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1 Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

y-Aminobuttersaure Typ A (GABA.) Rezeptoren sind die wichtigsten inhibitorischen
Neurotransmitter-Rezeptoren im Zentralnervensystem (ZNS) und vermitteln schnelle
synaptische Inhibition. Sie gehdren zur Superfamilie der Liganden-gesteuerten lonenkanale
und stellen Chloridkanéle dar. Charakteristisch fir Mitglieder dieser Familie ist der
heteropentamere Aufbau aus finf Protein-Untereinheiten. Bindung von GABA (y-
Aminobuttersdure) an den GABAa-Rezeptor bewirkt eine Membran-Hyperpolarisation und
folglich eine verminderte neuronale Erregbarkeit.

Bislang konnten 19 unterschiedliche Gene fir GABAa-Rezeptoren-Untereinheiten identifiziert
werden: a6, Bi3, Yi-3, O, €, T, 6 und p;.3. Die Mehrheit der GABAA-Rezeptoren setzt sich aus
2 a4, 2 B2 und 1 vy, Untereinheiten zusammen.

GABAa-Rezeptoren werden von zahlreichen, klinisch relevanten Arzneistoffen wie den
Benzodiazepinen, Barbituraten oder Injektionsanasthetika moduliert.

Neben synthetischen Substanzen sind auch einige Naturstoffe mit modulatorischer Wirkung
auf GABAx-Rezeptoren bekannt.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde die Untereinheiten-spezifische Modulation von
GABAAx-Rezeptoren durch 14 Pflanzenextrakte sowie durch den Naturstoff ZFP untersucht.
Dafir wurden GABAa-Rezeptoren in Xenopus laevis Oozyten exprimiert und GABA-
induzierte Chloridstréme (lgasa) mit Hilfe der 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik
analysiert.

Drei der getesteten Pflanzenextrakte reduzierten siginifikant GABA-induzierte Chloridstréme,
fur die restlichen Extrakte konnte kein signifikanter Effekt beobachtet werden.

ZFP potenzierte lgaga durch a;B.y.s—Rezeptoren, der Maximaleffekt betrug 629,8 + 104,5 %
bei einer ECs, von 12,2 + 3,2 uM. An a,B,- (318,4 £ 35,0 %) sowie an a;Bs-Rezeptoren
(113,3 £ 70,5 %) war der potenzierende Effekt durch ZFP deutlich schwéacher ausgepragt.
Die ECs lag fir a:B2-Rezeptoren bei 9,9 + 2,7 uM, bei a;3;-Rezeptoren bei 9,4 £ 7,8 uM.
ZFP wurde in diesen Untersuchungen als y- und B.-Untereinheiten-abhangiger Modulator
von GABAx-Rezeptoren identifiziert.



1.2 Abstract

y-Aminobutyric acid type A (GABA,) receptors are the most abundant inhibitory
neurotransmitter receptors in the mammalian central nervous system (CNS) and are
responsible for fast synaptic inhibitory neurotransmission. They belong to the superfamily of
ligand-gated ion channels and are chloride-conducting. The family-members are
characterized by the heteropentameric structure by five protein-subunits. Binding of GABA to
the GABA. receptor causes membrane-hyperpolarisation and decreased neuronal
excitability.

19 different genes for GABA, receptor subunits have been identified: ay, B13, Y13, 0, €, T, 6
and pi3. Based on the subunit repertoire various receptor subtypes can be formed. The
majority of GABA, receptors is composed of 2 o, 2 B2 and 1y, subunits.

GABAA receptors represent the molecular target for many clinically relevant drugs including
benzodiazepines, barbiturates or injection anaesthetics.

In addition to these drugs several natural compounds have been identified as modulators of
GABA, receptors.

During this project the subunit-specific modulation of GABA, receptors by 14 plant extracts
and the natural compound ZPF was analysed. Therefore GABAA receptors were expressed in
Xenopus laevis oocytes and GABA-induced currents (lgasa) Were measured using the 2-
Microelectrode Voltage Clamp technique.

Three of the tested plant extracts significantly reduced GABA-induced currents (lgaga), the
other extracts did not show a significant effect.

ZFP potentiated Igaga through a4B.y2s receptors, the maximal stimulation was 629,8 + 104,5
% and the ECso was 12,2 £ 3,2 uM.

At a:82(318,4 + 35,0 %) and a4+ receptors (113,3 £ 70,5 %) the ZFP effect was significantly
reduced. EC50 values were 9,9 + 2,7 uM at a;B, receptors and 9,4 + 7,8 uM at aB;
receptors.

Thus, ZFP was identified as a y- and B,-subunit dependent modulator of GABA, receptors.



2 Einleitung
2.1 Nervensystem

Das menschliche Nervensystem besteht aus iiber 10'® Neuronen (Nervenzellen). Neuronen
stellen die strukturellen und funktionellen Einheiten des Nervensystems dar und sind fir die
Informationsaufnahme, -verarbeitung und -tbermittlung verantwortlich.

Ein Neuron besteht aus einem Zellkérper (Soma) und besitzt zwei Arten von Fortsatzen: Die
Dendriten und das Axon (Neurit). Durch Dendriten, welche baumartig verzweigt sind, werden
afferente (sowohl férdernde als auch hemmende) Signale von anderen Neuronen
aufgenommen; durch das Axon werden efferente Signale auf Effektoren oder auch
nachgeschaltete Nervenzellen weitergeleitet (Mutschler et al., 2002; Silbernagl und
Despopoulos, 2003).

NEURC

) Dendrites [ e
; Axon Terminals (receiuers

= {transmitters)

Schwann's
Cells
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Mode of

Ranvier
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that speeds transmission) EnchantedLearning.cum

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Neurons

http://1.2.3.13/bmi/www.enchantedlearning.com/subjects/anatomy/brain/gifs/Neuron.GIF (28.09.09)



Die Entstehung und Weiterleitung einer Erregung wird durch ionale Prozesse bewerkstelligt.
An der Zellmembran ergibt sich durch ungleiche lonenverteilung zwischen Intra- und
Extrazellularraum eine standige Potentialdifferenz — auch Membranpotential genannt —
welches die Basis fir die Fortleitung von Erregungen und somit flr die Signallibertragung
und Kontraktionsausldésung darstellt (Mutschler et al., 2002; Silbernagl und Despopoulos,
2003).

2.1.1 Ruhemembranpotential

Bei einer erregbaren Zelle zeigt das Zellinnere im Ruhezustand gegentber dem AuBenraum
ein negatives Potential von -60 bis -100 mV an. Die Potentialdifferenz in den beiden
Kompartimenten ist der Grund flr diese Negativitat, wobei fiir deren Aufrechterhaltung vor
allem die Na*/K*-ATPase durch aktiven Transport verantwortlich ist (Mutschler et al., 2002).

2.1.2 Aktionspotential

Wird das Membranpotential durch einen eintreffenden chemischen oder physikalischen Reiz
so verandert, dass es um einen bestimmten Betrag erniedrigt (Depolarisation) und somit ein
gewisses Schwellenpotential (berschritten wird, so verringert es sich durch Offnung
spannungsabhéangiger lonenkanéale noch weiter. Dadurch kann das Nerveninnere gegeniber
der Aussenmembran zeitweise sogar positiv werden. Das vorhergehende Membranpotential
wird im Anschluss wieder aufgebaut, was die Repolarisation darstellt. Der Gesamtvorgang,
der eine De- und Repolarisationsphase beinhaltet, wird als Aktionspotential oder auch
Nervenimpuls bezeichnet und kommt durch eine kurzzeitige Offnung von Natriumkanélen,
durch  einen eintreffenden Reiz  ausgelést, zustande. Dem  entstandenen
Konzentrationsgradienten folgen die Na*-lonen passiv in das Zellinnere, wodurch es zu einer
Polarisationsumkehr und weiters zu einer raschen Abnahme der Natrium-Permeabilitat und
einem langsamen Anstieg der Kalium-Permeabilitdt kommt. Das Ruhemembranpotential
kann sich wieder einstellen (Mutschler et al., 2002).

2.1.3 Synaptische Erregungstibertragung

Synapsen leiten eine Erregung von einem Axon auf eine andere Zelle weiter. Je nachdem,
wie sich diese Erregung auf die nachgeschaltete Nervenzelle auswirkt, kann man zwischen
exzitatorischen (erregenden) und inhibitorischen (hemmenden) Synapsen unterscheiden.
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Wahrend Uber exzitatorische Synapsen ein Aktionspotential ausgeldst wird, wird Uber
inhibitorische Synapsen die Auslésung eines Aktionspotentiales erschwert (Mutschler et al.,
2002).

Bei chemischen Synapsen erfolgt die Reizweiterleitung durch Ubertragersubstanzen
(Neurotransmitter), welche durch ein im Axon eintreffendes Aktionspotential aus den
prasynaptischen Axonendigungen freigesetzt werden. Mittels Diffusion durch den
synaptischen Spalt und anschlieBender postsynaptischer Bindung an Rezeptoren der
subsynaptischen Membran von Neuronen, Drlisen- oder Muskelzellen, wird die
postsynaptische Membran — in Abhangigkeit von Transmitter und Rezeptortyp — erregt oder
gehemmt (Silbernagl und Despopoulos, 2003).

Wahrend Glutaminsdure den bedeutendsten exzitatorischen Neurotransmitter im
Zentralnervensystem darstellt, ist die y-Aminobuttersdure der wichtigste inhibitorisch
wirkende Neurotransmitter. Etwa 20 — 50 % aller Synapsen im ZNS sind GABAerg (Hevers
und Liddens, 1998; Sieghart et al., 1999).

2.2 y-Aminobuttersaure (GABA)

Biosynthese und Metabolismus

y-Aminobuttersaure, das biogene Amin der Glutaminsdure, wird aus Glutamat durch das
Enzym Glutaminsdure-Decarboxylase (GAD) gebildet, welches ausschlieBlich in GABA-
synthetisierenden Neuronen im Gehirn vorkommt (Rang et al., 2007). Durch
Transaminierung wird die Aminogruppe auf eine a-Ketosaure - in diesem Fall Glutamat —
Ubertragen (Elmadfa, 2004), wodurch Succinatsemialdehyd und in weiterer Folge
Bernsteinsdure entstehen. Katalysiert wird diese Reaktion von der GABA-Transaminase, die
durch Vigabatrin (ein Antiepileptikum) inhibiert werden kann (Rang et al., 2007). GABAerge
Neuronen und Astrozyten nehmen GABA Uber spezifische Transporter auf, oder aber GABA
wird durch die GABA-Transaminase abgebaut. GABA kommt ubiquitdr im
Zentralnervensystem vor, hohe GABA-Konzentrationen sind vor allem in den Basalganglien
zu finden (Mutschler et al., 2002). Die GABA-Transporter kénnen durch Guvacin und
Nipecotinsaure gehemmt werden (Rang et al., 2007).
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Abbildung 2: schematische Darstellung der GABA-Synthese aus Glutamat
(Jorgensen, 2005)

2.3 GABA-aktivierte Rezeptoren

GABA aktiviert sowohl ionotrope als auch metabotrope Rezeptoren. Zu den ionotropen
Rezeptoren zdhlen GABAa- und GABAc-Rezeptoren, wéahrend GABAg-Rezeptoren
metabotroper Natur sind. Diese beiden Rezeptorgruppen unterscheiden sich sowohl in ihrer
Funktion als auch in ihren molekularen sowie pharmakologischen Eigenschaften
(Lukasiewicz und Shields, 1998).

Ein GroBteil der GABA-bedingten physiologischen Vorgédnge geschieht in Interaktion mit
GABAa-Rezeptoren (Sieghart et al., 1999). GABAs-Rezeptoren gehéren zu den Liganden-

gesteuerten lonenkanalen und stellen Chloridkanéle dar. Sie sind wie die anderen Mitglieder
der Familie der Liganden-gesteuerten lonenkanale Heteropentamere, das heiBt, sie werden
aus funf Untereinheiten gebildet (Sieghart et al., 1994; Baumann et al., 2001; Henschel et al.,
2008). Bicucullin und Picrotoxin zahlen zu den GABAs-Rezeptor Antagonisten; Barbiturate,
Benzodiazepine und Steroide verstarken hingegen den Effekt der GABA am GABAa-
Rezeptor (Lukasiewicz und Shields, 1998; Chebib und Johnston, 1999; Olsen und Sieghart,
2008a,b). Weitere Beispiele fir Liganden-gesteuerte lonenkandle sind unter anderem
Glutamat-, Glycin-, 5-HT3- sowie nicotinerge Acetylcholin-Rezeptoren (Sigel und Buhr, 1998;
Mutschler et al., 2006; Goetz et al., 2007).



Abbildung 3: schematische Darstellung des GABAA-Rezeptors aus den mdéglichen a1-6, 31-3, y1-3, 9,
€, 0 und 1 Untereinheiten
(Owens und Kriegstein, 2002)

GABAg-Rezeptoren gehéren zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und

bestehen aus sieben transmembranaren Doménen. Sie sind im ZNS weitldufig verbreitet,
wobei sie als Heterodimer an der Zelloberflache vorliegen missen, um agieren zu kénnen.
Bei der Signaltransduktion durch ein G-Protein kommt es postsynaptisch zu einer Aktivierung
von Kalium-Kanélen und préasynaptisch zu einem VerschlieBen von Calcium-Kanélen, was
intrazellular GOber second-messenger-Systeme reguliert wird (Enz und Cutting, 1998;
Lukasiewicz und Shields, 1998; Barnard et al., 1998; Bettler et al., 2004; Mutschler et al.,
2006; Emson, 2007). GABAg-Rezeptoren werden durch Baclofen und CCGP27492 stimuliert,
durch Phaclofen gehemmt und werden nicht von GABAa-Rezeptor Liganden moduliert
(Chebib und Johnston, 1999; Bormann, 2000).

Abbildung 4: schematische Darstellung des GABAg-Rezeptors aus den R1a, R1b und R2
Untereinheiten
(Owens und Kriegstein, 2002)

GABA:-Rezeptoren

Eine dritte, ebenfalls ionotrope Gruppe von GABA-aktivierten Rezeptoren, die als GABAc-

Rezeptoren bezeichnet wird, bewirkt wie GABAs-Rezeptoren schnelle, synaptische

Neurotransmission durch Offnen eines Chlorid-lonen-Kanals. GABAc-Rezeptoren kommen in

groBer Zahl in der Retina vor und bestehen aus p-Untereinheiten (p 13; wobei die ps-

Unterheiten bisher am besten untersucht sind). Sie weisen im Gegensatz zu GABAa-
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Rezeptoren unterschiedliche elektrophysiologische Eigenschaften auf (Enz und Cutting,
1998; Lukasiewicz und Shields, 1998; Barnard et al., 1998; Osolodkin et al., 2009).

Im Vergleich zu GABAs-Rezeptoren zeigen sie eine zehn-mal groBere Sensibilitat fir GABA;
sie sind unempfindlich gegenlber GABAa-Rezeptor-Modulatoren wie Barbituraten und
Benzodiazepinen, ebenso gegen den typischen GABAa-Rezeptor-Antagonisten Bicucullin.
GABAG-Rezeptoren werden auch nicht vom GABAg-Rezeptor-Agonisten Baclofen aktiviert,
sind daftr aber fir Picrotoxin, Neurosteroide oder auch 3-Aminopropyl(methyl)phosphon-
Saure empfindlich (Enz und Cutting, 1998; Lukasiewicz und Shields, 1998; Olsen und
Sieghart, 2008b).

Obwohl die Bezeichnung GABAc-Rezeptoren noch immer in Verwendung ist, wird von der
International Union of Pharmacology (IUPHAR) vorgeschlagen, diesen Begriff nicht mehr zu
gebrauchen, da die p-Untereinheiten von GABA:-Rezeptoren strukturell Teile der GABAa-
Rezeptor-Untereinheiten sind und der ,GABAc-Rezeptor® somit eigentlich einen GABAa-
Rezeptor-Subtyp darstellt (Barnard et al., 1998).

Abbildung 5: schematische Darstellung des GABAc-Rezeptors aus den p1-3 Untereinheiten
(Owens und Kriegstein, 2002)

2.4 Der GABA-Rezeptor

2.4.1 Vorkommen und Funktion

GABAx-Rezeptoren sind, wie bereits erwahnt, die am haufigsten vorkommenden
inhibitorischen Rezeptoren im Zentralnervensystem. Obwohl theoretisch eine groBe Zahl an
verschiedenen Subtypen mdglich ware, sind erst wenige von ihnen auch in vivo identifiziert
worden (Olsen und Sieghart, 2008b). Die einzelnen Mitglieder einer Subklasse weisen eine
Aminosauresequenz-ldentitdt von 70 — 80 % auf, die Aminosduresequenz-ldentitat der
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Subklassen untereinander liegt zwischen 30 — 40 % (Hevers und Liddens, 1998; Dawson et
al., 2005). Durch ihre ubiquitére Verteilung innerhalb des ZNS nehmen GABAa-Rezeptoren
eine zentrale Rolle bei physiologischen Vorgangen ein und dienen als Wirkort zahlreicher
Arzneistoffe (Olsen und Sieghart, 2008b).

2.4.2 GABAj-Rezeptoruntereinheiten

GABAAx-Rezeptoren bestehen aus flnf Protein-Untereinheiten, die um eine Zentralpore so
angeordnet sind, dass sie einen lonen-Kanal ausbilden. Jede Untereinheit ist aus einer
langen N-terminalen, extrazellularen Doméane, welche die Agonisten/Antagonisten-
Bindungsstelle beinhaltet, vier hydrophoben, transmembranédren Domanen (M1 — M4) und
einem kurzen, extrazellularem, C-terminalen Ende aufgebaut.
Intrazelluldr, zwischen M3 und M4 befindet sich eine a-
helikale cytoplasmatische Schleife, welche
Phosphorylierungsstellen bietet. Die zweite transmembranar
Membran-durchspannende  Domé&ne  (M2) aller finf
Untereinheiten formt durch ihre spezifische Anordnung die
Wand der Kanalpore (Burt und Kamatchi, 1991; Mohler,
2006a; Henschel et al., 2008; Tretter und Moss, 2008).

Abbildung 6: Die 4 transmembranaren Domanen
(Meldrum und Rogawski, 2007)

Insgesamt existieren 19 unterschiedliche Gene fir GABA-Rezeptoren-Untereinheiten: a;.,
Bis, Y13, O, €, T, 8 und pq.3. Zusatzlich ergeben sich jedoch noch weitere Isoformen der
Untereinheiten durch alternatives splicing, wie zum Beispiel bei den as B2 und y;
Untereinheiten (Korpi et al., 2002; Méhler, 2006a; Ben-Ari et al., 2007; Olsen und Sieghart,
2008b).

Die Mehrheit der GABAs-Rezeptoren ist aus a, B, und y oder & Untereinheiten aufgebaut,
wobei die Kombination von a;B2y. mit 60 % am haufigsten vorkommt, gefolgt von a,Bsy2 (15
%) und asBay2 (10 %). Einige der Untereinheiten, wie ai, B¢ B2, B3 und y. finden sich mit
unterschiedlicher Expressionsdichte im gesamten Gehirn, wahrend andere Untereinheiten
wie ag auf das Cerebellum oder y; unter anderem auf Amygdala und Stratium beschrankt
sind. Ebenso verandert sich das Expressionsmuster der Untereinheiten-Isoformen wéahrend
der Entwicklung (Pirker et al., 2000; Henschel et al., 2008; Enoch, 2008; Olsen und Sieghart,
2008a).



Wéhrend man annimmt, dass Rezeptoren, die aus a, B, und y Untereinheiten in einer 2:2:1
Stdéchiometrie zusammengesetzt sind, wird flr Rezeptor-Untereinheiten, welche aus a und
bestehen eine 3:2 oder 2:3 Stéchiometrie diskutiert, wobei 2a3B als wahrscheinlicher
angesehen wird (Horenstein et al., 2001; Boileau et al., 2002a).

Die Kombination der Rezeptor-Untereinheiten hat sowohl groBe Bedeutung fir die
kinetischen Eigenschaften als auch fir die spezifischen Effekte allosterischer Modulatoren
wie Benzodiazepinen, Barbituraten, Steroiden, einigen Konvulsiva, polyvalenten Kationen
und Ethanol auf den Rezeptor (Olsen und Tobin, 1990; Hevers und Liddens, 1998;
Henschel et al., 2008).

So unterscheiden sich zum Beispiel GABAA-Rezeptoren, welche aus a und 3 Untereinheiten
aufgebaut sind, von Rezeptoren, die zusatzlich noch y Untereinheiten aufweisen, in Bezug
auf Zn**- und Benzodiazepin-Sensitivitat (Horenstein et al., 2001; Boileau et al., 2002a).

Abbildung 7: Darstellung der extrazellularen Doménen des pentameren GABAa-Rezeptors, der aus 2
a, 2 B und einer y-Untereinheit besteht
(Goetz et al., 2007)
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2.4.3 GABA-Bindungsstelle

GABA Benzodiazepines
Muscimol (+) Diazepam (+)
Bicuculline (-) Flumazenil (0)
4-PIOL (+/-) :

Loreclezole Barbiturates
DMCM (+) Picrotoxin Neurosteroids
TBPS
Furosemide Anesthetics
Alcohol

Abbildung 8: schematische Darstellung des GABAa-Rezeptors mit den Liganden-Bindungsstellen
(Korpi et al., 2002)

In der extrazellularen Domane befinden sich finf potentielle Bindungstaschen an den
Grenzflachen der fiinf Untereinheiten, wobei sich am p/a-Interface die 2 GABA-
Bindungsstellen, und zwischen den a/y Untereinheiten die Benzodiazepin-Bindungsstelle
befinden (Buhr et al., 1997; Kloda und Czajkowski, 2007; Olsen und Sieghart, 2008a;
Hanson und Czajkowski, 2008). Die GABA-Bindungstasche setzt sich aus verschiedenen
Polypeptid-Schleifen zusammen — loops A, B, und C von der B* (,principal®) side und loops
D, E, und F von der a (,complementary®) side. Die Anordnung der Agonisten-Bindungsstelle
zwischen der B/a Untereinheit sowie die der Benzodiazepin-Bindungsstelle ist dabei fur alle
Mitglieder der Superfamilie von Liganden-gesteuerten lonenkanélen homolog (Olsen und
Sieghart, 2008a).

Im Rahmen verschiedener Untersuchungen konnten Phe64, Arg66, Ser68 (loop D); Arg119
und 1le120 (loop E); Pro174 — Asp191 (loop F) der a;-Untereinheit sowie Trp92 — Asp101
(loop A); Tyr157, Thr160 (loop B); Thr202, Ser204, Tyr205, Arg207 und Ser209 (loop C) der
Bo-Untereinheit als Aminosaurereste identifiziert werden, die an der GABA-Bindung beteiligt
sind (Boileau et al., 2002a).

Im Inneren der GABAa-Untereinheiten, welche die transmembranare Doméane ausbilden,

befinden sich zusatzliche Taschen, die als weitere Bindungsstellen fir Modulatoren dienen

kénnten. Die Bindung eines Liganden an eine dieser Bindungsstellen kdénnte durch

Induzierung und Stabilisierung der Konformationsédnderung des Rezeptors an der Erhéhung
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oder Erniedrigung des GABA-induzierten Chlorid-lonen-Stroms beteiligt sein (Olsen und
Sieghart, 2008a).

Eine Offnung des Kanals in der transmembrandren Doméane wird durch Bindung eines
Agonisten an die extrazellulare Doméane und damit einhergehender Konformationsanderung
bewirkt (Enoch, 2008).

" e
T202 &, ’ >

A ?"B

Abbildung 9: Molekulares Modell der Agonisten-Bindungsstelle am GABAx-Rezeptor.
(Boileau et al., 1999)

2.5 Modulatoren am GABA,-Rezeptor

2.5.1 Benzodiazepine

Benzodiazepine gehdéren zur Gruppe der Tranquillantien (Tranquilizer, Ataraktika), wobei sie
innerhalb dieser Gruppe die gréBte Bedeutung haben. Tranquillantien haben einen
angstlésenden (anxiolytischen) und beruhigenden Effekt, ohne dabei antipsychotisch zu
wirken. Zusétzlich verfligen die meisten Tranquillantien Uber schlafanstoBende,
antikonvulsive und muskelrelaxierende Effekte. Anwendung finden sie daher unter anderen

bei der Behandlung von Angst- und Spannungszustanden, Unruhe, psychosomatischen
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Beschwerden, funktionellen Schlafstérungen oder bei der Dauerbehandlung von
Muskelspasmen (Sieghart, 1994; Mutschler et al., 2006; Henschel et al., 2008).

Die 1,4-Benzodiazepine stellen schwache Basen dar, deren pharmakodynamische Aktivitat
an den intakten Diazepinring gebunden ist. Alle Ebenen des ZNS werden durch
Benzodiazepine beeinflusst, vorrangig aber polysynaptische Bahnen. Dabei weisen
verschiedene Systeme, unter anderem das limibische oder retikulare System, eine hdhere
Empfindlichkeit gegenlber dieser Stoffklasse auf. Die einzelnen Vertreter dieser Stoffklasse
sind dabei als Derivate der chemischen Benzodiazepin-Grundstruktur in ihrer
pharmakologischen Wirkungsweise miteinander vergleichbar (Schmidt, 2007).

Benzodiazepine sind durch eine schnelle Resorbierbarkeit charakterisiert. 30 — 90 min. nach
der Einnahme ergibt sich ein maximaler Plasmaspiegel. Benzodiazepine werden Uber die
Galle ausgeschieden, im Darm jedoch riickresorbiert (enterohepatischer Kreislauf). In der
Leber findet eine oxidative Metabolisierung durch N-Dealkylierung und Ringhydroxylierung
sowie Konjugatbildung mit Glucuronsdure statt. Die Ausscheidung erfolgt, vor allem in
metabolisierter Form, Uber den Urin. Benzodiazepine sind Plazenta-gangig und werden auch
Uber die Muttermilch sezerniert (Schmidt, 2007).

Nebenwirkung der Benzodiazepine stellen Mdudigkeit und Schlafrigkeit mit einer
Beeintrachtigung der Aufmerksamkeit sowie des Reaktionsvermdgens dar. Bei chronischem
Gebrauch ist mit neurologischen Symptomen wie Schwindel, Kopfschmerzen oder Ataxie zu
rechnen, weiters ist das Auftreten einer verminderten Leistungsfahigkeit, psychischer sowie
koérperlicher Abhangigkeit bekannt. Ein plétzliches Absetzen dieser Praparate fuhrt haufig zu
Entzugssymptomen. Patienten leiden dabei oftmals unter Angstzustanden, innerer Unruhe,
Schlaflosigkeit oder vegetativen Symptomen wie Tremor und Schwitzen. In schweren Fallen
kénnen Verwirrtheitszustande oder auch epileptische Anfélle auftreten, weswegen
Benzodiazepine langsam abgesetzt werden sollten (Atack, 2003; Aktories et al., 2005;
Schmidt, 2007).

Benzodiazepine verstarken GABA-induzierte Chloridstréme, alleine sind sie nicht in der
Lage, den GABAa-Rezeptor zu 6ffnen. Uber Interneurone ablaufend, kommt es zu einer
selektiven Verstarkung der neuronalen GABAergen inhibitorischen Neurotransmission.
Folglich mussen postsynaptische GABAa-Rezeptoren und GABA-freisetzende Neurone
vorhanden sein, um die Potenzierung der Wirkung durch die Benzodiazepine zu
gewabhrleisten (Sieghart, 1994; Hevers und Luddens, 1998; Nutt und Malizia, 2001; Boileau
et al., 2002b; Schmidt, 2007; Henschel et al., 2008).

Eine durch maximale GABA-Konzentration resultierende Wirkung kann von Benzodiazepinen

nicht weiter gesteigert werden. Die GABA-Dosis-Wirkungskurve wird nur in Richtung
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geringerer GABA-Konzentration verschoben. Damit kann eine Benzodiazepin-Uberdosierung
ausgeschlossen werden, was auch von klinischer Relevanz ist (Hevers und Liddens, 1998).

Die Benzodiazepinbindungsstelle befindet sich, wie schon vorhin erwahnt, zwischen der a/y
Untereinheit des GABAa-Rezeptors, wobei der a-
Untereinheit die gréBere Bedeutung zukommt (Da Settimo,
2007; Berezhnoy et al., 2008; Henschel et al., 2008). Dabei
hat vor allem ein Histidin-Rest in der a;-Untereinheit
(ayH101) einen groBen Einfluss auf die Benzodiazepin-
Sensitivitat. Dieser Histidin-Rest, der auch in den a5, oz und
as Untereinheiten vorkommt, ist in a4 und ag Untereinheiten
durch Arginin ersetzt, wodurch a, und as-beinhaltende
Rezeptoren nicht von den klassischen Benzodiazepinen

wie Diazepam, Flunitrazepam oder Clonazepam moduliert

werden; andere Benzodiazepin-Liganden wie Ro 15-4513
i ol | und Flumazenil werden davon nicht beeinflusst (Sieghart,
1994; Rudolph et al., 1999; Henschel et al., 2008).

Abbildung 10: Benzodiazepin-Bindungsstelle
(Goetz et al., 2007)

GABAs-Rezeptoren, welche eine as-Untereinheit beinhalten, weisen auBerdem eine hohe
Sensitivitdt ~ fir  Nicht-Benzodiazepine  (Benzodiazepin-Analoga) wie  Zolpidem
(Imidazopyridin), CL 218-872 (Triazolopyridazin), Zaleplon, Indiplon und Abecarnil (-
Carboline) auf (Sieghart, 1994; Smith, 2001; Olsen und Sieghart, 2008a). Zolpidem zeigt
geringe Affinitdt zu Rezeptoren, die eine a, oder as-Untereinheit besitzen und kaum zu
Rezeptoren mit einer as-Untereinheit (Sieghart, 1994; Dawson et al., 2005).

Daneben zeigen Rezeptoren, die eine y; anstelle einer y,-Untereinheit aufweisen, eine
deutlich verringerte Benzodiazepin-Sensitivitat (Sieghart, 1994; Wingrove et al., 1997;
Henschel et al., 2008).

o-Untereinheiten sind meist mit as,. oder ag-Untereineiten assoziiert und stellen
Benzodiazepin-insensitive GABAa-Rezeptoren dar (Rudolph et al., 2001; Méhler, 2006a).
Diese extrasynaptisch vorkommenden Rezeptoren finden sich vor allem im Cerebellum und
Gyrus dentatus (Méhler, 2006a).

Mit Hilfe von Punktmutationen in der as-Untereinheit bei Mausen gelang es, die
Hauptwirkungsqualitdten von Diazepam, die von unterschiedlichen Rezeptorsubtypen
vermittelt werden, zu identifizieren. Sedierung, antikonvulsive Wirkung und anterograde

Amnesie sind mit ay, Anxiolyse mit a.-enthaltenden GABAa-Rezeptoren assoziiert, was
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darauf schlieBen lasst, dass Sedation und Anxiolyse pharmakologisch auftrennbar sind (Jurd
et al., 2003; Schmidt, 2007; Olsen und Sieghart, 2008a). Weiters werden muskelrelaxierende
Wirkungen vor allem mit a,, aber auch mit a; und as-enthaltenden Rezeptoren (Schmidt,
2007); Ethanol-potenzierende Wirkungen und schwache anxiolytische Eigenschaften mit as,
a3 und/oder mit as-enthaltenden GABAA-Rezeptoren in Verbindung gebracht (Rudolph et al.,
1999). In Abbildung 11 ist die chemische Strukturformel von Diazepam dargestellt.

Abbildung 11: chemische Strukturformeln von Diazepam

http://1.2.3.11/bmi/content.answers.com/main/content/img/oxford/Oxford_Chemistry/0192801015.diaz
epam.1.jpg (30.09.09)

2.5.2 Barbiturate

Barbiturate, die Jahrzehnte lang als Mittel der Wahl bei Schlafstérungen gehandhabt wurden,
stellen chemisch betrachtet zyklisierte Harnstoff-Derivate dar. Im Gegensatz zu den
Benzodiazepinen ist ihre therapeutische Breite jedoch gering (Lillmann et al., 2006).

Barbitursaure liegt, aufgrund ihrer hohen Aziditat, im Organismus als Anion (Barbiturat) vor.
Da es die Blut-Hirn-Schranke nicht Gberwinden kann, existieren auch keine zentral-nervésen
Effekte (Mutschler et al., 2006).

Anwendung finden Barbiturate heute nur noch in der Anasthesie und unter bestimmten
Umstanden in der Behandlung von Epilepsien (Grand-mal-Anfélle). Methohexital (N-
methyliertes Barbiturat) und Thiopental (Thiobarbiturat) werden als Natriumsalze zur
Einleitung einer Narkose eingesetzt (Mutschler et al., 2006).
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Abbildung 12: chemische Strukturformel von Thiopental
http://www.medicinescomplete.com/mc/clarke/current/images/clk1597c001.gif (30.09.09)

Barbiturate verstarken die GABA-induzierte Wirkung, indem sie die Kanal-Offnungsdauer
von GABA,-Rezeptoren steigern, ohne dabei einen Effekt auf die Offnungshaufigkeit oder
die Leitfahigkeit auszuliben (Henschel et al., 2008).

Bei niedrigen Konzentrationen potenzieren sie GABA-induzierte Stréme (Macdonald und
Barker, 1979), bei Konzentrationen tber 50 uM vermdgen Barbiturate GABAA-Rezeptoren
auch in Abwesenheit von GABA zu 6ffnen (Yang und Olsen, 1987; Henschel et al., 2008).
Bei noch héheren Konzentrationen kénnen GABAa-Rezeptoren durch Barbiturate blockiert
beziehungsweise gehemmt werden (Drafts und Fisher, 2006).

Da Barbiturate mit geringer Affinitdt an GABAa-Rezeptoren binden, wurden die meisten ihrer
Effekte indirekt Uber Interaktionen mit der GABA/Muscimol- oder der Benzodiazepin-
Bindungsstelle gemessen. Barbiturate erhéhen die GABA- und Benzodiazepin-
Bindungswahrscheinlichkeit, inhibieren allerdings die Bindung von Picrotoxin/T-
Butylbicyclophosphorothionat (TBPS) durch allosterische Modulation. Man nimmt an, dass
mindestens zwei verschiedene Interaktionsstellen flur Barbiturate am GABAa-Rezeptor
vorhanden sind (Hevers und Liddens, 1998).

2.5.3 Neurosteroide

Steroide werden sowohl in der Peripherie als auch im Gehirn - in Gliazellen - synthetisiert,
wo sie dann als Neurosteroide bezeichnet werden. Diese Uben nicht-genomische Effekte auf
die inhibitorische Neurotransmission und Verhalten aus, indem sie direkt mit GABAa-
Rezeptoren interagieren (Henschel et al., 2008).

Neuroaktive  Steroide wie Allopregnanolon (3a5a-THP), Pregnanolon (3a5BP)
Allotetrahydroxycorticosteron (THDOCQ) und (3a,5B)-3,21-Dihydroxypregnan-20-on
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(3a5BTHDOC) stellen positive allosterische Modulatoren dar. Sie verfligen Uber sedative,
anxiolytische und antikonvulsive Eigenschaften (Akk et al., 2007).

Ausgehend vom Cholesterol werden sie Uber Progesteron beziehungsweise Corticosteron
synthetisiert. Anderungen des Progesteron-Spiegels kénnen daher einen Einfluss auf die
modulatorischen Effekte der Neurosteroide auf den GABAA-Rezeptor austiben. Sie erhéhen
die Bindungs-Affinitdt von Muscimol oder auch vom Benzodiazepin-Agonist Flunitrazepam,
vermindern andererseits die Affinitédt der Bindung von Picrotoxin und TBPS (Akk et al., 2007;
Smith et al., 2007).

Alphaxalon, ein synthetisches Derivat, welches als Andsthetikum zum Einsatz kommt und
diverse Progesteron-Metaboliten verstarken auch den GABA-induzierten Chloridstrom. Ab
einer Konzentration von 100 nM werden GABAa-Rezeptoren direkt durch Neurosteroide
aktiviert (Paul und Purdy, 1992; Hosie et al., 2006; Akk et al., 2007; Henschel et al., 2008).

Neuroaktive Steroide mit einer Sulfatgruppe am C; wie Pregnenolonsulfat (PS) und
Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS) sind hingegen nicht-kompetitive Antagonisten und
daher anxiogen und prokonvulsiv (Henschel et al., 2008). Wahrend DHEAS ausschlieBlich
antagonistische Eigenschaften aufweist, Ubt PS - konzentrationsabhéngig — sowohl
antagonistische als auch agonistische Effekte aus (Hevers und Liddens, 1998).

Im Allgemeinen interagieren alle neuroaktiven Steroide mit GABAs-Rezeptoren, jedoch gibt
es Hinweise, dass der &-Untereinheit des GABA-Rezeptors eine besondere Rolle zukommt
(Hevers und Liddens, 1998; Akk et al., 2007; Smith et al., 2007; Henschel et al., 2008). So
sind Maximal-Effekte durch Steroide an GABAa-Rezeptoren, welche eine &-Untereinheit
beinhalten, deutlich gréBer als an Rezeptoren, die stattdessen eine y-Untereinheit aufweisen
(Wohlfarth et al., 2002; Akk et al., 2007).

Wie auch bei den Barbituraten geht man bei den Neurosteroiden von wenigstens zwei
Interaktionsstellen am GABAa-Rezeptor aus. Eine dieser Bindungsstellen befindet sich
zwischen der M1 und der M4 der a-Untereinheit und ist fir die potenzierenden Eigenschaften
der Neurosteroide verantwortlich, wahrend die andere Bindungsstelle zwischen der M1 der
a-Untereinheit und der M3 der B-Untereinheit direkten Einfluss auf das Gating des Kanals
ausUbt (Hosie et al., 2006; Akk et al., 2007; Henschel et al., 2008).

Abbildung 13 zeigt die chemischen Strukturformeln einiger Neurosteroide.
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Abbildung 13: chemische Strukturformeln einiger Neurosteroide
(Lambert et al., 2003)

2.5.4 Anasthetika

Allgemeinanasthetika  kdénnen je nach  Applikationsart in  Inhalations-  und
Injektionsanasthetika unterteilt werden. Beide kénnen durch partielle Lahmung des
Zentralnervensystems das Bewusstsein, die Abwehrreflexe, die Muskelspannung sowie das
Schmerzempfinden reversibel ausschalten (Mutschler et al., 2006).

Obwohl Anéasthetika schon seit mehr als 150 Jahren bekannt sind, ist ihr genauer
Wirkmechanismus bis heute nicht vollstédndig aufgeklart (Zeller et al., 2005). Eine nicht-
spezifische Stérung der Integritdt der zellularen Membran wurde lange Zeit als
Wirkmechanismus angenommen. Spater aber konnte festgestellt werden, dass
Allgemeinanasthetika in klinisch relevanten Konzentrationen direkt an Rezeptoren wirken
beziehungsweise Liganden-gesteuerte lonenkandle modulieren (Krasowski et al., 1998; Jurd
et al., 2002).

Obgleich Allgemeinanasthetika nicht nur mit GABAa-Rezeptoren, sondern auch mit
Glutamat- und Acetylcholin-Rezeptoren interagieren, kommt dem GABAa-Rezeptor doch
eine besondere Bedeutung zu (Hevers und Liddens, 1998; Henschel et al., 2008; Enoch,
2008).

Die Dauer der synaptischen Inhibition wird durch allosterische Regulation des GABAa-
Rezeptors durch Allgemeinanasthetika verlangert (Jenkins et al., 2001).
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In hohen Konzentrationen kdnnen vor allem Injektionsandsthetika wie Propofol oder
Etomidat den GABAx-Rezeptor auch direkt 6ffnen (Harris et al., 1995; Hevers und Liddens,
1998; Korpi et al., 2002; Goetz et al., 2007). Die von Allgemeinnarkotika induzierten Stréme
sind sensitiv flr Bicucullin und kénnen durch Picrotoxin gehemmt werden (Harris et al., 1995;
Hevers und Liddens, 1998; Goetz et al., 2007).

Stereoselektivitat sowie nicht-kompetitive Interaktionen mit anderen Modulatoren weisen auf
eine spezifische Bindungsstelle am GABAa-Rezeptor hin, die bis heute noch nicht vollstéandig
identifiziert werden konnte (Hevers und Liddens, 1998; Henschel et al., 2008; Enoch, 2008).

Die Wirkung der Inhalationsandsthetika scheint nicht an eine bestimmte GABAa-
Rezeptoruntereinheit gebunden zu sein, generell zeigen sie nur wenig Untereinheiten-
spezifische Effekte. Durch Mutagenese-Untersuchungen konnten aber bestimmte
Aminosaurereste in den M2 und M3-Domanen von GABAa-Rezeptoren, in sowohl a- als
auch [B-Untereinheiten identifiziert werden, denen eine besondere Bedeutung in der
Modulation einer Vielzahl von Inhalationsanasthetika zukommt. (Jurd et al., 2002; Zeller et
al., 2005; Franks, 2006).

Far die Injektionsanasthetika Etomidat und Propofol hingegen scheinen nur die M2 und M3-
Domanen der B.- oder Bz-Untereinheit — nicht jedoch die der a-Untereinheiten — bedeutsam
zu sein (Jurd et al., 2002; Zeller et al., 2005; Franks, 2006; Goetz et al., 2007).

In rekombinanten Rezeptoren modulierte Propofol Rezeptoren unabhéngig von der
exprimierten B-Untereinheit, Etomidat zeigte hingegen eine Selektivitat far B, und Bs-
Untereinheiten, was vermutlich mit einem Asparagin-Rest in der M2-Doméne dieser B-
Untereinheiten in Zusammenhang steht. Mutation des Asparagins zu einem Methionin (Asn
265 —Met) in der Bs-Untereinheit hebt sowohl die modulatorischen als auch die direkten
Effekte von Etomidat und Propofol gréBtenteils auf (Zeller et al., 2005). Die allosterischen
Effekte von Enfluran werden durch diese Mutation ebenfalls signifikant reduziert. Auf
Neurosteroid-Anasthetika wie Alphaxolon und 5-a-pregnan-3-a-ol-20-on hingegen zeigt diese
Mutation keine Auswirkung (Belelli et al., 1997; Jurd et al., 2002).

Mutagenese-Untersuchungen in der transmembranaren Doméane der a-Untereinheit
ergaben, dass Ser270 vermutlich an der Bindung von Molekulen wie Ethanol und Isofluran
involviert ist. Mascia et al. (2000) zeigten, dass ein Alkanethiol-Anasthetikum und ein
Sulfhydryl-Reagent (Propylmethanethiosulfonat) eine irreversible Potenzierung der Stréme
durch Rezeptoren mit mutierter a-Untereinheit auslésten. Durch diese Alkylierung konnte in
weiterer Folge auch Isofluran nicht mehr binden, was darauf hinweist, dass Alkohol und
Isofluran méglicherweise dieselbe Bindungsstelle haben kénnten (Jenkins et al., 2001).
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In einer Untersuchung konnte gezeigt werden, dass zwei Aminosduren — eine in der aM1-
Domane (Met-236), die zweite in der BM3-Domane (Met-286) — den Teil einer Bindungsstelle
in der transmembrandren Doméne (TMD) fir ein modifiziertes Etomidat-Molekdl
(-photoaffinity labeled®) darstellen, welche sich an den selben Untereinheiten-Interfaces wie
die GABA-Bindungsstelle befindet (Li et al., 2006).

Bali et al. (2009) konnten ebenfalls bestatigen, dass Aminosauren in den transmembranéaren
Doménen einen groBen Einfluss auf die Wirkung von Anasthetika austiben. Da zwei aof3-
Interfaces fur GABA sowie dadurch auch zwei ap-Interfaces flr Anasthetika existieren,
vermutet man, dass die Bindung an eine der beiden Bindungsstellen die allosterische
Modulation von GABA-induzierten Strdbmen bewirkt, wahrend die Besetzung beider
Bindungsstellen mit einer direkten Aktivierung in Zusammenhang gebracht wird (Rusch et
al., 2004).

Es wird angenommen, dass bei der Kanal-Aktivierung eine Bewegung der fM3- zur aM1-
Doméne stattfindet. Daher, in Analogie zur Aktivierung des Kanals durch GABA, wo durch
die Bindung des Agonisten eine Kontraktion der Bindungsstelle induziert wird, kdnnte auch
durch Etomidat ein &hnlicher Mechanismus in der transmembrandren Doméane ausgelést
werden (M3 zu aM1) (Bali et al., 2009).

Abbildung 14: schematische Darstellung des GABAa-Rezeptor-Interfaces zwischen der 3,-M3 und der
ay-M1 der TMD fir die Etomidat-Bindungsstelle
(Bali et al., 2009)
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2.5.5 Alkohol

Alkohol, im speziellen Ethanol, ist in der Lage an spezifische Proteine, vor allem
membrangebundene Liganden-gesteuerte lonenkanale sowie spannungsabhangige
lonenkanale, zu binden und dadurch ihre Funktion zu verédndern. Ebenso geht man davon
aus, dass Ethanol einen Einfluss auf second-messenger-Prozesse auslbt. Bei den
Liganden-gesteuerten lonenkandlen kommt dem GABAa-Rezeptor eine zentrale Rolle
sowohl bei den Kurzzeit- als auch Langzeiteffekten von Ethanol im Zentralnervensystem zu
(Davies, 2003; Botta et al., 2007).

Ethanol potenziert GABA-induzierte Strome (Lobo und Harris, 2008); Suzdak und Paul
(1987) konnten eine um bis zu 260 %ige Stimulation zeigen (Suzdak und Paul, 1987).

Bei Untersuchungen von, in Xenopus-Oozyten exprimierten, rekombinanten GABAa-
Rezeptoren konnten potenzierende Effekte durch Ethanol bei Konzentrationen unter 100
mM/L festgestellt werden; andere Untersuchungen konnten dies jedoch nicht bestatigen.
Weiters konnte gezeigt werden, dass die Potenzierung von GABA-induzierten Strémen durch
Ethanol eine Steigerung der Kanal6ffnungsfrequenz sowie auch der Kanaléffnungsdauer
auslést (Davies, 2003; Lobo und Harris, 2008). Die Zeit, in jener der Kanal geschlossen ist,
ist dabei vermindert. Als Summe dieser Effekte kann ein erhéhter lonen-Fluss durch den
gedffneten Kanal, in Anwesenheit von GABA und Ethanol, beobachtet werden (Davies,
2003).

Wafford und Whiting (1992) stellten fest, dass aB.y. -GABAa-Rezeptoren Ethanol-abhéngig
moduliert werden. Die y splice-Form enthélt, im Vergleich zur y.s-Form, eine aus acht
zusatzlichen Aminosauren bestehende Sequenz zwischen M3 und M4, die eine
Bindungsstelle fur die Proteinkinase C (PKC) beinhaltet (Hevers und Liiddens, 1998).

Dieses Ergebnis konnte durch andere Versuche jedoch nicht bestatigt werden, und so nimmt
man an, dass Ethanol unabhangig vom Typ der y.,-Untereinheit im Rezeptor agiert. Mit
Ausnahme der a,B:0-Isoform, welche gegenlber anderen Rezeptor-Isoformen sensitiver
erschien, zeigte sich keine signifikante Untereinheiten-spezifische Abhangigkeit (Hevers und
Liddens, 1998; Korpi et al., 2002; Davies, 2003).

Hanchar et al. (2005) und Wallner et al. (2003) konnten dagegen eine besondere Ethanol-
Sensitivitat fir GABA-Rezeptoren, welche aus ay, a4 oder ag in Kombination mit 3 und einer
6-Untereinheit zusammengesetzt sind, feststellen. Bei diesen Rezeptoren konnten die
GABA-induzierten Stréme um 30 bis 50 % durch 10 mM/L Ethanol und Gber 100 % durch
100 mM/L Ethanol gesteigert werden (Santhakumar et al., 2007). a4B36-Rezeptoren sind
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zusétzlich 10-mal sensitiver als a4B.0-Rezeptoren, was auf die Bedeutung der Bs-
Untereinheit in Bezug auf Alkohol-Sensitivitat hinweist (Vengeliene et al., 2008).

Neben Ethanol zeigen auch andere Alkohole wie Methanol, Butanol, Hexanol, Octanol,
Decanol und Dodecanol eine Verstarkung der GABA-induzierten Stréme. Diese Eigenschaft
scheint in Abhangigkeit von der Kettenlange zu stehen, wobei die potenzierenden Effekte mit
steigender Kettenlange zunehmen (Davies, 2003; Harris et al., 2008). Alkohole mit mehr als
zwolf Kohlenstoff-Atomen zeigen jedoch keine modulierenden Eigenschaften mehr, was auf
eine Bindungstasche, welche diese langeren Alkohole aufgrund ihrer GréBe, nicht mehr zu
binden vermag, schlieBen lasst (Davies, 2003; Harris et al., 2008; Lobo und Harris; 2008).

Kirzlich durchgefihrte Untersuchungen deuten auf eine spezifische ,high-affinity“ Ethanol-
Bindungsstelle in aus a, (oder ag), B3 sowie aus d-zusammengesetzten GABAA-Rezeptoren
hin, die eine Sensitivitat fir Ethanol in Konzentrationen von 3 mM aufweisen. Zusétzlich wird
kontrovers diskutiert, ob diese Bindungsstelle auch fir den Liganden Ro 15-4513 existiert,
welcher mit Ethanol um diese Bindungsstelle konkurrieren kénnte (Harris et al., 2008).

Chronischer Ethanol-Einfluss hat eine veranderte Erregbarkeit von Neuronen zur Folge.
GABAs-Rezeptor-Untereinheiten  mRNA sowie der Proteinspiegel werden wahrend
langerdauernder Ethanol-Einwirkung beeinflusst. Im Tierversuch konnte man auch eine
veranderte Modulation durch allosterische Liganden wie Benzodiazepine feststellen.
Waéhrend positiv allosterische Modulatoren wie Flunitrazepam verminderte potenzierende
Eigenschaften aufwiesen, konnte bei negativ allosterischen Modulatoren wie zum Beispiel
Ro 15-4513 ein gesteigerter Effekt nachgewiesen werden (Davies, 2003; Santahkumar et al.,
2007). Ebenso veranderte sich auch die Modulation durch Neurosteroide (Davies, 2003;
Follesa et al., 2006).

Langzeit-Ethanol-Einfluss flihrte auBerdem zu einer veranderten Expression oder Funktion
von Spannungs-abhangigen Kalzium- sowie anderen Liganden-gesteuerten lonen-Kanélen
(Davies, 2003; Santahkumar et al., 2007).

Chronischer Alkoholkonsum kann weiters auch flr die Apoptose im Zentralnervensystem
wahrend der fetalen Entwicklungsphase verantwortlich gemacht werden (Henschel et al.,
2008). Der dadurch entstehende Verlust von Neuronen scheint bei Kindern mit Fetalem-
Alkohol-Syndrom, charakterisiert durch reduzierte Gehirnmasse und dem verminderten
cerebralen Cortex, beteiligt zu sein (Davies, 2003).
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2.5.6 Antiepileptika

Antiepileptika  (Antikonvulsiva) werden zur  symptomatischen Behandlung der
unterschiedlichen Erscheinungsformen von Epilepsien eingesetzt, um so eine Erhéhung der
Krampfschwelle ohne weitgehende Beeinflussung der normalen motorischen Erregbarkeit zu
erreichen. Da sie Uber Jahre hinweg oder unter Umstanden das gesamte Leben lang
eingenommen  werden mussen, setzt man eine gute Vertraglichkeit bei
Langzeitbehandlungen, eine relativ lange Wirkungsdauer sowie weitgehendes Ausbleiben
von Nebenwirkungen voraus (Mutschler et al., 2006; Schmidt, 2007).

Ihre Wirkmechanismen sind bis heute nicht vollstdndig bekannt. Zahlreiche Antikonvulsiva
agieren an mehreren Zielstrukturen, um so eine antiepileptische Wirkung zu erreichen. Sie
blockieren  spannungsabhangige Natriumkanale, verringern den Einstrom von
depolarisierenden Ca**-lonen, verhindern die Freisetzung exzitatorischer Aminoséuren wie
Glutamat oder Aspartart, hemmen weiters die glutamaterge Erregungslbertragung an N-
Methyl-D-Aspartat- (NMDA-) Rezeptoren, und verstarken die Wirkung der GABA (Mutschler
et al., 2006; Schmidt, 2007; Mare$ und Kubova, 2008).

Viele der Substanzen, die GABAerge Effekte potenzieren, verfligen auch Uber
antiepileptische Eigenschaften. Jene, die GABAerge Effekte blockieren oder Uber
allosterische Modulation die Rezeptorfunktionen inhibitorisch beeinflussen, wirken dagegen
als Prokonvulsiva (Meldrum und Rogawski, 2007).

Antiepileptika, welche hauptsachlich die Wirkung von GABA verstarken, sind Phenobarbital;
Primidon; Clonazepam, Diazepam, Lorazepam; Vigabatrin und Tiagabin (Mutschler et al.,
2006).

Phenobarbital gehért, wie bereits erwahnt, zur Gruppe der Barbiturate und ist ein
Phenylethyl-Derivat, das die GABA-induzierte inhibitorische Wirkung durch allosterische
Modulation am GABAa-Rezeptor verstérkt. Hauptindikation fir Phenobarbital stellen Grand-
mal-Anfalle dar. Es wird bei oraler Gabe fast zur Ganze resorbiert, die Plasmahalbwertszeit
liegt zwischen 40 bis 120 Stunden. Als Nebenwirkungen treten kognitive Beeintrachtigungen,
haufig mit sedativen Effekten auf. Bei Kindern kann es auBerdem zu Hyperaktivitdt kommen.
Far Primidon, ein Desoxybarbiturat, welches im Organismus zu den zwei aktiven Metaboliten
Phenylethylmalonamid und Phenobarbital umgewandelt wird, gelten &hnliche Indikationen
wie fOr Phenobarbital. Bei psychomotorischen und myoklonischen Anféllen ist es aber
vermutlich wirksamer (Feely, 1999; Mutschler et al., 2002).
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Klassische Benzodiazepine wie Clonazepam oder Diazepam werden beim
lebensbedrohlichen Grand-mal-Status epilepticus eingesetzt, finden aber aufgrund ihres
GewoOhnungseffektes in der Langzeitbehandlung von Epilepsien nur geringe Anwendung.
Nicht-Benzodiazepine, die eine Selektivitat fir a; ebenso wie flr as-Rezeptoruntereinheiten
aufweisen, wie zum Beispiel Zolpidem oder Loreclezol, welches B./Bs-selektiv agiert, finden
ebenfalls begrenzte Anwendung, da sie Uber sedative Nebeneffekte verfligen. Positive
allosterische Modulatoren, die hingegen eine reduzierte Aktivitdt an a;-enthaltenden GABAa-
Rezeptoren aufweisen, Uben weniger sedative Nebenwirkungen aus. Diese Nicht-
Benzodiazepine bzw. Benzodiazepin-Analoga, welche an die Bindungsstelle aller
Benzodiazepin-sensitiven Isoformen binden kénnen, treten zum Teil als partielle Agonisten
mit reduzierten Effekten auf. Weiters vermutet man bei diesen partiellen Agonisten einen
verminderten Toleranzeffekt (Meldrum und Rogawski, 2007).

Vigabatrin, welches rasch resorbiert wird und eine Plasmahalbwertszeit von 6 bis 8 Stunden
aufweist, ist ein y-Vinylderivat der GABA (Mutschler, 2002). Es induziert eine irreversible
Hemmung der GABA-Transaminase durch kovalente Bindung der Vinylgruppe am aktiven
Zentrum und erhéht somit die synaptische GABA-Konzentration. Vigabatrin moduliert sowohl
GABA,- als auch GABAg-Rezeptoren. Es findet unter anderem Anwendung bei Infantilen
Spasmen und ist auch fiir die Behandlung von fokalen Anfallen und dem Lennox-Gastaut-
Syndrom bei Kindern zugelassen (Mutschler, 2002; Stepien et al., 2005). Da vor allem
Gesichtsfeldeinengungen als Nebenwirkungen auftreten kénnen, ist die Behandlung mit
Vigabatrin jedoch mit Sorgfalt zu Gberwachen (Feely, 1999).

Tiagabin, ein N-substituiertes Nipecotinsdure-Derivat, hemmt die Wiederaufnahme der
GABA in Neuronen und Gliazellen. Es dient vor allem zur Zusatzbehandlung von fokalen und
sekundar generalisierten tonisch-klonischen Anfallen. Unerwlinschte Nebeneffekte stellen
vor allem Schwindel, Tremor und Konzentrationsstérungen dar (Mutschler et al., 2002;
LaRoche und Helmers, 2004; Stepien et al., 2005).
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2.5.7 Diverse Modulatoren an GABA-Rezeptoren

Picrotoxin/TBS
Picrotoxin, TBPS (t-Butylbicyclophoshporothionat), t-Butylbicycloorthobenzoat,

Pentylenetetrazol sowie einige Insektizide wie Dieldrin oder Lindan und Antihelminika stellen
Antagonisten am GABAa-Rezeptor dar und hemmen nicht-kompetitiv lgasa, Wodurch sich
konvulsive Effekte ergeben. Man nimmt fir diese Substanzen eine eigene Bindungsstelle,
unterschiedlich zur GABA-, Benzodiazepin-, Barbiturat- oder Steroidbindungsstelle, an.
TBPS Ubt partielle und allosterische Inhibition der GABA-Bindung aus, ebenso werden durch
sie Effekte positiver Modulatoren am GABA,-Rezeptor gehemmt. Die Bindung von negativ-
allosterischen Modulatoren wird jedoch erleichtert. Diese allosterische Interaktion scheint
bidirektional, da GABA, Benzodiazepine, Barbiturate und Steroide die TBPS-Bindung
modulieren (Hevers und Liddens, 1998; Korpi et al., 2002).

Kationen wie zum Beispiel Zink und Lanthan

Bestimmte mono-, bi- und trivalente Kationen kénnen GABAA-Rezeptoren Uber voneinander
unabhangige Bindungsstellen modulieren. Intrazelluldre Ca®*, extrazelluldre H*, Zn®**, La*
und AP** lonen wirken dabei direkt modulierend auf GABAA-Rezeptoren (Korpi et al., 2002).
Zink inhibiert GABA-induzierte Stréme (Hosie et al., 2003) vor allem an Rezeptoren
bestehend aus agf30-Untereinheiten (Korpi et al., 2002). Wird die &- gegen eine y-
Untereinheit substituiert, so reduziert sich die Sensitivitat flr eine Zink-Inhibition. Ebenso
wird eine Verringerung der Sensitivitdt durch Ersatz der as- durch eine a;-Untereinheit
erreicht, wobei die Potenz von Zink, GABAA-Rezeptoren zu hemmen, in folgender Weise
abnimmt: a;810 > a;1B1y2Ld > aiB1y2L (Korpi et al., 2002).

Wooltorton et al. (1997) stellten fest, dass die Zn?**-Inhibition durch eine Mutation in der M2
(H292A) in homomeren B3 und heteromeren a;Bs3 (H292A) Rezeptoren reduziert werden
kann, weswegen diese Aminosdure an der Zink-Bindungsstelle beteiligt sein kdnnte (Korpi et
al., 2002).

Lanthan verstarkt GABA-induzierte Strdme, indem es die Sensitivitdit des Rezeptors fir
GABA erhéht. Wahrend aBsy.-Rezeptor-Strdme durch La** potenziert werden, werden
OeBay2L- sowie agP30-Rezeptor-Strdme inhibiert. Die genauen molekularen Mechanismen der
durch La*-induzierten Effekte sind bis jetzt jedoch noch nicht vollstandig aufgeklart
(Narahashi et al., 1994; Korpi et al., 2002)
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Furosemid

Das Schleifendiuretikum Furosemid wirkt als Antagonist an GABAs-Rezeptoren, wobei eine
Spezifitat flr rekombinante agB23y2-Rezeptoren festgestellt werden konnte. Die
antagonistischen Eigenschaften von Furosemid sind dabei von ag- sowie B,s-Untereinheiten
abhangig, Coexpression von y- oder &-Untereinheiten zeigte keinen Effekt. Bei Rezeptoren
mit B4- sowie a-Untereinheiten (exklusiv as, und ag) konnte keine Inhibition festgestellt
werden. Korpi et al. (1995) stellten fest, dass Furosemid nicht mit der GABA-,
Benzodiazepin- oder der Ro 15-4513-Bindungsstelle agiert. Es scheint sich somit um eine
individuelle Bindungsstelle am GABAa-Rezeptor zu handeln (Hevers und Liddens, 1998;
Korpi et al., 2002).

2.5.8 Naturstoffe als GABAx-Rezeptor Modulatoren

Polyacetylen-Liganden

Die meisten, an GABAas-Rezeptoren modulatorisch wirkenden Substanzen, beinhalten eine
zyklische Komponente. Baur et al. (2005) entdeckten drei lineare Moleklle mit Polyacetylen-
Struktur, welche als allosterische Modulatoren an GABAa-Rezeptoren wirken. Diese
Substanzen konnten aus Cussonia zimmermannii — einer ostafrikanischen, in der

traditionellen Volksmedizin eingesetzten Pflanze — isoliert werden.
" FOr alle der drei isolierten Molekille konnte die starkste
Modulation an a;B.y.-GABAA-Rezeptoren beobachtet werden,

v wobei die Effekte unabhéngig von der y-Untereinheit waren.

H Im Gegensatz dazu schien die B-Untereinheit einen starken
isGE Einfluss auf die Modulation auszuliben. Weiters konnte
festgestellt werden, dass die Wirkung dieser Substanzen durch

% den Benzodiazepin-Antagonisten Ro  15-1788  nicht
MS4 aufgehoben werden konnten. Folglich nimmt man eine eigene

Bindungsstelle am GABAa-Rezeptor an, die unterschiedlich

zur Benzodiazepin-Bindungsstelle zu sein scheint.
Abbildung 15: Darstellung der

drei Polyacetylen-Liganden Die beobachtete B-Untereinheiten-Spezifizitdt sowie ein
(Baur et al., 2005)

ausbleibender Effekt durch eine B.N256S-Mutation weisen
auBerdem auf eine Bindungsstelle, welche sich von der Loreclezol-Bindungsstelle

unterscheidet, hin (Baur et al., 2005).
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Menthol
Hall et al. (2004) konnten zeigen, dass das Monoterpen Menthol,

P welches als Bestandteil des Pfefferminzdls vorkommt, eine
stereoselektiv-positive  Modulation an  GABAa-Rezeptoren

o auslibt. Watt et al. (2008) stellten daneben fest, dass Menthol an

Ho¢  CHg Hié CHs einer Bindungsstelle, welche sich von der Benzodiazepin-,

(+-Menthol  (+)-Menthol Steroid-, sowie der Barbituratbindungsstelle unterscheidet,

GABAA\-Rezeptoren moduliert (Zhang et al., 2008; Watt et al.,
Abbildung 16: (-)-Menthol
und (+)-Menthol 2008).
(Zhang et al., 2008)

Borneol

(+)-Borneol, ist ein bizyklisches Monoterpen, welches aus dem atherischen Ol verschiedener
Pflanzen extrahiert werden kann und in der traditionellen chinesischen und japanischen
Medizin als Analgetikum und Anasthetikum eingesetzt wird. Wie sein Enantiomer, (-)-
Borneol, weist es stark modulierende Eigenschaften an GABAa-Rezeptoren auf.
Untersuchungen an a4B.y2-GABAA-Rezeptoren konnten zeigen, dass die durch Borneol
potenzierten Effekte sowohl vom Enantiomer als auch von der Anwesenheit von GABA
abhangig sind. Die durch GABA-induzierten Stréme konnten durch beide Enantiomere um
mehr als 1000 % potenziert werden. Bei hohen Konzentrationen (>1,5 mM) konnten (+)- und
(-)-Borneol GABAa-Rezeptoren direkt aktivieren. Da die beobachteten Effekte nicht durch
Flumazenil gehemmt wurden, kann davon ausgegangen werden, dass (+)- und (-)-Borneol
nicht an der Benzodiazepin-Bindungsstelle angreifen (Granger et al., 2005).

Thymol
Thymol, ein zyklisches Monoterpen, stellt mit rund 40 % den Hauptinhaltsstoff des

atherischen Ols von Thymian (Thymus vulgaris) dar (Priestley et al., 2003; Ebermann und
Elmadfa, 2008).

Durch seine antimikrobiellen und antioxidativen Eigenschaften eignet es sich als
Konservierungsmittel, weiters zeigt Thymol molluskizide (Singh et al., 1999) und insektizide
Eigenschaften (Lee et al., 1997; Priestley et al., 2003). Thymol zeigt, ahnlich wie Propofol,
direkt agonistische Effekte an GABAs-Rezeptoren sowie Potenzierung der GABA-induzierten
Strébme, was an drei verschiedenen GABAj-Rezeptor-Subtypen nachgewiesen werden
konnte. Die Modulationen von a;Bayzs-, OgBay2s- sowie a1B1y2s-GABAs-Rezeptoren zeigten
sich, in einem &hnlichen Konzentrationsbereich, dosisabhangig. Folglich dirfte es sich um
eine nicht-Untereinheiten-spezifische Modulation handeln. Da Thymol bei verschiedenen
Untersuchungen auch nicht mit anderen GABAergen Liganden um eine Bindungsstelle
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konkurrierte, kdnnte moglicherweise eine eigene allosterische Bindungsstelle am GABAa-
Rezeptor flr Thymol existieren (Priestley et al., 2003).

Bilobalide und Ginkgolide

Bilobalide, Inhaltsstoffe von Ginkgo biloba, verfligen Uber
neuroprotektive Eigenschaften und werden unter anderem
in der Behandlung von chronisch neurodegenerativen
Krankheiten, wie zum Beispiel bei Morbus Alzheimer,
eingesetzt. Sie interferieren mit der GABAergen

Neurotransmission und stellen dabei nicht-kompetitive

Abbildung 17: Ginkgo Antagonisten an GABAa-Rezeptoren dar, wobei der
http://1.2.3.13/bmi/www.awl.ch/heil

pflanzen/ginkgo_biloba/ginkgo.jpg
(28.09.09) bekannt ist (Kiewert et al., 2007).

genaue Wirkmechanismus jedoch noch nicht vollstandig

Die Ginkgolide A, B, C, welche ebenfalls als Inhaltsstoffe
von Ginkgo biloba vorkommen, stellen Diterpen-Trilactone dar und finden bei leichten
Formen von Demenz Anwendung. Weiters sind sie potente, nicht-kompetitive Antagonisten
von a;B.y2.-GABAA-Rezeptoren (Huang et al., 2004).

Thujon
Das Monoterpenoid a-Thujon, die toxische Komponente des Absinths, stellt

prokonvulsive Eigenschaften und inhibiert nicht-kompetitiv GABA-induzierte

5 4 O ebenfalls einen Modulator von GABAa-Rezeptoren dar. Es verfugt tber
Strome (HOId et al., 2000; Olsen, 2000).
7
8

a-thujone

Abbildung 18: Strukturformel a-Thujon
(HOld et al., 2000)

Honokiol und Magnolol

Honokiol und Magnolol konnten auch als Modulatoren an GABAa-Rezeptoren identifiziert
werden. Fir beide Substanzen wird eine mdgliche Selektivitat fir verschiedene GABAa-
Rezeptor-Subtypen angenommen. Ai et al. (2001) konnten sowohl flir Honokiol als auch fir
Magnolol eine Préferenz flr oaz-enthaltenden GABAa-Rezeptoren feststellen. Der
beobachtete Effekt verhielt sich dabei unabhéngig von der y-GABAa-Rezeptoruntereinheit (Ai
et al., 2001).
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Valerensaure

Valerensaure ist ein Bestandteil des Baldrians, welcher als
pflanzliches Schlafmittel eingesetzt wird (Khom et al, 2007; Mutschler
¥ etal, 2008).

Khom et al. (2007) konnten eine Untereinheiten-spezifische

allosterische Stimulation von Igaga durch Valerensaure feststellen.

Abbildung 19: Nur GABAa-Rezeptoren, welche eine B.- oder [s-Untereinheit
Baldrian beinhalteten, wurden dabei von Valerensaure stimuliert. Ersatz der
(Langer, 2002)

B2s- durch Bs-Untereinheiten fuhrte zu einer drastischen Reduzierung
der Sensitivitat fir GABAa-Rezeptoren. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass

Valerensaure mit der Loreclezol-Bindungsstelle interagieren kénnte (Khom et al., 2007).

Diverse Modulatoren pflanzlicher Natur

Pflanzliche Antidepressiva aus Johanniskraut-Extrakten werden oft bei leichten bis
mittelschweren Depressionen mit Niedergeschlagenheit, Schlafstérungen oder auch Angst-
und Unruhezustéanden angewendet (Delini-Stula et al., 2002; Mutschler et al., 2006).

Hypericin kommt im Johanniskraut als roter Farbstoff vor und wurde
friher als Hauptkomponente fir die antidepressive Wirkung
angenommen (Delini-Stula et al., 2002). Mittlerweile wird der
antidepressive Effekt aber hauptsachlich dem Inhaltsstoff Hyperforin
(einem Acylphloroglucinol-Derivat) zugeschrieben. An Synaptosomen

Abbildung 0: konnte eine unselektive Wiederaufnahmehemmung von Serotonin,
Johanniskraut Noradrenalin, Dopamin, GABA und in schwacherer Form fir Glutamat
(Langer, 2002)

durch Hyperforin dokumentiert werden. Der genaue Wirkmechanismus
fir Johanniskraut-Extrakte konnte bisweilen jedoch noch nicht identifiziert werden. Es wird
angenommen, dass im Extrakt noch weitere Substanzen enthalten sind, die zur Wirkung

beitragen kénnten(Delini-Stula et al., 2002; Mutschler et al., 2006).

Oolong-Tee-Extrakte

Hossain et al. (2004) konnten durch Untersuchungen an a;3:-GABAa-Rezeptoren feststellen,
dass cis-Jasmon, Jasmin-Lacton, Linalool-Oxid und Methyl-Jasmonat, welche im Oolong-
Tee vorkommen, GABA,-Rezeptoren modulieren.
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Hopfen, Myrcenol und aliphatische Bier-Ester

Hopfen (Humulus Lupulus L.), welches in Bier vorkommt und Myrcenol
. zeigen eine modulatorische Wirkung an GABAa-Rezeptoren, indem
sie GABA-induzierte Strdme verstarken. Daneben konnte auch far die,
im Bier vorkommenden aliphatischen Ester, eine Potenzierung von

lcasa festgestellt werden, wobei die potenzierenden Effekte mit

steigender Anzahl der Kohlenstoffatome zunahmen (Aoshima et al.,

Abbildung 21: Hopfen ~ 2006).
(Langer, 2002)

2.6 GABA-Rezeptor und ZNS-Krankheiten

Ein Gleichgewicht zwischen exzitatorischer und inhibitorischer Neurotransmission ist die
Voraussetzung flr eine normale Gehirnfunktion.

Verschiebt sich dieses Gleichgewicht zu Gunsten von GABA, so hat dies wie schon
beschrieben, anxiolytische, sedative, amnestische und ataktische Effekte zur Folge.
Hingegen fihrt ein Mangel an GABA beziehungsweise eine Abschwéchung des GABAergen
Systems zu Schlafstérungen, Angstzustdnden, Epilepsien und Schizophrenien. Eine
genetische Préadisposition fur die erwdhnten Stérungen sowie flr Depressionen,
Stimmungsstérungen und Alkoholismus konnten mit GABAa-Rezeptor-Defiziten in
Zusammenhang gebracht werden (Nutt und Malizia, 2001; M&hler, 2006b).

Angststérungen

Die mit hoher Pravalenz vorkommenden Angststérungen werden, wie vorhin beschrieben,
mit einer GABAergen Dysfunktion assoziiert. Zum Beispiel hemmt Pentylenetetrazol die
GABAa-Rezeptor-Funktion und ruft extreme Angstzustande und Traumen hervor. Im
Gegensatz dazu fihrt eine erhdhte GABAerge Transmission, zum Beispiel durch
Benzodiazepine, zu anxiolytischen Effekten (Mdhler, 2006D).

Durch PET- (positron emission tomography) und SPET- (single photon emission
tomography) Untersuchungen am GABAa-Benzodiazepin-Rezeptorkomplex in humanen
Gehirnen konnte eine verringerte Bindung von Benzodiazepinen bei Patienten mit
Angststérungen festgestellt werden. Die starkste Abnahme der Benzodiazepin-Bindung fand

man dabei in den orbitofrontalen und temporalen Cortexregionen sowie der Inselregion.
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Durch Untersuchung von y.-Knock-out-Mausen konnte gezeigt werden, dass dadurch die
Rezeptordichte reduziert ist, folgend konnte man Rezeptor-Defizite beobachten,
einschlieBlich in den Gehirnregionen, die mit der Entstehung von Angsten in Zusammenhang
stehen (Nutt und Malizia, 2001; Mdéhler, 2006b).

Epilepsie

Epilepsien betreffen 0,5 — 1 % der Weltbevilkerung, wobei genetische Faktoren eine
wichtige Rolle bei vielen Formen der idiopathisch generalisierten Epilepsien (IGEs) spielen
(Macdonald et al., 2004; Mutschler et al., 2006; Meldrum und Rogawski, 2007).
GABAAx-Rezeptor-Mutationen, die mit IGEs assoziiert werden, konnten in den y,- und a;-
Untereinheiten gefunden werden (Macdonald et al., 2004). Die K289M-Mutation, welche den
extrazelluldren loop der yo-Untereinheit betrifft, wird dabei mit generalisierten fiebrigen
Anféllen assoziiert (Macdonald et al., 2004; Méhler, 2006b; Meldrum und Rogawski, 2007).
Die R43Q-Mutation der y,-Untereinheit wird dagegen mit Kindlicher Absence Epilepsie mit
Fieberkrampfen in Zusammenhang gebracht. Die genannten Mutationen Gben dabei einen
Einfluss auf die kinetischen Eigenschaften des Rezeptors und auch auf die Rezeptor-
Expression aus (Sperk et al., 2004; Méhler, 2006b; Meldrum und Rogawski, 2007).
Mutationen der a;-Untereinheit, die vermindertes Trafficking und verénderte Rezeptor-
Expression verursachen, sind dagegen mit autosomal dominanter juveniler myoklonischer
Epilepsie assoziiert (Mdéhler, 2006b; Meldrum und Rogawski, 2007). Ebenso wurden
Mutationen der &-Untereinheit beobachtet, welche mit Epilepsien in Zusammenhang stehen
(Meldrum und Rogawski, 2007).

Schlafstérungen

Ideale Schlafmittel sollten einen, dem physiologischen Schlaf entsprechenden, Zustand
hervorrufen, ohne dabei verandernd in das Schlafprofil einzugreifen (Mutschler et al., 2006).
Mutationen der GABAa-B; Rezeptoruntereinheit und somit GABAerge Defizite werden mit
chronischer Schlaflosigkeit in Verbindung gebracht. Untersuchungen von a;B3(R192H)y.s
GABAAx-Rezeptoren zeigten im Vergleich zu a;By.s-GABAs-Rezeptoren eine langsamere
Desensibilisierungsphase. Zusatzlich konnte man eine schnellere Deaktivierung in den
mutierten Rezeptoren beobachten. Ein weiterer Zusammenhang zwischen GABAerger-
Inhibition und Schlaf kann durch die haufige Verwendung von positiv allosterischen,
schlafinduzierenden Modulatoren hergestellt werden. Klassische Benzodiazepin-Hypnotika
greifen verandernd in den Schlafrhythmus ein, indem sie die REM-Phase unterdriicken.
Zusatzlich kann eine Abweichung bei EEG-Frequenz-Profilen festgestellt werden, wobei
beide Effekte vor allem mit der GABAa-0,-Rezeptoruntereinheit in Verbindung stehen.
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Benzodiazepin-induzierte sedative Effekte werden hingegen mit a;-Untereinheiten assoziiert
(Mdhler, 2006b).

Schizophrenien

Psychische Erkrankungen mit komplexen Persénlichkeitsstérungen und charakteristischen
Veranderungen des Denkens, Fihlens sowie ein veranderter Bezug zur Umwelt werden als
Schizophrenien bezeichnet (Mutschler et al., 2006).

Pathophysiologisch kann neben einer Anderung der glutamatergen und serotonergen
Erregungsiibertragung vor allem eine Uberaktivitat des dopaminergen Systems beobachtet
werden, welches speziell Uber GABAa-as-Rezeptoren einer inhibitorischen GABAergen
Kontrolle unterliegt (Mutschler et al., 2006; Mdhler, 2006b).

Bei as-Knockout Mausen, ohne adaptive Verdnderungen im Expressionsmuster der a;-, ds-,
und as-Untereinheiten, konnte man zwar normales Angstverhalten beobachten, jedoch
zeigten sich Ausfalle von sensomotorischen Informationsprozessen. Diese Defizite konnten
durch den antipsychotisch wirkenden D2-Rezeptor-Agonisten Haloperidol ausgeglichen
werden. az-selektive Agonisten kdnnten folglich als effektive Behandlungsmethode in einer
Vielzahl von psychiatrischen Stérungen herangezogen werden.
GABAA-as-Rezeptoruntereinheiten stellen ebenfalls wichtige Regulatoren des Ausdrucks von
sprepulse-Inhibition“ dar. Bei postmortalen Gehirnuntersuchungen von Schizophrenie-
Patienten konnten strukturelle Anomalitdten im Hippocampus festgestellt werden. Diese
Anomalitaten, die eine Stérung der as-GABAa-Rezeptorfunktion inkludieren, zeigen, dass
Schizophrenie-Patienten eine Dysfunktion der ,prepulse-Inhibition“ aufweisen. Demzufolge
kénnten Agonisten, welche sowohl as- als auch as-GABAas-Rezeptoren modulierend wirken,
einen guten Therapieansatz darstellen (Méhler, 2006b).
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3 Methoden

Zur Untersuchung von elektrischen Membranvorgangen werden in der Elektrophysiologie
unterschiedliche Messtechniken eingesetzt. Fir die Untersuchungen wéahrend dieser
Diplomarbeit wurde die 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik gewahlt, bei der
transmembrandre lonenstréme bei einem konstant gehaltenem Membranpotential gemessen
werden kénnen. Rekombinante GABAa-Rezeptorsubtypen wurden dafiir in Xenopus laevis
Oozyten, welche als Expressionsmodelle fir funktionelle Untersuchungen von
Spannungsabhéangigen- und Ligandengesteuerten-lonenkanédlen sowie Membranrezeptoren
verwendet werden, exprimiert (Sigel 1987; Crawley et al., 2007).

3.1 Oozytenpraparation
Weibliche Xenopus laevis Frésche (NASCO, USA) wurden durch eine 0,2 prozentige Tricain-

Lésung (Methansulfonsauresalz des 3- Aminobenzoesaureethylesters, MS-222), der sie 15-
30 min lang ausgesetzt waren, andsthesiert. Danach wurde, mit Hilfe einer Pinzette,
Follikelgewebe vorsichtig operativ entnommen. Das Follikelgewebe wurde anschlieBend in
eine, mit OR2-Lésung (82,5 mM NaCl, 2 mM KCI, 1 mM MgCI2 6H20, 5 mM HEPES;
pH=7,5 (1M NaOH)) gefillten Petrischale Uberfihrt, wo es mechanisch zerkleinert wurde
(Hering, 2006). Nach der Zerkleinerung wurde es fir circa 2 Stunden mit Collagenase-
Lésung behandelt (2mg Collagenase Sigma Typ IA/ml OR2), um Bindegewebe und
Follikelzellen enzymatisch zu entfernen (Boyle et
al., 1991; Goldin 1993). Vor der Collagenase-
Behandlung sowie im Speziellen auch danach
mussten die Oozyten grindlich mit OR2-Lésung
gewaschen werden, da enthaltenes Calcium
eine toxische Wirkung durch Aktivierung von
Proteasen ausiben kann (Goldin, 1993; Bianchi
et al., 2006; Bossi et al., 2007).

Abbildung 22: Xenopus laevis Frésche Nach dieser Behandlung erfolgte ein Transfer
http://www.bayertechnology.com/typo3temp/p der Oozyten in ND96-Losung (90 mM NaCl, 1
ics/70142a886d0.jpg (15.09.09) mM KCI, 1 mM MgCI2 6H20, 1 mM CaClI2, 5

mM HEPES; pH=7,4 (1M NaOH)). Die zur Injektion am besten geeignetsten Stadium V-VI
Oozyten, mit einem Durchmesser von 1000-1200 um, konnten nach einer weiteren
mehrstindigen Inkubationszeit ausgewahlt werden (Goldin, 1993; Baumgartner et al., 1999;
Khom et al., 2006).
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3.2 cRNA-Vorbereitung
Poly(A+)cRNA-Transkripte wurden in pCMV-Vektor von linearisierter cDNA kloniert. Die

cRNAs, welche fur die spezifischen Untereinheiten kodierten, wurden in DEPC5
(Diethylpyrocarbonat) gelést (Baburin et al., 2008).

3.3 Injektion von cRNA
Um bei der Injektion der cRNA in die Oozyten die Zellintegritét nicht zu zerstéren, musste

dabei auf mechanische Stabilitdt geachtet werden. Vor der Injektion wurden die fir die
unterschiedlichen Untereinheiten codierenden cRNAs im Verhaltnis 1:1:10 (o4B2y2s), 1:1
(a4B2) sowie 3:1 (a4B1) gemischt. Mithilfe einer pneumatischen Mikropumpe wurden 10 pul bis
50 ul der Lésung in die einzelnen Oozyten injiziert. Bei erfolgreicher Injektion konnte man
eine deutliche GréBenzunahme des Oozyten sehen. Nach der Injektion wurden die Oozyten
flr 24 Stunden bei 19° C in ND96 (100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin) inkubiert
und konnten im Anschluss fir die Messungen verwendet werden (Baburin et al., 2008;
Cohen et al., 2009).

Abbildung 23: Xenopus laevis Oozyten

http://www.mpg.de/bilderBerichteDokumente/dokumentation/pressemitteilungen/2002/pri0267_bild2k.j
pg (15.09.09)
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3.4 Arbeitsablauf zur Herstellung der Messlosungen
In 100 % DMSO (Dimethylsulfonoxid) wurde eine 100 mM Stammldsung der zu

untersuchenden Substanz ZFP hergestellt. Diese wurde mit ND 96 auf die Konzentrationen
0,1 uM, 1 uM, 10 pM, 30 pM, 100 pM verdinnt. Die Stammlésungen der Extrakte
unbekannter Herkunft lagen in einer Konzentration von 20 mg/ml vor. Die GABA-Testlésung
mit einer Konzentration von 1 mM, 5,15 mg GABA in 50 ml ND 96, wurde mit ND 96 auf die
gewinschte Konzentration verdiunnt. In allen Testldsungen war DMSO in einer
Maximalkonzentration von 0,3 % enthalten. Alle verwendeten Lésungen waren jeden Tag
frisch herzustellen. Die Extrakte wurden bei einer Konzentration von 100 pg/ml getestet.

3.5 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik (Voltage Clamp)
Die Versuchsanordnung setzt sich aus zwei Elektroden und einem Rlckkopplungsverstarker

zusammen. Eine intrazellulare Elektrode (,potential electrode®) dient dabei zur Messung des
transmembrandren Potentials, eine zweite intrazelluldre Elekirode (,current electrode)
injiziert Strom in den Oozyten, welcher nétig ist, um das Haltepotential (-70 mV) zu erreichen
beziehungsweise konstant zu halten. Der zwischengeschaltete Ruckkopplungsverstarker
(TURBO TEC Amplifier) misst dabei die Abweichung des tatsédchlichen Potentials zum
bendtigten Potential (Haltepotential). Der Verstarker arbeitet nach dem Prinzip der negativen
Rickkoppelung, da der Uber die zweite Mikroelektrode injizierte Strom jeweils mit
umgekehrtem Vorzeichen zum von der Zellmembran generierten Aktionsstrom fliet (Hille,
1992; Crawley et al., 2007).

3.6 Perfusionssystem
Die Messungen wurden in einer modifizierten Messkammer eines schnellen

Perfusionssystems nach Baburin et al. (2006) durchgefihrt. Abbildung 24 zeigt den
schematischen Aufbau der Messkammer. Zwei Mikroelektroden (M1 und M2; 7 und 2)
gelangen (ber kleine Offnungen (microelectrode acess holes MAH; 8) durch eine Glas-
Deckplatte (glass plate; 7) in die Oozyten-Perfusionskammer. Der Oozyt befindet sich auf
einer zylindrischen Halterung. Die Mikroelektroden sind manuell in den Oozyten einzufihren.
Die Testlésung wird Roboter-gesteuert (TECAN Miniprep 60) von oben (application tube AT;
3) in einen Quarztrichter (funnel; 6) appliziert, welcher die beiden Mikroelektroden umschlie3t
und auf der Oozytenkammer aufgesetzt ist. Perfusion des Oozyten (Oocyte; 10) erfolgt durch
eine Pumpe (pump) des Miniprep 60, welche mit der Kammer (chamber body; 77) und einem
Kammerausgang (chamber outlet; 72) verbunden ist. Restvolumina werden durch am
Trichter befestigte Abflisse (funnel outlets; 4 und 5) abgesaugt. In Abbildung 25 ist die
Oozyten-Perfusionskammer dargestellt.
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Abbildung 24: schematischer Aufbau der Messkammer. (Khom et al., 2006)

Abbildung 25: Schematische Darstellung und Bild einer Oozyten-Perfusionskammer.
(Baburin et al., 2006)

4 Problemstellung und Zielsetzung

GABAx-Rezeptoren  spielen  eine  wichtige Rolle in der Erregbarkeit des
Zentralnervensystems, da inhibitorische Neurotransmission hauptsachlich durch GABAerge
Neuronen vermittelt wird. Substanzen, die an GABAA-Rezeptoren angreifen, stellen wichtige
Arzneistoffe dar. Als Beispiel sollen hier die Benzodiazepine genannt werden, welche zur
Behandlung von Angst- oder Panikstérungen sowie bei Schlaflosigkeit eingesetzt werden.

Substanzen, die im Gegensatz dazu die GABAerge Neurotransmission reduzieren, |6sen in

vivo unter anderem Unruhe, Krampfanfalle oder auch Epilepsien aus.

Am Institut fir Pharmakologie und Toxikologie der Universitédt Wien wird seit einigen Jahren
die Interaktion von unterschiedlichen Naturstoffen mit GABAs-Rezeptoren untersucht.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollte in Zusammenarbeit mit Maria Novak zungchst die
Wirkung einer Auswahl von verschiedenen pflanzlichen Extrakten untersucht und in weiterer
Folge der Effekt eines Naturstoffes, welcher GABAa-Rezeptoren moduliert, genauer
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charakterisiert werden. Die untersuchten pflanzlichen Extrakte und der Naturstoff werden in
dieser Diplomarbeit nur in codierter Form (Extrakt 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25,
27; Naturstoff ZFP) genannt, da die Untersuchungen fir diese Diplomarbeit als
Voruntersuchungen zu den jeweiligen Substanzen durchgefihrt wurden und die

gewonnenen Daten in Zukunft noch publiziert werden sollen.

Daflrr sollten GABAa-Rezeptoren in Xenopus laevis Oozyten exprimiert und die mdgliche
Modulation von Igaga mit Hilfe der 2-Mikroelekiroden-Spannungsklemmtechnik in einem
Screening untersucht werden. Die Extrakte wurden bei einer Konzentration von 100 pg/ml an
a4B2y2s-GABAA-Rezeptoren untersucht.

Far den Reinstoff ZFP sollten ECs-Werte und die maximale Stimulation an verschiedenen
GABAAx-Rezeptorsubtypen bestimmt werden. Zuerst sollte der in vivo am haufigsten
exprimierte  GABAa-Rezeptorsubtyp aiB.y»s untersucht werden, nachfolgend sollte die
Abhangigkeit des Effekts von einer bestimmten GABAA-Rezeptor B-Untereinheit bestimmt

werden.

5 Ergebnisse

5.1 Modulation von Igaga durch a4B2y2s —Rezeptoren durch 14 pflanzliche
Extrakte und den Naturstoff ZFP

Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollte der Effekt von 14 pflanzlichen Extrakten und eines
Naturstoffes auf GABAa-Rezeptoren untersucht werden. GABAa-Rezeptoren wurden dazu in
Xenopus laevis Oozyten exprimiert und die Modulation von Igasa Wurde mit Hilfe der 2-
Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik untersucht.

Die Experimente sollten bei konstanter sowie geringer GABA-Konzentration durchgefiihrt
werden, woflr im Vorfeld eine GABA-Dosis-Wirkungskurve erstellt und die Parameter ECs 4
und ECsy ermittelt wurden. Unter ECs.1o bzw. ECsy versteht man jene Konzentrationen, mit
der 5 — 10 % bzw. 50 % des maximalen Effektes ausgelést werden (Aktories et al., 2005). 1
mM GABA wurde als Maximalstrom (= 100 %) festgelegt und die dosisabhangig-
ansteigenden Amplituden wurden normalisiert.

Die nachfolgende Abbildung (Abb. 26) zeigt eine GABA-Dosis-Wirkungskurve an aBoyas-
Rezeptoren sowie durch unterschiedliche GABA-Konzentrationen hervorgerufene GABA-
induzierte Stréme an diesem GABAa-Rezeptor-Subtyp. Die ECs, lag bei aiB.y2s-Rezeptoren

bei 35,5 + 8,9 uM, wéhrend die ECs.1o zwischen 1 bis 2,5 uM lag.
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Abbildung 26: (A) GABA-Dosis-Wirkungskurve an a;B.y2s-Rezeptoren. Anzahl (n) der Experimente: 3.
(B) Typisches Experiment. Applikation von GABA in den Konzentrationen: 1 uM, 3 uM, 10 pM, 100
pM, 1000 pM.

(Abbildung in Zusammenarbeit mit Maria Novak)
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5.1.1 Modulation von Igaga an a,B,y2s-Rezeptoren durch 14 Pflanzenextrakte

Um die Effekte der ausgewahlten Pflanzenextrakte zu untersuchen, wurden a;Boyas-
Rezeptoren in Xenopus laevis Oozyten exprimiert. Die Modulation von Igaga Wurde bei einer
GABA ECs.1o analysiert. Die Messergebnisse sind in Abbildung 27 bzw. auch in Tabelle 1
dargestellt. Kein getesteter Extrakt induzierte eine positive Modulation von Igaga, 11 Extrakte
zeigten keinen signifikanten Effekt, drei Extrakte zeigten eine deutliche Inhibition von lgaga.
Der starkste Effekt wurde flr Extrakt 3 beobachtet und lag bei -74,4 + 10,1 %.

Modulation von |l _,..in %

-80-

1357 9111315171921 23 25 27

Abbildung 27: Modulation von lgaga an a;B2y2s-Rezeptoren durch die getesteten Pflanzenextrakte.

Die starksten Effekte konnten flr Extrakt 1, 3 und 5 beobachtet werden.

Die Ergebnisse des Screenings sind in der nachfolgenden Tabelle (Tabelle 1)

zusammengefasst.
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Extrakt Maximale Stimulation von | Anzahl (n) der Experimente
IGABA (%)
1 57,171 2
3 -74,4 £10,1 2
5 484 +29 2
7 -2,0+2,0 2
9 -28+1,2 2
11 -22+22 2
13 -5,8+1,8 2
15 -35+£3,5 2
17 -29+29 2
19 4,7 +17 2
21 -49+0,8 2
23 -1,1 21,1 2
25 0,0+0,0 2
27 -3,3+0,3 2

Tabelle 1: Zusammenfassung der ECso-Werte und Igaga (%) durch die getesteten Extrakte

5.1.2 Modulation von Igaga an a4B.y2s-Rezeptoren durch den Naturstoff ZFP

Um die Wirkung von ZFP auf GABAa-Rezeptor zu untersuchen, wurden zuerst oBoyos-
Rezeptoren exprimiert. Die Modulation von Igasa bei einer GABA ECs,, wurde durch
unterschiedliche Konzentrationen von ZFP untersucht.

In der nachfolgenden Abbildung (Abb. 28) ist die Modulation von a;B,y.s-Rezeptoren durch
ansteigende Konzentrationen von ZFP (0,1 uM — 100 uM) dargestellt. lgasa Wurde von ZFP
dosisabhéngig positiv moduliert. Die ersten signifikanten Effekte waren bei 3 uM zu sehen
und Saturation trat bei 30 uM auf. Die ECs, lag bei a1B,y.s-GABAA-Rezeptoren bei 12,2 + 3,2
pM. Die maximale Potenzierung betrug 629,8 + 104.,5 %.

40




A 800 -

700 -

9 ]
< 600 :
= 500
o L 4
5 400 l
= 300 4
5 L
%5 200 4
m <
100 -
0 -
b2 00 D o AL B aa i h L B e n a4 |
0.1 1 10 100
[ZFP]; uM
N
B (,?’0 ¥ ¥ ¥

Abbildung 28: (A) Dosiswirkungskurve fir ZFP an a;B.y2s-Rezeptoren. Anzahl (n) der Experimente: 3
(B) Typisches Experiment fir die Modulation von Igaga durch ansteigende Konzentrationen von ZFP.
GABA wurde in einer Konzentration von 1 pM, entsprechend einer ECs.1o gemeinsam mit 0,1 pM, 1
UM und 10 uM ZFP appliziert. Eine Ko-Applikation von GABA und ZFP wird durch einen Doppelbalken
oberhalb des Stroms angezeigt.
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5.1.3 Untersuchung einer méglichen Abhangigkeit des Effekts von der y-Untereinheit

Um eine mdégliche Abhangigkeit des Effekts von ZFP von der y,-Untereinheit zu untersuchen,
wurden nun a;B.-GABAA-Rezeptoren exprimiert und die Modulation von lgaga analysiert.
Erste potenzierende Effekte konnten auch hier bei 3 uM festgestellt werden, Saturation trat
bei 100 uM (siehe Abb. 29) ein. Die ECs, betrug bei a,B.-GABAs-Rezeptoren 9,9 + 2,7 uM.
Die maximale Stimulation lag bei 318,4 £ 35,0 %. Im Vergleich zu a4B,y.s-Rezeptoren war
der Effekt durch ZFP an aiB,-Rezeptoren deutlich schwacher ausgepréagt.
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Abbildung 29: Modulation von Igaga an a;B,-Rezeptoren durch ZFP. Anzahl (n) der Experimente: 3.
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5.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Tabelle 2 zeigt die Zusammenfassung der ECs-Werte, die maximalen Stimulationen von

lcasa (ECs.10) sowie die Angabe zur jeweiligen Anzahl (n) der durchgeflihrten Experimente fir

den Naturstoff ZFP flr die jeweiligen Rezeptor-Subtypen.

Rezeptor- ECso (1M) Maximale Stimulation von lgaga (%) Anzahl (n) der
Subtyp Experimente
04B2Yas 12,2+3,2 629,8 + 104,5 3

a4 99+27 318,4 + 35,0 3

Q4B 94+78 113,3£70,5 3

Tabelle 2: Zusammenfassung der ECso-Werte, lgasa (%) und die Anzahl der durchgefiihrten

Experimente fir den Naturstoff ZFP flr die jeweiligen Rezeptor-Subtypen.
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6 Diskussion

Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollte die Untereinheiten-spezifische Modulation von
unterschiedlichen Pflanzenextrakten und eines ausgewahlten Naturstoffes (ZFP) an GABA,-

Rezeptoren untersucht werden.

Dazu wurde die Interaktion der verschiedenen Pflanzenextrakte mit GABA-Rezeptoren an
a4B2yes-Rezeptoren, welche in Xenopus laevis Oozyten exprimiert wurden, in einem
Screening untersucht. Bei drei Extrakten konnte dabei eine signifikante Inhibition von Igaga
festgestellt werden.

Substanzen, welche die GABAerge Neurotransmission reduzieren, kénnen durch Blockade
der lonenkanale und die daraus resultierende UberschieBende Erregungstbertragung— wie
bereits erwdhnt — in vivo Unruhe, Reizbarkeit, Bewegungsstérungen oder Krampfanfélle
auslésen (Hevers und Luddens, 1998; Korpi et al., 2002; Meldrum und Rogawski, 2007).

In den letzten Jahren haben Pflanzen als Bestandteile von Arzneimittel,
Nahrungserganzungsmittel oder Kosmetika zunehmend an Bedeutung gewonnen, wobei
eine Vielzahl an Einsatzmdglichkeiten besteht (Esberger, 2001; IQWIG, 2008).

Pflanzliche Mittel werden im Gegensatz zu synthetischen Produkten haufig als harmlos und
unbedenklich angesehen und so oft unbedacht, vor allem im Rahmen einer
Selbstmedikation, eingenommen. Es darf jedoch nicht vergessen werden, dass auch
pflanzliche Praparate teils Uber beachtliche Nebenwirkungen verfligen. So werden zum
Beispiel Wurzelextrakte vom Rauschpfeffer Kava-Kava (Piper methysticum), der vor allem im
Pazifikraum kultiviert wird, traditionell als Anxiolytika eingesetzt. Der genaue Mechanismus
der angstlésenden Wirkung dieser Pflanze konnte bislang noch nicht vollstandig aufgeklart
werden (Wichtl, 2002). Bekannt sind jedoch die zum Teil schweren Nebenwirkungen, die von
allergischen Reaktionen bis hin zu schwerem Leberversagen bei pradisponierten Personen
fihren kénnen (Stoller, 2000; Strahl et al., 1998).

Auch Salbei (Salvia officinalis), der vor allem flr seine schweiBhemmende Wirkung und als
Hausmittel bei Erkaltungskrankheiten bekannt ist, scheint bei einem Dauergebrauch als Tee
nicht unbedenklich zu sein (Bielenberg, 2002). Salbei enthalt das bicyclische Monoterpen
Thujon, welches auch als toxische Komponente im Absinth vorkommt. a-Thujon inhibiert
nicht-kompetitiv GABA-induzierte Strdme und wirkt so konvulsiv (siehe auch Kapitlel 3.5.8)
(Hold et al., 2000; Olsen, 2000; Bielenberg, 2002).

Vor allem fur Kinder und préadisponierte Personen kann sich somit ein Risiko durch

vermeintlich harmlose Pflanzenextrakte ergeben.
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Die, fir diese Diplomarbeit getesteten Pflanzenextrakte, zeigten zum Teil stark GABA-
inhibitorische  Eigenschaften, wobei die, fiir die Hauptwirkung verantwortlichen
Komponenten, nicht bekannt waren. Da weitere Untersuchungen den Rahmen dieser
Diplomarbeit Uberschritten hatten, wére es von weiterem Interesse, die Extrakte genauer zu
analysieren. Auch bei jenen, fir diese Arbeit getesteten, Pflanzenextrakte kénnte es sich um
solche handeln, welche - unwissentlich haufig eingenommen - unter Umstanden geféhrlich
sein kénnen, was auf die Wichtigkeit solcher Untersuchungen hinweisen soll.

Um die Modulation von GABAs-Rezeptoren durch die Reinsubstanz ZFP zu analysieren,
wurden - die in Xenopus laevis Oozyten exprimierten - GABAA-Rezeptoren mittels der Zwei-
Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik untersucht. Anfangs wurde der ZFP-Effekt auf
lcasa @m haufigsten physiologisch vorkommenden Rezeptor-Subtyp aiB.y2s untersucht. Wie
in Abbildung 28 gezeigt, konnte eine dosisabhéngige positive Modulation beobachtet

werden.

Da aiB.y2s-Rezeptoren die Benzodiazepin-Bindungsstelle beinhalten, wurden anschlieBend
a1B2-Rezeptoren exprimiert, um eine mdogliche Interaktion von ZFP mit dieser Bindungsstelle
zu untersuchen. Wie in Abbildung 29 zu sehen, zeigte ZFP auch an a;3,-Rezeptoren eine
Modulation, wobei aber ein reduzierter Effekt zu beobachten war. Dieser zeigt die
Abhéngigkeit des Effekts von einer y-Untereinheit. Daher kénnte die Substanz Uber die
Benzodiazepin-Bindungsstelle GABAA-Rezeptoren modulieren.

Da sowohl aiB.y.s-Rezeptoren als auch a;B.-Rezeptoren durch ZFP deutlich positiv
moduliert wurden, kann - neben einer potentiellen Interaktion mit der Benzodiazepin-
Bindungsstelle - auf eine weitere Bindungsstelle am GABAx-Rezeptor geschlossen werden.
Die ECs, war an beiden Rezeptor-Subtypen gleich (aiBay2s: 12,2 £ 3,2 uM; a482: 9,9 + 2,7
uM), es zeigten sich jedoch deutliche Unterschiede in der jeweiligen Wirkstarke (a4BoVos:
629,8 £ 104,5 %; a4B2: 318,4 + 35,0 %). In Anbetracht dieser Ergebnisse kénnte vermutet
werden, dass die y-Untereinheit zu einer starkeren Potenzierung beitragt.

Um weitere Hinweise zur Bindungsstelle von ZFP zu erhalten und um eine mdégliche (-
Spezifitadt von ZFP an GABAa-Rezeptoren zu untersuchen, wurden anschlieBend, in
Zusammenarbeit mit Maria Novak, a:3:-Rezeptoren in Xenopus laevis Oozyten exprimiert
und die Modulation von lgaga analysiert. Wie in Abbildung 30 zu sehen ist, konnte auch an
a1B1-Rezeptoren eine Modulation beobachtet werden, wobei sie im Vergleich mit der
Modulation an a4B.-Rezeptoren wiederum mit deutlich reduziertem Maximaleffekt auftrat
(113,3 £ 70,5). Die beobachteten Effekte lassen auf eine Praferenz von ZFP fir B, — und

moglicherweise auch fur B;-Rezeptoren — schlieBen.
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Abbildung 30: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse fir die untersuchten GABAA-Rezeptor-
Subtypen. Anzahl (n) der Experimente: 3.
(Abbildung in Zusammenarbeit mit Maria Novak)

Auch aus der Literatur sind Substanzen wie das Antikonvulsivum Loreclezol, das
Anasthetikum Etomidat oder auch Valerensaure bekannt, die eine Selektivitat fir B, und Bs-
beinhaltende GABAa-Rezeptoren aufweisen und GABA-induzierte Stréme potenzieren
kénnen (Wingrove et al., 1994; Donnelly und MacDonald, 1996; Groves et al., 2006; Olsen
und Sieghart, 2008). Fir Loreclezol konnte, im Vergleich mit B;-beinhaltenden GABAa-
Rezeptoren, eine mehr als 300-mal grdBere Affinitat flr Bos-enthaltende Rezeptoren
beobachtet werden (Wingrove et al., 1994). Bos-beinhaltende GABAa-Rezeptoren zeigten
weiters eine hohe Sensitivitat fir Etomidat (Belelli et al., 1997).

Durch Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Loreclezol-induzierten Effekte an
GABAx-Rezeptoren mit einer BoN265S Punktmutation stark reduziert auftreten (Thomet et
al., 2000). Um eine mogliche Interaktion von ZFP mit der Loreclezol-Bindungsstelle zu
untersuchen, wéare es interessant, a;B.N265S-Rezeptoren zu exprimieren, um so
beobachten zu kénnen, ob die von ZFP vermittelten Effekte ebenfalls beeinflusst werden
oder aber ob sie sich von dieser Mutation unabhéngig verhalten.

Etomidat, Propofol oder Loreclezol sind nicht in der Lage, den Chloridionen-Kanal des
GABAx-Rezeptors direkt zu aktivieren (Sieghart, 1994; Hevers und Liddens, 1998; Lam et
al., 1998; Feng et al., 2004). Es ware von weiterem Interesse, die Effekte von ZFP in

Abwesenheit von GABA an GABAx-Rezeptoren zu untersuchen.
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Weitere Hinweise auf die ZFP-Bindungsstelle kdnnten Untersuchungen der Modulation von
verschiedenen a-Untereinheiten des GABAa-Rezeptors geben, um so festzustellen, ob
moglicherweise auch eine Selektivitdt fir bestimmte a-Untereinheiten vorliegt. Daraus
kdénnten erste Voraussagungen far die in vivo Effekte getroffen werden.

as-beinhaltende GABAa-Rezeptoren sind mit sedativen, amnestischen und antikonvulsiven
Effekten assoziiert (Rowlett et al., 2005), wohingegen a.-enthaltende Rezeptoren vor allem
fir die anxiolytischen Effekte der Benzodiazepine verantwortlich gemacht werden (Méhler,
2006a; Jansen et al., 2008). Weiters werden vor allem a,-GABAa-Rezeptoruntereinheiten,
zum Teil aber auch a3 und as-enthaltende Rezeptoren, mit muskelrelaxierenden Wirkungen
assoziiert (Schmidt, 2007). Schwach anxiolytische sowie Ethanol-potenzierende Effekte
werden Uber ap, a; und/oder Uber as-enthaltenden GABA,-Rezeptoren vermittelt. GABAa-
Rezeptoren, welche as-Untereinheiten beinhalten, scheinen weiters eine Rolle bei
Lernprozessen und dem Erinnerungsvermdgen einzunehmen (siehe auch Kapitel 3.5.1)
(Sieghart und Sperk, 2002).

Aufgrund des in den Voruntersuchungen erstellten Profils (B.3-Praferenz) fur ZFP lassen sich
in vivo moglicherweise antikonvulsive oder anxiolytische Effekte flr diesen selektiven
GABAAa-Rezeptor-Liganden erwarten (Benke et al., 2009).

Zusammenfassend gesehen zeigte ZFP interessante pharmakologische Eigenschaften.
Weitere  Untersuchungen sollten noch durchgefihrt werden, da vor allem
Untereinheitenspezifische-Substanzen ein reduziertes Nebenwirkungsspektrum erwarten
lassen (Rudolph und Méhler, 2006).
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