Tan et al., 2011).

5N
Uber Rezeptoren mit a,-Untereinheiten werden vor allem Wirkungen wie Anxiolyse und die

Muskelrelaxation vermittelt (Mo6hler, 2006).

As:

Rezeptoren mit der asz-Untereinheit spielen ebenfalls bei der anxiolytischen Wirkung
verschiedener Modulatoren eine wichtige Rolle. Allerdings ist die Anxiolyse erst bei hoheren
Konzentrationen wie beispielsweise der Benzodiazepine, als sie fiir a,.haltige Rezeptoren fiir

den gleichen Effekt benotigt werden, zu sehen (Mohler, 2006).

as:
Aktivierung von GABAx-Rezeptoren mit as-Untereinheiten fihrt zu einer Beeintrachtigung
des Erinnerungsvermdgens. Eine Uberfunktion kann zu Lern- und Gedichtnisschwierigkeiten

flihren (Mohler, 2006).

B-Untereinheiten:

Agonisten an Rezeptoren mit 3, und B; wird eine antikonvulsive und anxiolytische Wirkung

zugeschrieben (Olsen und Li, 2011).
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1.3 ,,GABA-Rezeptoren”

Rezeptoren, die aus flinfp -Untereinheiten aufgebaut sind, galten friher als eigene Familie,
die ,,GABAc-Rezeptoren®. Man erkannte keine pharmakologische Zugehdorigkeit zu den schon
bekannten GABAs- und GABAg-Rezeptoren, da sie weder durch Bicucullin geblockt, noch
durch Baclofen aktiviert wurden. Heute zahlt man sie aufgrund ihrer Struktur jedoch zu den
GABA,-Rezeptoren. Sie wurden zwar auch in wenigen Regionen des ZNS lokalisiert, werden
aber vor allem in der Retina exprimiert. Fehlfunktionen von , GABAc-Rezeptoren” in der
Retina fiihren unter anderem zu einer Hypoxie in der Netzhaut (Olsen und Sieghart, 2009;

Bek und Holmgaard, 2012).

1.4 GABAg-Rezeptoren

GABAg-Rezeptoren sind metabotrope Rezeptoren und sind heterodimer aus einer GABAg1,-,
oder GABAg;,- und einer GABAg;-Einheit aufgebaut. An den GABAg;-Untereinheiten befindet
sich die GABA-Bindungsstelle, wahrend Modulatoren vermutlich an der GABAg,-Untereinheit

angreifen (Attia et al., 2013).

1.4.1 Inhibitorische Wirkung

GABAg-Rezeptoren sind im ZNS weitverbreitet. Sie haben, in Abhangigkeit von der
Lokalisation, unterschiedliche Einflisse auf synaptische Transmissionen. Prasynaptische
GABAg-Rezeptoren inhibieren die Neurotransmitterfreisetzung. Postsynaptisch hemmen sie
die neuronale Exzitation durch Aktivierung von Kir(K*-buffering inwardly rectifying)3-Typ K'-
Kandlen, die im gedffneten Zustand einen einwartsgerichteten Kaliumionenstrom ins
Zellinnere ermoglichen und das Membranpotential senken. Dies fuhrt zu langsamen,
inhibitorischen, postsynaptischen Potentialen (Guetg et al., 2010; Furutani et al.,, 2009).
Kir3-Typ K*-Kanile zihlen zu den ATP-sensitiven K'-Kanilen, die eine wichtige Rolle bei der
Muskelspannung spielen (Aishima et al., 2006). GABAg1,2)-Rezeptoren kontrollieren die
Freisetzung von Glutamat, wahrend GABAg(1p2)-Rezeptoren Kir3-Typ K*-Kanale aktivieren.
GABAg-Rezeptoren im Riickenmark hemmen N-Methyl-D-Aspartat(NMDA)-Rezeptoren durch

Hyperpolarisation (Guetg et al., 2010). Dies erfolgt durch die Dissoziation des Gy, Proteins
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bei der Bindung von GABA (Gutierrez et al., 2011). Das Gj, Protein hemmt die
Phosphokinase A-Signalkaskade liber Inhibition der Adenylcyclase, was zu einer reduzierten
Ca?*-Permeabilitit der NMDA-Rezeptoren und einer erhéhten Offnungswahrscheinlichkeit

von K*-Kanilen fiihrt (Guetg et al., 2010; Koek et al., 2012).

GABAgR1 GABAgR2

r,,,.-GABA.Ib&EInl&n

Presynaptic Ca2+

channelz

Abbildung 5: Wirkung aktivierter GABAg-Rezeptoren
(http://flipper.diff.org/app/items/5240, 21.9.13)

1.4.2 Liganden

Der klassische GABAg-Rezeptor-Agonist ist die 4-Amino-3-(4-chlorphenyl)buttersaure, kurz
Baclofen. Wirksam ist vor allem das R-(-)-Enantiomer. Das Racemat wird bei spastischen
Anfillen, die auf Gehirn- oder Riickmarksstérungen beruhen, bei starken Schmerzen von
Krebspatienten, Drogenabhéangigkeit und Alkoholismus, Gastrodsophageale Refluxkrankheit
(GERD) und Funktionsstorungen der Blase angewendet (Attia et al., 2013).

5-Amino-pentansdure ist ein unselektiver Antagonist.
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2 GABA-Rezeptor assoziierte Erkrankungen

2.1 Angststorungen

Angststorungen sind durch ein verandertes emotionales und physisches Verhalten
gekennzeichnet (McTeague und Lang, 2012). Meist entstehen sie aus einer Kombination von
genetischen Faktoren und Umwelteinfliissen. Im Kindesalter kénnen sich Stresszustiande auf
die Entwicklung des ZNS auswirken (Earnheart et al., 2007). Im Neurotransmitterhaushalt
wurden Veranderungen bei Noradrenalin, Serotonin und GABA festgestellt (Baldwin et al.,
2013). Man unterscheidet konkrete Angste (Phobien) und Panikattacken, generalisierte

Angstzustdande (GAD) und Depressionen (McTeague und Lang, 2012; Mago et al., 2013).

2.1.1 Angstzustinde

Bei Phobien I6sen bestimmte Situationen, die fiir Gesunde kaum bedrohlich oder normal
erscheinen, Panik, Stress und ein Bediirfnis nach Flucht aus. Ein Beispiel ist die Agoraphobie,
bei der der Patient Angst vor gewissen Orten hat (McTeague und Lang, 2012).

GAD sind durch eine standige, intensive Angst und Sorgen liber Monate bis Jahre
gekennzeichnet. Sie sind nicht an bestimmte Umstande gebunden. Physiologische Anzeichen
sind  Rastlosigkeit, = Muskelanspannungen, Konzentrationsschwierigkeiten, leichte
Erregbarkeit und ein unruhiger Schlaf. Viele Patienten leiden unter chronischen
Schmerzzustdanden, wie Kopfschmerzen (Baldwin et al., 2013). GABAerge Neuronen spielen
eine entscheidende Rolle bei der Entstehung und Manifestation von Phobien, Panikattacken
und GAD. Modulatoren an GABAj-Rezeptoren mit o,- und os-Untereinheiten, wie

beispielsweise die Benzodiazepine, haben einen anxiolytischen Effekt (Mohler, 2012).

2.1.2 Depressionen

Depressionen sind fir gewdhnlich wiederkehrende Stérungen der Wahrnehmung, die die
Patienten in ihrem Verhalten hemmen. Sie interagieren anders mit ihrem sozialen Umfeld
und ihrer Arbeit und kdnnen Alltagssituationen schwerer bewaltigen (Mago et al., 2013).

Symptome sind Pessimismus, ein vermindertes Selbstvertrauen, Schlafstérungen,
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Erschopfung, und Selbstmordgedanken (Mdhler, 2012). Die Behandlung mit Antidepressiva
erfolgt meist Uber einen langeren Zeitraum, um einen Rickfall zu vermeiden. Depressionen
werden vor allem mit einer Stérung des Noradrenalin- und Serotoninhaushalts assoziiert
(Mago et al., 2013). Allerdings wurden in Gehirnen von Patienten auch zu geringe GABA-
Konzentrationen nachgewiesen (Amihdesei und Mungiu, 2012). Die Pathogenese
depressiver Erkrankungen ist daher sehr komplex. Die Behandlung erfolgt zum Beispiel durch
Serotonin- und/oder Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer (Mago et al., 2013).
Modulatoren an GABAa-Rezeptoren mit a,- und as-Untereinheiten zeigen ebenfalls eine
antidepressive Wirkung, wodurch ein Zusammenhang von Angst und Depression

naheliegend erscheint (Mohler, 2012).

2.2 Schlafstorungen

Bei Insomnie hat der Patient Probleme beim Einschlafen, kann der Patient nicht im
Schlafzustand bleiben, oder es besteht die Kombination aus beiden Krankheitsbildern.
Insomnie fuhrt zu einer schlechten Qualitat des Schlafes. Dies kann zu Depressionen, einem
gereizten Gemutszustand, Konzentrationsschwachen und einer Einschrankung der Lern- und
Gedachtnisfahigkeit fihren. AuBerdem steigt das Risiko flir Erkrankungen, wie Adipositas,
Diabetes, Herzerkrankungen. Schlaf ist daher fiir die psychische und physische Gesundheit

essentiell (Amihdesei und Mungiu, 2012).

2.2.1 Pathophysiologie

Die genaue Physiologie des Schlafes ist komplex, viele Regionen im Gehirn spielen eine Rolle
(siehe Abbildung 6; Datta und MacLean, 2007).

Es gibt allerdings viele Anhaltspunkte, dass GABA eine Rolle bei der Atiologie von Insomnie
spielt (Plante et al., 2012). Eine zu geringe GABA-Konzentration im Gehirn wurde in
Patienten mit Depressionen und Angstzustanden nachgewiesen. Bei Insomnie kommt es zu
einer Uberregung, was vermutlich auf der Abnahme der inhibitorischen GABAergen
Neurotransmission beruht. Hypnotika, wie beispielsweise die Benzodiazepine, verstarken die

Aktivitat von GABAergen Neuronen (Amihdesei und Mungiu, 2012).
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2.2.2 Pathogenese

Die Neigung zu Stress erhoht das Risiko einer Insomnie. Durch Stress werden der
Sympathikus und die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse angeregt. Dies
flihrt unter anderem zu einer erhéhten Sekretion von Corticotropin-releasing-Hormon und
somit zur Unterbrechung des Schlafes.

Primare Schlafprobleme ziehen sich (ber mindestens einen Monat und haben keine
offensichtliche Ursache. Etwa ein Viertel der Erwachsenen sind von ihnen betroffen.
Sekunddre Insomnie kann zum Beispiel durch chronische Herz- oder Lungenerkrankungen,
Medikamente, eine konstante Umstellung der Schlafgewohnheiten, oder durch das Restless-

Legs-Syndrom ausgeldst werden (Amihaesei und Mungiu, 2012).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung verschiedener Gehirnregionen, die eine Rolle
beim Schlaf spielen

Durch die vermehrte Aktivitdit von Zellen im anterioren Hypothalamus und der
praoptischen Area (rot), kommt es zu einer erhéhten Produktion von GABA und Galanin.
Die beiden Neurotransmitter hemmen Regionen im Gehirn, die den Wachzustand
unterstltzen, wie beispielsweise histaminerge Zellen (HA) im tuberomammilaren Nucleus,
Hypocretin/orexinergen Neuronen (Hcrt) im lateralen Hypothalamus (LH), noradrenerge
Nervenbahnen (NE) im Locus coeruleus (LC), serotonerge Zellen (5-HT) in den
Raphekernen (RN) und cholinerge Neuronen (Ach) in den pedunculopontinen Kernen
(PPT). Des Weiteren werden Bereiche in der mittleren pradfrontalen Rinde (mPFC), im
suprachismatischen Kern (SCK), im basalen Frontallappen (BF), in der VTA und der
Substantia nigra compacta und der medialen Reticularforamtion (MRF) beeinflusst.
AuRRerdem weisen GABAerge Nervenbahnen in der Gehirnrinde (Layer I/1l) und Zellen im

solitdaren Kern beim Schlafen eine erhohte Aktivitat auf (Datta und MacLean, 2007).
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2.2.3 Therapie

Neben Veranderungen des Lebensstils und kognitiven Verhaltenstherapien werden zur
Behandlung Hypnotika eingesetzt. Schlafmittel, wie beispielsweise Benzodiazepine, sollten
Uber ein bis zwei Wochen eingenommen werden. Eine langere Anwendung fihrt zu
Abhangigkeit und Entzugserscheinungen. Des Weiteren kdnnen tagsiiber Benommenheit
und Verwirrung auftreten. Aullerdem wurden Hypotonie, Gedachtnisprobleme und eine
veranderte Melatonin-Sekretion in der Nacht beobachtet. Deshalb wurden Schlafmittel wie
Zolpidem, Zopiclon und Zaleplon entwickelt. Sie sind so effektiv wie Benzodiazepine, aber
haben eine deutlich hohere Affinitdt zu as-, als zu a,. und asz-haltigen GABAs-Rezeptoren. Zu
Rezeptoren, die die as-Untereinheit besitzen, weisen sie nahezu keine Affinitat auf
(Amihaesei und Mungiu, 2012; Rudolph und Knoflach, 2011). Zopiclon ist kurzwirksam und
hat eine chemisch andere Struktur, aber ein dhnliches pharmakologisches Profil wie die
Benzodiazepine (Amihadesei und Mungiu, 2012). Das Abhangigkeitspotential ist allerdings mit
der aj-Untereinheit verbunden. Somit konnte das Problem des hohen
Abhdngigkeitspotentials von Schlafmitteln mit den derzeitigen Therapieformen noch nicht
eliminiert werden (Tan et al., 2011).

Es wird eine erhdhte Mortalitdt mit momentan vorhandenen Hypnotika-Therapien assoziiert

(Amihaesei und Mungiu, 2012).

2.3 Epilepsie

Epilepsie ist eine der haufigsten neuronalen Erkrankungen (Delorenzo et al., 2005). Die
Inzidenz liegt weltweit bei 0.5-1 % (Jacobs, 2012). Epilepsie entwickelt sich durch abnormale,
neuronale Verknilpfungen, einem Ungleichgewicht zwischen inhibitorischen und
exzitatorischen Neurotransmittern, oder aus einer Kombination beider Faktoren (Reddy,
2013). Es kommt zu einer Ubererregbarkeit von Neuronen, die in spontane Anfille
Ubergehen kénnen (Williams et al., 2009). Pro Jahr sterben etwa 50.000 Menschen in den

USA an den Folgen von epileptischen Anfallen (Frankel, 2009).
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2.3.1 Pathophysiologie

Epilepsie kann genetisch bedingt sein (primar), oder im Laufe des Lebens erworben werden
(sekundar) (Williams et al., 2009). Die Pathogenese ist noch nicht vollstindig bekannt
(Gonzélez, 2013). Epilepsieformen, die keinen ersichtlichen Ursprung haben, bezeichnet man
als idiopathisch (Frankel, 2009). Eine aktuelle Hypothese unterteilt die Entwicklung der
erworbenen Epilepsie in drei Phasen. Die erste Phase umfasst die Entwicklung der
neuronalen Stérung im ZNS, anschlieRend folgt eine latente Periode und die letzte Phase
umfasst den Phanotyp mit chronischen, spontanen Krampfanfillen (Delorenzo et al., 2005).
Die primare Epilepsie tritt genauso haufig wie die sekunddren Formen auf (Reddy, 2013). Bei
Menschen kann es beispielsweise nach langeren, fieberhaften Krampfen, einem Schlaganfall
oder Kopfverletzungen zu einer Manifestation der Epilepsie und zu Krampfanfallen in den
folgenden Monaten oder Jahren kommen (Gonzalez, 2013).

Die Entwicklung auf zellularer Ebene wird mit einer erhéhten, extrazelluldren Konzentration
des wichtigsten exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat assoziiert. Dies flihrt unter
anderem zu einem gesteigerten, intrazelluldren Ca2+—SpiegeI, der als Ursache fiir die
neuronale Veranderung und der Manifestation der Epilepsie vermutet wird. Es kommt bei
einem langeren, verstarkten Einwirken durch Glutamat zu einer Verschiebung der
Empfindlichkeit und des Gleichgewichts von Calcium in den Neuronen. Der Phanotyp der
Epilepsie wird daher vermutlich von den Zellen ausgel6st, die Glutamat verstarkt ausgesetzt
sind, oder es waren (Delorenzo et al., 2005).

Des Weiteren werden epileptische Formen durch fehlerhafte GABAerge Transmissionen
verursacht (Macdonald et al., 2010). Die Inbalance zwischen einer erhéhten Exzitation durch
glutamaterge Transmission und einer verringerten Inhibition durch GABAerge

Neurotransmission fiihrt zu spontanen, epileptischen Anfillen (Zhang und Sun, 2011).

2.3.2 Mutationen am GABA,-Rezeptor

Die Mutationen sind meist Polymutationen und werden von einem Elternteil vererbt. Es
kann aber auch im Laufe des Lebens zu de novo Mutationen in GABAs-Kandlen kommen, die
zu epileptischen Anfallen fiihren. Bislang erforschte Mutationen betreffen die a;-, Bs-, 6- und
v2- Untereinheit. Beiy; sind diverse Mutationen in der Peptidkette der fertigen Untereinheit

vorhanden. a;-, Bs- und 6-Untereinheiten kénnen zusatzlich zu Mutationen in der fertigen
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Rezeptoruntereinheit auch Abweichungen in der Signalsequenz, die vor der Bildung eines
funktionsfahigen Rezeptors abgespalten wird, aufweisen. Bei den Verdanderungen handelt es
sich um missense-, nonsense-, frameshift-Mutationen und um Mutationen in nicht
codierenden Bereichen, wie zum Beispiel in Introns. Das veranderte Erbgut fihrt in
synaptischen Regionen zu einer unstabilen mRNA der Rezeptoruntereinheiten, und/oder
einem fehlerhaften lonenkanal durch abweichende Peptidfaltung oder Glykosylierung der
defekten Untereinheit (Macdonald et al., 2010). Eine verminderte phasische GABAerge
Ubertragung ist die Folge. Die tonische GABAerge Aktivitit scheint hingegen erhoht zu sein
(Yu et al., 2013).
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Abbildung 7: Mutationen der GABAj-Rezeptor-Untereinheiten, die mit genetisch
bedingter Epilepsie assoziiert sind

Der griine Abschnitt stellt die Signalsequenz dar, die vor der Bildung der vollendeten
Untereinheit abgetrennt wird. Mutationen wurden bei B3, y, und 6 in den extrazellubiren
Abschnitten gefunden. Genetische Verdanderungeny von , koénnen auch in der

intrazellularen Schleife zwischen M3 und M4 vorhanden sein. Die Mutationenader 1-

Untereinheit sitzen in der transmembranaren M3-Domane (Macdonald et al., 2010).
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2.3.3 Klassifikation

Die Klassifikation der Epilepsie-Formen erweist sich aufgrund der heterogenen
Pathophysiologie und Atiologie schwierig (Zhang et al., 2012). Die epileptischen Formen
kénnen grob in primar generalisierte Anfélle und fokale Anfalle eingeteilt werden (Engel,
1995). Bei einem primar generalisierten Anfall sind beide Gehirnhdlften von einer
Fehlfunktion der neuronalen Ubertragung betroffen. Bei einem Anfall kommt es zu einer
synchronen Exzitation der schadhaften Regionen in beiden Hemispharen. Im Fall eines
fokalen Anfalls beschrankt sich die Fehlfunktion meist auf eine Gehirnhalfte, oft sogar nur
auf ein bestimmtes Areal der neuronalen Ubertragung (Aktories et al., 2009). Anfille, bei
denen es zu einem Verlust des Bewusstseins kommt, bezeichnet man als Absencen (Frankel,
2009). Einen Uberblick der Klassifikation der Epilepsie und den physischen Auswirkungen der

einzelnen Formen gibt Tabelle 2.

Anfallstyp Form, ungefdhre relative Haufigkeit Phanotypische Beispiele
fokal Jackson Anfall = einfache fokale Anfille klonische Zuckungen der linken Hand mit
oka Bewusstsein bleibt erhalten, 4 % typischer Ausbreitung in den linken Arm
komplex fokaler Anfall plotzliches Auf- und Zuknépfen des
Bewusstseinseinschrankungen, 16 % Hemds, ohne anschliefender Erinnerung
daran
sekundar generalisierter Anfall fokaler Beginn ohne Bewusstseinsverlust,
Anfanglich fokaler Beginn anschlieBende tonisch-klonische Krampfe
Bewusstsein im generalisierten Zustand ohne anschlieBender Erinnerung an den
aufgehoben, 36 % Anfall
Absencen geistige Abwesenheit mit starrem Blick,
Bewusstseinsausfall, 1 % oder plotzliches Pausieren einer Tatigkeit,
ohne anschlieRender Erinnerung daran
myoklonischer Anfall klonische Zuckungen der Arme und
sehr kurzer, kaum wahrnehmbarer Fallenlassen von Gegenstdanden, ohne
primar Bewusstseinsausfall, 1 % anschlieBender Erinnerung daran
generalisiert | generalisierter tonisch plétzlicher Sturz zu Boden ohne
und/oder klonischer Anfall warnende Anzeichen, gefolgt von
Bewusstseinsausfall, 33 % tonisch-klonischen Krampfen, ohne
anschlieBender Erinnerung an den Anfall
atonischer Anfall Plotzlicher Sturz durch Verlust des
sehr kurzer, kaum wahrnehmbarer Muskeltonus ohne Verkrampfungen
Bewusstseinsausfall, <1 %
nicht <8%
klassifizierbar

Tabelle 2:

Uberblick iiber die Anfallsformen der Epilepsie (Aktories et al., 2009)
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2.3.4 Therapie

Die primdre Pharmakotherapie umfasst die Gabe von Antiepileptika. Sie verstarken
einerseits die inhibitorische Wirkung GABAerger Nervenbahnen, um der verstarkten
exzitatorischen Wirkung entgegen zu wirken. Andererseits unterdriicken sie die Effekte oder
Freisetzung von Glutamat (Brawek et al., 2009).

Zur ersten Gruppe zahlen Vigabatrin, Tiagabin, Benzodiazepine, Barbiturate, und die
Valproinsaure. Sie verstiarken die GABA-Synthese und Freisetzung von GABA in den
synaptischen Spalt (Valproinsaure), hemmen die Wiederaufnahme (Tiagabin), oder den
Abbau (Vigabatrin) von GABA, oder sind positive Modulatoren am GABAs-Rezeptor
(Benzodiazepine, wie Diazepam; Barbiturate, wie Phenobarbital) (Brawek et al., 2009; Sarup
et al., 2003; Elms et al., 2013; Goldschen-Ohm et al., 2010).

Die zweite Gruppe umfasst Blocker spannungsabhingiger Na'-, beziehungsweise
T(Transient)-Typ Ca’*-Kanile. Zu den Na*-Kanalblockern zéhlen Carbamazepin und Phenytoin
(Uebachs et al., 2012; Sitges et al., 2007). Ein T-Typ Ca’"-Kanalblocker ist beispielsweise
Gabapentin (Brawek et al., 2009; Li et al., 2012). Des Weiteren zahlen direkte Blocker der
non-NMDA-Glutamatrezeptoren, wie Topiramat und Felbamat, zu den antiepileptischen
Arzneistoffen (Waugh und Goa, 2003; Tomczyk et al., 2007; Brawek et al., 2009).

Die Valproinsdure wirkt sowohl GABA verstdrkend, als auch Glutamat hemmend. Sie erhoht
einerseits durch eine verstarkte GABA-Synthese die GABAerge Transmission, und senkt die
Exzitation durch Blockade von spannungsabhingigen Na*-Kanalen (Elms et al., 2013).
Antiepileptika kdnnen schwerwiegende Nebenwirkungen haben, oder die Krampfe nicht
vollstandig verhindern (Frankel, 2009). 30 % der Erkrankten sind, trotz Medikation, weiterhin
von epileptischen Anfdllen betroffen. Bei schwerwiegenden, therapieresistenten Formen

kann das epilepsieverursachende Zentrum chirurgisch entfernt werden (Jacobs et al., 2012).

2.4 Schizophrenie

Die Schizophrenie ist eine schwere, psychische Erkrankung (Ekinci und Ekinci, 2013). Etwa
ein Prozent der Weltbevdlkerung ist von Schizophrenie betroffen (Yu et al., 2013). Dabei

kann das klinische Bild von Patient zu Patient variieren (Ekinci und Ekinci, 2013).
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Das Krankheitsbild ist bei Erkrankten oft sehr heterogen und wird grob in die Positiv- und
Negativsymptomatik eingeteilt. Zur Positivsymptomatik zdhlen beispielsweise aggressives
Verhalten und Wahnvorstellungen Depressive Stimmungen hingegen sind ein Beispiel fir
Negativsymptomatiken (Ekinci und Ekinci, 2013; Vahia et al., 2013). Bei einer bipolaren
Stérung, oder manisch-depressiven Erkrankung, wechseln sich die Positiv- und
Negativsymptomatik ab (Escamilla, 2001).

Die Schizophrenie ist meist chronisch und die Symptome verstarken sich, je langer die
Krankheit unbehandelt bleibt. Sie wird unter anderem nach dem Zeitpunkt des ersten
Auftretens von Symptomen unterteilt. Am haufigsten treten erste Anzeichen der Erkrankung
bei jungen Erwachsenen um das 20. Lebensjahr auf. Kinder sind seltener von der
Schizophrenie betroffen. Man unterscheidet die sehr friih auftretende Schizophrenie, die vor
dem 13. Lebensjahr beginnt, und die friih auftretende Schizophrenie, die zwischen 13 und 17
Jahren ausbricht (Clemmensen et al., 2012).

Uber die Entstehung und Manifestation der Schizophrenie gibt es zahlreiche Hypothesen (Yu
et al., 2013). Pathophysiologische Ausloser betreffen vermutlich Areale in der Hirnrinde, wie
zum Beispiel eine reduzierte Exzitation in Pyramidalneuronen durch eine Fehlfunktion der
glutamatergen Transmission durch NMDA-Rezeptoren und/oder eine herabgesetzte
dopaminerge Neurotransmission durch Dopamin-1-Rezeptoren. Des Weiteren wird
Schizophrenie mit einer Reduktion der GABA-Konzentration in Parvalbumin-enthaltenden
Neuronen assoziiert. Da Parvalbumin-enthaltende Neuronen indirekt die dopaminerge
Transmission durch Dopamin-2-Rezeptoren im Striatum inhibieren wiirden, kommt es zu
einer verstarkten Exzitation im Striatum, die vermutlich zu einem Teil der psychischen
Symptomatik in der Schizophrenie fuhrt (Lewis und Sweet, 2009). Die Positivsymptomatik
wird hochstwahrscheinlich unter Beteiligung einer hyperdopaminergen Erregung im Globus
pallidus ausgel6st (Sotoyama et al., 2013).

Post mortem wurde in Patienten eine reduzierte mRNA Konzentration und Expression von
GABA-synthetisierenden Enzymen, wie GADg;, festgestellt, sowie Uber eine erhéhte Dichte
postsynaptischer GABA,-Rezeptoren im prafrontalen Cortex berichtet (Yu et al., 2013). Vor
allem wurde eine vermehrte Expression der a,-Untereinheit beobachtet (Verdurand et al.,
2013). y- und B-Untereinheiten waren zum Teil defekt. Der anscheinend verminderten
phasischen Inhibition steht eine Uberaktivitit der tonischen Inhibition gegeniiber.

Hemmende Substanzen der extrasynaptischen und perisynaptischen GABAA-Rezeptoren
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konnten schizophrene Symptome in Mausen vermindern. Mogliche Veranderungen der
GABA-Spiegel bei schizophrenen Patienten werden momentan noch kontrovers diskutiert

(Yu et al., 2013).

Prefrontal cortex

Striatum
v

o DA~

F

Mesencephalic DA cell nuclei

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Gehirnareale und
Neurotransmitteriibertragungen, die mit der Schizophrenie assoziiert werden

(Lewis und Sweet, 2009)
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2.5 Down Syndrom

Das Down Syndrom tritt bei einem von 650-1000 Neugeborenen auf. Es ist die haufigste
Ursache fir eine genetisch bedingte mentale Einschrankung (Bittles et al., 2007). Die
Erkrankung wird auch ,Trisomie 21“ genannt, da, statt zwei, drei Chromosomen 21
vorhanden sind. Das Krankheitsbild umfasst neuronale Missbildungen, die zu kognitiven
Defiziten und einer Beeintrachtigung der intellektuellen Fahigkeit fliihren. Eine stark erhohte
GABAerge Neurotransmission ist vermutlich einer der Hauptgriinde fiir die kognitive
Einschrankung. Transgene Mause, die den Phanotyp des Down Syndroms zeigen, weisen
eine reduzierte, exzitatorische Aktivitat im Temporallappen auf. Des Weiteren kommt es
durch die verstarkte GABAerge Neurotransmission zu einer verminderten Plastizitdt von
Synapsen im Hippocampus. Unselektive GABAs-Rezeptor-Antagonisten flihren zwar zu einer
Verbesserung der Gedachtnisleistung, 16sen aber auch Angstzustande, Schlaflosigkeit und
Muskelkrampfe aus. Da im Hippocampus aber vor allem GABAs-Rezeptoren mit as-
Untereinheiten exprimiert werden, konnten selektive, inverse Agonisten dieses
Rezeptorsubtyps in der Behandlung der Trisomie 21 deutliche Vorteile bringen (Martinez-

Cué et al., 2013).
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3 Liganden am GABA,-Rezeptor

3.1 Agonisten

Neben GABA binden auch Substanzen wie Muscimol, Thiomuscimol, 4,5,6,7-
Tetrahydroisoxazolo[5,4-c]pyridin-3-ol (THIP) und Piperidin-4-sulfonat (P4S) an die GABA-
Bindungsstelle (Ebert et al., 1997).

3.1.1 Muscimol

Muscimol (Isoxazolderivat aus dem Fliegenpilz) ist ein selektiver Agonist an der GABA-
Bindungsstelle (Macdonald und Olsen, 1994). Es besitzt unterschiedliche Affinitat zu den
einzelnen a-Untereinheiten. Am hochsten ist die Affinitat zu Rezeptoren mit -
Untereinheiten, wahrend sie fir a,-hdltige Rezeptoren am schwachsten ausgepragt ist.
Muscimol weist eine deutlich héhere Bindungsaffinitat zu GABAs-Rezeptoren als GABA auf
(Ebert et al., 1997). Die ECso von Muscimol ist beispielsweise an a;B,y,-GABAs-Rezeptoren
mit etwa 3 uM deutlich geringer, als die von GABA mit einer ECso um die 50 uM (Yang und
Olsen, 1987).

3.2 Antagonisten

Zu den GABAj-Rezeptor-Antagonisten zdhlen beispielsweise Bicucullin, GABA-
Arylaminopyridazinderivate (kompetitive Antagonisten) oder Picrotoxin (nicht-kompetitiver

Antagonist) (Macdonald und Olsen, 1994; Heaulme et al., 1986).

3.2.1 Bicucullin

Bicucullin ist ein kompetitiver Antagonist am GABAs-Rezeptor (Macdonald und Olsen, 1994).
Es besitzt eine geringere Affinitdt zu Rezeptoren mit oe-Untereinheiten, wahrend sich die
Affinitat zu den anderen haufig vorkommenden Rezeptorsubtypen nicht signifikant
unterscheidet (Ebert et al., 1997). Die ICso liegt, je nach GABAa-Rezeptorsubtyp,
durchschnittlich bei 3-4 uM Bicucullin (Green und Halliwell, 1997).
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Abbildung 9: Struktureller Vergleich zwischen GABA und seinen kompetitiven
Liganden am GABA,-Rezeptor (Ebert et al., 1997)

3.2.2 Picrotoxin

Picrotoxin ist ein nicht-kompetitiver Antagonist am GABA-Rezeptor. Es ist ein dquimolares
Gemisch aus Picrotoxinin und Picrotin (Yang et al., 2007). Die Molekiile sind ungeladen,
kugelartig und besitzen einen Durchmesser von etwa 9 A (Xu et al., 1995). Picrotoxin ist ein
typischer use-dependent Blocker. Eine Bindungsstelle von Picrotoxin befindet sich
vermutlich extrazelluldr nahe dem M2 Segment, welche allerdings nur im gedffneten
Zustand des Kanals erreichbar ist. Geht der Rezeptor in den geschlossenen Zustand Uber,
kann die Substanz ihre Bindungsstelle nicht verlassen. Eine weitere, allosterische
Bindungsstelle wird aullerhalb des Kanals vermutet. Jedoch werden nur 20-30 % des Blocks
durch Picrotoxin lber diese Bindungsstelle vermittelt (Bali und Akabas, 2007). Die I1Cso von

Picrotoxin betragt an a;B,y,-Rezepotoren 1.3 + 0.3 uM (Gurley et al., 1995).
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4 Modulatoren von GABA,-Rezeptoren

4.1 Benzodiazepine (BDZ)

Die Benzodiazepine zdhlen, trotz zahlreicher Nebenwirkungen und einem hohen
Abhéngigkeitspotential, zu einer der am meisten verschriebenen Arzneimittelgruppen.

Chemisch gesehen sind es lipophile Amide mit heterozyklischen Strukturen (Hollister et al.,
1993). Benzodiazepine aktivieren nicht direkt den Kanal, sondern modulieren die Aktivitat,
indem sie die Affinitdt von GABA am Rezeptor und die Offnungswahrscheinlichkeit erhéhen

(Haefely, 1984).

4.1.1 Pharmakokinetik

Die meisten BDZ werden oral gut resorbiert, was die Anwendung fiir Patienten einfach
macht. lhre Proteinbindugskapazitat im Blut betragt 80-90 %. Viele BDZ sind sogenannte
Prodrugs und werden erst nach hepatischer Metabolisierung in eine aktive Form
Ubergefuhrt. Generell werden Benzodiazepine nach ihrer Halbwertszeit (t/2) und
dementsprechend ihrer Wirkdauer eingeteilt:

Kurzwirksame BDZ (t/2: ~ 8h): Triazolam, Midazolam

Mittellangwirksame BDZ (t/2: ~ 30h): Oxazepam, Lorazepam, Temazepam, Flunitrazepam

Langwirksame BDZ (t/2: ~ 100h): Diazepam, Bromazepam, Nitrazepam, Flurazepam,

Alprazolam (Tallman und Hutchison, 1990; Abernethy et al., 1985).

4.1.2 Bindungsstelle

Als die Benzodiazepine in den 1960igern von Roche auf den Markt gebracht wurden, war
ihre Bindungsstelle, beziehungsweise ihr molekulares Target noch nicht bekannt. Obwohl
vermutet wurde, dass ein sogenannter Benzodiazepin-Rezeptor im Gehirn existiert, konnte
1982 erstmals gezeigt werden, dass Benzodiazepine an GABAs-Rezeptoren binden und die
Funktion des Kanals modulieren (Tallman und Hutchison, 1990). lhre Bindungsstelle ist in
einer Tasche, die von der a- und y-Untereinheit gebildet wird (Sigel und Buhr, 1997).
Wichtig fir die Bindung sind unter anderem Histidinreste in der a-Untereinheit (Wieland et

al., 1992). Diese befinden sich bei a; und o, in Position 101, bei az in Position 126, und bei as
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in 105 (Benson et al., 1998). Dagegen sind Rezeptoren mit o4- beziehungsweise -
Untereinheiten unempfindlich gegeniber Benzodiazepinen, da sie in diesen Positionen
Argininreste statt Histidinreste haben (Pym et al., 2005). Weitere wichtige Aminosaduren der
az-Untereinheit sind Tyrosingsg, Glycinygg, Threoninygs und Tyrosin,gs. An der y2-Untereinheit
sind Phenylalanin;; und Methioning3g essentielle Aminosaurepositionen fiir eine Interaktion

der Benzodiazepine mit dem GABA,-Rezeptor (Sigel et al., 1998).

Abbildung 10: Bindungstasche der Benzodiazepine am GABA,-Rezeptor
(a) Extrazelluldare Aufsicht eirees  1B,y,-GABAA-Rezeptors. GABA bindet
zwischen der ay- und B,-Untereinheit, wahrend die Benzodiazepine mita ;
und y, interagieren.
(b) Seitenansicht des - und v2-Rezeptorabschnitts. Die
Benzodiazepinbindungsstelle ist schwarz umrandet und in (c) vergroBert,
wo die Schleifen A-F, die die Bindungstasche formen, farblich

hervorgehoben sind (Hanson und Czajkowski, 2008).
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4.1.3 Anwendung

Schlafstérungen:

Kirzer wirksame BDZ werden vor allem bei Einschlafproblemen eingesetzt, wahrend langer
wirksame vorwiegend bei einer sogenannten Durchschlafstorung verschrieben werden

(Anderson und Shneerson, 2009).

Angstzustande:

Benzodiazepine werden sowohl bei generalisierten Angstzustinden, als auch bei
Panikattacken eingesetzt (Anderson und Shneerson, 2009). Sie haben einen schnellen
Wirkungseintritt (Hollister et al., 1993).

Bei depressiven Zustanden zahlen Benzodiazepine nicht zur ersten Wahl bei der Behandlung.
Sie werden vorwiegend bei zusatzlich vorhandenen Angstzustanden eingesetzt, da
Depressionen haufig lGber einen ldangeren Zeitraum von mindestens einigen Wochen
behandelt werden miuissen. Dadurch ist die Gefahr der Benzodiazepinabhangigkeit

besonders hoch (Mdhler, 2012).

Krampfanfalle:

Benzodiazepine spielen beispielsweise bei der Behandlung von Epilepsie eine wichtige Rolle
(McMullan et al., 2010). Die Mortalitatsrate durch Krampfanfalle kann mit Benzodiazepinen
deutlich gesenkt werden. Allerdings kommt es durch die lange Therapiedauer oft zu

Toleranzentwicklungen der Patienten (Hollister et al., 1993).

Muskelrelaxation:
Benzodiazepine steigern die prasynaptische Inhibition im Rickenmark, wodurch sich der

Muskeltonus in der Peripherie senkt (Danneberg und Weber, 1983).

4.1.4 Toleranzentwicklung

Bei einer langwahrenden Benzodiazepinbehandlung kann es zur Entwicklung einer Toleranz
kommen. Dies beruht vor allem auf molekularen und funktionalen Veranderung des GABA,-

Rezeptors. Es wurden sowohl Downregulationen der Rezeptoren, als auch ein verandertes
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Expressionsmuster der einzelnen a-Untereinheiten beobachtet. Eine wichtige Rolle in der
Toleranzentwicklung spielen Rezeptorsubtypen mit a;- beziehungsweise as- Untereinheiten.
Eine Toleranz entwickelt sich schneller fiir die sedativen, hypnotischen und antikonvulsiven

Effekte. Die Anxiolyse und Amnesie sind kaum betroffen (Vinkers und Olivier, 2012).

4.1.5 Abhangigkeit

Neben einer Toleranzentwicklung fihrt die regelmaRige Anwendung von Benzodiazepinen
auch zur Abhéangigkeit. Das hohe Abhangigkeitspotential kommt generell durch eine
Erhdéhung der Dopamin-Spiegel im Gehirn zu Stande. Benzodiazepine verstdrken (ber
GABA,-Rezeptoren mit az-Untereinheiten die Feuerfrequenz dopaminerger Neuronen in der
ventralen tegmentalen Area Dies fiihrt unter anderem zu Anderungen der synaptischen
Ubertragung im mesolimbischen System (Tan et al., 2010).

Andere, zu Abhangigkeit fihrende Substanzen, wie Morphin oder y-Hydroxybuttersaure,

weisen einen dhnlichen Mechanismus auf (Tan et al, 2011).

4.1.6 Antagonisten

Der bekannteste Antagonist an der Benzodiazepin-Bindungsstelle ist Flumazenil. Es wird als

Antidot bei einer Benzodiazepiniiberdosierung eingesetzt (Milica et al., 2012).

4.2 Barbiturate

Barbiturate (Derivate der Barbitursdure) verstarken die Wirkung von GABA an GABAj-
Rezeptoren im ZNS, was sich in einem Wirkspektrum von Sedierung bis hin zur Narkose
dullern kann. Barbiturate wurden in den 30er und 40er Jahren am Markt eingefiihrt, wurden
aber nach und nach von anderen Stoffgruppen, wie den Benzodiazepinen und Propofol,
abgeldst, da ihre therapeutische Breite gering ist, sie ein hohes Abhdngigkeitspotential
haben, und schnell ein Toleranzeffekt eintritt (Oakley et al.,, 2012). Heutzutage werden
Barbiturate kaum noch therapeutisch eingesetzt, Thiopental wird beispielsweise zur
Einleitung einer Narkose verwendet (Garcia et al., 2010; Oakley et al., 2012). Barbiturate

erhéhen in niederen Konzentrationen um 5 uM allosterisch die Offnungsdauer von GABAA
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Rezeptoren (Rho et al., 1996; Koltchine et al., 1996). In héheren Konzentrationen von 20-50
UM koénnen Barbiturate den GABA, Rezeptor auch direkt aktivieren (Koltchine et al., 1996).
Dariber hinaus koénnen Barbiturate in noch hoéheren Konzentrationen den Rezeptor

blockieren (Thompson et al., 1996).

O; 5 ;0 0; 5 ;O O; >§ 0
NTrN NwrN erN
5 0 0

Thiopental Pentobarbital ~ Phenobarbital

Abbildung 11: Strukturformel ausgewahlter Barbiturate (Oakley et al., 2012)

4.3 Ethanol

Ethanol ist ein chemisch simples Molekiil, das einen starken Einfluss auf das ZNS hat.
Urspriinglich dachte man, dass Ethanol und andere Alkohole ihre Effekte lber die Erhéhung
der Fluiditdat von Lipidmembranen in Neuronen erzielen. Allerdings konnte in den
vergangenen Jahren Ethanol eine positive Modulation von ligandengesteuerten
lonenkanalen, besonders von GABAs-Rezeptoren, zugeschrieben werden (Davies, 2003). In
geringen Konzentrationen wirkt Ethanol als Genussmittel euphorisierend, angstlésend und
beeinflusst die kognitive und motorische Leistung (Zhu und Lovinger, 2006). Ethanol hat eine
hohere Affinitat zu extrazellularen GABAs-Rezeptorsubtypen, wie asB36 und agB36 (Wallner
et al., 2006; Wallner et al., 2003). Dies kénnte mit verschiedenen Phosphorylierungsstadien
der GABA,-Rezeptoren oder mit der 6-Untereinheit zusammenhangen (Helms et al., 2012).
Die Wirkung von alkoholischen Getranken mit einer Konzentration zwischen 3-30 mM, wie
beispielsweise einem Glas Wein, kommt daher vorwiegend durch die tonische Inhibition zu
Stande (Olsen und Li, 2011).

Erst bei Konzentrationen von 30-100 mM wirkt Ethanol Uber Modulation von
postsynaptischen GABA-Rezeptoren und Glycinrezeptoren narkotisierend. Im synaptischen
Spalt verstarkt Ethanol die prasynaptische Freisetzung von GABA. Durch die hdhere

Konzentration von GABA im synaptischen Spalt wird die Bindungswahrscheinlichkeit an
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postsynaptischen GABAs-Rezeptoren erhdht und die Offnungsfrequenz gesteigert (Helms et
al., 2012). Neben dem Einfluss auf GABAs-Rezeptoren wird der inhibitorische Effekt von
Ethanol durch Hemmung des NMDA-Rezeptors und von spannungsabhdngigen
L(longlasting)-Typ-Ca**-Kanilen verstarkt (Sanderson et al., 2009; Earl und Tietz, 2011).

Bei chronischem Ethanolmissbrauch kommt es zu einer irreversiblen Zerstérung von
Nervenzellen im ZNS und einer verstarkten, synaptischen, GABAergen Neurotransmission in
der Amygdala (Herman et al., 2013). Des Weiteren sind Verdnderungen in der synaptischen
und extrasynaptischen Rezeptordichte untersucht worden (siehe Abbildung 12) (Jacob et al.,

2008).

Alcohol
administration

llntemalization

Insertion

Abbildung 12: Veranderung der synaptischen und extrasynaptischen Rezeptordichte

Es kommt zu einer Clathrin-abhdngigien Internalisierung von &-haltigen
extrasynaptischen und oj-héltigen synaptischen GABAa-Rezeptoren. Mit einer
vermehrten Bildung von Rezeptoren an der postsynaptischen Membran, wie
beispielsweise a4By,-Kombinationen, versuchen die Zellen die verminderte
Rezeptordichte zu kompensieren. Ihre physiologische Funktion im synaptischen Spalt
ist jedoch anders als bei Rezeptoren, die die a;-Untereinheit enthalten, und sie sind

zusatzlich unempfindlich gegeniliber Benzodiazepinen (Datta und MacLean, 2007).
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Alkoholkonsum von Schwangeren kann sich auf die Entwicklung des Kindes negativ
auswirken. Gesichtsdeformationen, Wachstumsstorungen, mentale Retardierung oder

andere funktionelle Beeintrachtigungen kénnen die Folge sein (Sanderson et al., 2009).

4.4 Anadsthetika

Die meisten medizinisch relevanten Anasthetika erzielen ihre Wirkungen durch die positive
allosterische Modulation von GABAs-Rezeptoren. Generell unterscheidet man zwischen
Inhalationsnarkotika, wie unter anderem den Fluranen (Isofluran, Sevofluran, Enfluran), und
den Injektionsnarkotika, wie Etomidat, Barbituraten, Propofol oder Steroiden (Olsen und Li,

2011).

4.4.1 Etomidat

Etomidat ist ein starkwirksames Injektionsnarkotikum, dessen Wirkung vor allem durch
Potenzierung von GABA-induzierten Chloridstromen (lgasa) erzielt wird. Die Bindung von
Etomidat an den Rezeptor verursacht eine starkere Affinitat zu GABA, und senkt damit unter
anderem die GABA ECsg. In hohen Konzentrationen kann Etomidat den Rezeptor auch direkt
aktivieren, beislielsweise betragt die die ECso von Etomidat an a;[B,y,.-Rezeptoren fiir die
direkte Aktivierung etwa 83 + 34 uM (Stewart et al., 2013).

Die Bindungsstelle befindet sich zwischen der M1-Region der a- und der M3-Region der B-
Untereinheit. Essentielle Aminosauren fir die Bindung sind in der B-Untereinheit ein
Valinrest in Position 290 beziehungsweise ein Methioninrest in Position 286, und ein
Methioninrest in Position 236 in der a;-Untereinheit (Stewart et al., 2013).

Im Tiermodell konnte bereits gezeigt werden, dass die anasthetische Wirkung von Etomidat
vor allem von GABAs-Rezeptoren mit Bs-Untereinheiten vermittelt wird, wahrend andere
Effekte, wie zum Beispiel die Sedierung oder Immobilisierung im Rahmen einer Narkose,
durch Modulation von Rezeptoren mit B,-Untereinheiten zustande kommen (Olsen und Li,

2011).
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Benzodiazepine
Etomidate

Abbildung 13: Bindungsstellen am GABA,-Rezeptor
(A) Aufsicht der extrazellularen Domdne eines a1f;y2-GABA,-
Rezeptors im Ribbon-Modell. GABA (lila), Diazepam (rot), und
Etomidat (rot-braun) sind in  ihren  Bindungstaschen
eingezeichnet.
(B) Seitenansicht der Bindungsdomanen von GABA, Diazepam und
Etomidat. GABA und Diazepam binden extrazelluldr, wahrend

Etomidat transmembranar interagiert (Olsen und Li, 2011).
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4.4.2 Propofol

2,6-Diisopropylphenol (Propofol) ist das Injektionsnarkotikum, welches weltweit am
haufigsten angewendet wird (Krasowski et al., 2001; Vedula et al., 2009). Propofol erhoht die
GABA-Sensitivitat und verlangsamt die Deaktivierung der GABA-Rezeptoren. In hoheren
Konzentrationen aktiviert Propofol GABAA-Rezeptoren auch direkt (Krasowski et al., 2001).
Die genaue Bindungsstelle von Propofol ist momentan noch nicht bekannt. Allerdings wird
vermutet, dass Propofol und Etomidat eine nahezu idente Bindungsstelle am GABAa-
Rezeptor aufweisen (Ruesch et al., 2012). Des Weiteren konnten essentielle Aminosduren
fir die Bindung an die B,-Untereinheit in der transmembrandren M3-Domane ermittelt
werden. Ein Austausch des Methioninrestes in Position 286 zu Tryptophan verringert die
Potenzierung von GABA-induzierten Chloridstromen, hat allerdings keinen Einfluss auf die
direkte Aktivierung. Ein Austausch des Methioninrestes in Position 286 zu Alanin, Cystein,
Glutamin, Lysin, Phenylalanin, Serin oder Tyrosin vermindert sowohl die Modulation, als
auch die direkte Aktivierung des GABAA-Rezeptors (Krasowski et al., 2001). Propofol hat eine
hohere Affinitat zu GABAx-Rezeptoren mit B,- und Bs-Untereinheiten, als zu jenen mit der B;-
Untereinheit (Garcia et al., 2010). Im Gegensatz zu anderen Injektionsnarkotika verursacht
Propofol selten Ubelkeit und Wahrnehmungsstérungen nach dem Erwachen (Vedula et al.,

2009).

4.5 Neurosteroide

Neuroaktive Steroide (NS) werden neben der Synthese im Gehirn auch in peripheren
Organen, zum Beispiel in den Ovarien oder den Hoden, gebildet. Sie koénnen die
Bluthirnschranke passieren und werden im ZNS metabolisiert. Das Ausgangmolekiil fir die
Synthese aller NS ist das Cholesterin. Aus ihm werden lebenswichtige Hormone, wie Cortisol,
Progesteron, Testosteron, Androgen und diverse Derivate gebildet, die im Gehirn zu
neuroaktiven Substanzen umgesetzt werden. Die Metabolite binden an GABAx-Rezeptoren

(Ator et al., 1993).
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Abbildung 14: Biosynthese GABA,-Rezeptor-modulierender Metabolite
(Reddy und Jian, 2010)

4.5.1 Interaktionen mit dem GABA,-Rezeptor

Bei physiologischen Konzentrationen kénnen NS den GABAa-Kanal positiv modulieren.
Sulfatierte NS sind hingegen nicht-kompetitive Antagonisten (Helms et al., 2012). Die
Modulationsbindungsstelle befindet sich vermutlich an der a-Untereinheit. Viele NS sind
auch kompetitive Agonisten und losen eine direkte Aktivierung am GABAa-Rezeptor aus
(Hosie et al., 2006). In situ Versuche haben Einfluss auf die phasische und tonische Inhibition
gezeigt (Helms et al., 2012). Sie verldngern die Offnungsdauer und erhéhen die Frequenz
(Macdonald und Olsen, 1994). Die tonische Inhibition wird schon bei deutlich geringeren
Konzentrationen im Gehirn ausgelost (<20 nM), als die phasische. Die extra- und
perisynaptische Reaktion wird bei der Elimination der d-Untereinheit aufgehoben, wodurch
eine weitere Interaktionsstelle am Rezeptor mit der 6-Untereinheit nicht auszuschliel3en ist.
Der GABAs-Rezeptor wird je nach Hirnregion, auch bei gleicher Zusammensetzung der
Untereinheiten, unterschiedlich moduliert. Dies konnte mit unterschiedlichen
Phosphorylierungsstadien des Kanals, beziehungsweise mit verschiedenen Enzymen vor Ort
zusammenhangen, wodurch unterschiedliche Metabolite entstehen (Helms et al., 2012).

Die erforderlichen Aminosauren fiir eine Neurosteroidbindung am GABA,-Rezeptor werden

in Abbildung 15 beschrieben.
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Abbildung 15: Interaktionen der Neurosteroide mit GABA-Rezeptoren
(a) Aufbau eines heteropentameren GABAs-Rezeptors.
(b) schematische Darstellung der Aminosdurepositionen, die fur die Potenzierung
(Glutaminysq, Asparagingg; und Tyrosingig) und die Aktivierung (Threonin,sg auf der
o- und Tyrosin,gs auf der B-Untereinheit) essentiell sind.
(c) Ausschnitt eines GABAj-Rezeptors in Ribbon-Darstellung, wobei die wichtigen
Aminosauren fir die Steroidbindung strukturell hervorgehoben sind und die

gleiche Farbmarkierung wie in (b) aufweisen (Chisari et al., 2010).
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4.6 B-Laktam Antibiotika

B-Laktam Antibiotika, wie Penicilline und Cephalosporine, werden bei diversen bakteriellen
Infektionen angewendet. Bekannte Nebenwirkungen der pB-Laktame, wie Krampfe,
Encephalopathie und Wahrnehmungsstorungen, werden vermutlich durch die Hemmung
postsynaptischer GABAx-Rezeptoren hervorgerufen (Grill und Maganti, 2011; Curtis et al.,
1972; Sugimoto et al., 2002).

Penicilline sind nicht-kompetitive Antagonisten, wahrend Cephalosporine vermutlich

kompetitive Antagonisten sind (Sugimoto et al., 2002).

4.6.1 Penicillin

Penicillin liegt bei physiologischem pH-Wert als Anion vor (Bali und Akabas, 2007). Der nicht-
kompetitive Block ist daher spannungsabhdngig (Grill und Maganti, 2011). Eine 1 mM
Penicillinkonzentration 16st bei 0 mV Membranpotential einen starkeren Block aus, als bei 60
mV. Die Bindungsstelle des Penicillins befindet sich innerhalb der Kanalpore und tberlappt
vermutlich mit der von Picrotoxin. Penicillin kann auch vom geschlossenen Kanal
dissoziieren, was mit der geringen Bindungsaffinitdt zusammenhangen kdnnte (Bali und
Akabas, 2007). Penicillin reduziert die Offnungsdauer und erhéht die Offnungsfrequenz des
Rezeptors (Macdonald und Olsen, 1994). Penicillin G hat beispielsweise eine 1Cso von 557.1 +

125.4 uM von GABA am a;B,y2-GABAA-Rezeptor (Sugimoto et al., 2002).
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5 Materialien und Methoden

Die unten beschriebenen Methoden wurden aus in der Vergangenheit am Department fiir
Pharmakologie und Toxikologie, unter der Betreuung von Univ. Prof. Dr. med. Steffen
Hering, durchgefihrten Diplomarbeiten Gbernommen (siehe Diplomarbeit Mag. Bernd
Weber ,Untersuchung der Wirkung neuer, ausgewahlter Liganden von GABA, Rezeptoren in
Xenopus laevis Oozyten“ Sommersemester 2012; Diplomarbeit Mag. Helga Dobernig
,Untersuchung der anxiolytischen und sedierenden Effekte ausgewahlter Naturstoffderivate

Ill

im Tiermodell“ Sommersemester 2013).

5.1 In vitro Untersuchungen

5.1.1 Prdparation der Oozyten

5.1.1.1 Zusammensetzung benétigter Losungen

OR;,-Lésung:
2mM KCl, 1 mM MgCl, - 6 H,0, 82,5 mM NaCl, 5 mM HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinethanesulfonsdure ; pH-Wert: 6,8 — 8,2)

Der pH-Wert wurde mittels 1M NaOH auf 7,5 eingestellt.

ND 96-Lésung:

1 mM CaCly, 1 mM KCl, 1 mM MgCl, . 6 H,0, 90 mM NaCl, 5 mM HEPES
Der pH-Wert wurde mittels 1M NaOH auf 7,4 eingestellt.

ND 96-Lésung + Antibiotika (AB):

500 ml ND 96-Losung wurde mit 5 ml einer Loésung von 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml

Streptomycin versetzt.

Collagenase-L6sung:

2 mg Collagenase Sigma Typ IA / ml OR,-Losung

Pro ml Follikelgewebe bendtigte man 1 ml Lésung.
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5.1.1.2 Durchfiihrung

Weibliche Frosche der Gattung Xenopus laevis (NASCO, USA) wurden 20-30 min in einer
0,2 %igen Losung des Lokalandsthetikums Tricain narkotisiert. AnschlieBend wurde ein ca. 2
cm langer Schnitt durch die Bauchhaut, der darunter liegenden Fascie und Muskelschicht
vorgenommen. Durch die Offnung wurde mit einer Pinzette ein Teil des Folikelgewebes
entnommen. Der Teil des Folikellappens wurde in OR,-Lésung in Teile von etwa 20
zusammenhdngenden Oozyten zerkleinert. Anschliefend wurde mit Collagenase-Losung fiir
90 min bei 17 °C der enzymatische Verdau von Binde- und Folikelgewebe vorgenommen, um
die Oozyten in einem Einzelzustand zu erhalten. Da Calcium bei der Anwesenheit von
Collagenase toxisch wirkt, musste man vor allem nach dem enzymatischen Verdau die
Oozyten grindlich mit der calciumfreien OR,-L6sung waschen. Fir die Lagerung und
Stabilisierung der Membran wurden die Oozyten anschlieBend in ND96-Lésung libergefiihrt.
Nach einigen Stunden Inkubationszeit wurden runde, zweifarbige, unbeschadigte Oozyten

im Reifestadium V-1V (J= 1000-1200 uM) unter dem Mikroskop fir die Injektion ausgewahlt

(siehe Abbildung 17).

Abbildung 17: Weiblicher Xenopus laevis Abbildung 16: Oozyten des Xenopus laevis

im Reifestadium V-VI

(A. Schoffmann, Dep. f. Pharmakologie

und Toxikologie, Universitat Wien, 2013)

-41 -



5.1.2 Herstellung der cRNA

Ausgehend von einer linearisierten cDNA wurden Poly(A+)cRNA- Transkripte in einem pCMV-
Vektor kloniert. Jede cRNA codierte fiir einen Subtyp der Untereinheiten des GABAx-

Rezeptors. Sie wurden in DEPC5 (Diethylpyrocarbonat) gelést und bei -75 bis -80°C gelagert.

5.1.3 Injektion der cRNA

Beim Umgang mit RNA mussten stets Handschuhe getragen werden, um die Zersetzung
durch den Kontakt mit RNAse zu vermeiden. Die Untereinheiten wurden vor der Injektion fir
die gewlinschte Rezeptorkombination gemischt. Die Konzentrationsverhaltnisse wurden wie
folgt gewahlt: oyBy3y2s  1:1:10, oxB1y2s  3:1:10, und o,B:  3:1. Notige
Zwischenverdiinnungsstufen wurden mit RNAse-freiem Wasser hergestellt. Mithilfe eines
pneumatischen Injektionsgerits wurde durch eine Glaskapillare mit einer kleinen Offnung
zuerst die cRNA-Mischung eingesaugt und jedem Oozyten wurden etwa 10-50 nl injiziert.
AnschlieBend wurden die Oozyten fiir 24 Stunden bei 18° C in ND96+AB inkubiert. Abhangig
von der Expression der unterschiedlichen Rezeptorsubtypen konnten die Messungen in den

nachsten Tagen vorgenommen werden.

XENOPUS O0OCYTE

cDHA

transcription
polyadenylation

cRMA = CAMA

translation
m o dification
assembly
sorting
makture
protein function

Abbildung 18: Entstehungsweg der GABAa-Rezeptoren in Xenopus laevis Oozyten
ausgehend von der cDNA (http://ibmmsrvlakitu.unibe.ch/sigel/xenopus.html, 24.9.13)

=42 -



http://ibmmsrvlakitu.unibe.ch/sigel/xenopus.html�

5.1.4 Messlosungen

Von der zu untersuchenden Substanz wurde eine 50 mM Stammlésung in 100 % DMSO
bereitet. Um den Modulator in der Anwesenheit des Liganden GABA zu testen, wurde jeden
Tag eine 1mM Stammlésung (5,15 mg GABA in 50 ml ND 96) hergestellt. Die Verdiinnungen
fiir die Messungen wurden ebenfalls jeden Tag frisch bereitet und maximal 3 Stunden nach
der Herstellung verworfen. Sie durften eine DMSO-Konzentration von 0,3 % nicht

Uberschreiten.

5.1.5 Perfusions-System

Die Messungen wurden in einer Testkammer eines schnellen Perfusions-Systems nach
Hering (1998) durchgefiihrt. Der Aufbau und der Ablauf der Messungen werden in der

Beschreibung zu Abbildung 19 erlautert.

5.1.1 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik

Der Versuchsaufbau der Zwei-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik, die fir die
Messungen an den Oozyten verwendet wurde, ist in Abbildung 19 schematisch dargestellt.
Die Versuchsanordnung besteht aus einer intrazelluldren Elektrode zur Messung des
transmembrandren Potentials, einem Riickkopplungsverstarker, der die Abweichung des
tatsachlichen Potentials zum benétigten Potential (Haltepotential) misst, und aus einer
zweiten, intrazelluldren Elektrode, die den Strom, der noétig ist, um das Haltepotential zu
erreichen bzw. konstant zu halten, in den Oozyten injiziert (,voltage clamp“- Prinzip). Der
Verstarker funktioniert nach dem Prinzip der negativen Riickkopplung. Der Strom, der lGber
die zweite Mikroelektrode injiziert wird, flieRt mit umgekehrtem Vorzeichen zum

Aktionsstrom, der von der Zellmembran generiert wird (Hille, 2001; Strommer, 2013).
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Abbildung 19: Langsschnitt durch das Perfusions-System

Der Oozyt (10) wird, umgeben von einer antibiotikafreien ND 96-L6sung, in
eine vorgesehene Haltevorrichtung (15) gelegt und die Auffangwanne aus
Quarz (6) Uber den Oozyten versetzt. 2 Mikroelektroden (1,2) werden durch
die dafiir vorgesehenen, schrigen Offnungen (8) im Glasboden (7) der
Auffangwanne in die Nahe des Oozyten platziert. Je 200 uL Lésung der zu
untersuchenden Substanz werden lber die Spitze des Roboterarms (3) in die
Auffangwanne appliziert. Mithilfe einer Spritzpumpe wird die Fllissigkeit in der
Kammer (11) dber eine Abflussmoglichkeit (12) abgesaugt und der
Testbereich kann mit ND 96 gewaschen werden. Die Waschlésungen werden
ebenfalls (iber das gleiche System appliziert und abgesaugt. Vor der nachsten
Applikation von Messlosung wird Uber die Trichterabflussstellen (4, 5) die
restliche Flssigkeit fast vollstandig abgesaugt. Neben der Erdung (13) hat das

Perfusions-System eine Referenzelektrode (14) (Baburin et al., 2006).
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5.2 In vivo Untersuchungen

Die durchgefiihrten Untersuchungen wurden alle vom Bundesministerium fiir Wissenschaft
und Forschung zusammen mit dem europiischen Ubereinkommen fiir den Schutz von
Wirbeltieren, die fir Versuche und andere wissenschaftlichen Zwecke verwendet werden,
bewilligt (Europarat — SEV Nr. 123).

Alle beschriebenen praktischen Arbeiten wurden zusammen mit Frau Mag. Dr. Sophia Khom

durchgefihrt.

5.2.1 Auswabhlkriterien und Pflege der Versuchstiere

Die Untersuchungen wurden an mannlichen C57BL/6N Mausen (Charles River Laboratories;
Sulzfeld) durchgefiihrt. Das Ausschlusskriterium fir weibliche Mause basiert auf
schwankenden Estrogen- und Gestagenspiegeln durch den weiblichen Zyklus, die unter
anderem einen Einfluss auf das Angstverhalten nehmen kénnen (Walf und Frye, 2007). Die
Versuchstiere waren wahrend der Versuche drei bis sechs Monate alt. Je fiinf Tiere wurden
in Kafigen mit uneingeschranktem Zugang zu Wasser und Nahrung gehalten. Im Tierstall
wurde ein Tag-Nacht-Rhythmus durch eine Beleuchtungsperiode von 7 bis 19 Uhr simuliert.
Die Temperatur betrug durchschnittlich 22°C und die Luftfeuchtigkeit 40 £ 20 %.

Um die Tiere an den Versuchsraum zu gewdhnen und eine individuell angepasste Dosierung
der Versuchssubstanzen zu gewahrleisten, wurden die Mduse am Vortag der Untersuchung
gewogen und anschlieRend in den Raum der Untersuchungen gebracht. Im Versuchsraum

wurde in dieser Zeit derselbe Tag-Nacht-Rhythmus wie im Tierstall imitiert.

5.2.1.1 Herstellung

Von den zu untersuchenden Substanzen (JW-1 und Diazepam) wurde eine Stammlésung (1
mg/10 pl) in 100 % DMSO hergestellt.

Die Injektionslésungen wurden an jedem Versuchstag frisch bereitet. Die Substanz wurde in
einer isotonen 0,9 % Natriumchlorid-Losung geldst. Zur Verbesserung der Loslichkeit wurden

je 3 % Polysorbat 80 und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) zugesetzt.
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5.2.1.2 Applikation

Die Versuchsmaduse wurden vor der Applikation getrennt voneinander in einen separaten
Kafig gesetzt und anschliefend wurden ihnen die Losungen (Kontroll- bzw. Substanzlésung)
intraperitoneal (i.p.) appliziert. Die Untersuchungen fanden mit folgende Dosen JW-1 statt:
0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg, 10mg/kg und 30 mg/kg Korpergewicht. Die
Kontrollgruppe erhielt eine 0,9 %ige Natriumchloridlosung mit 3 % Polysorbat und 10 %
DMSO.

5.2.2 Verhaltenspsychologie von Mdusen

Mause haben eine instinktive Abneigung gegeniiber unbekannten Umgebungen, hellen,
unbegrenzten Flachen und Hohen (Bourin und Hascoét, 2003; File, 2001). Wenn ein Tier auf
ein neues Territorium stoBt, muss es sich entscheiden, ob es die Umgebung aufgrund
drohender Gefahren meidet, oder ob es seinem natirlichen Drang zu erkunden nachgibt
(Bourin und Hascoét, 2003). Der Open-Field-Test und der Elevated-Plus-Maze-Test sind zwei
wichtige Methoden, um das Angstverhalten und eine mogliche Sedierung von Mausen zu

untersuchen (File, 2001).

5.2.3 Elevated-Plus-Maze(EPM)-Test

Der Elevated-Plus-Maze Test ist eine einfach durchfihrbare Moglichkeit, das natlrliche
Angstverhalten von Mausen zu bewerten. Versuche auf dem EPM liefern schon nach einer

Testdauer von funf Minuten validierte Ergebnisse (Walf und Frye, 2007).

5.2.3.1 Aufbau

Der EPM-Versuchsbereich ist ein plusformiges Labyrinth, das etwa 90 cm Uber dem Boden
steht. Zwei seitliche, sich gegenlber stehende Arme, sind offen. Die anderen beiden weisen
eine schitzende Wand auf, die etwa 15 cm hoch ist. Die Breite der Arme betrdgt etwa 5 cm
und sie sind ca. 30 cm lang. Die Arme sind in der Mitte Uiber eine neutrale Zone mit einer
Flache von ungefdahr 5x5 cm verbunden. Der gesamte Testbereich wird mit einer Lichtstarke
von 180 Lux ausgeleuchtet, was mithilfe eines Luxmeters Gberprift wird. Die offenen Arme
bieten keinen Schutz und stellen fiir die M&use etwas Neues und Bedrohliches dar (File,
2001). Ein weiterer Faktor, der zu einem Angstverhalten beitragt, ist die, fiir eine Maus,

-46 -



beachtliche Héhe. Sie werden aufgrund ihrer Instinkte die Gefahr der offenen Arme eher

meiden (Korte und De Boer, 2003).

5.2.3.2 Durchfiihrung

Bevor die Versuchsreihe startete, wurden die Versuchsflachen grindlich mit 30 %igem
Ethanol gereinigt und getrocknet, bis kein Alkohol mehr vorhanden war. Dieser Vorgang
wurde nach jedem Versuch wiederholt. Nach der i.p. Applikation wurden die Mause fiir 30
Minuten in ihren Einzelkafigen im Testraum verwahrt. Nach Ablauf der Zeit wurden die
Versuchstiere nacheinander in die neutrale Zone gesetzt. Das Gesicht musste dabei einem
offenen Arm zugewandt sein. Mithilfe eines Videoliberwachungs-Systems (VideoMot 2)
wurde das folgende Verhalten im EPM 5 Minuten lang aufgezeichnet. AnschlieRend konnten

die Daten ausgewertet werden. Eventuell hinterlassener Urin und Fazes wahrend der

Versuchszeit wurden vollstandig entfernt und vermerkt.

Abbildung 20: EPM mit Versuchstier
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5.2.4 Open-Field (OF)-Test

Der OF-Test ist eine einfache Methode, um den Einfluss von Substanzen auf die Aktivitat und
das angstbezogene Verhalten von Mausen zu testen, ohne die Versuchstiere zuvor zu
konditionieren. Beim OF-Test gibt es, im Vergleich zum EPM-Test, keinen Einfluss durch fir
Mause unangenehme Hohen. Man konzentriert sich auf die Gesamtlaufstrecke der Maus,
die bei Abnahme auf eine Sedierung hindeutet. Des Weiteren wird die Abneigung der Maus
gegenlber hell erleuchteten und ungeschiitzten Flachen untersucht (Lambertsen et al.,

2012).

5.24.1 Aufbau

Der Versuchsbereich ist eine ebene Flache von 50x50 cm und wird durch eine Glaswand

begrenzt. Er ist mit einer Lichtstarke von 150 Lux beleuchtet.

5.2.4.2 Durchfiihrung

Es stehen acht OF-Kammern mit einer Aufzeichnungsmoglichkeit an der Universitat zur
Verfiigung. Daher konnten acht Mause gleichzeitig getestet werden. Bevor die Versuchsreihe
startete, wurden die Versuchsflaichen griindlich mit 30 %igem Ethanol gereinigt und
getrocknet, bis kein Alkohol mehr vorhanden war. Dieser Vorgang wurde nach jedem
Versuch in jeder verwendeten Kammer wiederholt. Nach der i.p. Applikation wurden die
Mause fir 30 Minuten in ihren Einzelkafigen gehalten. Nach Ablauf der Zeit wurden die
Mause einzeln in die Mitte des Versuchsbereichs gesetzt. Die Aufzeichnung wurde Uber
Infrarot-Sensoren aktiviert und Uber die Versuchszeit von 10 Minuten durchgefiihrt. Ein
Trackingsystem (ActiMot 2) zeichnete die Laufstrecke der Mduse auf und wertete sie aus.
Auch hier wurden hinterlassener Urin und Fazes dokumentiert und griindlich vor dem

nachsten Experiment entfernt.
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Abbildung 21: C57BL/6N Maus im OF

5.2.5 Statistische Auswertung der Versuche

Statistische Auswertung der in vivo Experimente erfolgte mittels Einweg-ANOVA mit
anschlieBender Bonferroni post-hoc Analyse (Microsoft Office; Origin MicroCal). p-Werte

<0,05 gelten als statistisch signifikant. Die Werte wurden als Mittelwert £ SEM angegeben.
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6 Aufgabenstellung

Angst- und Schlafstérungen, Epilepsie oder Schizophrenie sind weitverbreitete neurologische
Erkrankungen, welche unter anderem auf Fehlfunktionen der GABAergen
Neurotransmission zurickzufihren sind (Brickley und Mody, 2012). Die derzeit
eingesetzten Arzneistoffe, wie beispielsweise Benzodiazepine, sind zwar sehr wirksam,
besitzen aber aufgrund ihrer unselektiven Interaktion mit den verschiedenen GABA,-
Rezeptorsubtypen zahlreiche Nebenwirkungen (Amihdesei und Mungiu, 2012; Moéhler,
2006). Ziel ist es daher, Subtyp-selektive Stoffe zu finden, wie zum Beispiel den [,/s-
selektiven GABA-Rezeptor Ligand JW-0.

Im Rahmen meiner Diplomarbeit sollte ein neues Derivat JW-1 jn vitro und in vivo

charakterisiert werden.

in vitro Charakterisierung:

e Expression von 7 verschiedenen GABA,-Rezeptorsubtypen (aifivass, aiBavas,

a1B3V2s, a1B1, AzB1yas, a3B1y2s und asBiyas) in Xenopus laevis Oozyten.

e Erstellung einer GABA-Konzentrations-Wirkungskurve fir o1B1yas-, a1B2vas-, oafi-
und a3PB1y2s-GABAA-Rezeptoren mithilfe der 2-Mikroelektroden-

Spannungsklemmtechnik und Bestimmung der ECs.

e Messung der konzentrationsabhdngigen  Modulation  GABA-induzierter
Chloridstrome (lgasa; ECs7) durch die verschiedenen GABAa-Rezeptorsubtypen
durch JW-1 mithilfe der 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik und

Bestimmung der ECsound Epay.

in vivo Charakterisierung:

Untersuchung des dosisabhangigen Effekts von JW-1 auf das explorative und Angst-
bezogene Verhalten von C57BL/6N Mdausen 30 Minuten nach intraperitonealer Gabe
im Vergleich zu einer Kontrollgruppe bzw. einer mit Diazepam-behandelten Gruppe

im Open-Field (OF) und Elevated-Plus Maze (EPM) Test.
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7 Ergebnisse

7.1 In vitro Resultate

Im Rahmen meiner Diplomarbeit sollten konzentrationsabhangige Modulationen von lgaga
durch JW-1 an aiPiyzs-, auBavas-, QiBsvas-, auPi-, 0Bivas-, 03Bivas- und asBiyas-GABAa-
Rezeptoren mittels der 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik untersucht werden.

Da die Wirkung vieler GABAs-Rezeptor-Modulatoren von der verwendeten GABA
Konzentration abhdngig ist, sollte zuvor ein pharmakologisches Profil von GABAs-Rezeptoren

erstellt werden.

7.1.1 Erstellung von Konzentrationswirkungskurven (KWK) fiir
GABA an verschiedenen Rezeptorsubtypen

GABA, Rezeptoren bestehend aus a;if1ya2s, a1B2y2s, a3f1 und asfBiyzs wurden in Oozyten des
Xenopus laevis exprimiert und die Induktion von Chloridstrémen mithilfe der 2-
Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik  nach  Applikation  ansteigender = GABA-
Konzentrationen gemessen. Fir die Normierung der Amplitude wurde folgende Formel

verwendet:

Amplitude,
— x 100
Amplitude,.,

Amplitude,... Amplitude der jeweiligen GABA-Konzentration
Amplitdenax.. Amplitude induziert von 1mM GABA

Diese Werte wurden in ein Koordinatensystem eingetragen (Abbildung 22A/B; Abbildung 23)
Durch die Datenpunkte wurde eine sigmoidale Kurve nach der Hill-Gleichung gelegt. Anhand
der Kurven konnten die ECso-Werte (das ist jene Konzentration, die 50 % des Maximaleffekts
auslost) und EC3 s-Werte (jene Konzentrationen, die 3-7 % des maximalen Effekts auslosen)
abgelesen werden. Sie sind zusammen mit der Anzahl der Versuche n und dem Hill-

Koeffizienten ny in Tabelle 3 angefiihrt.
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Rezeptorsubtypen ECs0; pM ECs7; M Ny n
a1B1y2s 49.8 +2.35 6.0-9.5 1.6+0.1 6
a1B22s 52.1+6.99 5.0-9.0 1.5+0.2 5

asfy 849+6.3 20-5.0 0.9+0.04 6
asPiyas 576.4+23.9 55— 100 1.4+0.04 6

Tabelle 3: Resultate der GABA-Konzentrationswirkungskurven
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Abbildung 22: GABA-KWK an (A) a1B1y2s-, und (B) a1B,y2s-GABAA-Rezeptoren, hervorgerufen durch induzierte Chloridstrome (lgaga) durch
ansteigende GABA-Konzentrationen bis 10 mM. Jeder Datenpunkt entspricht einem Mittelwert (MW) % Standarderror (SEM) von
mindestens 5 Versuchen an Oozyten von mindestens 2 verschiedenen Xenopus laevis. (C) Abbildung typischer Experimente fir Igaga durch

GABA-Rezeptoren nach Applikation ansteigender GABA-Konzentrationen bestehend aus a;B1y.s-Untereinheiten.
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Abblldung 23: (A) GABA-KWK an (.) a1B1V25-, (.) a3B1- und (A) a361V23—GABAA-
Rezeptoren, hervorgerufen durch induzierte Chloridstrome ansteigender GABA-
Konzentrationen bis 10 mM. Jeder Datenpunkt entspricht einem MW + SEM von

mindestens 5 Versuchen an Oozyten von mindestens 2 verschiedenen Xenopus laevis.
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7.1.2 Untersuchung der B—Untereinheiten-abhdngigen
Modulation von lgasa (@1Bivas, @iBa¥as- und  osBayas-
Rezeptoren) durch JW-1

Wie in Abbildung 24 gezeigt wird, kam es nach Co-Applikation von GABA, entsprechend
einer EC3_y Konzentration, und ansteigenden Konzentrationen des Modulators JW-1 zu einer

Potenzierung von lgaga durch a;Biyas-, a1B2ya2s-, a1Bsy2s-Rezeptoren.

Erste signifikante Effekte konnten bei a;B1y25-GABAA-Rezeptoren bei einer Konzentration 2 1
UM (p<0.01; n=5) beobachtet werden. Die maximale Potenzierung von lgaga (lgasa-max) betrug

bei a;1B1y2s-GABA-Rezeptoren 897.0 + 40.4 % (n=5), und die ECsg lag bei 10.5 £ 0.8 uM.

Die Modulation von lgaga durch a;B,y2s- und ayBsy.s- GABAs-Rezeptoren waren schwacher
ausgepragt; erste signifikante Igasa Modulationen waren erst bei Konzentrationen > 10 puM
(01Bay2s p<0.01; n=6; a1PB3y2s p<0.01; n=5) zu messen. Die maximale Potenzierung betrug fir
a1B,v2s-Rezeptoren 682.9 + 27.9 % (n=6) und die ECso lag bei 36.8 £ 3.3 uM. Bei aiBsyas-
GABA-Rezeptoren war die maximale Potenzierung mit 557.3 + 78.0 % (n=5) am

schwachsten ausgepragt, die ECsg lag bei 36.1 £ 9.7 % uM.
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Abbildung 24: (A) Modulation von Igaga an (M) a1B1v2s-, (®) aiBayas- und (A) aiBsyas-
GABA-Rezeptoren durch JW-1. Jeder Datenpunkt entspricht einem MW * SEM von
mindestens 5 verschiedenen Experimenten an Oozyten von mindestens 2 verschiedenen
Xenopus laevis. Modulation von Igaga bei 300 uM (a1B1y2s, grau markierter Datenpunkt)
wurde beim Fit nicht bericksichtigt. GABA-EC;7-Konzentrationen (einfache Balken)
weisen typische Modulationen durch 30 uM JW-1 (doppelter Balken) an (B) a1B1v2s-, (C)

a1B2v2s-, und (D) a1B3y2s-Rezeptoren auf.
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7.1.3 Untersuchung der a-Untereinheiten abhangigen Modulation
von lgaga (02B1Va2s-, @sBivas- und osPiy.s-Rezeptoren) durch
JW-1

Wie in Abbildung 25 gezeigt, kam es nach Co-Applikation von GABA (ECs7) und ansteigenden
Konzentrationen des Modulators JW-1 zu einer Potenzierung von lgasa durch ayBivyas-,
a3B1y2s-, und asPBiyas-Rezeptoren.

Flir a5B1y2s-GABAA-Rezeptoren konnte bei einer Konzentration von > 10 uM (p<0.01; n=8)
signifikante lgasa Potenzierung beobachtet werden. Die maximale Potenzierung von lgaga
betrug 1124.4 + 136.2 % (n=5) und die ECsq lag bei 13.5 + 2.7 uM.

Die erste signifikante Modulation fir a3B;y2s-Rezeptoren war bei einer Konzentration von 2
1 uM (p<0.01; n=9) zu sehen. Die maximale Potenzierung von lgaga betrug 945.6 + 35.3 %
(n=9), und die ECso betrug 8.9 £ 0.9 uM.

JW-1 fihrte ebenfalls zu signifikanter Modulation von lgaga durch asBiy,s-Rezeptoren bei
einer Konzentration 2 1 uM (p<0.05; n=6). Die maximale Potenzierung von lgaga betrug hier
1073.4 + 36.2 % (n=6). Die ECs liegt mit 16.3 £ 1.1 uM etwas hoher als an a1B1y2s-, a2B1Y2s-

und a3B1y2s-GABAs-Rezeptoren.
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Abbildung 25: (A) Modulation von Igaga an (M) o1B1y2s-, (®) 02B1V2s-, (A) azBiyas- und (@)
osB1y25-GABAA-Rezeptoren durch JW-1. Jeder Datenpunkt entspricht einem MW + SEM von
mindestens 5 verschiedenen Experimenten an Oozyten von mindestens 2 verschiedenen
Xenopus laevis. Modulation von Igaga bei 300 pM (a1B1y2s/0B1yas/asPiyas, grau markierte
Datenpunkte) wurden beim Fit nicht berlcksichtigt. GABA-EC;.7-Konzentrationen (einfache
Balken) weisen typische Modulationen durch 30 uM JW-1 (doppelter Balken) an (B) a1B1v2s-,

(C) azB1v2s-, (D) a2B1va2s-, und (E) asPBiys-Rezeptoren auf.
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7.1.4 Untersuchung der Abhdngigkeit der Igaga-Modulation von
der Anwesenheit einer y-Untereinheit

Um eine mogliche Abhdngigkeit der positiven lgaga Modulation durch JW-1 von der
Coexpression von y -Untereinheiten zu untersuchen, wurden Rezeptoren bestehend aus
a1B1-Untereinheiten exprimiert und die Igaga Modulation durch diesen Rezeptorsubtyp
untersucht. Wie in Abbildung 26 gezeigt, kam es nach Co-Applikation von GABA (ECs7) und
ansteigenden Konzentrationen des Modulators JW-1 zu einer signifikanten Potenzierung von

Icasa durch a;Pi-Rezeptoren, wobei erste signifikante Effekte erst bei einer Konzentration >

I+

10 uM (p<0.01; n=5) zu beobachten waren. Die maximale Potenzierung lag bei 1008.3
42.8 % (n=5), wahrend die ECsq mit 24.9 + 1.6 uM hoher als an a;p1y.s-GABAs-Rezeptoren

lag.
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Abbildung 26: (A) Modulation von lgaga an (M) a;B1y2s- und (®) a;B1GABAA-Rezeptoren
durch JW-1. Jeder Datenpunkt entspricht einem MW + SEM von mindestens 5
verschiedenen Experimenten an Oozyten von mindestens 2 verschiedenen Xenopus laevis.
Modulation von lgaga bei 300 uM (a1B1vas, grau markierter Datenpunkt) wurde beim Fit

nicht bertcksichtigt.
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7.2 In vivo Resultate

Nach der Untersuchung der Subtyp-abhangigen Modulation von lgaga durch JW-1 mittels 2-Mikroelektroden-Spanungklemmtechnik, sollte in
weiterer Folge der Effekt dieser Substanz auf das explorative und Angst-bezogene Verhalten von C57BL/6N Mausen 30 min nach i.p. Gabe

untersucht werden.

7.2.1 EPM-Test

A .. B . Abbildung 27: Darstellung der Ergebnisse im EPM
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601 ol nach Applikation von 0.1 mg/kg, 0.3 mg/kg, 1
1 <
5 7 O 12 mg/kg, 3 mg/kg und 10 mg/kg JW-1 in
.~ 40 @ 109
§ 301 § 8+ mannlichen C57BL/6N Mausen verglichen mit
E 1 3 61
207 @, einer Kontrollgruppe. Die Parameter sind als
10 2]
N malba ) malin MW £ SEM angegeben.
K 0.1 0.3 1 3 10 K 0.1 0.3 1 3 10
C y D (A) Prozentuelle Aufenthaltszeit der Mause in
- 14001
14 13004 = den offenen Armen
< 17 glooo-
(.:. 10 L L. (B) Besuche der offenen Arme
S 8] o
§ 6+ B %] (C) Besuche der geschlossenen Arme
@ ] E‘,md
24 200 (D) Gesamtlaufstrecke; cm
K 0.1 0.3 1 3 0 ma/kg o mg/kg
K 0.1 0.3 1 3 0



EPM nach 30 min

Zeitinden | Besuche Besuche Laufstrecke Anzahl der
OAin% der OA der GA incm Versuchstiere

Kontrolle| 39.7+3.4 16+1.8 10.2+14 1216.4+85.4 6
JW-10.1 mg/kg| 38.7+5.2 | 13.3+4.3 | 10.3+0.9 1137 +57.4 3
JW-10.3 mg/kg| 42.2+4.9 14+£1.2 8.7+04 1182.8 +74.1 6
JW-11mg/kg| 45.2+7.6 | 126+1.6 | 12.3+25 1298.2 £+ 70.8 9
JW-13mg/kg| 47.4+6.7 14+1.8 99116 1175.8 £ 56.2 7
JW-110 mg/kg| 54.5+9 13411 97123 1252.8 +79.10 7

Tabelle 4: Zusammenfassung der Ergebnisse von 0.1 /0.3 /1 /3 und 10 mg/kg JW-1 im EPM
Test 30 min nach i.p. Applikation in mannlichen C57BL/6N Ma&usen. Die erfassten Parameter

sind in MW * SEM angegeben.

Wie in Abbildung 27 A gezeigt, verbrachten Kontrolltiere 39.7 + 3.4 %; n=6 der Gesamtzeit in
den offenen Armen (OA) des EPMs. Kein signifikanter Effekt auf die Zeit in den OA konnte
nach Applikation von 0.1 mg/kg JW-1 beobachtet werden (38.7 + 5.2 %; n=3). Dagegen
verbrachten Tiere ab Dosen> 0.3 mg/kg JW-1 (42.2 + 4.9 %, n=6), 1 mg/kg JW-1 (45,2 + 7.6;
n=9), 3 mg/kg JW-1 (47.4 + 6.7 %; n=7) und 10 mg/kg JW-1 (54A.5 + 9 %; n=7) tendenziell

mehr Zeit in den offenen Armen.
Abbildung 27 B-D veranschaulicht, dass es zu keiner signifikanten Anderung der Zahl der

Besuche der OA (Abbildung 27 B), der geschlossenen Arme (GA) (Abbildung 27 C) und der

Gesamtlaufstrecke (Abbildung 27 D) bei den untersuchten Dosierungen kam.
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7.2.2 OF-Test
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Abbildung 28: Darstellung der Ergebnisse im OF nach Applikation von 0.1 mg/kg, 0.3 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg und 10 mg/kg JW-1 in mannlichen
C57BL/6N Mausen verglichen mit einer Kontrollgruppe und 0.3 mg/kg, 1 mg/kg und 3 mg/kg Diazepam. Die Parameter sind als MW + SEM
angegeben. Bei X liegt eine signifikante Abweichung mit p< 0.05, bei * % liegt eine signifikante Abweichung mit p< 0.01 vom Kontrollwert vor.

(A) Gesamtlaufstrecke in m
(B) Zeit im Zentrum in %

(C) Rearings gesamt in cnt
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OF nach 30 min
] Zeit im Zentrum L. Anzahl der
Gesamtstrecke in m o Rearing in cnt .
in % Versuchstiere

Kontrolle 37.7 £1.6 114+ 2 217.9+19.7 8
DZP 0.3 mg/kg 32.8+1.4 7.8%+1.6 168.1£24.9 12
DZP 1 mg/kg 286114 4.1+0.9 135.6+32.4 9
DZP 3 mg/kg 6.8+1.5 33+ 29 41+1.2 9
JW-10.1 mg/kg 38.2+2 11.8+ 1.7 230.0+24.2 10
JW-10.3 mg/kg 36.8+1.8 109+ 1.6 217.91+19.2 17
JW-11 mg/kg 37.4+3.2 76+1.1 204.7 £ 16.2 20
JW-1 3 mg/kg 339115 99+ 1.2 175.2+16.9 19
JW-110 mg/kg 314+ 15 11.7+14 181.3+23.3 14
JW-1 30 mg/kg 285121 12.1+ 15 165.4+£19.3 13

Tabelle5: Zusammenfassung der Ergebnisse von 0.1/ 0.3/ 1/ 3/ 10 und 30 mg/kg JW-1,
0.3/ 1 und 3 mg/kg Diazepam im OF 30 min nach i.p. Applikation in mannlichen C57BL/6N

Mausen. Die erfassten Parameter sind in MW + SEM angegeben.

Wie in Abbildung 28 A zu sehen ist, legten mit Saline behandelte Kontrolltiere eine Strecke
von 37.7 + 1.6 m; n=8 im OF zurlick. Ab einer Dosis von 3 mg/kg JW-1 kam es, im Vergleich
zur Kontrollgruppe, zu einer signifikanten Reduktion (33.9 + 1.5 m; n=19; p<0.05) der
Gesamtlaufstrecke. Dieser Effekt war dosisabhdngig (10 mg/kg JW-1 (31.4 + 1.5 m; n=14;
p<0.05)) und erreichte sein Maximum bei einer Dosis von 30 mg/kg (28.5 + 2.1 m; n=13;
p<0.01). Kein Effekt auf die Laufstrecke konnte bei niedrigen Dosierungen beobachtet
werden (0.1 mg/kg (38.2 + 2 m; n=10), 0.3 mg/kg (36.8 + 1.8 m; n=17) und 1 mg/kg (37.4
3.2 m; n=20)).

In der Diazepamgruppe waren erste signifikante Veranderungen der Gesamtlaufstrecke ab
einer Dosis von 0.3 mg/kg zu sehen (32.8 + 1.4 m; n=12; p<0.05). Bei den Dosierungen von 1
mg/kg (28.6 + 1.4m; n=9; p<0.01) und 3 mg/kg (6.8 £ 1.5 m; n=9; p<0.01) kam es zu weiteren

signifikanten Abnahmen der Gesamtlaufstrecken.
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Wie in Abbildung 28 B dargestellt, kam es im Vergleich zur Kontrollgruppe (11.4 + 2 %; n=8)
bei keiner der untersuchten Dosierungen von JW-1 zu einer statistisch signifikanten
Anderung der Zeit im Zentrum. Bei 0.3 mg/kg Diazepam (7.8 + 1.6 %; n=12) und 1 mg/kg
Diazepam (4.1 + 0.9 &; n=9) waren ebenfalls keine signifikanten Verdnderungen der Zeit im
Zentrum zu sehen. Erst bei einer Dosis von 3 mg/kg nahm die Zeit im Zentrum statistisch

signifikant ab (3.3 £ 2.9 %; n=9; p<0.05).

In Abbildung 28 C sind die gesamten Rearings (=vertikale Aktivitat) der Kontrollgruppe, der
verschiedenen JW-1-Dosierungen und der Diazepamgruppe zu sehen. Verglichen mit der
Kontrollgruppe (217.9 £ 19.7 cnt; n=8) gab es weder bei 0.1 mg/kg JW-1 (230.0 + 24.2 cnt;
n=10), 0.3 mg/kg JW-1 (217.9 + 19.2 cnt; n=17), 1 mg/kg JW-1 (204.7 *+ 16.2 cnt; n=20), 3
mg/kg JW-1 (175,2 + 16.9 cnt; n=19), 10 mg/kg JW-1 (181.3 + 23.3 cnt; n=14) oder 30 mg/kg
JW-1 (165.4 + 19.3 cnt; n=13) statistisch signifikante Verdanderungen.

Bei 0.3 mg/kg Diazepam (168.1 + 24.9 cnt; n=12) und 1 mg/kg Diazepam (135.6 + 32.4 cnt;
n=9) waren ebenfalls keine statistisch signifikanten Veranderungen der Rearings zu sehen.
Erst ab 3 mg/kg Diazepam (4.1 * 1.2 cnt; n=9; p<0.01) sanken die Rearings im Vergleich zur

Kontrollgruppe signifikant.
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8 Diskussion

GABAAx-Rezeptoren zahlen zu den wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitterrezeptoren
im Gehirn der Sdugetiere (Macdonald und Olsen, 1994). Eine Dysfunktion des GABAergen
Systems kann zu diversen Erkrankungen wie Angststérungen, Schlafstérungen, Epilepsie
oder Schizophrenie fiihren (Brickley und Mody, 2012). Dementsprechend wirken GABA,-
Rezeptor-Modulatoren anxiolytisch, sedierend, hypnotisch und muskelrelaxierend (Kamatchi
und Rathanaswami, 2012). Die Modulatoren werden daher zur Behandlung der oben
genannten Erkrankungen mit groBem Erfolg eingesetzt (Brickley und Mody, 2012; Mohler,
2006). GABAs-Rezeptoren setzen sich aus 5 Untereinheiten zusammen; bei der momentan
bekannten Zahl an verschiedenen Rezeptoruntereinheiten sind viele Subtypen maoglich.
Tatsachlich wurden aber nur 11 Rezeptorsubtypen in vivo nachgewiesen (Olsen und
Sieghart, 2009). Diese Rezeptoren unterscheiden sich sowohl in ihrer Lokalisation, als auch
ihrer Pharmakologie. Zum Beispiel kommen a;B1y,-Rezeptoren vorwiegend im Cortex vor
und vermitteln vor allem Effekte wie Sedierung. a,B3y2-Rezeptoren sind hingegen vor allem
im limbischen System zu finden und spielen eine wichtige Rolle bei der durch GABA,-
Rezeptor-vermittelten Anxiolyse (Rudolph und Knoflach, 2011; Mohler, 2006).

Die meisten  GABAa-Rezeptor-Modulatoren, die momentan therapeutisch eingesetzt
werden, unterscheiden wenig bis gar nicht zwischen den einzelnen Subtypen. Das bedeutet,
dass zum Beispiel ein als Anxiolytikum eingesetztes Benzodiazepin (iber o,-haltige
Rezeptoren den gewiinschten therapeutischen Effekt erzielt, jedoch wegen seiner hohen
Affinitat zu Rezeptoren mit der a;-Untereinheit auch sedierend wirkt. Demnach sind die
momentan verwendeten GABA,-Rezeptor-Modulatoren zwar sehr effizient in der Therapie
des jeweiligen Krankheitsbildes, aber in der Regel auch mit zahlreichen Nebenwirkungen
verbunden (Amihdesei und Mungiu, 2012; Mohler, 2006). Daher versuchte man in den
letzten Jahren Substanzen zu entwickeln, die Subtyp-selektiv agieren und damit zu einer
Verringerung unerwiinschter Nebenwirkungen fiihren. Bislang sind wenige solcher subtyp-
selektiven Subtanzen identifiziert worden. Ein Beispiel fir selektive Modulatoren sind
Zolpidem, Zopiclone und Zaleplon, die zu GABAA-Rezeptoren mit der a;-Untereinheit eine
deutlich hohere Affinitat als zu anderen a-Rezeptorsubtypen haben (Amihdesei und Mungiu,

2012; Rudolph und Knoflach, 2011).
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Im Rahmen meiner Diplomarbeit sollte die Subtyp-Selektivitdt von JW-1, das Derivat eines
B,/3-selektiven Modulators JW-0, untersucht werden und eine mogliche Veranderung der a-

beziehungsweise B- Selektivitat ermittelt werden.

Derivatisierung fiihrt zu geanderter B-Selektivitat

Um die Rolle der B-Untereinheit in der Modulation von Igaga durch JW-1 zu untersuchen,
wurden Rezeptoren bestehend aus a:Bi1vas, a1Bayas, d1Bavas AzPivas, 0sB1vas, AsPavas und aaPy
in Xenopus laevis Oozyten exprimiert.

Wie in Abbildung 24 gezeigt wird, konnte die starkste Igaga Potenzierung und die hochste
Potenz flir Rezeptoren mit B;-Untereinheiten beobachtet werden. Signifikant schwachere
Wirkungen wurden flr Rezeptoren mit B,/;3-Untereinheiten (aifayas: p<0.002;  a;Bsyas:
p<0.005) gemessen. Besonders auffallig war hier, dass nicht nur die maximale Potenzierung,
sondern auch die Potenz signifikant beeinflusst war (ECsg: 01B1Vas: a1Bayas p<0.001; a1B1yas:

a1B3v2s p<0.05).

JW-1 zeigt keine a,/,/3-Selektivitdt, unterscheidet sich allerdings an as

Anders als bei der pB-Untereinheit weist JW-1 keine Praferenz fir die 0l1/2/3-
Rezeptorsubtypen auf. Alle drei Rezeptorsubtypen werden in vergleichbarem Ausmal} von
JW-1 moduliert und auch die ECsg unterschieden sich nicht signifikant voneinander
(Abbildung 25).

Allerdings waren Igasa Potenzierungen an Rezeptoren mit der as-Untereinheit signifikant
hoher, als an a3-(p<0.01) und asz-Rezeptorsubtypen (p<0.05). Die Potenz hingegen war
verglichen mit o3-(p<0.002) und asz-Untereinheiten (p<0.001) signifikant geringer. Im
Vergleich zu a,-hdltigen Rezeptoren wiesen as-Rezeptorsubtypen keine signifikanten

Abweichungen in der Potenzierung und ECsg auf.

Der positiv. modulatorische Effekt von JW-1 wird nicht iliber die Benzodiazepin-

Bindungsstelle vermittelt

Um zu untersuchen, ob JW-1 mit der Benzodiazepin-Bindungsstelle interagiert, wurden
Rezeptoren ohne der y-Untereinheit (a;B;) exprimiert und die Igaga Modulation durch JW-1
untersucht. Die Potenzierung von lgaga durch a:B:- beziehungsweise o1B1y,s-Rezeptoren
(siehe Abbildung 26) unterschied sich nicht signifikant, jedoch konnte eine deutlich héhere
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Affinitat zu aiBiy.sRezeptoren beobachtet werden. Ob der Effekt somit teils Uber die
Benzodiazepin-Bindungsstelle, die sich zwischen der a- und y-Untereinheit befindet (Sigel
und Buhr, 1997), vermittelt wird, ist noch nicht bekannt. In weiterfiihrenden Experimenten
sollte jedoch untersucht werden, ob der Effekt durch den allosterischen Antagonisten an der

Benzodiazepin-Bindungsstelle Flumazenil blockiert werden kann.

JW-1 wirkt sedierend, aber kaum anxiolytisch in Madusen

Substanzen, die GABAA-Rezeptoren positiv modulieren, wirken in der Regel unter anderem
anxiolytisch und sedierend (Kamatchi und Rathanaswami, 2012). Daher wurde auch
untersucht, wie sich JW-1 auf das angstbezogene Verhalten, beziehungsweise die Aktivitat
von C57BL/6N Madausen auswirkt. Zuerst wurde der Effekt auf das Angstverhalten im EPM
untersucht. Dabei zeigte sich, dass JW-1 vermutlich anxiolytische Wirkung bei einer Dosis
von 1 mg/kg aufweist. Im Open-Field-Test dagegen konnte eine signifikante Reduktion der
Gesamtlaufstrecke der Tiere ab Dosen von 3 mg/kg im Vergleich zur Kontrollgruppe
beobachtet werden. Dieses Verhalten wird allgemein als Sedierung interpretiert. Dabei war
besonders interessant, dass bei Mausen, die mit Diazepam behandelt wurden, eine deutlich
starkere Sedierung zu beobachten war.

Dies und die Ergebnisse der in vitro Versuche lassen vermuten, dass die schwachere
Sedierung moglicherweise auf die reduzierte Interaktion mit B,-haltigen Rezeptoren
zurtickzufiihren ist.

In dem Zusammenhang ware es natlrlich sehr interessant zu wissen, in wie weit der starkere
Effekt an Bi-hdltigen Rezeptoren die Anderung des Verhaltens der Tiere beeinflusst.
Momentan ist namlich die Rolle von [;-Rezeptorsubtypen bei der Vermittlung der
verschiedenen Arzneimittelwirkungen noch nicht bekannt. Zusammengefasst kann somit
gesagt werden, dass im Fall von JW-1 durch Derivatisierung keine Verstarkung der
Bo/3Selektivitat erzielt werden konnte. Im Gegenteil, es kam zu einer Subtyp-
Selektivitatsumkehr. Zusatzlich wirkt JW-1, anders als aufgrund der Subtyp-Selektivitat
vermutet, leicht anxiolytisch und sedierend. Die molekularen Determinanten fiir diese

Effekte sind momentan noch nicht bekannt.
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9 Zusammenfassung

Hintergrund: Die y-Aminobuttersdure (GABA) ist der wichtigste inhibitorische
Neurotransmitter im Gehirn von Wirbeltieren und bindet neben metabotropen GABAg-
Rezeptoren an ionotrope GABAs-Rezeptoren. Eine Fehlfunktion der GABAergen
Neurotransmission kann zu Erkrankungen, wie Angst- oder Schlafstorungen, Epilepsie
oder Schizophrenie fiihren. Die derzeit verwendeten Arzneistoffe sind vorwiegend
positive Modulatoren von GABAs-Rezeptoren wie die Benzodiazepine, die aufgrund
ihrer anxiolytischen, sedierenden, muskelrelaxierenden und antikonvulsiven Aktivitat
verschrieben werden. Sie sind sehr effizient, haben allerdings durch ihre unselektive
Interaktion mit  den verschiedenen GABA\-Rezeptorsubtypen zahlreiche
Nebenwirkungen. Deshalb wird nach moglichst selektiven Modulatoren von GABAa-

Rezeptoren gesucht.

Ziel: Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Subtyp-selektive Potenzierung von JW-1 (ein Derivat
des B,/3-selektiven Naturstoffes JW-0) am GABAa-Rezeptor bestimmt, beziehungsweise
die Auswirkung der Rezeptormodulation auf das Angst-bezogene Verhalten und die

Aktivitat von Mdusen untersucht werden.

Methode: In vitro: Expression von a;B1Vas-, a1B2Vas-, d1BsVas-, AoP1vas-, AsPivas-, asPiyas-, und

01B1-GABAA-Rezeptoren in Xenopus laevis Qozyten und Untersuchung der Modulation
von lgasa Mittels der 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik.

In vivo: Untersuchung des Verhaltens von C57BL/6N Mausen im Elevated-Plus-Maze-
beziehungsweise Open-Field-Test 30 Minuten nach intraperitonealer Applikation von

JW-1.

Ergebnisse und Diskussion: Die Derivatisierung fuhrt, im Vergleich zum Ausgangsstoff JW-0,
zu einer veranderten B-Selektivitat (Modulation von B;-Rezeptoren>f,-Rezeptoren> Bs-
Rezeptoren). JW-1 unterscheidet nicht zwischen ay-, a,- oder as-Rezeptoren, weist
jedoch eine signifikant reduzierte Potenz beziehungsweise Wirkstarke an as-Rezeptoren
auf. Der positiv modulatorische Effekt von JW-1 wird nicht Uber die Benzodiazepin-
Bindungsstelle vermittelt. Im Tiermodell wirkt JW-1 sedierend, aber kaum anxiolytisch.
Diese Substanz veranschaulicht deutlich, wie kleine strukturelle Anderungen eines

Molekiils zu véllig neuen Wirkprofilen fihren kénnen.
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10 Abstract

Background: y-Aminobutric acid (GABA) is the major inhibitory neurotransmitter in the
mammalian brain interacting with metabotropic GABAg-receptors and ionotropic
GABA,-receptors. Dysfunction of the GABAergic neurotransmission is associated with
anxiety and sleep disorders, epilepsy, or schizophrenia. These diseases are commonly
treated by application of positive modulators of GABAs-receptors, such as
benzodiazepines. Benzodiazepines are anxiolytic, sedative, muscle-relaxant and
anticonvulsant and are thus first-line therapy. Benzodiazepines are efficient; however,
due to their unselective interaction with GABAa-receptor-subtypes they display a
plethora of unwanted side effects. Therefore, there is a medical need for subtype-

selective GABAa-receptor modulators.

Purpose: To analyse the subtype-selective modulation of GABA-induced currents (Igaga) by
JW-1 (derivative of the B/3-selective compound JW-0) and to study the effect of this

compound on locomotor activity and anxiety-related behavior in mice.

Methods: /n vitro: Expression of aiPiyas-, a1Bavas-, 01BaVas-, @2B1vVas-, AaP1yas-, AsPiyas-, and

a1B81-GABAx-receptors in Xenopus laevis oocytes and analysis of the modulation of Igaga
by means of the 2-microelectrode-voltage-clamp-technique.
In vivo: Analysis of the behavior of C57BL/6N mice in the Elevated-Plus-Maze- and the

Open-Field-Test 30 minutes after intraperitoneal application of JW-1.

Results and Discussion: Derivatisation of JW-0 to JW-1 resulted in a completely changed

subtype-selectivity: while JW-0 selectively interacts with B,/3 GABAa-receptors, JW-1
modulates most efficiently and potently B;-containing receptors (B1>B,>B3). JW-1 does
not discriminate between receptors containing ai/,/3-subunits, however, a significantly
reduced potency and efficiency was observed for as-receptors. The positive modulatory
effect is not mediated via the benzodiazepine binding pocket. JW-1 induces sedation,
but only slight anxiolytic effects in mice. JW-1 is a good example of how structural

modifications result in completely new pharmacological agents.
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