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Zusammenfassung

Hintergrund: Die y-Aminobuttersaure (GABA) vermittelt Uber die Aktivierung von GABAA-
Rezeptoren inhibitorische Effekte im Saugetierhirn, und Erkrankungen wie Epilepsie und
Angststérungen werden mit einer Dysregulation des GABAergen Systems in Verbindung
gebracht. Demnach bilden GABAA-Rezeptoren wichtige Arzneistofftargets. Trotz guter
Wirkung der GABAA-Rezeptor-Modulatoren zeigen diese zahlreiche unerwilnschte
Nebenwirkungen, was auf ihre unselektive Interaktion mit den meisten GABAA-Rezeptor-

Subtypen zurlickzufiihren ist.

Zielsetzung: Das Ziel meiner Masterarbeit war es, subtyp-selektive Effekte von 4 neuen
GABAA-Rezeptor-Modulatoren zu untersuchen, und in weiterer Folge deren potenzielle

Interaktion mit der Neurosteroid-Bindungsstelle zu prufen.

Methode: GABAA Rezeptoren, welche sich aus a1p82y2, a1p1, a1p2 und a1p3-Untereinheiten
zusammensetzen, wurden in Xenopus laevis Oozyten exprimiert. Mittels 2-Mikroelektroden-
Spannungsklemmtechnik wurde die konzentrationsabhangige Modulation GABA-induzierter
Chloridstrome (lcasa) gemessen. Die Interaktion mit der Neurosteroid-Bindungsstelle wurde

pharmakologisch mittels Pregnenolonsulfat gepruift.

Ergebnisse: Meine Ergebnisse zeigten eine konzentrationsabhangige, positive Modulation
von lgasa an allen Subtypen durch alle Substanzen. Die Anwesenheit der y2-Untereinheit war
fur die Potenzierung von lgasa nicht notwendig, was eine Bindungstasche abseits der
Benzodiazepin-Bindungsstelle nahelegt. Die maximale Wirksamkeit wurde im Gegensatz zur
Potenz signifikant von der B-Untereinheiten Isoform beeinflusst. Alle Substanzen zeigten eine
signifikant starkere Modulation von lgasa an a1p2- und a1B3- verglichen mit a131-Rezeptoren.

Pregnenolonsulfat blockierte die Potenzierung von lgasa bei keiner Substanz.

Diskussion und Ausblick: Neue GABAA-Rezeptor-Modulatoren, welche weder mit der
Benzodiazepin- noch mit der Neurosteroid-Bindungsstelle interagieren, wurden identifiziert
und im Detail charakterisiert. In zukUnftigen Studien sollen nun die Bindungstaschen und das

therapeutische Potenzial der Substanzen untersucht werden.
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Abstract

Background: y-aminobutyric acid (GABA) mediates inhibitory synaptic transmission in the
mammalian brain by activating GABAA receptors. Thus, dysregulation of the GABAergic
system is associated with diseases such as epilepsy or anxiety disorders making GABAA
receptors important drug targets. However, despite multiple beneficial therapeutic effects of
GABAA receptor modulators, their use is also associated with serious side effects stemming

from their rather unselective interaction with multiple GABAA receptor subtypes.

Aims: Aim of my master's thesis was to study potential subtype-selective effects of 4 novel
GABAA receptor modulators and to determine their potential interaction with the neurosteroid

binding pocket.

Scientific Approach: GABAA receptors composed of a182y2, a11, a12, and a1B3 subunits
were expressed in Xenopus laevis oocytes and concentration-dependent modulation of GABA-
induced chloride currents (Icasa) was measured using the 2-microelectrode voltage-clamp
technique. The interaction with the neurosteroid pocket was probed using pregnenolone

sulfate.

Results: My data revealed a concentration-dependent, positive modulation of lgasa at all
subtypes for all compounds. Notably, while their effects were not dependent on the presence
of a y2-subunit suggesting a binding site distinct from the benzodiazepine binding pocket, their
efficacies but not potencies were strongly determined by the incorporated beta-subunit
isoform. Specifically, all compounds revealed significantly stronger lcasa modulation of a12
and a1B3 compared to a1B1 receptors. Lastly, pregnenolone sulfate did not prevent lgasa

enhancement for any compound.

Discussion and Outlook: Novel GABAA receptor modulators interacting with neither the
benzodiazepine or neurosteroid bindings site were identified and characterized in detail.
Future studies will determine their interaction sites on GABAA receptors and therapeutic

potential.
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1. y-Aminobuttersaure

1.1 Definition

Die y-Aminobuttersdure (GABA) ist eine nicht proteinogene Aminosaure und das biogene
Amin der Buttersaure. Sie wird durch Decarboxylierung der Glutaminsaure gebildet und zahit
zu den wichtigsten inhibitorischen Neurotransmittern im zentralen Nervensystem. Auf die
Entdeckung dieser Substanz in Kartoffelknollen durch Steward et al. (1949) folgte in den
Jahrzehnten danach der Nachweis in Gehirnen von Saugetieren (Roberts und Frankel, 1950;
Florey, 1991), die Beschreibung ihres Wirkmechanismus und der GABA-aktivierten
Rezeptoren (Sigel et al., 1983; Sigel und Steinmann, 2012), und schlieBlich der Einsatz
zahlreicher GABAA-Rezeptor-Modulatoren in der Therapie von Erkrankungen des

Nervensystems (Smart und Stephenson, 2019).

Die Struktur von GABA (Abbildung 1) ist gekennzeichnet durch eine Carboxyl- und eine
Aminogruppe, kann durch die Summenformel C4HsO2N beschrieben werden und weist ein
Molekulargewicht von 103,12 g/mol auf (Heli et al., 2022).

O

NH,
HO

Abbildung 1: Strukturformel von GABA

GABA reguliert die Erregbarkeit von Neuronen, indem er als Gegenspieler zum exzitatorisch
wirkenden Glutamat fungiert. Viele neuropsychiatrische Erkrankungen wie Epilepsie,
Schlafstérungen, Angsterkrankungen oder Schizophrenie gehen mit einer Dysbalance dieser
Botenstoffe einher (Zhang et al., 2021).

Aulerhalb des Gehirns konnten in den letzten Jahren auch potenziell pharmakologisch
relevante Wirkungen von GABA gezeigt werden. So kann GABA die Exozytose bzw. Sekretion
von Insulin modulieren, des Weiteren konnte eine erhdhte GABA-Affinitat im Pankreas von an

Typ-2-Diabetes erkrankten Personen beobachtet werden (Bhandage et al., 2018; Korol et al.,



2018). AuBerdem verstarkt GABA die Proliferation von Krebszellen, indem es an GABAB-

Rezeptoren bindet und eine verstarkte -Catenin-Aktivierung vermittelt (Huang et al., 2022).

1.2 Synthese und Metabolismus

Die neuronale Kommunikation im Gehirn wird vorwiegend tGber GABA und Glutamat gesteuert.
Dies geschieht durch Ausschittung der Transmitter durch Neuronen in den synaptischen
Spalt, sowie deren anschlieRende Bindung an postsynaptische Rezeptoren. Ebenso wichtig
fur eine effiziente Signalweiterleitung ist jedoch auch der Abbau und die Wiederaufnahme von
GABA und Glutamat. Diese Prozesse werden nicht nur durch die Neuronen, sondern auch die
Astrozyten — eine Form von Gliazellen, die im ZNS besonders haufig vorkommen -
bewerkstelligt (Zhou und Danbolt, 2013; Andersen und Schousboe, 2023).

Synthetisiert wird GABA in den GABAergen Neuronen mithilfe des Enzyms Glutaminsaure-
Decarboxylase (GAD), welches die Decarboxylierung von Glutamat katalysiert (Roberts und
Frankel, 1950; Sears und Hewett, 2021). Glutamat wiederum wird durch die Glutaminase aus
Glutamin hergestellt. Nach der Synthese werden die Transmitter mithilfe des vesikularen
GABA-Transporters (VGAT) in Vesikel aufgenommen, gespeichert, und bei Auslésung eines

Aktionspotentials in die Synapse freigesetzt (Chaudhry et al., 1998; Sears und Hewett, 2021).

Die GAD, die die Decarboxylierung von Glutamat zu GABA katalysiert, kann in 2 Isoformen
vorkommen —GADG65 oder der GADG67, welche sich in ihren Eigenschaften und der Lokalisation
unterscheiden. Die fur die klassische Neurotransmission bedeutsamere Isoform — die GAD65
— wird hauptsachlich in den Nervenendigungen exprimiert. Im Gegensatz dazu befindet sich
die GAD67 vorwiegend in den neuronalen Somata und produziert GABA, dessen Aufgaben
unter Anderem in der Synaptogenese und der Oxidations-Reduktions-Regulierung liegen.
Beide Isoformen nutzen jedoch Pyroxidin als Co-Faktor (Martin und Rimvall, 1993; Sears und
Hewett, 2021).

Um das Signal zu beenden, kann GABA wieder von Neuronen und Astrozyten aufgenommen
werden. Die Schlusselrolle hierbei spielen die GABA-Transporter GAT1-3 sowie der
Betain/GABA-Transporter 1 (BGT1) als sekundar aktive Neurotransmitter-Natrium-Symporter
(NSS), welche zur Familie der SLC6-Transporter gehéren und alle an einen Na*-Cl-
Gradienten geknupft sind. Die NSS sind aus 12 transmembranen a-Helices aufgebaut, und
durchlaufen bei der Aufnahme von Neurotransmittern verschiedene Konformationszustande,

welche eine abwechselnde Ausrichtung der substratbindenden Tasche zum extra- und



intrazellularen Raum zur Folge haben (Kavanaugh et al., 1992; Shahsavar und Wellendorph,
2023).

Wahrend GAT1 und GAT3 im gesamten Gehirn lokalisiert sind und eine hohe GABA-Affinitat
aufweisen, beschrankt sich die Expression von GAT2 und BGT1 auf die Leptomeninx und
Blutgefalle - diese spielen daher eine eher untergeordnete Rolle im Transport von GABA.
Neuere Studien konnten auferdem zeigen, dass GAT1 nicht nur — wie bisher angenommen —
hauptsachlich auf Neuronen, sondern auch auf Astrozyten vorkommen, was der durch
Gliazellen vermittelten GABA-Clearance in Zukunft eine grolRere Bedeutung zuteilwerden
lassen konnte (Fattorini et al., 2020; Andersen und Schousboe, 2023; Andersen et al., 2023).
Das recycelte GABA kann nun wieder in synaptischen Vesikeln gespeichert werden, oder tber
den sogenannten GABA-Shunt durch die GABA-Transaminase (GABA-T) und Succinat-
Semialdehyd-Dehydrogenase (SSADH) in den Citratzyklus flieBen (Bak et al., 2006; Sears
und Hewett, 2021). Dabei wird GABA durch eine Transaminierung zu Succinat-Semialdehyd
umgewandelt, durch die SSADH zu Succinat oxidiert und als solches in den Citratzyklus
eingeschleust. Alternativ. kann es Uber eine Reduktion durch y-OH-Buttersaure-
Dehydrogenase (GHBDH) als y-OH-Buttersdure an GABAB-Rezeptoren oder
extrasynaptischen GABAA-Rezeptoren wirken (Kaupmann et al., 2003; Absalom et al., 2012;
Rowley et al., 2012).

Nachdem GABA und Glutamat nicht nur von Neuronen, sondern auch von Astrozyten
aufgenommen werden, versorgen diese die Neuronen mit Glutamin, um den Verlust
auszugleichen und das Gleichgewicht der Neurotransmitter aufrecht zu halten (Abbildung 2).
Dazu synthetisieren die Astrozyten lber die Glutaminsynthetase (GS) Glutamin, welches iber
die phosphataktivierte Glutaminase (PAG) wiederum zu Glutamat umgewandelt wird. Dieses
kann nun entweder in den Speicher der glutamatergen Neuronen flieRen, oder Uber die GAD
den GABA-Pool der GABAergen Neuronen auffillen (Andersen et al., 2022). Der Austausch
von neuronalem Glutamat und GABA sowie astrozytarem Glutamin fiihrt somit zu einem
effizienten Neurotransmitter-Recycling, welches als Glutamat/GABA-Glutamin-Zyklus bekannt
ist (Hertz, 1979; Bak et al., 2006; Andersen und Schousboe, 2023).
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Abbildung 2: Der Glutamat/ GABA-Glutamin-Zyklus (Andersen und Schousboe, 2023, lizenziert unter
CC BY 4.0, https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)

2. Die Vielfalt der GABA-aktivierten Rezeptoren

Bis Anfang der 1980er Jahre wurde angenommen, dass es nur einen GABA-aktivierten
Rezeptor gibt. Die Verwendung von Probematerial aus Saugetierhirnen schuf in den
darauffolgenden Jahren die Mdglichkeit, die Proteine in ausreichender Menge zu gewinnen
und zu charakterisieren. Dadurch konnten entgegen der urspringlichen Theorie
unterschiedliche Rezeptortypen entdeckt werden, was die Komplexitdt und Vielfalt des
GABAergen Systems verdeutlichte (Sigel et al., 1982; Sigel et al., 1983; Smart und
Stephenson, 2019).

2.1 lonotrope GABA-Rezeptoren

Nach Sequenzierung des mittels Benzodiazepin-Affinitatssaule aufgereinigten Rezeptors
sowie anschlieender Entwicklung spezifischer Oligonukleotid-Sonden konnte erstmals die
cDNA fur die a- und die B-Untereinheit des GABAA-Rezeptors isoliert werden. Unter
Verwendung der Xenopus laevis-Zelle als Expressionssystem konnten nach Injektion der
geeigneten cDNA, cRNA oder mRNA erstmals GABAA-Rezeptoren rekombinant exprimiert
werden (Miledi et al., 1983; Smart et al., 1983; Schofield et al., 1987; Smart et al., 1987; Smart
und Stephenson, 2019).


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Davon ausgehend konnte die Cystein-Schleife (Cys-loop) als gemeinsames Merkmal fir eine
Rezeptorklasse identifiziert werden, welche in weiterer Folge als Cys-Loop-Rezeptoren
bezeichnet und spater in die Familie der pentameren ligandengesteuerten lonenkanale
umbenannt wurde (Barnard et al., 1987; Smart und Stephenson, 2019). Weitere Vertreter
dieser Familie sind die nACh-Rezeptoren, die Glycin-Rezeptoren, die ionotropen 5-HT

Rezeptoren sowie die Zn?* Rezeptoren (Olsen und Sieghart, 2008).

Der GABAA-Rezeptor gilt als der wichtigste unter den GABA-aktivierten Rezeptoren und ist
weit verbreitet im zentralen Nervensystem. Seine inhibitorische Wirkung auf Neuronen kommt
durch einen Einstrom von Chloridionen zustande. GABAA-Rezeptoren werden durch GABA
und Muscimol aktiviert, und durch Bicucullin und Picrotoxin blockiert, was sie von den Ubrigen
GABA-aktivierten Rezeptortypen unterscheidet (Macdonald und Olsen, 1994; Sieghart, 1995;
Olsen und Sieghart, 2008). Sie vermitteln einerseits die schnelle synaptische, inhibitorische
Ubertragung, sowie andererseits die langsame tonische Hemmung, welche extrasynaptisch
stattfindet (Richardson et al., 2024). Die Rolle des GABAA-Rezeptors zeigt sich unter anderem
in der Entstehung von Krampfen, Angst und Panik (Luscher et al., 2023; Qian et al., 2023).

Eine Untergruppe der GABAA-Rezeptoren bilden die GABAA-p-Rezeptoren, welche
unempfindlich gegeniber dem GABAA-Rezeptorantagonisten Bicucullin sind (Drew et al.,
1984). Sie gehdéren wie die GABAA-Rezeptoren zu der Familie der pentameren
ligandengesteuerten lonenkanale, setzen sich jedoch aus flinf p-Untereinheiten zusammen
(Connolly et al., 1996; Kent et al., 2021). Sie kommen hauptsachlich in der Retina, aber auch
im Gehirn (z.B.: Hippocampus oder Cerebellum) vor. Unterschiede zu den klassischen
GABAA-Rezeptoren zeigen sich auch hinsichtlich kinetischer Eigenschaften der GABA-
induzierten Stréome wie der Desensibiliserung und Dauer der Kanal6ffnung — sie werden
langsamer aktiviert und deaktiviert, und weisen eine geringere Desensitisierung auf.
AuRerdem werden sie nicht durch klassische Agonisten wie Benzodiazepine, Barbiturate und
Neurosteroide moduliert (Naffaa et al., 2017).

Die physiologische Rolle der GABAA-p-Rezeptoren ist ebenfalls noch nicht genau geklart. Das
vermehrte Vorkommen in der Netzhaut deutet aber auf eine eventuelle Beteiligung an der

visuellen Bildverarbeitung des Auges hin (Naffaa et al., 2017).

Nachdem diese Rezeptoren weder von Bicucullin blockiert noch von Baclofen aktiviert werden,
war einige Zeit lang die Bezeichnung als GABA-C-Rezeptoren und somit die Betrachtung als
eigenstandige Rezeptorfamilie gelaufig. Aufgrund der Ahnlichkeiten, die die p-Untereinheiten

mit den unterschiedlichen GABAA-Rezeptoruntereinheiten aufweisen, wird diese Einteilung



heute jedoch nicht mehr empfohlen, und die GABAA-p-Rezeptoren werden als eine
Untergruppe der GABAA-Rezeptoren betrachtet (Olsen und Sieghart, 2008).

2.2 Metabotrope GABA-Rezeptoren

Neben den ionotropen GABAA-Rezeptoren gibt es noch einen weiteren Rezeptortyp, welcher
als GABAB-Rezeptor bezeichnet wird. Dieser kann neben GABA auch durch den selektiven
Agonisten Baclofen aktiviert werden, jedoch nicht durch den GABAA-Rezeptorantagonisten
Bicucullin blockiert werden (Bowery et al., 1980). Die GABAB-Rezeptoren werden der Klasse
C innerhalb der Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) zugeordnet, und
gehdren somit zu den metabotropen Rezeptoren (Bowery, 1993; Smart und Stephenson,
2019).

Der GABAB-Rezeptor ist ein Tetramer aus je zwei GABAB1- und GABAB2-Untereinheiten.
Jede dieser Untereinheiten ist wiederum aus je einer Venusfliegenfallen-Domane (VFT) und
einer Transmembrandomé&ne aus sieben a-Helices (7TM-Domane) aufgebaut. GABAB-
Rezeptoren werden sowohl prasynaptisch als auch postsynaptisch exprimiert. Nach
Aktivierung durch Bindung eines Agonisten wird die Adenylatcyclase Uber den Gai/o-Weg
gehemmt, dies flhrt zu einer Verringerung von cAMP, was an prasynaptischen Rezeptoren
die Fusion von Vesikeln und damit die Neurotransmitterfreisetzung hemmt. Dieser Effekt wird
zusatzlich Uber die GBy-Untereinheit des G-Proteins vermittelt, welche spannungsabhangige
Ca2+-Kanale inhibiert (Gassmann und Bettler, 2012; Evenseth et al., 2020). Des Weiteren
kénnen Uber GABAB-Rezeptoren einwarts gleichrichtende K*-Kanale (GIRK) aktiviert werden
(Bettler et al., 2004). GIRK-Kanale bestehend aus den Untereinheiten 1-3 sind in hoher Dichte
im Gehirn exprimiert, wo sie unter anderem in der Regulation der Kognition und der Stimmung

involviert sind (LUscher und Slesinger, 2010; Jeremic et al., 2021).

An postsynaptischen GABAB-Rezeptoren wirkt sich die Hemmung der Adenylatcyclase auf
den cAMP-abhangigen Proteinkinase A (PKA)-Weg aus, was ebenfalls einen verringerten
Ca?-Einstrom mit sich bringt (Skeberdis et al., 2006). GIRK werden durch die GRy-
Untereinheit aktiviert, was zu einer Inhibition des postsynaptischen Potentials flhrt (Bettler et
al., 2004; Evenseth et al., 2020).

Im Gegensatz zu den GABAA-Rezeptoren vermitteln die GABAB-Rezeptoren die langsame
synaptische Ubertragung. Sie werden in erster Linie mit dem Ged&chtnis, der Stimmung und
mit Schmerzen in Verbindung gebracht (Sarasa et al., 2020).



3. Funktion, Aufbau und Zusammensetzung von GABAA-
Rezeptoren

3.1 Funktion des GABAA-Rezeptors

Der GABAA-Rezeptor ist ein lonenkanal und selektiv fir CI- lonen, wobei die Pore auch fir
weitere Anionen wie Bicarbonat (HCO3"), und theoretisch auch fur Format, Acetat, Cyanid und
sogar Halogenide durchlassig ist; die Unterschiede in der Leitfahigkeit fir diese lonen werden
dabei durch Selektivitatsfilter und den Porendurchmesser bestimmt (Sigel und Steinmann,
2012; Sallard et al., 2021).

Nachdem ein Agonist an seine Bindungsstelle am GABAA-Rezeptor bindet, wird eine Reihe
von Konformationsanderungen ausgeldst. Dabei wird der Agonist in seiner Bindungstasche
verschlossen, worauf mehrere geschlossene Zustande folgen, die als ,flipped states®
bezeichnet werden. Im nachsten Schritt 6ffnet sich die Pore des Rezeptors, was einen
gerichteten lonenfluss entlang des Konzentrationsgradienten ermoglicht und somit zu einer

Hyperpolarisation flhrt (Sigel und Steinmann, 2012).

Dieser Mechanismus wird als inhibitorische Neurotransmission bezeichnet und kommt an
zahlreichen Synapsen im zentralen Nervensystem vor. Die Hauptfunktion liegt dabei in der
neuronalen Hemmung und der Kontrolle der Erregbarkeit, was sich auf die Entstehung von
Angst, den Muskeltonus, die Vigilanz, den circadianen Rhythmus, sowie das Lernen und das
Gedachtnis auswirkt. Auch im Rahmen der neuronalen Entwicklung sind GABAA-Rezeptoren
beteiligt, indem sie die Neuro- und Synaptogenese regulieren (Sieghart et al., 2012; Smart und
Stephenson, 2019).

Far eine Hyperpolarisation ist ein auswarts gerichteter Konzentrationsgradient vonnéten, damit
die CI" lonen nach der durch GABA vermittelten Offnung aus der Umgebung in die Zelle flieRen
kénnen, wodurch die Auslésung eines Aktionspotentials erschwert wird (Kaila et al., 2014;
Sallard et al., 2021).

Wahrend der frihen Entwicklung des Nervensystems kann jedoch der umgekehrte Fall
eintreten — dabei ist die CI- Konzentration innerhalb der Zelle im Vergleich zum
Extrazellularraum héher, wodurch es zu einer Umkehrung des Konzentrationsgradienten und
somit nach Bindung von GABA statt des Ublichen Cl—Influx zu einem CI" Efflux kommt (Ben-
Ari et al.,, 2012; Kaila et al., 2014). Dadurch wird anstatt einer Hyperpolarisation eine
Depolarisation ausgeldst, was zu einem exzitatorischen Signal fihrt (Chen et al., 1996). Die

erhdhte CI- Konzentration ist hierbei auf eine noch schwache Expression des K-CI-
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Cotransporters (KCC2) verglichen mit jener des Na-K-2-Cl-Cotransporters (NKCC1)
zuruckzufuhren (Sieghart und Savi¢, 2018; Colombi et al., 2024 ). In reifen Neuronen uberwiegt
dann jedoch die Funktion des KCC2, wodurch die intrazellulare Cl- Konzentration sinkt und in
der Regel zu dem oben geschilderten, tblichen Ablauf fihrt (Richardson et al., 2024). Jedoch
kann eine pathologische Down-regulation von KCC2 sowie Up-regulation von NKCC1 auch in
Erwachsenen noch zu exzitatorischen Signalen am GABAA-Rezeptor fiihren. Die veranderten
Expressionsmuster dieser Transporter werden mit Erkrankungen wie der Epilepsie sowie mit
neuropathischen Schmerzen in Verbindung gebracht (Sigel und Steinmann, 2012; Sieghart
und Savi¢, 2018; Liu et al., 2019)

Die Signalubertragung wird durch die Deaktivierung des Rezeptors beendet, indem der Ligand
freigegeben und der lonenkanal kurz nach Absinken der GABA-Konzentration wieder
verschlossen wird - die Ubermittiung des Signals dauert somit nur wenige Millisekunden an
(siehe Abbildung 3). Nach Deaktivierung kann erneut ein Agonist an den Rezeptor binden

und ihn somit wieder aktivieren (Sallard et al., 2021).

time

deactivation

S
H \desensitization
activation
time current peak

Abbildung 3: Ein durch den GABAA-Rezeptor vermittelter Strom (Sallard et al., 2021, bearbeitet,

lizenziert unter CC BY 4.0, https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)

Im Gegensatz zur Cl- Konzentration ist die intrazellulare Konzentration von Bicarbonat-lonen
héher als in der Umgebung, was zu einem einwarts gerichteten Konzentrationsgradienten und
somit zu einem Fluss der lonen nach aufien fuhrt — daher sind Bicarbonat-Strome, die an
GABAA-Rezeptoren ausgeldst werden, in der Regel depolarisierend. Im Normalfall ist die
Permeabilitat der CI- lonen allerdings um ein Vielfaches héher, was in Summe trotz allem zu
einer Hyperpolarisation flhrt. Eine Ausnahme hierbei kann im Rahmen epileptischer Anfalle
auftreten, wenn die Kanale aufgrund verlangerter GABA-Exposition lange in einem offenen
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Zustand verbleiben, und der Bicarbonat-Ausstrom jenen der Cllonen Ubersteigt (Barker und
Ransom, 1978; Sallard et al., 2021).

GABAA-Rezeptoren kénnen zwei Formen der Neurotransmission vermitteln — die phasische
sowie die tonische Ubertragung. Von einer phasischen Ubertragung wird gesprochen, wenn
an der postsynaptischen Membran lokalisierte GABAA-Rezeptoren vortibergehend durch
prasynaptisch freigesetztes GABA aktiviert werden (siehe Abbildung 4), und in weiterer Folge
eine schnelle und prazise Anderung der Chlorid-Leitfahigkeit ausgeldst wird. Postsynaptisch
lokalisierte GABAA-Rezeptoren beinhalten in erster Linie a1-Untereinheiten, jedoch kénnen
auch a2- und a3-Untereinheiten am Aufbau beteiligt sein (Farrant und Nusser, 2005;
Richardson et al., 2024). Davon lasst sich die Form der tonischen Neurotransmission
unterscheiden, die eine langer anhaltende und weniger spezifische Hemmung der Zelle mit
sich bringt. Diese Art der Ubertragung findet an extrasynaptischen GABAA-Rezeptoren statt,
welche vorwiegend o4-, a6- sowie d-Untereinheiten inkorporieren, und soll in Kapitel 3.3

genauer erlautert werden (Richardson et al., 2024)

Ca++

GABABreceptur

synaptic extrasynaptic
GABA , receptors GABA , receptors

Abbildung 4: Die durch GABA vermittelte Neurotransmission an synaptischen und extrasynaptischen

Rezeptoren (Herbison und Moenter, 2011)

3.2 Aufbau des GABAA-Rezeptors

Der ionotrope GABAA-Rezeptor setzt sich aus funf Untereinheiten (UE) zusammen, die als
Heteropentamer eine Pore bilden (Méhler, 2006). Die Tatsache, dass das Rezeptorprotein
mithilfe der Affinitdtschromatographie lber Benzodiazepine aufgereinigt werden kann, das
klonierte Protein bestehend aus der a- sowie der B-Untereinheit jedoch nicht auf
Benzodiazepine anspricht, fihrte zu der Annahme, dass weitere Untereinheiten am Aufbau
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des Rezeptors beteiligt sein missen, und schliellich zu der Entdeckung der y-Untereinheit
(Sigel et al., 1982; Pritchett et al., 1989; Smart und Stephenson, 2019). Darauf folgte bald die
Erweiterung auf mittlerweile 19 bekannte Untereinheiten: a (1-6), B (1-3), y (1-3), o, €, , 6,
welche allesamt zu den klassischen GABAA-Rezeptoruntereinheiten (Simon et al., 2004)
gehdren, sowie die p (1-3), die die GABAA-p-Rezeptoren bilden. AuRerdem wurde das
Repertoire noch um alternative Spleifdvarianten der RNA erweitert (Macdonald und Olsen,
1994; Sieghart, 1995; Stephenson, 1995; Sigel und Steinmann, 2012; Smart und Stephenson,
2019).

Jede dieser Untereinheiten besteht aus vier helikal angeordneten transmembranaren
Domanen (M1-M4), wobei die zweite Domane (M2) die zentrale Kanalpore bildet (siehe
Abbildung 5). AuRerdem liegt eine 200-250 Aminosauren lange, extrazellulare N-terminale
Domane vor, die die Cys-Schleife enthalt — das zentrale Merkmal aller eukaryotischer Cys-
Loop-Rezeptoren. Diese setzt sich aus zwei Cystein-Resten zusammen, die durch 13
Aminosaurereste voneinander getrennt sind. An der extrazellularen Doméane ist aulRerdem die
Bindungsstelle fir den Agonisten GABA lokalisiert. DarUber hinaus weist jede Untereinheit
eine 85-255 Aminosauren lange, intrazellulare Schleife zwischen der dritten und der vierten
transmembranen Domane auf, welche Phosphorylierungsstellen beinhaltet, worliber die
Funktion des Rezeptors moduliert werden kann. Diese intrazellulare Struktur kann auflierdem
mit zahlreichen Proteinen interagieren, welche am Transport und der Verankerung der
Rezeptoren in der Membran beteiligt sind (Chen und Olsen, 2007; Jacob et al., 2008; Sigel
und Steinmann, 2012; Miller und Aricescu, 2014). Das C-terminale Ende liegt wie das N-

terminale Ende extrazellular vor (Mdhler, 2006).

NH2

Extracellular

Abbildung 5: Die Struktur des GABA-A-Rezeptors (Ghit et al., 2021, bearbeitet, lizenziert unter CC
BY 4.0, https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)
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Neben der Zusammensetzung der Untereinheiten spielt auch deren Anordnung eine
wesentliche Rolle fur die Rezeptorfunktion. Dieselben Untereinheiten koénnen auf
unterschiedliche Arten angeordnet sein —wahrend sich die a-, - und y-Untereinheiten in der
Regel in definierten Anordnungen zu verbinden scheinen, ist die Position der ¢- sowie der &-
Untereinheiten weniger klar festgelegt. Setzt sich ein Pentamer aus je zwei a1- und 32- sowie
aus einer y2-Untereinheit zusammen, so wie es bei der am haufigsten vorkommenden Form
der Fall ist, sind diese in der Regel als y232a1B2a1 gegen den Uhrzeigersinn um die zentrale

Pore angeordnet (Sigel und Steinmann, 2012).

Uber lange Zeit hinweg stiitzten sich die strukturellen Kenntnisse iber den GABAA-Rezeptor
auf Informationen Uber verwandte Proteine und Rezeptoren, wie beispielsweise das I6sliche
Acetylcholin-Bindungsprotein, oder spater den nikotinischen Acetylcholinrezeptor (hnAChR).
So konnten erste Einblicke in die Struktur der pentameren ligandengesteuerten lonenkanale
gewonnen werden, welche schlielllich durch die Verdffentlichung der Kristallstruktur eines
Glutamat-Rezeptors - und somit eines anionenselektiven Cys-Loop-Rezeptors - erganzt
werden konnten (Hibbs und Gouaux, 2011; Miller und Aricescu, 2014).

Trotz diverser Ahnlichkeiten war jedoch die Aufklarung der Kristallstruktur des GABAA-
Rezeptors vonndten, um den genauen Aufbau, den Mechanismus der Ligandenbindung und
die Auswirkungen von Mutationen besser verstehen zu kénnen. Ein erster Schritt war Miller
und Aricescu schlieBlich mit der Darstellung des B3-Homopentamers gelungen (2014).
Weitere wichtige Erkenntnisse lieferten die Struktur der Chimare aus einem bakteriellen
ligandengesteuerten lonenkanal (GLIC) und der GABAA-a1-Untereinheit (Laverty et al.,
2017), sowie schlieRBlich die auf Cryo-Elektronenmikroskopie (Cryo-EM) basierenden
Strukturen humaner GABAA-Rezeptoren (Laverty et al., 2019; Masiulis et al., 2019; Smart und
Stephenson, 2019).

Die Sekundarstruktur der extrazellularen Doméne zeichnet sich durch eine a-Helix und 10
sandwichartig angeordnete B-Strange aus. Die Cys-Schleife befindet sich an einer Region
zwischen dem (B6- und dem B7-Strang, welche die extrazellulare mit der transmembranen
Domane verbindet. Die M2-Helices der transmembranen Domane wirken sich in Form zweier
Gates auf den lonenfluss aus — zum einen Uber ein aktivierendes Gate in der Mitte der Pore,
und zum anderen Uber ein desensitisierendes Gate in der Nahe der cytosolischen Offnung.
Aulerdem enthalt die transmembrane Doméane kleine, durch Prolin-Reste  gebildete
Hohlrdume an den Interfaces der Untereinheiten, welche beispielsweise die Bindung von
Anasthetika ermoglichen (Kim und Hibbs, 2021).
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GABA bindet an zwei strukturell identische Stellen, die sich am Interface der B(+)- und der a(-
)-Untereinheit befinden (Baumann et al.,, 2003; Sigel und Steinmann, 2012). Diese
Bindungstasche wird in Form der Schleifen A bis F durch aromatische Reste beider
Untereinheiten gebildet. Zu diesen Resten gehdren a1F64 2Y97, B2Y157 sowie B2Y205,
welche zusammen eine kompakte, boxartige Struktur bilden (Bergmann et al., 2013; Masiulis
et al.,, 2019; Kim et al., 2020; Kim und Hibbs, 2021). GABA kann eine Kationen-m-
Wechselwirkung mit B2Y205 auf Schleife C sowie elektrostatische Wechselwirkungen mit
B2Y97 eingehen. AulRerdem finden Interaktionen Uber Salz- und Wasserstoffbricken statt,
was ebenfalls zur GABA-Bindungsaffinitat beitragt (Kim und Hibbs, 2021).

Weitere wichtige Entdeckungen, die aus den letzten Jahren hervorgegangen sind, betreffen
eine Reihe von Proteinkomplexen, die in Form von Hilfsuntereinheiten mit dem GABAA-
Rezeptoren interagieren. So sind die Proteine Lipoma HMGIC Fusion Partner-Like 4 (LHFPL4)
sowie Cleft lip and palate transmembrane protein (CLPTM1) an der Stabilisierung und dem
Transport der Rezeptoren beteiligt (Davenport et al., 2017; Ge et al., 2018). Mit Shisa7 wurde
aulRerdem ein Protein entdeckt, das neben dem Transport und der Expression auch die Kinetik
der Rezeptoren moduliert. Eine Funktion dieses Proteins, die sich in Zukunft als interessanter
pharmakologischer Angriffspunkt erweisen konnte, zeigt sich aulRerdem in der Verstarkung
der durch Diazepam modulierten Stréme (Han et al., 2019; Han et al., 2021; Richardson et al.,
2024).

3.2 Untereinheiten und Subtypen des GABAA-Rezeptors

Wie bereits beschrieben, bildet der GABAA-Rezeptor ein Pentamer aus 5 Untereinheiten.
Aufgrund der Vielzahl der moglichen Untereinheiten konnen sich diese somit zu
unterschiedlichen Untereinheiten-Kombinationen zusammenlagern, welche in weiterer Folge
als Subtypen bezeichnet werden (Olsen und Sieghart, 2009). So kann eine unterschiedliche
Zusammensetzung und Anordnung innerhalb der Pentamere zu neuen Bindungsstellen fiir
Agonisten, Antagonisten und allosterischen Modulatoren fuhren, nachdem diese Uberwiegend
an den Grenzflachen der Untereinheiten lokalisiert sind (Sente et al., 2022).

Aulerdem unterscheiden sich die Subtypen haufig in ihren elektrophysiologischen
Eigenschaften — beispielsweise in der mittleren effektiven GABA-Konzentration (EC50), im

Ausmal} der Desensitisierung und der Deaktivierung (Sallard et al., 2021).

Der GABAA-Rezeptor-Subtyp, der sich aus zwei a1l-, zwei $2- und einer y2-Untereinheit
zusammensetzt, macht etwa 60% der GABAA-Rezeptoren im Nervensystem von Saugetieren
aus, und ist damit der am haufigsten vorkommende Subtyp (Rudolph und Knoflach, 2011;
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Sallard et al., 2021). Basierend auf der Vielzahl und der Variabilitdt der Untereinheiten konnten
jedoch bis zu 500 verschiedene GABAA-Rezeptor-Subtypen existieren — die meisten davon
nur in geringem Ausmal (Barnard et al., 1998; Sallard et al., 2021). Aufgrund der quantitativen
Bedeutung des GABAergen Systems im zentralen Nervensystem kdnnten aber jedoch selbst
Subtypen, die im Vergleich zu a1B2y2 seltener vorkommen, in einer absoluten Haufigkeit
vergleichbar mit Noradrenalin- oder Serotonin-Rezeptoren existieren. Somit kénnten auch
diese Subtypen einen wesentlichen Beitrag zur inhibitorischen Neurotransmission leisten und

die Funktion ausgewahlter neuronaler Populationen regulieren (Olsen und Sieghart, 2009).

Neben den bekannten 19 Untereinheiten gibt es auch noch SpleilRvarianten einzelner
Untereinheiten, die zur Vielfalt der GABAA-Rezeptoren beitragen - so kann beispielsweise die
y2-Untereinheit als y2L oder als y2S Variante vorliegen (Olsen und Tobin, 1990; Whiting et
al., 1990; Sallard et al., 2021).

Die GABAA-Rezeptor-Pentamere stellen in der Regel Heteromere aus unterschiedlichen
Untereinheiten dar. Es konnten in einigen Experimenten mittels rekombinanter
Expressionssysteme jedoch auch Homomere gebildet werden, die sich nur aus p- oder [3-
Untereinheiten zusammensetzen (Connolly et al.,, 1996). Rezeptoren, die aus
unterschiedlichen Untereinheiten aufgebaut sind, scheinen in diesen Studien aber Kanale zu
bilden, die sensitiver auf GABA ansprechen und auch eine hohere CI Leitfahigkeit aufweisen
(Sieghart und Sperk, 2002).

Bezuglich der Kombination zweier Untereinheiten wurde festgestellt, dass nicht alle Varianten
gleichermalden rekombinant exprimiert werden kénnen. So ist die Bildung von Rezeptoren aus
a- und B- Untereinheiten mit hoher Effizienz moéglich, wahrend sich die Kombinationen aus a-
und y- Untereinheiten sowie aus - und y-Untereinheiten schwieriger gestalten und nur unter
bestimmten Bedingungen exprimiert werden koénnen. Die Kombination aus vier
unterschiedlichen Untereinheiten — beispielsweise einer a-, zwei verschiedenen - sowie einer
y-Untereinheit — ist ebenfalls moglich. Heteropentamere aus flnf unterschiedlichen
Untereinheiten wurden untersucht, fiihrten jedoch zu schwer interpretierbaren Ergebnissen
(Sieghart und Sperk, 2002).

Der bisherige Kenntnisstand deutet darauf hin, dass in vivo vorkommende GABAA-
Rezeptoren groRtenteils aus drei verschiedenen Untereinheiten aufgebaut sind (siehe Tabelle
1) — so auch der bereits genannte a1B2y2-Subtyp. Auch das native Vorkommen von
Rezeptoren, welche aus unterschiedlichen p-Untereinheiten zusammengesetzt sind, gilt als
vorlaufig bestatigt (Sieghart und Sperk, 2002; Olsen und Sieghart, 2008; Smart und
Stephenson, 2019).
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Vorlaufig identifizierte Wahrscheinlich Moglicherweise
Kombinationen aus existierende existierende
Untereinheiten Kombinationen aus Kombinationen aus
Untereinheiten Untereinheiten
alp2y2 a1p3y2 apy1
a2By2 al1pd apy3
a3By2 a5p3y2 ape
a4py2 ap1y/ap16 ape
04325 af (Kombinationen aus apTr
beliebiger a- sowie -
Untereinheit)
a4p30 ala6By/a1a6B0 axpByy2
a5Bp2y2
abp2y2
a6B25
a6B33d
p1-3

Tabelle 1: Vorlaufig identifizierte, wahrscheinlich existierende sowie moglicherweise existierende
Kombinationen der Untereinheiten. x und y stehen fir die mogliche Zusammensetzung aus
unterschiedlichen a- oder $-Varianten innerhalb eines Rezeptors (Olsen und Sieghart, 2008; Smart und
Stephenson, 2019)

3.2.1 die a1-Untereinheit

Die a1-Untereinheit ist die am haufigsten vorkommende a-lsoform im Nervensystem, und
unter anderem beteiligt am Aufbau des Subtypen a1p2y2. Sie ist im ganzen Gehirn verteilt
lokalisiert, und in besonders hoher Dichte im Cortex, im Thalamus, im Pallidum und im
Hippocampus zu finden (Pirker et al., 2000; Rudolph und Knoflach, 2011; Sigel und Steinmann,
2012).

Uber GABAA Rezeptoren mit einer a1-UE werden vor allem sedierende Effekte von GABAA
Rezeptor Modulatoren vermittelt. Des Weiteren wird die Suchtentwicklung, die Amnesie und
die Neuroplastizitdt sowie die Vermittiung einer antikonvulsiven Wirkung mit dieser

Untereinheit in Verbindung gebracht (Rudolph und Knoflach, 2011). Aufgrund der komplexen
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und variablen Zusammensetzung der GABAA-Rezeptoren sollte es jedoch vermieden werden,
die al1-Untereinheit allein mit der Sedierung in Zusammenhang zu setzen. So bindet die
Substanz DOV-51892 aus der Strukturklasse der Pyrazolopyrimidine selektiv an a1-
Rezeptoren und gilt als nicht-sedatives Anxiolytikum (Sigel und Steinmann, 2012). Mutationen
des fur die a1-Untereinheit codierenden Gens GABRA1 werden auch mit dem Auftreten
spezifischer Epilepsieformen in Verbindung gebracht (siehe auch Tabelle 2) (Johannesen et
al., 2016; Absalom et al., 2023).

3.2.2 die B1-Untereinheit

Die B1-Untereinheit weist verglichen mit den 32- und der B3-Untereinheiten eine schwachere
Expression auf. Zu den Regionen, in denen sie nachgewiesen werden konnte, zahlen die
Amygdala, die GroRhirnrinde, der Hippocampus sowie der Hypothalamus. Innerhalb der
Basalganglien konzentriert sich diese Isoform auf das Striatum (Pirker et al., 2000). Trotz der
geringeren Haufigkeit der B1-Untereinheit im Gehirn wird angenommen, dass sie in nativen
GABAA-Rezeptoren vorkommt. Mit der Substanz Salizylhydrazid konnte ein negativ
allosterischer Modulator gefunden werden, der selektiv an B1-haltigen Rezeptoren bindet
(Olsen und Sieghart, 2008). Auch Substanzen aus der Strukturklasse der Pyrazoloquinolinone

wirken selektiv an der B1-Untereinheit (Simeone et al., 2017).

3.2.3 die B2-Untereinheit

Die B2-Untereinheit ist die am haufigsten exprimierte unter den B-Isoformen und im gesamten
Gehirn verteilt zu finden. In hoher Dichte ist sie beispielsweise im Bulbus olfactorius, in der
GroBhirnrinde, im Thalamus, im Hirnstamm und im Globus pallidus der Basalganglien zu
finden, wo sie an der Vermittlung der sedativen Wirkung von Substanzen beteiligt ist (Pirker et
al., 2000; Blednov et al., 2003).

Zahlreiche Modulatoren wirken selektiv an [2-haltigen GABAA-Rezeptoren. So kann
beispielsweise das Endocannabinoid 2-Arachidonylglycerol eine positiv. modulierende
Wirkung auf diese Rezeptoren ausliben, was Uber eine Bindungsstelle an der
transmembranen M4-Domane vermittelt wird (Sigel et al., 2011). Die Substanz Loreclezol
sowie chemisch verwandte Liganden — beispielsweise das Allgemeinanasthetikum Etomidat —
weisen ebenfalls eine Selektivitat fur die B2- und auch fur B3-Untereinheit auf. An GABAA-
Rezeptoren bestehend aus p1-Untereinheiten zeigen diese Substanzen keine Wirkung. Fir
diese Selektivitat scheint ein einzelner Asparagin-Rest innerhalb der transmembranen M2-

Domaéane verantwortlich zu sein, welcher im Falle der B2-Untereinheit in Position 289 und in
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der B3-Untereinheit in Position 290 lokalisiert ist (Olsen und Sieghart, 2008). Als weiterer

B2/B3-selektiver Ligand ist aulerdem die Valerensaure zu nennen (Khom et al., 2007).

3.2.4 die B3-Untereinheit

Die 3-Untereinheit wird vor allem im Bulbus olfactorius, im Striatum, im Hypothalamus, in der
Amygdala und in der GrolB3hirnrinde exprimiert (Pirker et al., 2000; Jurd et al., 2003). Die
wichtige Rolle, die diese Isoform im Gehirn spielt, konnte durch eine Studie mit B3-knock-out-
Mausen verdeutlicht werden. B3-Untereinheiten Knockout (KO) ist unter anderem mit einer
erhéhten Neigung zu epileptischen Anfallen, Lerndefiziten sowie einer Einschrankung der

motorischen Fahigkeiten assoziiert (Pirker et al., 2000; Khom et al., 2010)

3.2.5 die y2-Untereinheit

In der Gruppe der y-Untereinheiten ist die y2-Isoform diejenige mit der weitesten Verbreitung
im ZNS. Sie wird im gesamten Gehirn exprimiert — hohe Mengen sind beispielsweise in der
GrofBhirnrinde, im Hippocampus, im Pallidum und im basalen Vorderhirn lokalisiert. Im
Thalamus hingegen wird sie eher schwach exprimiert. Die Rolle dieser wichtigen Isoform
aulert sich insbesondere Uber die Wirkung der Benzodiazepine — der Austausch gegen eine
y1-, y3- oder eine &-Untereinheit geht mit dem Verlust der Benzodiazepinsensitivitat einher
(Pirker et al., 2000; Olsen und Sieghart, 2009).

Untermauert werden konnte dies durch Experimente mit Knock-in-Mausen und dem
Benzodiazepin Zolpidem. Dabei flUhrten Punktmutationen in einem ersten Schritt zu einer
Unempfindlichkeit samtlicher y-Untereinheiten gegenuber Zolpidem. Anschlieend wurden
diese Untereinheiten in definierten Zellen durch Wildtyp-y2-Untereinheiten ersetzt, was zu
einer Aktivierung ausschlieflich dieser Rezeptoren durch Zolpidem fiihrte (Sieghart, 2012;
Sigel und Steinmann, 2012).

3.3. Synaptische und extrasynaptische GABAA-Rezeptoren

Klassische GABAA-Subtypen wie der a1p2y2-Rezeptor sowie a2- und a3-inkorporierende
Rezeptoren sind im synaptischen Spalt lokalisiert, wo sie ihre Wirkung Uber eine schnelle
Neurotransmission entfalten. Diese Art der Signalweiterleitung ist auch als phasische

Neurotransmission bekannt, zeichnet sich durch eine rasche Aktivierung sowie
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Desensibilisierung des Rezeptors aus und wurde bereits im Kapitel 3.1 erlautert (Richardson
et al., 2024).

Demgegenuber steht die Form der tonischen Neurotransmission, welche Uber
extrasynaptische GABAA-Rezeptoren erreicht wird. Diese Rezeptoren sind hauptsachlich aus
den schwacher exprimierten a4-, a6- und d-Untereinheiten aufgebaut. Vereinfacht lasst sich
sagen, dass 0-haltige Rezeptoren in der Regel extrasynaptisch vorliegen, aber nicht alle
extrasynaptischen GABAA-Rezeptoren die &-Untereinheit beinhalten. Im Gegensatz dazu
enthalten postsynaptische Rezeptoren typischerweise y-Untereinheiten (Belelli et al., 2009;
Tossell et al., 2021).

Die tonische Reizweiterleitung zeichnet sich durch eine langsamere Aktivierung und nur
unvollstandige Desensibilisierung aus (Glykys und Mody, 2007; Richardson et al., 2024). Sie
unterscheidet sich somit sowohl von der schnellen synaptischen GABA-Transmission als auch

von der langsamen Weiterleitung tGber metabotrope GABAB-Rezeptoren (Belelli et al., 2009).

Die Hemmung, die Uber die extrasynaptischen GABAA-Rezeptoren vermittelt wird, stellt eine
ldnger anhaltende und unspezifischere Form der Neurotransmission dar, welche Neuronen,
Gliazellen und subzellulare Regionen wie das Axon, die Dendriten und das Soma hemmt
(Farrant und Nusser, 2005). Aulierdem werden sie - verglichen mit synaptischen Rezeptoren
- durch niedrigere GABA-Konzentrationen aktiviert, welche vor allem aufllerhalb des
synaptischen Spalts Ublich sind. Die tonische Hemmung spielt sowohl bei der Hirnentwicklung
als auch im reifen Nervensystem eine wichtige Rolle (Tossell et al., 2021; Richardson et al.,
2024).

Erstmals entdeckt wurden die extrasynaptischen GABAA-Rezeptoren in Kdrnerzellen des
Kleinhirns durch Brickley et al. (1996). Mittlerweile konnten sie auch in anderen Regionen wie
dem Hippocampus, dem Neocortex, dem Hypothalamus und dem Rickenmark nachgewiesen
werden, und gelten heute als bedeutsamer Angriffspunkt zahlreicher endogener und exogener
Substanzen. So koénnen sie beispielsweise durch bestimmte Neurosteroide, Antikonvulsiva
und Anasthetika moduliert werden. AulRerdem stehen extrasynaptische GABAA-Rezeptoren
im Zusammenhang mit Erkrankungen wie dem Fragilen-X-Syndrom und bestimmten Formen
der Epilepsie (Belelli et al., 2009; Chuang und Reddy, 2018).
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4. Erkrankungen mit Beteiligung des GABAergen Systems

Stérungen der Balance von exzitatorischen und inhibitorischen Neurotransmittern wirken sich
auf vielfaltige Weise auf das zentrale Nervensystem aus, was im Zusammenhang mit
zahlreichen neuropsychiatrischen Erkrankungen wie der Epilepsie, Schlafstorungen,
Schizophrenie, Autismus, Depressionen und Angststérungen steht (Rudolph und Mbhler,
2014; Sears und Hewett, 2021). In den folgenden Kapiteln soll dabei auf ausgewahlte
Erkrankungen naher eingegangen werden, wobei besonders die Beteiligung von GABA an der

Pathophysiologie beschrieben wird.

4.1 Depressionen und Angststorungen

Nachdem in der Betrachtung der Pathogenese von Depressionen der Fokus fir lange Zeit auf
monoaminerge Neurotransmitter wie Serotonin und Noradrenalin gelegt wurde, wird
zunehmend auch die Rolle von GABA und Glutamat als wichtigste inhibitorische und

exzitatorische Neurotransmitter miteinbezogen (Luscher et al., 2023).

Die schwere Depression — im angloamerikanischen Raum auch als Major Depression (MD)
bezeichnet - gilt mit einer 12-Monats-Pravalenz von 6% als eine der weltweit haufigsten
Erkrankungen. Das Risiko, im Laufe des Lebens daran zu leiden, liegt bei 15-18% (Luscher et
al., 2023). Depressionen sind gekennzeichnet durch eine gedruckte Stimmung,
Antriebslosigkeit, Schuldgeflihle und ein niedriges Selbstbewusstsein. Aulerdem kénnen
Suizidgedanken, Stérungen des Schlafs und des Appetits, Gewichtsverlust, Mudigkeit,
Konzentrationsstérungen, psychomotorische Einschrankungen und Agitiertheit auftreten.
Treten mindestens funf oder mehr dieser Symptome Uber einen Zeitraum von mindestens zwei

Wochen auf, wird von einer MD gesprochen (Cutler et al., 2023).

Eine verminderte Funktion der GABA-induzierten Neurotransmission innerhalb kortikaler
Hirnregionen wie dem prafrontalen Cortex (PFC) (Ghosal et al., 2017) tragt wesentlich zu
dieser Erkrankung bei, und wird durch genetische, entwicklungs- und umweltbedingte
Faktoren bedingt. An Depressionen erkrankte Patient*Innen weisen verminderte GABA-
Konzentrationen im Plasma, im Liquor und in der Grof3hirnrinde auf (LUscher und Mdhler,
2019; Cutler et al., 2023; Luscher et al., 2023). Eine Verminderung von bis zu 50% konnte
insbesondere bei Personen beobachtet werden, die an melancholischen und
therapieresistenten Subtypen der Depression leiden. Bei Personen, die an einer bipolaren
Stoérung erkrankt sind oder bei denen die Melancholie kein Bestandteil der Erkrankung ist, ist

die Konzentration hingegen nur um etwa 20% vermindert (Luscher et al., 2011).
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Aulerdem konnte in Studien, die mithilfe der transkraniellen Magnetstimulation durchgefihrt
wurden, eine verringerte Funktion sowohl von ionotropen GABAA-Rezeptoren als auch von
metabotropen GABAB-Rezeptoren im Bereich des Cortex beobachtet werden, was sich Uber
eine Storung der kortikalen Hemmung aufRerte (Duman et al., 2019). Post mortem konnte
zudem eine verminderte Expression des GABA-Syntheseenzyms GADG67 im prafrontalen

Cortex an MD erkrankter Patient*Innen festgestellt werden (Karolewicz et al., 2010).

Bei Personen, die an einer Depression erkrankt waren, konnten post mortem weniger
Somatostatin-positive Interneurone im prafrontalen Cortex festgestellt werden, auflerdem ist
die Expression von SST (Somatostatin-Gen) in kortikalen Regionen und in der Amygdala
haufig vermindert (Seney et al., 2015; Douillard-Guilloux et al., 2017). Des Weiteren konnte
eine verringerte Expression der Untereinheiten a1, a3, a4 und & im prafrontalen Cortex von

Suizidopfern festgestellt werden (Merali et al., 2004; Luscher et al., 2011).

Eine weitere wichtige Verbindung zwischen Pathogenese der Depression und dem
GABAergen-System stellt Stress dar, welcher wesentlich zur Entstehung der Krankheit
beitragt. So konnte bei adulten Ratten, die in den ersten Lebenswochen von ihren Muttern
getrennt wurden und dadurch starkem Stress ausgesetzt wurden, eine verminderte Expression
von GABAA-Rezeptoren im Locus coeruleus (LC) sowie dem Nucleus tractus solitarius (NTS)
festgestellt werden. Des Weiteren wiesen die Ratten eine geringere Expression der y2-
Untereinheit sowie eine verminderte Anzahl an Benzodiazepin-Bindungsstellen im Bereich der
Amygdala, dem LC und dem NTS auf (Caldji et al., 2000). Aulkerdem konnte in
Untersuchungen an Mausen, die ein Defizit an y2-haltigen GABAA-Rezeptoren aufweisen,
eine chronische Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA-
Achse) — auch bezeichnet als Stressachse — im Bereich des GroRRhirns beobachtet werden
(Shen et al., 2010).

Ein weiterer nennenswerter Faktor stellt auRerdem der Spiegel an endogenen Neurosteroiden
dar, welcher bei an Depressionen erkrankten Personen haufig vermindert ist. So liegen
beispielsweise reduzierte Konzentrationen an Pregnenolon sowie Allopregnanolon im Plasma
und Liquor von an MD erkrankten Personen vor. Diese Substanzen sind Modulatoren des
GABAA-Rezeptors und werden durch chronischen Stress herunterreguliert, indem die
Expression des Enzyms 5a-Reduktase und in weiterer Folge die Neurosteroidsynthese
gehemmt wird. Des Weiteren kann es zu einer verminderten Expression von 0&-haltigen
GABAA-Rezeptoren kommen, welche einen zentralen Angriffspunkt der Neurosteroide
darstellen. Die Neurosteroide bieten somit die Mdoglichkeit zum Einsatz in der
Pharmakotherapie (LUscher und Moéhler, 2019; Luscher et al., 2023).

21



Die MD weist zahlreiche Ahnlichkeiten zur Angststérung auf. So ist eine Verminderung der
uber GABA vermittelten inhibitorischen Neurotransmission an der Pathophysiologie beider
Erkrankungen beteiligt, aullerdem werden im Rahmen der medikamentdsen Behandlung
ahnliche Substanzen eingesetzt. Ein hoher Anteil der an Depressionen erkrankten
Patient*Innen leidet zusatzlich an Angststérungen, dasselbe gilt auch in umgekehrter Weise
(Mohler, 2012).

Die Gruppe der Angststdrungen setzt sich aus der generalisierten Angststérung, der
Panikstoérung sowie den spezifischen Phobien zusammen. Als Hauptsymptom gilt dabei eine
schwerwiegende und langanhaltende Angst, die in keinem Verhaltnis zu einer direkten
Bedrohung steht. AuRerdem konnen Angststorungen zu Erschopfung und Agitiertheit fihren,

und sich dabei mit der Symptomatik der Depression Uberschneiden (Penninx et al., 2021).

Zahlreiche Studien deuten unter anderem auf eine Fehlregulation der Kommunikation
zwischen der Amygdala und dem prafrontalen Cortex bei Angststérungen hin. Beide Regionen
sind an der Verarbeitung und Entstehung von Angst beteiligt — wahrend die Amygdala fur die
Erkennung von Bedrohungen zustandig ist und bei Angststérungen hyperreaktiv ist, ist der
prafrontale Cortex hyporeaktiv. Daher kommt es zu einem Verlust der Kontrolle des PFCs tber
die Amygdala. Eine ahnliche Dysregulation dieser Kommunikation liegt der Symptomatik der
Depression zugrunde. Auch hier kommt es zu einer anhaltenden Uberaktivitét der Amygdala,
und eine verminderte Aktivitadt des prafrontalen Cortex zeigt sich hier beispielsweise dadurch,
dass Betroffene positives Feedback von aullen weniger effizient verwerten kdnnen (Murray et
al., 2011; Méhler, 2012).

Im Rahmen der Angststorung sind dabei zwei Regionen der Amygdala von besonderer
Bedeutung: zum einen der basolaterale Komplex (BLA), welcher Informationen unter anderem
vom Thalamus, dem prafrontalen Cortex und dem Assoziationscortex empfangt, und zum
anderen der zentrale Kern der Amygdala (CeA), welcher Signale vom BLA erhalt und
prozessiert. Ausgehend davon regulieren Neuronen der CeA Regionen, die an der
Angstentstehung beteiligt sind - unter anderem das Periaquaduktale Grau (PAG), den
Hypothalamus, die Bettkerne des Nucleus striae terminalis (BNST) und den dorsalen
Vaguskomplex (DVC). Dies fuhrt in weiterer Folge zu den typischen Reaktionen, wie
beispielsweise vermeidendes Verhalten oder Erstarren, welche im Rahmen einer

Angsterkrankung auftreten (Babaev et al., 2018).

In Bereich des CeA herrscht ein Uberwiegend inhibitorischer Ton, wahrend die Aktivitat der

BLA durch glutamaterge Pyramidalneuronen sowie inhibitorische Interneuronen gesteuert
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wird. Die Aktivitat der Neuronen als Reaktion auf einen angstauslésenden Reiz unterliegt
hierbei komplexen neuronalen Schaltkreisen. Die BLA antwortet auf diese Reize mit einer
verstarkten Aktivitdt exzitatorischer Neuronen und leitet dieses Signal an die CeA weiter.
Abhangig von der Gefahr, die mit dem Reiz assoziiert wird, wirken sich inhibitorische

Interneuronen hemmend auf die Aktivitdt der Hauptneuronen aus (Janak und Tye, 2015).

Das GABAerge System tragt dabei einen wesentlichen Teil zur Entstehung und Verarbeitung
der Angst bei. So wirkt die direkte Applikation von GABA oder GABA-Rezeptor-Agonisten in
die Amygdala anxiolytisch, wahrend GABA-Antagonisten eine angstauslésende Wirkung mit
sich bringen (Nuss, 2015). Personen, die an Angststdrungen leiden, weisen Uberdies ein
Defizit an GABAA-Rezeptoren im Bereich des Orbitofrontalcortex (OFC), des dorsolateralen
prafrontalen Cortex (dIPFC) sowie des Insellappens auf, welches mit der Schwere der
Symptomatik korreliert (Durant et al., 2010; Mohler, 2012).

Dabei scheint die y2-Untereinheiten eine der Schlisselrollen zu spielen. Neben der
Bedeutung, die ihr als Bestandteil der Bindungsstelle fir die anxiolytisch wirksamen
Benzodiazepine zukommt, zeigen zahlreiche Studien einen Zusammenhang mit der
Pathogenese von Angsterkrankungen. So kdnnen bei betroffenen Personen Autoantikdrper,
die gegen die y2-Untereinheit gerichtet sind, identifiziert werden, was eine Beteiligung an der
Entstehung der Erkrankung nahelegt. Ebenso zeigen y2-knockout-Mause Angstverhalten. Die
y2-Untereinheit ist am Aufbau der meisten GABAA-Rezeptoren im Gehirn beteiligt, und ihre
reduzierte Expression scheint mit einer Verminderung der tber diese Rezeptoren vermittelten

anxiolytischen Wirkung einherzugehen (Smith und Rudolph, 2012; Babaev et al., 2018).

Wie im Rahmen der Depressionen bereits erwahnt, spielen endogene neuroaktive Steroide
auch in der Pathophysiologie der Angststérung eine Rolle. Sie modulieren die neuronale
Exzitabilitdt, indem sie in niedrigen Konzentrationen allosterisch die Aktivitdt des GABAA-
Rezeptors modulieren, oder aber in hohen Konzentrationen direkt aktivieren (Hosie et al.,
2006; Nuss, 2015; Alvarez und Pecci, 2018). Infolgedessen bilden die Neurosteroide einen
Ansatzpunkt fur die Behandlung der Angststérungen und sollen in Kapitel 5.4 noch ausflihrlich

erlautert werden.

4.2 Epilepsie

Die Epilepsie ist eine neurologische Erkrankung, welche durch eine Dysbalance zwischen
exzitatorischer und inhibitorischer Neurotransmission gekennzeichnet ist. Durch

UberschieRende exzitatorische Aktivitat sowie eine gestorte hemmende Gegenregulation
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kommt es unter anderem zum Auftreten von Krampfanfallen, was sich beispielsweise in Form
des Lennox-Gastaut-Syndroms (LGS) auflert (Liu et al., 2014; Richardson et al., 2024). Im
Rahmen eines Anfalls steigt der Glutamatspiegel an, wahrend GABA eine unzureichende
Gegenregulation austibt (Perucca et al., 2023a). Eine Beteiligung des GABAergen Systems in
der Pathogenese ist somit unbestritten, und auch das Antikonvulsivum Phenobarbital, welches
als eines der ersten in der Behandlung der Epilepsie eingesetzt wurde, entfaltet seine Wirkung
Uber die Modulation des GABAA-Rezeptors. Auch heute wird Phenobarbital noch in der
Behandlung von generalisieten und fokalen Anfallen sowie im Rahmen des
therapierefraktaren Status Epilepticus auf Intensivstationen eingesetzt (Richardson et al.,
2024).

Das GABAerge System ist dabei an unterschiedlichen Epilepsie-Syndromen beteiligt, welche
jeweils durch ein bestimmtes klinisches Bild gekennzeichnet sind. Dazu z&hlen die
idiopathischen (genetischen) generalisierten Epilepsien (IGE), welche sich wiederum aus der
juvenilen (JAE) und der kindlichen Absencen-Epilepsie (CAE), den generalisierten tonisch-
klonischen Anfallen (GTCS) sowie der juvenilen myoklonischen Epilepsie (JME)
zusammensetzen (Hirsch et al., 2022). Des Weiteren sind die Fieberkrampfe zu nennen,
welche vor allem im Zusammenhang mit Fieber und im Alter zwischen sechs Monaten und
funf Jahren auftreten, sowie die generalisierte Epilepsie mit Fieberkrampfen Plus (GEFS +),
welche Uber das sechste Lebensjahr hinaus vorkommt. Auch das seltene Dravet-Syndrom,
das Lennox-Gastaut-Syndrom (LGS) sowie das West-Syndrom kénnen mit einer Fehlfunktion
des GABAergen Systems in Verbindung gebracht werden (Specchio et al., 2022; Bryson et
al., 2023).

Fehlfunktionen kénnen dabei die Synthese, die Freisetzung und die Wiederaufnahme von
GABA aus dem synaptischen Spalt betreffen, und beispielsweise durch unterschiedliche
Genmutationen bedingt sein. Bisher konnten mehr als 100 Varianten des fir den GAT1
codierenden SLC6A1-Gens gefunden werden, wobei die meisten davon Missense-Mutationen
oder trunkierende Mutationen darstellen (Carvill et al., 2015). Einige dieser Varianten sind mit
einem Funktionsverlust des GABA-Transporters assoziiert — der genaue Mechanismus, Uber
den diese Dysfunktion zu Epilepsien fuhrt, konnte bisher jedoch nicht geklart werden (Bryson
et al., 2023).

Des Weiteren konnte ein Zusammenhang zwischen einer gestérten GAT-Funktion und der mit
Temporallappenepilepsie (TLE) assoziierten Hippocampussklerose beobachtet werden. Auch
eine Storung im Rahmen des Glutamat/GABA-Glutamin-Zyklus wird mit der TLE in Verbindung

gebracht — dabei kommt es zu einer verminderten Expression der Glutaminsynthase, was eine
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geringere Bildung von Glutamin und weitere Umwandlung zu GABA zur Folge hat (Bryson et
al., 2023).

Auch Mutationen des GABAA-Rezeptors stehen mit unterschiedlichen Epilepsie-Formen in
direkter Verbindung. Mutationen des GABRG2-Gens, welches fiir die y2-Untereinheit codiert,
kénnen zu einem Funktionsverlust des Rezeptors und in weiterer Folge zum Dravet-Syndrom,
dem Lennox-Gastaut-Syndrom oder zu Fieberkrampfen fihren (Baulac et al., 2001). Aufgrund
der Relevanz dieser Untereinheit fur die Bindung von Benzodiazepinen geht ein
Funktionsverlust auch mit einer erschwerten medikamentdésen Behandlung einher (Fedi et al.,
2006; Richardson et al., 2024).

Gene, die flr die a1-3, B1-3 sowie die - Untereinheit codieren, konnten ebenfalls mit Formen
der Epilepsie in Zusammenhang gebracht werden (siehe Tabelle 2). Mutationen der GABRA1-
und GABRB2/3-Gene wurden dabei am haufigsten beobachtet, was mit der verbreiteten
Expression dieser Untereinheiten im ZNS korreliert (Absalom et al., 2023). Neben Mutationen,
die zu einem Funktionsverlust der Rezeptoren fihren, konnten auch einige Gain-of-Function-
Mutationen identifiziert werden — beispielsweise Varianten der B3- oder der &-Untereinheit
(Maillard et al., 2022; Richardson et al., 2024).

Jingste Ergebnisse einer Studie konnten zudem zeigen, dass Mutationen im GABRA4-Gen
mit neurologischen Symptomen in Verbindung stehen — unter anderem mit epileptiformen
EEG-Abnormalitaten und Anfallen (Sajan et al., 2024).

das von einer Mutation Genmutation Beispiel fiir die
betroffene Gen phanotypische
Auspragung der Mutation
in Form eines

epileptischen Syndroms

GABRG2 K289M GEFS+

GABRG2 R177G Fieberkrampfe

GABRG2 K328M GEFS+

GABRA1 Fo2L GEFS+

GABRA1 V284A frihe kindliche epileptische
Enzephalopathie (EIEE)

GABRB2 GA272 GTCS

GABRB3 L284P myoklonische Absencen-

Epilepsie (MAE)
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GABRB3 Y302C Fieberkrampfe
GABRB4 T300I Early-onset Epilepsie

Tabelle 2: Mutationen diverser Gene, welche fir GABAA-Rezeptoruntereinheiten codieren, und
mogliche phanotypische Auswirkungen im Bereich der Epilepsie (Baulac et al., 2001; Todd et al., 2014;
Qu et al., 2021; Maillard et al., 2022; Vogel et al., 2022; Absalom et al., 2023; Sajan et al., 2024).

Im Rahmen eines Status epilepticus, der durch einen verlangerten Anfall oder mehrere kurz
aufeinander folgende Anfalle gekennzeichnet ist, kommt es Studien zufolge zu einer
Internalisierung von synaptischen GABAA-Rezeptoren. Diese Inaktivierung bringt in weiterer
Folge eine verminderte GABA-vermittelte synaptische Inhibition sowie eine reduzierte
Sensitivitdt gegenliber Benzodiazepinen mit sich. Des Weiteren kdnnten auch prasynaptische
Mechanismen wahrend eines Status epilepticus beeinflusst werden, welche beispielsweise die
Freisetzung von Neurotransmittern in den synaptischen Spalt betreffen (Goodkin et al., 2008).
Extrasynaptische Rezeptoren hingegen sind von diesem Prozess nicht betroffen, was die
Neurosteroide zu einem interessanten Ansatzpunkt fir die Behandlung des Status epilepticus
werden lasst — diese binden sowohl an synaptische als auch an extrasynaptische Rezeptoren
(Rogawski et al., 2013; Perucca et al., 2023a).

Eine vermehrte Anfallsaktivitat hat auch einen Einfluss auf den ClI- Gradienten — so kann der
Transporter KCC2 zum einen durch einen zu starken Fluss der Chloridionen in seiner
Kapazitat Gberlastet werden, was zu einer Erh6hung der intrazellularen Chlorid-Konzentration
fuhrt. Zum anderen kann eine vermehrte Anfallsaktivitdt die Expression des KCC2

herunterregulieren (Burman et al., 2019; Auer et al., 2020; Bryson et al., 2023).

Die Behandlung der Epilepsie erfolgt durch zahlreiche Antikonvulsiva, die in das GABAerge
System eingreifen. So hemmt beispielsweise Tiagabin die GABA-Wiederaufnahme, wahrend
Vigabatrin den GABA-Stoffwechsel inhibiert. Benzodiazepine, Barbiturate, das Neurosteroid
Ganaxolon oder Felbamat hingegen wirken Uber die Modulation des GABAA-Rezeptors
(Perucca et al., 2023b).
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5. Liganden und ihre Bindungsstellen am GABAA-Rezeptor

5.1 Benzodiazepine

Die 1,4-Benzodiazepine, welche seit vielen Jahrzehnten erfolgreich in der Pharmakotherapie
zahlreicher psychischer Erkrankungen eingesetzt werden, wurden als die ersten Liganden der
Benzodiazepin-Bindungsstelle am  GABAA-Rezeptor identifiziert. Neben  dieser
Wirkstoffgruppe, deren bekanntester Vertreter wohl Diazepam darstellt, binden jedoch auch
zahlreiche Substanzen mit abweichender Struktur an dieselbe Bindungsstelle (siehe
Abbildungen 6 und 7). Dabei fuhrt die Bindung der Liganden nicht zu einer direkten
Aktivierung des Kanals, sondern zu einer Modulation der Wirkung von Agonisten wie GABA,
indem die Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals erhdéht wird. So wirken neben den
klassischen Benzodiazepinen beispielsweise die sogenannten Z-Drugs wie Zolpidem,
Zopiclon und Zaleplon als positiv allosterische Modulatoren, ebenso wie die Substanz CGS-
8216 aus der Gruppe der Pyrazoloquinoline an dieser Bindungsstelle (Sigel und Buhr, 1997;
Sigel und Lischer, 2011; Léscher und Rogawski, 2012; Sigel und Ernst, 2018). Daneben sind
auch unselektive negativ allosterische Modulatoren wie das p-Carbolin Methyl-6,7-dimethoxyl-
4-ethyl-B-Carbolin-3-carboxylat (DMCM) zu nennen. Als Antagonist ist der Wirkstoff
Flumazenil zu nennen, welcher in der klinischen Praxis als Antidot nach einer Uberdosierung
von Benzodiazepinen sowie zur Aufhebung der Allgemeinanasthesie eingesetzt wird (Rudolph
und Knoflach, 2011; Sigel und Ernst, 2018; Kim et al., 2020). Diese Substanz zeigt jedoch
nicht ausschliel3lich antagonistische Aktivitat — in niedrigen Konzentrationen wirkt sie als
negativ allosterischer Modulator, wahrend in hohen Konzentrationen eine positiv allosterische
Wirkung beobachtet werden kann. Diese modulatorischen Effekte sind jedoch in beiden Fallen

eher schwach ausgepragt (Sigel und Baur, 1988; Sigel und Ernst, 2018)
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Abbildung: 6: Strukturformeln von (a) Diazepam und (b) Zolpidem
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Abbildung 7: Strukturformeln von (a) Flumazenil und (b) DMCM

Die Bindung der positiv allosterischen Modulatoren an die Bindungsstelle bringt eine
sedierende und anxiolytische Wirkung mit sich, des Weiteren kdnnen hypnotische und
antikonvulsive Effekte beobachtet werden. Das breite Wirkspektrum erméglicht den Einsatz in
der Therapie zahlreicher Erkrankungen — so finden sie bei Angst- und Panikstérungen,
Krampfanféllen, Muskelspasmen, Schlafstérungen sowie auch im Rahmen des akuten
Alkoholentzugs Anwendung (Mohler et al., 2002; Goldschen-Ohm, 2022). Jedoch kann der
langfristige Konsum der Benzodiazepine auch negative Effekte mit sich bringen, zu denen die
Ausbildung einer Toleranz und Abhangigkeit sowie eine Beeintrachtigung der kognitiven
Funktion zahlen (Schmitz, 2016; Fluyau et al., 2018; Goldschen-Ohm, 2022).

Die hochaffine Bindungsstelle fir Benzodiazepine und Z-Drugs befindet sich extrazellular
zwischen der a(+)- und der y(-)-Untereinheit (Sigel und Lischer, 2011; Sigel und Ernst, 2018;
Laverty et al., 2019; Kim et al., 2020). Dort interagiert der Ligand in seiner Bindungstasche mit
Resten beider Untereinheiten — beispielsweise bilden die Ringe der Benzodiazepin-
Kernstruktur m-Wechselwirkungen mit Aromaten des Rezeptorproteins aus (Goldschen-Ohm,
2022; Zhu et al., 2022).

Zu den essenziellen Aminosaure-Resten gehdrt ein Histidin-Rest in Position 101, welcher in
a1-a3 sowie a5 zu finden ist und in a4 sowie a6 gegen einen Arginin-Rest ausgetauscht ist.
Das Fehlen dieses Restes fuhrt demnach in a4- und a6-Untereinheiten zu einem Verlust der
Benzodiazepin-Sensitivitat. Dieser Histidin-Rest interagiert Gber Wasserstoffbriicken mit dem
Chlor-Atom von Diazepam, dem Fluor-Atom von Flumazenil oder mit den Methoxygruppen des
negativ allosterischen Modulators DMCM (Goldschen-Ohm, 2022; Zhu et al., 2022). In Bezug
auf die y2-Untereinheit sind der Phenylalanin-Rest in Position 77 sowie der Methionin-Rest in
Position 130 als flr die hochaffine Bindung notwendige Aminosauren zu nennen (Wingrove et
al., 1997).
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Neben dieser hochaffinen extrazellularen Bindungsstelle konnten im Bereich der
Transmembrandomane weitere Stellen gefunden werden, an denen Diazepam bindet (siehe
Abbildung 8 (A) und (B)). Walters et al. identifizierten den Serin-Rest in Position 267 der o-
Untereinheit, den Asparagin-Rest in Position 265 der $-Untereinheit sowie den Serin-Rest in
Position 280 der y-Untereinheit als fur diese Bindung bedeutsame Aminosauren (Walters et
al., 2000). Diese werden mit der biphasischen Konzentrations-Wirkungs-Kurve des Wirkstoffs
in Verbindung gebracht - so weist er sowohl eine geringe mikromolare Affinitat als auch eine
hohe nanomolare Affinitdt auf. Die Bindung an die TMD scheint dabei fur die geringer affine
Wirkung verantwortlich zu sein. Diese Regionen zeigen Ubereinstimmungen mit den
Bindungsstellen von Anasthetika, welche in Kapitel 5.3 ausflhrlich erlautert werden (Masiulis
et al., 2019; Szabo et al., 2019; Goldschen-Ohm, 2022).

Daruber hinaus kénnen bestimmte Liganden der hochaffinen Bindungsstelle — beispielsweise
die Substanz GCS9216 — an ein Pocket zwischen a+/B- binden, welches strukturelle
Ahnlichkeiten zu der hochaffinen a+/y-Stelle aufweist. In GABAA-Rezeptoren, in denen die a-
Untereinheit nicht vorhanden ist, kann Diazepam aufierdem an ein Interface zwischen der
B2(+) und der y2(-)- Untereinheit binden (Wongsamitkul et al., 2017; Sigel und Ernst, 2018).

Abbildung 8: Bindung von Diazepam an die extrazellulédre sowie an die Transmembran-
Bindungsstelle, (A) zeigt den Blick von Oben und (B) die Seitenansicht (Goldschen-Ohm, 2022,

bearbeitet, lizenziert unter CC BY 4.0, https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)
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Wie bereits beschrieben, fihrt der Verlust des H101-Restes in a4- und a6-Untereinheiten zu
einem Verlust der Benzodiazepin-Sensitivitat. Mithilfe von Studien an Knock-in-Mausen
konnten weitere Erkenntnisse Uber den Zusammenhang zwischen der a-Isoform und der
Benzodiazepin-Wirkung gewonnen werden — so vermittelt die a1-Untereinheit die
sedierenden, antikonvulsiven und anterograd amnestischen Effekte. Die anxiolytischen
Effekte hingegen werden durch die a2-Untereinheit bewirkt, wahrend die a3- sowie die a5-
Untereinheiten zur Muskelrelaxation beitragen (Rudolph et al., 1999; McKernan et al., 2000;
Lischer et al., 2012).

Weitere Reste, die sich auf die Affinitdt der Liganden gegeniiber dieser Bindungsstelle
auswirken, konnten durch Studien an humanen embryonalen Nierenzellen (HEK-Zellen)
identifiziert werden. Durch die Mutation des Glu225-Restes der a3-Unterenheit zu einem
Glycin-Rest wird die Affinitat fur Zolpidem um das Zehnfache gesteigert. Der Austausch des
Tyr159-Restes der a1-Untereinheit gegen einen Serin-Rest hingegen geht mit dem Verlust der
Flumazenil-Bindung einher. Ebenso bedeutsam flir die Bindung von Flumazenil ist auRerdem
der Tyrosin-Rest am Position 209 der a1-Untereinheit. Die Aminosaure, die sich an Position
77 der y2 befindet, scheint ebenfalls entscheidend zu sein — so wird die Affinitat von Zolpidem
durch die Mutation von Phenylalanin zu Isoleucin vermindert, und durch die Substitution zu
Tyrosin erhéht (Sigel und Buhr, 1997). Die Mutation F771 flhrt au3erdem zu einer Inhibition
des GABA-induzierten Chloridstroms (leasa) durch Flunitrazepam, wahrend an a1p2y1
GABAA-Rezeptoren (y1177) positive Modulation von lgasa durch Triazolam, Midazolam und
Clotiazepam, nicht aber Diazepam oder Flurazepam beobachtet werden konnte (Ogris et al.,
2004; Khom et al., 2006).

Aufgrund der Auswirkungen, die die Zusammensetzung der Untereinheiten auf die Wirkung
der Benzodiazepine hat, wird die Bedeutung von Subtyp-selektiven Modulatoren in der
Pharmakotherapie deutlich. Bestimmte Effekte, die die Wirkstoffe auf das Nervensystem
ausuben, sind im Rahmen einiger Indikationen erwlnscht, und werden in anderen wiederum
als Nachteil empfunden. So wird die sedierende Wirkung in der Anasthesie bei operativen
Eingriffen pharmakologisch genutzt, muss in der Therapie von Angststérungen jedoch haufig
als unerwiinschte Nebenwirkung in Kauf genommen werden (Zeilhofer et al., 2009; Smith et
al., 2012; Benham et al., 2021; Engin, 2022).

Durch die Entwicklung Subtyp-selektiver Wirkstoffe kdnnten bestimmte Erkrankungen unter

Umgehung gewisser Nebenwirkungen gezielter therapiert werden. Bisher konnte jedoch kein

vollstandig selektiver Wirkstoff auf den Markt gebracht werden — einige Substanzen mit
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Subtyp-selektiver Affinitat und Wirksamkeit wurden jedoch bereits in praklinischen und
klinischen Studien untersucht (Sieghart und Savi¢, 2018; Engin, 2022).

Ein Ansatz fur die Entwicklung selektiver Liganden an der Benzodiazepin-Bindungsstelle stellt
die a1-Untereinheit darf — so wiirden Wirkstoffe, die keine Affinitat fir GABAA-Rezeptoren mit
dieser Isoform aufweisen, anxiolytisch wirken, ohne die sedierende Komponente mit sich zu
bringen. AuRerdem scheint diese Untereinheit eine wichtige Rolle im Rahmen der
Abhangigkeit zu spielen, indem sie zum Belohnungseffekt und dem Benzodiazepin-
Entzugssyndrom beitragen (Engin, 2022). Nachdem im Jahr 2018 30,6 Millionen Erwachsene
in den Vereinigten Staaten angaben, Benzodiazepine eingenommen zu haben, und 20% des
Gesamtkonsums auf eine missbrauchliche Verwendung zurtickzufiihren sind, sollte diese

Komponente besonders berlcksichtigt werden (Maust et al., 2019).

5.2 Barbiturate

Eine weitere Gruppe an Modulatoren, die an GABAA-Rezeptoren binden, stellen die
Barbiturate dar (siehe Abbildung 9). Nach ihrer Entdeckung zu Beginn des 20. Jahrhunderts
wurde der erste Vertreter — die Diethylbarbitursaure — in der Behandlung von Psychosen und
Neurosen eingesetzt (Lopez-Mufoz et al., 2005; Fourati et al., 2017). Mithilfe der Barbiturate
konnte erstmalig die Mdglichkeit geschaffen werden, die Epilepsie effektiv zu behandeln, und
der Weg fur die intravendse Anasthesie geebnet werden. Aufgrund der geringen
therapeutischen Breite, der mdglichen Atemdepression als Nebenwirkung sowie der Gefahr
der Abhangigkeit wurden die Barbiturate mittlerweile jedoch groftenteils durch andere
Wirkstoffe ersetzt. Heute werden sie nur noch im Rahmen weniger Indikationen eingesetzt —
so finden beispielsweise die Vertreter Thiopental und Phenobarbital noch in der Behandlung
bestimmter Formen der Epilepsie und in der Anasthesie Anwendung (Lépez-Mufioz et al.,
2005; Cutler et al., 2023).

Barbiturate wirken krampflésend, anxiolytisch, hypnotisch und sedierend und werden aufgrund
der in hohen Dosen auftretenden Atemdepression auch in der Euthanasie eingesetzt (Loscher
und Rogawski, 2012). Weiters fand Thiopental in den USA fur lange Zeit im Rahmen der
Todesstrafe Anwendung, wurde dabei mittlerweile aber grétenteils durch Substanzen wie

Midazolam ersetzt (Kim und Levy, 2020).
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Abbildung 9: Strukturformeln von (a) Barbital, (b) Phenobarbital und (c) Pentobarbital

Barbiturate binden sowohl an synaptische als auch an extrasynaptische GABAA-Rezeptoren,
wo sie als allosterische Modulatoren die Dauer der Kanaloffnung in Anwesenheit von GABA
verlangern  (Ghit et al,, 2021; Cutler et al, 2023). Eine Erhéhung der
Offnungswahrscheinlichkeit des Rezeptors, wie es bei den Benzodiazepinen der Fall ist, wird
hingegen nicht erreicht (Léscher und Rogawski, 2012). Ein weiterer Unterschied zu den
Benzodiazepinen besteht in der Moglichkeit der direkten Aktivierung des Rezeptors in hohen
Konzentrationen, selbst wenn GABA nicht vorhanden ist (Ghit et al., 2021; Cutler et al., 2023).
Aulerdem fihrt die Modulation durch Benzodiazepine nur zu einem begrenzten Anstieg der
Chlorid-Leitfahigkeit, wahrend dieses durch Barbiturate um ein Vielfaches gesteigert werden
kann. In sehr hohen Konzentrationen kdnnen diese Liganden wiederum eine Hemmung des

Stromflusses bewirken (Loscher und Rogawski, 2012).

Die Bindungsstellen fur Barbiturate befinden sich an den y+/B-Interfaces sowie an den
Interfaces der a+/B- Untereinheiten im Bereich der Transmembrandomane. Als Aminosaure-
Reste, die fiir die Bindung mitverantwortlich sind, konnten der Alanin-Rest in Position 291 und
der Tyrosin-Rest in Position 294 der a-Untereinheit, der Methionin-Rest in Position 277 der B-
Untereinheit sowie der Serin-Rest in Position 301 der y-Untereinheit identifiziert werden (Chua
und Chebib, 2017; Ghit et al., 2021).

5.3 Anasthetika

Die Entwicklung der Anasthetika im 19. Jahrhundert leistete einen wesentlichen Beitrag zum
medizinischen Fortschritt. Der Einsatz dieser Substanzen hat die Moglichkeit geschaffen,
operative Eingriffe unter erheblicher Reduktion von Schmerzen und des Bewusstseins
durchzufihren, und gehért heute zum Kklinischen Praxisalltag. Eine durch

Allgemeinanasthetika ausgeléste Narkose geht in der Regel mit einer Veranderung der
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Motorik, der Wahrnehmung, der Empfindung, des Bewusstseins und der autonomen Kontrolle
einher (Garcia et al., 2010).

Nachdem die Barbiturate Gber lange Zeit hinweg zu den Mitteln der Wahl zahlten, wurden
diese mittlerweile gréRtenteils durch andere Wirkstoffe ersetzt. So werden heute hauptsachlich
die intravendsen Anasthetika Propofol und Etomidat (siehe Abbildung 10) eingesetzt, des
Weiteren sind die inhalativen Narkotika wie Isofluran und Sevofluran zu nennen. (Olsen, 2018;
Kim et al., 2020)

b N
OH N

CH3 CH3 O

CHj5

Abbildung 10: Strukturformeln von (a) Propofol und (b) Etomidat

Die Allgemeinanasthetika weisen wenig Selektivitat auf - keiner der Wirkstoffe wirkt nur an
einem Protein des Nervensystems. In klinisch verabreichten Konzentrationen interagiert jede
der Substanzen mit mindestens zwei verschiedenen Rezeptortypen. Neben dem GABAA-
Rezeptor kdnnen Glycin-, 5-HT3- oder Glutamat-Rezeptoren an der Anasthesie beteiligt sein
(Garcia et al., 2010; Kim et al., 2020). Die Wirkstoffe, die an dieser Stelle besprochen werden
sollen, sind allesamt positiv allosterische Modulatoren des GABAA-Rezeptors. In hohen
Konzentrationen kdnnen sie den Rezeptor auch direkt in Abwesenheit von GABA aktivieren
(Garcia et al., 2010). Durch ihre Bindung fuhren sie zu den fir die Narkose bedeutsamen
Effekten: der Analgesie, der Amnesie, der hypnotischen sowie der immobilisierenden Wirkung,
zu beachten sind jedoch auch unerwinschte Wirkungen wie die Atemdepression (Franks,
2006; Hao et al., 2020).

Auch wenn die genauen Wirkmechanismen der Anasthetika noch nicht vollkommen geklart
sind, konnten Bindungsstellen am GABAA-Rezeptor identifiziert werden. Diese befindet sich

dabei fur das intravenose Anasthetikum Etomidat im Bereich der Transmembrandomane am

33



B+/a-Interface (Li et al., 2006; Kim et al., 2020). Die Sensitivitdt gegenuber Etomidat ist bei f2-
oder B3-haltigen Rezeptoren im Vergleich zu jenen mit 31-Untereinheiten erhoht, was auf den
B2/B3N265-Rest der M2-Domane zurickzuflhren ist. Mutationen dieses Restes gehen mit
einer verminderten Modulation durch Etomidat einher (Siegwart et al., 2002; Jurd et al., 2003;
Olsen, 2018). Eine Mutation des S265-Restes der B1-Untereinheit zu Asparagin erhoht
hingegen die Sensitivitat. Des Weiteren scheint der M286-Rest der M3-Domaéane aller [3-

Untereinheiten in der Bindung involviert zu sein (Belelli et al., 1997; Hao et al., 2020).

Der Wirkstoff Propofol interagiert héchstwahrscheinlich nicht nur mit dem B+/a-Interface,
sondern auch beispielsweise mit dem a+/B- Interface. (Jayakar et al., 2014; Forman und Miller,
2016; Hao et al., 2020). Sowohl die a- als auch die B- und y-Untereinheiten beeinflussen die
Sensitivitdt. Eine Punktmutation des M286-Restes der B1-Untereinheit geht mit einer
verminderten modulierenden Wirkung einher, die direkte Aktivierung in hohen Konzentrationen
bleibt jedoch unbeeinflusst (Krasowski et al., 1998; Hao et al., 2020).

Die Bindung von Inhalationsnarkotika findet hauptsachlich am a+/B- Interface oder dem B+/a-
Interface statt (Woll et al., 2018), und wird unter anderem durch den a1S70-Rest der M2-
Domane sowie den a1A291-Rest der M3-Domane beeinflusst (Mihic et al., 1997). Eine
Mutation des S270-Restes, bei der Serin durch Histidin ausgetauscht wird, flihrt zu einer

reduzierten Sensitivitat fur Isofluran (Hall et al., 2004; Hao et al., 2020).

5.4 Neurosteroide

Die Neurosteroide stellen die wichtigsten endogenen Modulatoren von GABAA-Rezeptoren
dar (Alvarez und Pecci, 2018). Die Synthese findet ausgehend von Cholesterol in Neuronen
und Gliazellen statt, was ihnen den Namen der Neurosteroiden verleiht und sie von den
klassischen, aus den Gonaden, der Nebenniere oder der Plazenta stammenden Steroiden
unterscheidet (Tateiwa und Evers, 2024). Die Vertreter Allopregnanolon (siehe Abbildung
11), Pregnanolon und THDOC sind positiv allosterische Modulatoren am GABAA-Rezeptor,
wahrend Isopregnanolon, Pregnenolonsulfat und DHEAS als negativ allosterische
Modulatoren wirken (Akk et al., 2007; Pierce et al., 2022; Tateiwa und Evers, 2024).

Nachdem die neuroaktiven Steroide als endogene Modulatoren an der ZNS-Entwicklung und
an der Regulation der neuronalen Exzitabilitat beteiligt sind, hat sich auch der Einsatz von
exogenen Neurosteroiden in der Pharmakotherapie bewahrt (Chen et al., 2019). So wirken sie
beispielsweise als Antidepressiva, Hypnotika, Anasthetika und Antikonvulsiva (Reddy und
Rogawski, 2000; Barbaccia et al., 2005; Kanes et al., 2017).
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Abbildung 11: Strukturformel von Allopregnanolon

Neurosteroide wie Allopregnanolon kénnen in niedrigen nanomolaren Konzentrationen als
positiv allosterische Modulatoren wirken, in héheren mikromolaren Konzentrationen kénnen
sie wie die Barbiturate und die Anasthetika eine direkte Aktivierung des Rezeptors ohne

Anwesenheit von GABA bewirken (Alvarez und Pecci, 2018; Tateiwa und Evers, 2024).

Die Bindungsstellen der Neurosteroide am GABAA-Rezeptor befinden sich vermutlich in den
TM-Domanen (Hosie et al., 2006; Laverty et al., 2017; Miller et al., 2017; Ziemba et al., 2018).
Eine dieser Stellen befindet sich an der B+/a-Interface — das Neurosteroid positioniert sich
dabei mit einer Ausrichtung des A-Rings zum Q241-Rest der a-Untereinheit, wahrend der D-
Ring in Richtung des F301-Restes der B-Untereinheit ausgerichtet ist. Eine Mutation, bei der
der Glutamin-Rest mit einem Leucin-Rest ausgetauscht wird, fliihrt zu einer wesentlichen
Reduktion der durch Allopregnanolon vermittelten Potenzierung (Akk et al., 2008; Germann et
al., 2021), da keine Wasserstoffbriickenbindung ausgebildet werden kann (Laverty et al.,
2017; Miller et al., 2017; Tateiwa und Evers, 2024).

Des Weiteren kdnnen Neurosteroide in ein Pocket zwischen den M1- und M4-Doméanen der
a-Untereinheiten binden. Dabei wird der A-Ring in Richtung des Y415-Restes, und der D-Ring
in die Nahe des N407-Restes der a-Untereinheit positioniert. Eine Mutation des Valin-Restes
an Position 226 der al1-Untereinheit zu einem Tryptophan-Rest geht ebenfalls mit einer
verminderten Potenzierung durch Allopregnanolon einher (Chen et al., 2019; Germann et al.,
2021).

Eine dritte Bindungsstelle konnte aulierdem zwischen der M3- und der M4-Domane der B-

Untereinheit gefunden werden. Bindet ein Neurosteroid an diese Stelle, wird der A-Ring in
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Richtung des Y443-Restes der M4-Domane, und der D-Ring in Richtung des G287-Restes der

M3-Domane ausgerichtet (Germann et al., 2021).

Die Neurosteroide weisen eine geringe Selektivitat auf, und kénnen an alle GABAA-Rezeptor-
Subtypen binden — auch an jene, die a4-, a6- und &-Untereinheiten beinhalten (Meltzer-Brody
und Kanes, 2020; Reddy et al., 2023). Dementsprechend wirken sie sowohl an synaptischen
als auch an extrasynaptischen Rezeptoren, was sie zu einem interessanten Ansatz fir die
Pharmakotherapie macht. Allopregnanolon gehért zu den Vertretern, welche die
extrasynaptischen GABAA-Rezeptoren am effektivsten modulieren (Abramian et al., 2014;
Meltzer-Brody und Kanes, 2020).

Die extrasynaptische 0-Untereinheit scheint sich sogar positiv auf die Affinitat der
Neurosteroide auszuwirken. In einer Studie, die an d-Knockout-Mausen durchgefihrt wurde,
wurde eine wesentliche Reduktion der Potenzierung beobachtet, wodurch die essentielle Rolle

der d-Untereinheit noch einmal unterstrichen wurde (Reddy, 2018; Reddy et al., 2023)

Aufgrund der extrasynaptischen Wirkung und des hohen therapeutischen Index waren die
Neurosteroide auch flr den Einsatz als Anasthetika geeignet. Sie fuhren nur selten zu
Atemdepressionen und kardiovaskuldren Beschwerden, welche zu den typischen
Nebenwirkungen der aktuell eingesetzten intravendsen Anasthetika gehéren. Des Weiteren
weisen sie eine neuroprotektive und entzindungshemmende Wirkung auf (Tesic et al., 2020;
Jolivel et al., 2021; Tateiwa und Evers, 2024). Somit kdnnte diese Substanzgruppe als ein

Ansatz fir die Entwicklung neuer Anasthetika dienen.

Des Weiteren wird die Substanz Ganaxolon — ein Derivat von Allopregnanolon, welches eine
Methylierung an der 3B-Position aufweist — in der Therapie der Epilepsie eingesetzt. Das
Steroid reduziert hierbei die Haufigkeit der Anfalle, welche an dem seltenen Cyclin-dependent
kinase-like 5 (CDKL5)-Mangel-Syndrom erkrankte Patient*Innen erleiden (Knight et al., 2022;
Tateiwa und Evers, 2024).

Eine weitere Indikation fiir den Einsatz exogener Neurosteroide stellt die Postpartale
Depression (PPD) dar, welche mit den klassischen Symptomen einer Major Depression
einhergeht und im zeitlichen Kontext zu einer Geburt auftritt. Die Symptomatik kann dabei bis
zu vier Wochen nach der Entbindung oder auch schon wahrend der Schwangerschaft
einsetzen (Leader et al., 2019; Reddy et al., 2023).

Die Atiologie der PPD scheint vielseitig zu sein und konnte bisher nicht ausreichend geklart

werden. Es wird aber von einer Beteiligung der HPA-Achse ausgegangen, welche bereits in
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Kapitel 4.1 erwahnt wurde und durch Stress verstarkt aktiviert wird (Meltzer-Brody und Kanes,
2020). Eine chronische Aktivierung der HPA-Achse kann zu einer PPD fihren (Laurent et al.,
2018), aullerdem sind hormonelle und neuroendokrine Faktoren beteiligt. Auch das GABAA-
System scheint in der Pathophysiologie involviert zu sein, indem es zu einer Dysbalance der
Neurosteroide und veranderten Expression der Rezeptor-Untereinheiten kommt (Licheri et al.,
2015; Pennell et al., 2015; Meltzer-Brody und Kanes, 2020).

Der positive Effekt von Neurosteroiden im Rahmen der PPD konnte in einer Studie beobachtet
werden, welche an genetisch veranderten Mausen durchgefiihrt wurde. Hierbei wurden durch
Mutationen der Gene, welche fir KKC2 sowie fiir die d-Untereinheit des GABAA-Rezeptors
codieren, PPD-ahnliche Symptome ausgeldst. Die Verabreichung des Neurosteroids SGE-516
brachte hingegen eine Besserung der Symptomatik mit sich (Melon et al., 2018; Meltzer-Brody
und Kanes, 2020).

Im Rahmen einer randomisierten, placebo-kontrollierten Phase-3-Studie, welche an
Patientinnen mit PPD durchgefiihrt wurde, konnte die Wirksamkeit von Brexanolon (Zulresso
®) bestatigt werden. Dieser Wirkstoff entspricht strukturell Allopregnanolon, und konnte eine
signifikante Besserung der Symptome innerhalb von 60 Stunden im Vergleich zum Placebo

erzielen (Meltzer-Brody et al., 2018).
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6. Fragestellung

Der inhibitorische Neurotransmitter GABA ist durch seine regulatorische Funktion, die er auf
das zentrale Nervensystem ausubt, in der Entstehung zahlreicher Erkrankungen wie der
Epilepsie oder den Angststorungen beteiligt. Ebenso werden Substanzen, die am GABA-
aktivierten Rezeptor angreifen, aufgrund der sedativen, anasthetischen, antikonvulsiven,
analgetischen und hypnotischen Eigenschaften fur zahlreiche Indikationen eingesetzt. So
werden Neurosteroide zur Behandlung der PPD, Anasthetika wie Etomidat und Propofol zur
Narkotisierung, Barbiturate als Antiepileptika, und Benzodiazepine als Anxiolytika und
Hypnotika eingesetzt. Trotz des Beitrages, den diese Wirkstoffe im Klinikalltag leisten, sind die
negativen Auswirkungen nicht auRer Acht zu lassen.

Insbesondere die langfristige Anwendung von Benzodiazepinen geht mit problematischen
Nebenwirkungen einher. Nach langerfristiger Einnahme kann es zu einer Verstarkung von
Schlaf- und Angststérungen kommen, des Weiteren steigt die Gefahr von Stlirzen, kognitiven

Beeintrachtigungen und schlie3lich der Abhangigkeit (Lembke et al., 2018).

Die Anzahl der Erwachsenen Personen, welche in den Vereinigten Staaten ein Rezept fir ein
Benzodiazepin eingeldst haben, hat sich im Zeitraum von 1996 bis 2013 um 67% erhoht
(Bachhuber et al., 2016). Clonazepam, Lorazepam und Alprazolam fallen unter die zehn am
haufigsten verschriebenen psychotropen Substanzen, und die Zahl an Todesfallen, welche in
Zusammenhang mit einer Uberdosis an Benzodiazepinen stehen, ist von 1135 im Jahr 1999
auf 8791 im Jahr 2015 gestiegen (Lembke et al., 2018). Auch in Europa ist der Konsum von
Benzodiazepinen weit verbreitet, und scheint hier insbesondere bei alteren Personen ein
Problem darzustellen. Im Rahmen einer Studie zwischen 2019 und 2020 waren 15% der
untersuchten Personen im Alter von mindestens 65 Jahren Konsumenten von

Benzodiazepinen (LukaciSinova et al., 2024).

Ein Loésungsansatz konnte die Entwicklung von Substanzen darstellen, welche selektiv
spezifische Subtypen des GABAA-Rezeptors modulieren. So kénnten Gber die spezifischere
Bindung gezielt gewilnschte pharmakologische Effekte erzielt werden, und dabei
Nebenwirkungen wie die Abhangigkeit oder die Sedierung umgangen werden (Rudolph und
Knoflach, 2011).

Das Ziel meiner Masterarbeit war es, 4 Substanzen (AWM1, DHHB, THH und HO aus
stdafrikanischen Wildpflanzen), welche zuvor als GABAA-Rezeptor-Modulatoren identifiziert
worden waren (siehe Masterarbeit Katharina NelRmerak, 2024) im Detail zu charakterisieren.

Dazu wurden unterschiedliche GABAA-Rezeptor-Subtypen bestehend aus a1b2y2, a1p1,
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a1B2 bzw. a1B3 UE in Xenopus laevis Oozyten exprimiert und die konzentrationsabhangige
Modulation von GABA-induzierten Chloridionen-Strémen (lgasa) mittels 2-Mikroelektroden-
Sapnnungsklemmtechnik untersucht. Durch die Wahl der Subtypen sollten erste Einblicke in
die Beteiligung potenzieller Bindungstaschen inklusive der Neurosteroid-Stelle am Rezeptor
gewonnen werden, welche anschliel3end pharmakologisch getestet wurden.

7. Material und Methoden

Die Beschreibung der Methoden, welche flr die Erhebung der Daten verwendet wurden,
wurde unter anderem aus einer friiheren Masterarbeit unter Betreuung von Ass. Prof. Dr.
Sophia Khom-Steinkellner an der Universitat Wien bernommen und an die spezifischen
Gegebenheiten meiner Arbeit angepasst (siehe Masterarbeit Sabina Salkic ,Neue
Modulatoren von GABAa-Rezeptoren und ihre potentielle Anwendung in der Alkoholkrankheit*
2023, https://utheses.univie.ac.at/detail/66771).

7.1 Injektion der cRNA

Oozyten, welche Uber das Unternehmen Ecocyte Bioscience (Dortmund) bezogen wurden,
wurden in einer Petrischale mit calcium-haltigem ND96-Medium aufbewahrt (90 mM NaCl, 1
mM KCI, 1mM MgClz - 6 H20, 1TmM CaCl2, 5 mM HEPES; pH = 7,4 mit 1M NaOH eingestellt).
Fiar die Injektion wurden unter dem Binokular geeignete, zweifarbige, runde und intake

Oozyten ausgewahilt.

AnschlielRend wurde die cRNA unter RNase-freien Bedingungen vorbereitet. Dazu wurde die
cRNA der einzelnen Untereinheiten in einem bestimmten Verhaltnis in ein Eppendorf
Reaktionsgefal pipettiert (a181 3:1, a1f2 und a1p3 1:1, a1p2y2 1:1:10). Daraufhin wurde die
cRNA-Mischung vorsichtig gemischt und in eine mit Silikondl gefillte Glaskapillare aufgesaugt.
Mithilfe eines Nanoject Il wurden jeweils 40 bis 60 nl der cRNA in die Oozyten injiziert, wobei
man eine geringe GroRenzunahme des Oozyten beobachten konnte. Nach erfolgter Injektion
wurden die Oozyten in einer Petrischale in ND96 (100 pg/ml Penicillin und 100 pg/mi
Streptomycin supplementiert) fir mindestens 24 Stunden inkubiert, was zur Expression der
Rezeptoren fuhrte. Die Inkubation erfolgte dabei bei einer Temperatur von 18 Grad. Nach
Ablauf der 24 Stunden sowie an jedem weiteren Tag wurden die Oozyten in ein frisches AB-
haltiges Medium Uberfuhrt.
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7.2 Herstellung der Messlésungen

Ausgehend von einer TmM GABA-LG6sung, welche taglich durch die Losung von 5,15 mg
GABA in 50 ml ND96 hergestellt wurde, wurden GABA-LOsungen in unterschiedlichen
Konzentrationen (1 uM, 3 uM, 5 uM, 10 pM) hergestellt. Unter Verwendung der 1 uM GABA-
Lésung als Zwischenstammldsung wurden Verdinnungen mit den Konzentrationen 0,1 uM,
0,3 yM und 0,5 uM hergestellt. Die Reinstoffe wurden in 100 % DMSO (Dimethylsulfoxid)
gelost, wodurch eine 100 mM Stammldsung erhalten wurde. Davon ausgehend wurden taglich
durch Verdinnung mit ND96 Zwischenstammlésungen mit unterschiedlichen Konzentrationen

(100 pM, 100 nM) hergestellt, welche kurz vor Applikation zur GABA-L&sung pipettiert wurde.

7.3  2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik und  Applikation der

Substanzen

Im Rahmen der 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik werden die Oozyten in einer
modifizierten  Perfusionskammer (siehe Abbildung 12) positioniert, um die
elektrophysiologischen Messungen durchzufiihren. Diese Kammer wird durch eine Glasplatte
verschlossen, welche mit zwei seitlichen Kanalen fir die Mikroelektroden (microelectrode
access holes MAH) ausgestattet ist. Die aus Borsilikat-Glas bestehenden Mikroelektroden,
welche zuvor mithilfe eines Narashige Glaspullers (npi Electronics, Tamm) gezogen wurden,
werden bis zur Halfte mit 3 M KCI-L6sung gefullt. Somit wird ein elektrischer Widerstand von
etwa 1 MQ erreicht (Baumgartner et al., 1999). Nachdem eventuell vorhandene Luftblasen aus
den Kapillaren entfernt wurden, um einen ungestorten Stromfluss sicher zu stellen, kdnnen
diese mithilfe des Binokulars vorsichtig Giber die seitlichen Kanale in den Oozyten positioniert
werden.

Durch die Spannungselektrode (potential electrode) wird das aktuelle Membranpotential des
Oozyten gemessen und an einen Amplifier (TurboTec 05X, npi Electronics, Tamm)
weitergeleitet. Dieser ermittelt die Differenz zwischen dem gemessenen Potential und dem
Sollpotential, welches bei -70 mV liegt. Die Menge an Strom, welcher der gemessenen
Differenz entspricht und somit zur Erreichung von -70 mV notwendig ist, wird Uber die
Stromelektrode (current electrode) in den Oozyten geleitet. Die Spannung der Membran wird
somit auf einem gewulnschten Wert geklemmt, wodurch die lonenstrdme gemessen werden
kénnen (Bianchi und Driscoll, 2006).

Die zuvor frisch vorbereiteten Messldsungen werden mithilfe eines Pipettierroboters appliziert,
wobei die Flussigkeit in einem Quarztrichter (funnel) gesammelt und anschlielend mittels

einer Pumpe durch den Trichter in Richtung des Kammerausgangs (chamber outlet) gesaugt
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wird. Somit kann eine schnelle Perfusionsrate des Oozyten erreicht werden, welche fiir die
akkurate Untersuchung ligandengesteuerter lonenkandle wesentlich ist. Um eine
Verunreinigung im Rahmen der darauffolgenden Applikation zu vermeiden, entfernen zwei
seitlich am Trichter angebrachte Schlauche (funnel outlets) die sich noch im Behalter
befindende Flissigkeit (Baburin et al., 2006).

{M1 M2

, AT /5
Fup_nel outlet . Funnell.” < Funnel outlet

~L e X 8 y >
Glass plate = T =" Pump
Perfusion chamber Oocyte MAH / v

Chamber outlet

Abbildung 12: Schematischer Aufbau der Perfusionskammer (Khom et al., 2006)

Zu Beginn jedes Experiments wurde die GABA-L6sung in einer Konzentration appliziert,
welche in etwa der EC+o-Konzentration des jeweiligen Subtyps entspricht. Darauf folgte die
Applikation der zu testenden Lésungen in aufsteigenden Konzentrationen in Kombination mit
der GABA-LAsung, was nach anschlieRender Auswertung die Erstellung von Dosis-Wirkungs-
Kurven ermdglichte. Im Rahmen der Experimente an der Neurosteroid-Bindungsstelle wurde
nach Applikation der GABA-Kontrolllésung eine Losung von Pregnenolonsulfat (10 uM) sowie
Pregnenolonsulfat zusammen mit der zu testenden Substanz appliziert.

Die Bedienung des Roboters erfolgte mithilfe der Software Robosoft (RBS). Die GABA-
Kontrollstrome sowie die durch die Testsubstanzen modulierten Strome wurden in Clampex
10.7 (Molecular Devices, San Jose) aufgezeichnet und fiir die anschlieRende Auswertung

gespeichert.

7.4 Auswertung und statistische Analyse

Die Strome wurden im Anschluss offline in Clampfit 10.7 (Molecular Devices, San Jose) an die
Messungen ausgewertet. Dazu wurden die maximalen Amplituden sowohl des GABA-
Kontrollstroms als auch der durch die Substanzen modulierten Stréme in Relation zur

Basislinie abgemessen und mithilfe des Analyseprogramms Origin 7.0 ausgewertet.
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Um das Ausmal} der Modulation durch die Testsubstanzen berechnen zu konnen, wurden die

. . Modulierter Strom—Kontrollstrom .
Messwerte in die Formel X 100 eingesetzt.
Kontrollstrom

GABA—-Strom
Maximalstrom GABA

Far die Auswertung der GABA-Dosis-Wirkungs-Kurven wurde die Formel

100 verwendet.

AnschlieRend wurden basierend auf den berechneten Werten, welche in Origin 7.0
eingetragen wurden, sigmoidale Dosis-Wirkungs-Kurven mittels Hill-Gleichung erstellt. Fir
jede Substanz wurde die mittlere effektive Konzentration (ECso), die maximale Potenzierung
(Emax), der Hill-Koeffizient (nH), die Anzahl der durchgefuhrten Experimente (n) sowie der dafur

verwendeten Frosche (N) ermittelt.

Die weitere statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Programmes GraphPad (Version 10)
Dabei wurde der one-way ANOVA und Tukey post hoc test angewandt, um die ECso- und Emax-
Werte der Subtypen untereinander zu vergleichen. Per se Effekte zudem mittels one-sample
t-test ausgewertet, um die Nullhypothese zu testen. P < 0.05 war das Kriterium fiir statistische
Signifikanz. Fir die Erstellung der Abbildungen in CorelDraw X5 wurden reprasentative
Strome gefiltert (Lowpass, Bessel (8-Pole)) und aus Clampfit 10.7 exportiert. Die Dosis-
Wirkungs-Kurven wurden aus Origin 7.0 exportiert und zu vollstandigen Abbildungen in
CorelDraw X5 bearbeitet.
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8. Ergebnisse

Im Zuge dieser Masterarbeit sollte erstmals die Subtyp-selektive Wirkung der neuen GABAA-
Rezeptor-Liganden AWM1, DHHB, THH und HO untersucht werden. Dazu wurden die
GABAA-Rezeptor-Subtypen a1f1, a1B2, a1B3 sowie a1B2y2 in Xenopus laevis Oozyten
exprimiert, und mittels der 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik die Modulation von

leasa durch unterschiedliche Konzentrationen der Substanzen untersucht.

8.1 Pharmakologische Charakterisierung der GABAA-Rezeptor-Subtypen

Die Untersuchung potenziell Subtyp-spezifischer Effekte durch die 4 Modulatoren sollte bei
einer submaximalen GABA-Konzentration durchgefthrt (EC1o = jene Konzentration, die 10%
des maximalen GABA-induzierbaren Stroms ausldst) werden. Daher wurden im Vorfeld an
allen 4 Subtypen ansteigende GABA-Konzentrationen appliziert und mittels Hill-Funktion
wurden Konzentrationswirkungskurven erstellt, von denen ECso bzw. EC+¢ abgeleitet werden
konnten (siehe Abbildung 13, Tabelle 3). Der one-way ANOVA zeigte statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den ECso-Werten (F (3,16) = 22.92, P < 0.0001), welche zwischen 1.2
+ 0.8 uM (0133, n=5) und 38.7 + 9.2 uM (a1B2y2, n=4) lagen. GABA-ECs, Werte unterschieden
sich nicht zwischen den sogenannten binaren a1B1-, a1B2- oder a1B3-Rezeptoren (Post hoc
Tukey Test), jedoch kam es durch Inkorporation der y2-Untereinheit zu einer signifikanten
Verringerung der GABA-Potenz der a182y2 im Vergleich zu den bindren Rezeptoren (siehe

auch Tabellen 3 und 4 fir den Vergleich).

EC50 n/N n-RANGE
alp1 1.9+0.2 5/3 4-5
alp2 1.4+0.3 6/2 4-7
alp3 1.2+0.8 5/3 5-5
a1B2y2 38.7+9.2 4/3 4-4

Tabelle 3: Gezeigt sind die mittlere effektive Konzentration (ECso) in uM, die durchschnittliche Anzahl
der Experimente (n), die Anzahl der verwendeten Frosche (N) sowie die Spannweite der Anzahl an
Experimenten (n-RANGE). Die Werte wurden durch die Applikation von GABA in unterschiedlichen
Konzentrationen an den Subtypen a1$1, a182, a1B3 und a1B2y2 ermittelt.
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EC50
a1B1 vs. al1p2 ns (P = 0.9998)
a1p1 vs. a1B3 ns (P = 0.9990)
al1B1 vs. a1B2y2 **** (P < 0.0001)
a1B2 vs. a1f3 ns (P> 0.9999)
a1B2 vs. a1p2y2 **** (P <0.0001)
al1B3 vs. a1p2y2 **** (P <0.0001)

Tabelle 4: Vergleich der ECso- Werte von GABA zwischen den Subtypen a1B1, a182, a183 und a1p2y2.
Die Auswertung erfolgte mittels one-way ANOVA und Post hoc Tukey Test (ns = nicht signifikant, P =
P-Wert, **** = P < 0.0001).
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Abbildung 13: GABA-Dosiswirkungskurven an (a) a1B2y2, (b) a1B2, (¢) a1f1 und (d) a1B3
Rezeptoren. Gezeigt sind die GABA-Konzentrationen (uM) auf der x-Achse sowie die lcasa/lcasa-max-
Werte (%) auf der y-Achse. Die EC10-Werte und ECso-Werte sind durch die strichlierten Linien indiziert.
Die Symbole reprasentieren die Mittelwerte + SEM von mindestens vier Experimenten an
unterschiedlichen Oozyten.
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8.2 AWM1

Applikation von AWM1 flihrte bei allen Subtypen zu einer konzentrationsabhangigen, positiven
Modulation von lgasa sowie zu einem sigmoidalen Kurvenverlauf mit Sattigung in
Konzentrationen > 10 uM (siehe Abbildungen 14 und 15, Tabelle 5). Der one-way ANOVA
(F (3,23) = 14.79, P < 0.0001) zeigte signifikant unterschiedliche maximale Effekte von AWM1
an den unterschiedlichen Subtypen und mittels Post hoc Tukey Test konnte gezeigt werden,
dass der maximale Effekt von AWM1 an a1B1-Rezeptoren (842 + 17%) signifikant niedriger
als jener an a1B2- (5911 + 1437 %) bzw. a1p3-Rezeptoren (4920 + 580 %) war. Ebenso war
die Potenzierung von lgasa durch a1B32- sowie a1p3-Rezeptoren signifikant starker ausgepragt
als an a1pB2y2- Rezeptoren (871 £ 179 %). Die maximale Wirkung an a1B2- bzw. a1p3-
Rezeptoren dagegen war vergleichbar (Tabelle 6). Die ECso-Werte unterschieden sich
zwischen den Subtypen nicht signifikant, und lagen zwischen 1.0 + 0.4 yM (a1B3) und 3.1
0.2 yM (a1B1, siehe Tabelle 6).

ECso Emax nH n/N n-RANGE
al1p1 3.1+£0.2 842 + 17 1.0+0.0 8/3 5-9
alp2 1.5+0.6 5911 + 1437 1.2+0.2 6/3 5-7
al1p3 1.0+£04 4920 + 580 1.3+0.6 6/3 5-10
al1p2y2 27+18 871 +179 1.3+0.6 7/3 5-10

Tabelle 5: Gezeigt sind die mittlere effektive Konzentration (ECso) in uM, die maximale Potenzierung
(Emax) in %, der Hill-Koeffizient (nH), die durchschnittliche Anzahl der Experimente (n), die Anzahl der
verwendeten Frosche (N) sowie die Spannweite der Anzahl an Experimenten (n-RANGE). Die Werte
wurden durch die Applikation von AWM1 in unterschiedlichen Konzentrationen an den Subtypen a1p1,
a1B2, a1B3 und a1B2y2 ermittelt.

ECso

E max

a1p1 vs. a1p2

ns (P = 0.6661)

*** (P = 0.0001)

a1p1 vs. a1B3

ns (P = 0.4519)

** (P = 0.0017)

a1p1 vs. a1p2y2

ns (P = 0.9905)

ns (P > 0.9999)

a1B2 vs. a1B3

ns (P =0.9867)

ns (P = 0.7726)

a1B2 vs. a1p2y2

ns (P = 0.8379)

*** (P = 0.0002)

a1B3 vs. a1B2y2

ns (P = 0.6444)

** (P = 0.0025)

Tabelle 6: Vergleich der ECso- und Emax-Werte von AWM1 zwischen den Subtypen a1B1, a1$2, a1p3
und a1B2y2. Die Auswertung erfolgte mittels one-way ANOVA und Post hoc Tukey Test (ns = nicht
signifikant, P = P-Wert, ** = P< 0.01, *** = P < 0.001).
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Abbildung 14: Reprasentative Experimente an (a) a182y2 und (b) a1B2 Rezeptoren. Dargestellt sind
die GABA-Kontrollstrome links sowie die Modulation von lecasa durch AWM1 in unterschiedlichen
Konzentrationen (uM). (c) zeigt die Gegeniberstellung der Dosis-Wirkungskurven von AWM1 an
a1B2y2 und a1B2 Rezeptoren. Die Symbole reprasentieren die Mittelwerte + SEM von mindestens flnf

Experimenten an unterschiedlichen Oozyten.
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Abbildung 15: Reprasentative Experimente an (a) a1B1 und (b) a1B3 Rezeptoren. Dargestellt sind die
GABA-Kontrollstrome links sowie die Modulation von lcasa durch AWM1 in unterschiedlichen
Konzentrationen (uM). (c) zeigt die Gegenlberstellung der Dosis-Wirkungskurven von AWM1 an a131,
a1B2 und a1B3 Rezeptoren. Die Symbole reprasentieren die Mittelwerte + SEM von mindestens funf
Experimenten an unterschiedlichen Oozyten.
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8.3 DHHB

Ahnlich fihrte auch die Applikation von DHHB bei allen Subtypen zu einer
konzentrationsabhangigen, positiven Modulation von lcasa Sowie zu einem sigmoidalen
Kurvenverlauf mit Sattigung in hohen Konzentrationen > 100 uM (siehe Abbildungen 16 und
17, Tabelle 7). Auch hier zeigte der one-way ANOVA (F (3,21) = 16.21, P < 0.0001) signifikant
unterschiedliche maximale Effekte von DHHB an den unterschiedlichen Subtypen und mittels
Post hoc Tukey Test konnte gezeigt werden, dass der maximale Effekt von DHHB an a133-
Rezeptoren (3244 + 634 %) signifikant hoher als jener an a1p1-Rezeptoren (301 £ 34 %) war.
Ebenso war die Potenzierung von lgasa durch a1B2-Rezeptoren (2833 + 263 %) signifikant
starker ausgepragt als an a1B1- Rezeptoren. Die maximale Wirkung von DHHB an a12y2-
Rezeptoren (1280 + 207%) war schwacher ausgepragt als jene an a1B2- und a1(33-
Rezeptoren. Die ECso-Werte hingegen unterscheiden sich zwischen den Subtypen nicht
signifikant, und lagen zwischen 15.0 + 5.0 yM (a1B82y2) und 27.2 + 8.3 uM (a1B2, siehe
Tabelle 8).

ECso Emax nH n/N n-RANGE
alp1 16.0+£4.0 301+ 34 20+0.8 713 5-8
al1p2 27.2+8.3 2833 + 263 27+1.0 713 7-7
alpB3 229+4.6 3244 + 634 25+04 6/3 6-6
a1B2y2 15.0+£5.0 1280 + 207 1.6+0.6 5/2 4-5

Tabelle 7: Gezeigt sind die mittlere effektive Konzentration (ECso) in uM, die maximale Potenzierung
(Emax) in%, der Hill-Koeffizient (nH), die durchschnittliche Anzahl der Experimente (n), die Anzahl der
verwendeten Frésche (N) sowie die Spannweite der Anzahl an Experimenten (n-RANGE). Die Werte
wurden durch die Applikation von DHHB in unterschiedlichen Konzentrationen an den Subtypen a131,
a1B2, a1B3 und a1B2y2 ermittelt.

ECso Emax
a1B1 vs. a1p2 ns (P =0.5128) *** (P =0.0001)
a1p1 vs. a1p3 ns (P =0.8401) **** (P <0.0001)
al1p1 vs. a1p2y2 ns (P = 0.9994) ns (P =0.2488)
a1B2 vs. a1B3 ns (P = 0.9542) ns (P =0.8301)
a1B2 vs. a1p2y2 ns (P = 0.5175) * (P =0.0286)
a1B3 vs. a1p2y2 ns (P =0.8191) ** (P =0.0063)
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Tabelle 8: Vergleich der ECso- und Emax-Werte von DHHB zwischen den Subtypen a1$1, a1p2, a1p3
und a1B2y2. Die Auswertung erfolgte mittels one-way ANOVA und Post hoc Tukey Test (ns = nicht
signifikant, P = P-Wert, * = P < 0.5, ** =P < 0.01, ** = P < 0.001, **** = P < 0.0001).
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Abbildung 16: Reprasentative Experimente an (a) a182y2 und (b) a1B2 Rezeptoren. Dargestellt sind
die GABA-Kontrollstrome links sowie die Modulation von leasa durch DHHB in unterschiedlichen
Konzentrationen (uM). (c) zeigt die Gegenliberstellung der Dosis-Wirkungskurven von DHHB an
a1B2y2 und a1B2 Rezeptoren. Die Symbole reprasentieren die Mittelwerte £+ SEM von mindestens vier

Experimenten an unterschiedlichen Oozyten.
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Abbildung 17: Reprasentative Experimente an (a) a1B1 und (b) a1B3 Rezeptoren. Dargestellt sind die
GABA-Kontrollstrome links sowie die Modulation von leasa durch DHHB in unterschiedlichen
Konzentrationen (uM). (c) zeigt die Gegenuberstellung der Dosis-Wirkungskurven von DHHB an a131,
a1B2 und a1B3 Rezeptoren. Die Symbole reprasentieren die Mittelwerte + SEM von mindestens vier

Experimenten an unterschiedlichen Oozyten.
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8.4 THH

Die Applikation von THH flhrte bei allen Subtypen zu einer konzentrationsabhangigen,
positiven Modulation von lgaga sowie zu einem sigmoidalen Kurvenverlauf mit Sattigung ab
Konzentrationen > 100 uM (siehe Abbildungen 18 und 19, Tabelle 9). Der one-way ANOVA
(F (3,25) = 7.076, P = 0.0013) zeigte signifikant unterschiedliche maximale Effekte von THH
an den unterschiedlichen Subtypen und mittels Post hoc Tukey Test konnte gezeigt werden,
dass der maximale Effekt von THH an a1B33-Rezeptoren (3310 + 797 %) signifikant hoher als
jener an a1p1-Rezeptoren (363 + 169 %) war. Die Potenzierung an a133-Rezeptoren ubertraf
auch jene an a1B2-Rezeptoren (1576 £ 309 %, Tabellen 9 und 10). Die ECso-Werte hingegen
unterscheiden sich zwischen den Subtypen nicht signifikant, und lagen zwischen 23.9 £ 6.9
(a1B2y2) und 50.8 + 18.7 uM (a1B3, Tabelle 10).

ECso Emax nH n/N n-RANGE
alp1 37.5+34.9 363 + 169 1.2+0.8 713 5-8
al1p2 35.5+9.3 1576 + 309 21+03 8/4 8-9
alpB3 50.8 +18.7 3310 £ 797 22+0.6 712 7-7
alp2y2 23.9+6.9 1692 + 267 1.8+04 714 6-8

Tabelle 9: Gezeigt sind die mittlere effektive Konzentration (ECso) in uM, die maximale Potenzierung
(Emax) in%, der Hill-Koeffizient (nH), die durchschnittliche Anzahl der Experimente (n), die Anzahl der
verwendeten Frésche (N) sowie die Spannweite der Anzahl an Experimenten (n-RANGE). Die Werte
wurden durch die Applikation von THH in unterschiedlichen Konzentrationen an den Subtypen a1$1,
al1B2, a1B3 und a1B2y2 ermittelt.

ECso Emax
al1p1 vs. a1B2 ns (P = 0.9999) ns (P =0.2347)
al1p1 vs. a1B3 ns (P = 0.9667) *** (P =0.0006)
a1p1 vs. a1p2y2 ns (P = 0.9646) ns (P=0.1919)

a1B2 vs. a1B3 ns (P = 0.9462) * (P =0.0466)
al1B2 vs. a1p2y2 ns (P =0.9753) ns (P = 0.9976)
a1pB3 vs. a1p2y2 ns (P =0.7874) ns (P =0.0819)

Tabelle 10: Vergleich der ECso- und Emax-Werte von THH zwischen den Subtypen a1B1, a1p2, a133
und a1B2y2. Die Auswertung erfolgte mittels one-way ANOVA und Post hoc Tukey Test (ns = nicht
signifikant, P = P-Wert, * = P < 0.5, ** = P < 0.001).
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Abbildung 18: Reprasentative Experimente an (a) a182y2 und (b) a1B2 Rezeptoren. Dargestellt sind
die GABA-Kontrollstrome links sowie die Modulation von leaea durch THH in unterschiedlichen
Konzentrationen (uM). (c) zeigt die Gegeniberstellung der Dosis-Wirkungskurven von THH an a132y2
und a1B2 Rezeptoren. Die Symbole reprasentieren die Mittelwerte + SEM von mindestens finf

Experimenten an unterschiedlichen Oozyten.
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Abbildung 19: Reprasentative Experimente an (a) a1B1 und (b) a1B3 Rezeptoren. Dargestellt sind die
GABA-Kontrollstrome links sowie die Modulation von lecasa durch THH in unterschiedlichen
Konzentrationen (uM). (c) zeigt die Gegenuberstellung der Dosis-Wirkungskurven von THH an a1$31,
a1B2 und a1B3 Rezeptoren. Die Symbole reprasentieren die Mittelwerte + SEM von mindestens flnf

Experimenten an unterschiedlichen Oozyten.
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8.5 HO

Die Applikation von HO flihrte auch bei allen Subtypen zu einer konzentrationsabhangigen,

positiven Modulation von lgasa sowie zu einem sigmoidalen Kurvenverlauf mit Sattigungseffekt

in hohen Konzentrationen > 100 uM (siehe Abbildungen 20 und 21, Tabelle 11). Der one-
way ANOVA (F (3,19) = 7.587, P = 0.0016) zeigte signifikant unterschiedliche maximale

Effekte von HO an den unterschiedlichen Subtypen und mittels Post hoc Tukey Test konnte

gezeigt werden, dass der Maximaleffekt von HO an a1B3-Rezeptoren (2436 + 515 %)

signifikant héher als jener an a131-Rezeptoren (104 + 30%) war (siehe auch Tabellen 11 und

12). Die Potenzierung von lgasa an a1p1-Rezeptoren war auflerdem signifikant niedriger als
jene an a1p2-Rezeptoren (1564 + 397 %) sowie an a1B32y2-Rezeptoren (1464 + 195 %). Die

ECso-Werte hingegen unterscheiden sich zwischen den Subtypen nicht signifikant, und lagen

zwischen 27.6 + 14.9 uM (a1B1) und 68.9 £ 16.2 uM (a1B82y2, Tabelle 12).

ECso Emax nH n/N n-RANGE
alp1 276149 104 £ 30 1.8+1.8 5/3 5-5
al1p2 63.6 +18.3 1564 + 397 1.4+0.3 6/6 5-7
al1p3 40.5+15.8 2436 + 515 22+0.6 5/3 5-5
alp2y2 68.9+16.2 1464 + 195 2004 72 5-7

Tabelle 11: Gezeigt sind die mittlere effektive Konzentration (ECso) in uM, die maximale Potenzierung

(Emax) in%, der Hill-Koeffizient (nH), die durchschnittliche Anzahl der Experimente (n), die Anzahl der

verwendeten Frosche (N) sowie die Spannweite der Anzahl an Experimenten (n-RANGE). Die Werte

wurden durch die Applikation von HO in unterschiedlichen Konzentrationen an den Subtypen a1p1,

a1p2, a1B3 und a1B32y2 ermittelt.

ECso Emax
a1p1 vs. a1p2 ns (P=0.4661) * (P =0.0288)
al1p1 vs. a1B3 ns (P=0.9559) *** (P =0.0008)

a1B1 vs. a1p2y2 ns (P=0.3220) * (P =0.0365)

a1B2 vs. a1B3

ns (P=0.7775)

ns (P = 0.2866)

a1B2 vs. a1p2y2

ns (P=0.9951)

ns (P = 0.9956)

alpB3 vs. a1p2y2

ns (P=0.6279)

ns (P = 0.1825)

Tabelle 12: Vergleich der ECso- und Emax-Werte von HO zwischen den Subtypen a1p1, a1p2, a1f3 und
a1B2y2. Die Auswertung erfolgte mittels one-way ANOVA und Post hoc Tukey Test (ns = nicht
signifikant, P = P-Wert, * = P < 0.5, *** = P < 0.001).
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Abbildung 20: Reprasentative Experimente an (a) a1p2y2 und (b) a1B2 Rezeptoren. Dargestellt sind
die GABA-Kontrollstrome links sowie die Modulation von leaea durch HO in unterschiedlichen
Konzentrationen (uM). (c) zeigt die Gegenuberstellung der Dosis-Wirkungskurven von HO an a1p2y2
und a1B2 Rezeptoren. Die Symbole reprasentieren die Mittelwerte + SEM von mindestens flnf

Experimenten an unterschiedlichen Oozyten.
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Abbildung 21: Reprasentative Experimente an (a) a1B1 und (b) a1B3 Rezeptoren. Dargestellt sind die
GABA-Kontrollstrome links sowie die Modulation von leasa durch HO in unterschiedlichen
Konzentrationen (uM). (c) zeigt die Gegenulberstellung der Dosis-Wirkungskurven von HO an a1f1,

a1B2 und a1B3 Rezeptoren. Die Symbole reprasentieren die Mittelwerte £+ SEM von mindestens finf
Experimenten an unterschiedlichen Oozyten.

56



8.6 Untersuchung einer potenziellen Interaktion der neuen Liganden mit der

Neurosteroid-Bindungsstelle

Die vorliegende Subtyp-Selektivitat und die Tatsache, dass die maximalen Effekte der
Substanzen an bindre Rezeptoren sogar meist signifikant starker waren als an a1f2y2
Rezeptoren, zeigt, dass die Wirkung der hier charakterisierten Substanzen nicht Gber die
Benzodiazepin-Bindungsstelle vermittelt wird, nachdem sich diese am a(+)/y(-) Interface
befindet. Daher wurde im nachsten Schritt die potenzielle Interaktion der Liganden mit der
Neurosteroid-Bindungsstelle wie in Kapitel 7.3 beschrieben untersucht. Dazu wurde die
Modulation von lgasa durch die 4 Liganden in einer Konzentration nahe der jeweiligen EC50
an a1B2-Rezeptoren in Abwesenheit und Anwesenheit von Pregnenolonsulfat (10 pM)

gemessen und Effekte der Substanzen miteinander verglichen.

Wie in Abbildung 22(b) dargestellt, wurde mittels one-sample t-test eine statistisch
signifikante positive Modulation fur AWM1 mit Pregnenolonsulfat (1391.0 £442.6 %, t= 3.143;
df=5; P=0.0256) und fur AWM1 (2468.0 + 678.9 %, t= 3.653; df=5; P = 0.0150) festgestellt.
Pregnenolonsulfat selbst hatte hierbei einen geringen, jedoch statistisch signifikanten negativ
modulatorischen Effekt (-25.4 £ 9.2 %, t = 2.759; df = 5; P = 0.0399), der sich noch im Bereich
der biologischen Variabilitat befand (Khom et al., 2007; Hintersteiner et al., 2014; Stadler et
al., 2019).

Der one-way ANOVA (F (2,15) = 7.140, P = 0.0066) zeigte einen signifikanten Unterschied
zwischen den einzelnen Effekten. Der Post hoc Tukey Test zeigte, dass sich die Effekte von
Pregnenolonsulfat und AWM?1 signifikant unterscheiden (P = 0.0050), jedoch kein signifikanter
Unterschied zwischen den Effekten von Pregnenolonsulfat und Pregnenolonsulfat + AWM1
festgestellt werden konnte (P = 0.1150), und die lgasa Modulation durch AWM1 durch die
Anwesenheit von Pregnenolonsulfat nicht signifikant reduziert wurde (P = 0.2653) (siehe
Abbildung 22(a)). Dies weist daraufhin, dass AWM1 nicht mit der Neurosteroid-

Bindungsstelle interagiert.
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Abbildung 22 (a) zeigt ein reprasentatives Experiment bestehend aus dem GABA-Kontrollstrom (0,1
MM), dem Strom durch GABA und Pregnenolonsulfat (10 yM) sowie dem modulierten Strom durch die
Co-Applikation von GABA mit Pregnenolonsulfat und AWM1 (1 uM). (b) Im Balkendiagramm ist die
Modulation von leasa durch Pregnenolonsulfat (10 pM), AWM1 (1uM) mit Pregnenolonsulfat (10 uM)
sowie durch AWM1 (1uM) allein dargestellt. Dazu wurden die Mittelwerte + SEM von mindestens flnf
Experimenten an unterschiedlichen Oozyten verwendet. Die Nullhypothese wurde mittels one-sample
t-test (*-Symbole) getestet. Der Unterschied zwischen den Werten wurde mittels one-way ANOVA (#-
Symbole) und Post hoc Tukey Test berechnet (ns = nicht signifikant, * = P < 0.5, ## = P < 0.01).

Ahnlich wie fir AWM1 konnte auch fir DHHB gezeigt werden, dass die Modulation von lgaga
durch die Co-Applikation mit Pregnenolonsulfat (siehe auch Abbildung 23 (a)) nicht gehemmt
werden kann. Der one-way ANOVA (F (2,23) = 5176, P = 0.0139) wies auf eine
unterschiedliche Modulation von lgaga durch die Substanzen bzw. Substanzkombination hin;
mittels Tukey post hoc Test konnte gezeigt werden, dass die Modulation von lgasa durch
Pregnenolonsulfat (-19.0 £ 5.7 %, t = 3.312; df = 6; P = 0.0162) sich vom DHHB per se Effekt
(854.7 £ 230.5 %, t = 3.708; df = 11; P = 0.0035) signifikant unterschied (P = 0.0104), jedoch
konnte kein signifikanter Unterschied (P = 0.1503) zum Effekt der Kombination DHHB +
Pregnenolonsulfat (573.7 + 109.4 %, t = 5.245; df = 6; P = 0.0019) festgestellt werden. Der
Effekt von DHHB in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat unterschied sich nicht signifikant (P
= 0.5640) vom per se Effekt von DHHB auf lgasa (siehe Abbildung 23 (b)).
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Abbildung 23 (a) zeigt ein reprasentatives Experiment bestehend aus dem GABA-Kontrollstrom (0,1
M), dem Strom durch GABA und Pregnenolonsulfat (10 uM) sowie dem modulierten Strom durch die
Co-Applikation von GABA mit Pregnenolonsulfat und DHHB (30 uM). (b) Im Balkendiagramm ist die
Modulation von leasa durch Pregnenolonsulfat (10 yM), DHHB (30 pM) mit Pregnenolonsulfat (10 uM)
sowie durch DHHB (30 uM) allein dargestellt. Dazu wurden die Mittelwerte £ SEM von mindestens flnf
Experimenten an unterschiedlichen Oozyten verwendet. Die Nullhypothese wurde mittels one-sample
t-test (*-Symbole) getestet. Der Unterschied zwischen den Werten wurde mittels one-way ANOVA (#-
Symbole) und Post hoc Tukey Test berechnet (ns = nicht signifikant, * = P< 0.5, ** < 0.01, #= P<0.5).

Der one-sample t-test zeigte auch eine signifikante positive Modulation durch THH in
Anwesenheit von Pregnenolonsulfat (393.4 + 138.9 %, t = 2.832; df = 4, P = 0.0472, siehe
Abbildung 24(a)). Die Applikation von Pregnenolonsulfat flihrte hier zu keinem signifikanten
Effekt auf Igasa (-10.0 £ 20.5 %, t = 0.4865; df = 4; P = 0.6520). Fir dieses Experiment konnte
der one-way ANOVA keine signifikanten Unterschiede zwischen den Substanzen bzw.
Substanzkombinationen ermitteln (F (2,15) = 3.362, P = 0.0622, siehe Abbildung 24(b)). Das
weist daraufhin, dass die Effekte von THH moglicherweise zum Teil auch Uber die

Neurosteroid-Bindungsstelle mediiert werden.
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Abbildung 24 (a) zeigt ein reprasentatives Experiment bestehend aus dem GABA-Kontrollstrom (0,1
MM), dem Strom durch GABA und Pregnenolonsulfat (10 yuM) sowie dem modulierten Strom durch die
Co-Applikation von GABA mit Pregnenolonsulfat und THH (30 uM). (b) Im Balkendiagramm ist die
Modulation von leasa durch Pregnenolonsulfat (10 uM), THH (30 yM) mit Pregnenolonsulfat (10 uM)
sowie durch THH (30 uM) allein dargestellt. Dazu wurden die Mittelwerte + SEM von mindestens funf
Experimenten an unterschiedlichen Oozyten verwendet. Die Nullhypothese wurde mittels one-sample
t-test (*-Symbole) getestet. Der Unterschied zwischen den Werten wurde mittels one-way ANOVA und
Post hoc Tukey Test berechnet, und zeigte in beiden Fallen keinen signifikanten Unterschied (ns = nicht
signifikant, * = P < 0.5).

Letztlich konnte auch fir HO in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat eine Potenzierung von
lcasa beobachtet werden (one-sample t-test; 635.3 + 216.4 %, t = 2.935; df = 4; P = 0.0426,
Abbildung 25(a)). Der one-way ANOVA (F (2,14) = 5.757, P = 0.0150, siehe auch Abbildung
25(b)) zeigte einen signifikanten Unterschied der lgasa-Modulation durch die Substanzen bzw.
Substanzkombinationen auf. Konkret konnte ein signifikanter Unterschied in der Modulation
von lgasa durch Pregnenolonsulfat (0.2 + 18.8 %, t = 0.01098; df = 4; P = 0.9918) vs.
Pregnenolonsulfat + HO (P = 0.0115) festgestellt werden, jedoch konnte im Vergleich zum per
se Effekt von HO (338.2 + 82.3 %, t = 4.111; df = 6; P = 0.0063) kein signifikanter Unterschied
gezeigt werden (P = 0.1619). Auch fur Pregnenolonsulfat + HO im Vergleich zum per se Effekt
von HO wurde kein signifikanter Unterschied festgestellt (P = 0.2349). Dies weist daraufhin,
dass auch die Wirkung von HO vermutlich nicht Uber die Neurosteroid-Bindungsstelle

vermittelt wird.
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Abbildung 25 (a) zeigt ein reprasentatives Experiment bestehend aus dem GABA-Kontrollstrom (0,1
pMM), dem Strom durch GABA und Pregnenolonsulfat (10 yM) sowie dem modulierten Strom durch die
Co-Applikation von GABA mit Pregnenolonsulfat und HO (30 pM). (b) Im Balkendiagramm ist die
Modulation von leasa durch Pregnenolonsulfat (10 yM), HO (30 pM) mit Pregnenolonsulfat (10 uM)
sowie durch HO (30 yM) allein dargestellt. Dazu wurden die Mittelwerte £+ SEM von mindestens fiinf
Experimenten an unterschiedlichen Oozyten verwendet. Die Nullhypothese wurde mittels one-sample
t-test (*-Symbole) getestet. Der Unterschied zwischen den Werten wurde mittels one-way ANOVA (#-
Symbole) und Post hoc Tukey Test berechnet (ns = nicht signifikant, *= P <0.5,** = P<0.01,#=P<
0.5).

61



Substanz Mittelwert % SD S.E.M. n/N
Pregnenolonsulfat -17.4 31.7 6.6 23/2
AWM1 2468.0 1663.0 678,9 6/2
AWM1 + 1391.0 1084.0 442,6 6/2
Pregnenolonsulfat
DHHB 854.7 798.5 230.5 12/2
DHHB + 573.7 289.4 109.4 7/2
Pregnenolonsulfat
THH 623.2 580.4 205.2 8/4
THH + 3934 310.6 138.9 5/2
Pregnenolonsulfat
HO 338.2 217.6 82.26 7/5
HO + 635.3 483.9 216.4 5/2
Pregnenolonsulfat

Tabelle 13: Deskriptive Statistik der Experimente zur Neurosteroid-Bindungsstelle mit Mittelwert,
Standardabweichung (SD), standard error of the mean (S.E.M.), Anzahl der Experimente (n) und Anzahl
der Frosche (N).
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9. Diskussion

Die Interaktion des Neurotransmitters GABA mit verschiedenen GABA-aktivierten Rezeptoren
bildet die mechanistische Grundlage der synaptischen Inhibition. So wirkt er als Gegenspieler
zum exzitatorischen Neurotransmitter Glutamat, und ist somit an der neuronalen Hemmung
und der Kontrolle der Erregbarkeit beteiligt. Dies wirkt sich in weiterer Folge auf die Entstehung
von Angst, den Muskeltonus, die Vigilanz, den circadianen Rhythmus, das Lernen und das
Gedachtnis aus. Des Weiteren ist die Uber GABA vermittelte Neurotransmission im Rahmen
der neuronalen Entwicklung beteiligt, indem sie die Neuro- und Synaptogenese reguliert
(Sieghart et al., 2012; Smart und Stephenson, 2019).

Zahlreiche Erkrankungen des ZNS wie Epilepsie, Depressionen und Angststérungen,
Schizophrenie und Autismus werden mit einer gestorten Funktion des GABAergen Systems in
Zusammenhang gebracht (Rudolph und Mohler, 2014; Sears und Hewett, 2021). So weisen
an Depressionen erkrankte Patient*Innen haufig geringere GABA-Konzentrationen in der
GroBhirnrinde auf, des Weiteren konnte eine verminderte Expression des GABA-
Syntheseenzyms GADG67 im prafrontalen Cortex erkrankter Personen festgestellt werden
(Karolewicz et al., 2010). AuRerdem kann eine veranderte Expression der GABA-aktivierten
Rezeptoren und diverser Untereinheiten mit bestimmten Formen der Epilepsie, wie

beispielsweise Fieberkrampfen oder GEFS+ assoziiert werden (Richardson et al., 2024).

Modulatoren des GABAA-Rezeptors bilden somit einen wichtigen Ansatzpunkt in der Therapie
dieser und vieler weiterer Erkrankungen der ZNS. Hierbei werden Wirkstoffe aus den Gruppen
der Benzodiazepine, Barbiturate, Neurosteroide sowie Anasthetika eingesetzt. Trotz des
wertvollen Beitrages, den die GABAA-Modulatoren in der klinischen Praxis leisten, bringen sie
auch zahlreiche Nebenwirkungen mit sich. So sind insbesondere die Benzodiazepine mit
negativen Effekten wie Sedierung, kognitiven Beeintrachtigungen und der Gefahr der
Abhangigkeit verbunden (Lembke et al., 2018). Mithilfe von Substanzen, welche selektiv an
spezifischen Subtypen des GABAA-Rezeptors wirken, kénnten diese Nebenwirkungen

reduziert werden.

Das Ziel der vorliegenden Masterarbeit lag darin, die Substanzen AWM1, DHHB, THH und
HO, deren GABAA-Rezeptor-modulatorische Wirkung im Rahmen der Masterarbeit meiner
Kollegin Katharina NeRmerak identifiziert wurden, naher zu charakterisieren und erste
Einblicke in ihr Selektivitatsprofil bzw. potenzielle Interaktionsstellen am GABAA-Rezeptor zu

erhalten. Dazu wurden die Subtypen a1p2y2, a1B1, a1f2 und a1B3 in Xenopus laevis Oozyten
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exprimiert, anschlieBend wurde die konzentrationsabhangige Modulation von Igaga mittels 2-

Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik untersucht.

Alle hier untersuchten Substanzen zeigten ein sehr ahnliches Selektivitatsprofil: die starkste
Potenzierung von lgasa wurde an a1B32- bzw. a1B3-Rezeptoren beobachtet, die Wirkung war
nicht abhangig von der Anwesenheit einer y-Untereinheit und in allen Fallen war die
Potenzierung von leasa an a1B1-Rezeptoren signifikant schwacher ausgepragt als an a1B2-
bzw. a1B3-Rezeptoren. Somit konnten alle der getesteten Substanzen (AWM1, DHHB, THH,
HO) als neue B-selektive Modulatoren von lgaga identifiziert werden. Die Ergebnisse zeigen
auch, dass die Substanzen nicht mit der Benzodiazepin-Bindungsstelle interagieren, das
Vorhandensein der y2-Untereinheit fur inre Wirkung nicht notwendig war beziehungsweise in
den meisten Fallen der Effekt der Substanzen an a132- bzw. a1B3-Rezeptoren sogar starker
war als an a1B2y2-Rezeptoren. Die Implikation dieser Befunde bzw. ein mdéglicher Beitrag
dieses af Interfaces zur Wirkung der Substanzen ist Gegenstand laufender Untersuchungen,
ebenso wie die Identifikation der Bindungsstelle. Da auch die Neurosteroid-Bindungsstelle
offenbar nicht - oder im Falle von THH nur rudimentar - involviert ist, ware eine Untersuchung
der Interaktion meiner Substanzen mit dem Etomidat Pocket basierend auf der
Untereinheitenspezifitat fur B2/83 inkorporierende Rezeptoren (siehe auch Kapitel 5.3)
naheliegend.

Nachdem im Rahmen dieser Masterarbeit die B-Selektivitat fir alle getesteten Substanzen
gezeigt werden konnte, konnten diese Modulatoren einen interessanten Ansatz fur weitere
pharmakologische Forschung darstellen und das therapeutische, wie auch das toxische

Potential dieser Substanzen in praklinischen Modeln untersucht werden.
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