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Zusammenfassung

Hintergrund: Eine Dysbalance der exzitatorischen und inhibitorischen, synaptischen
Neurotransmission im Gehirn, vermittelt durch die Neurotransmitter Glutamat und vy-
Aminobuttersdure (GABA), fuihrt zu neurologischen und neuropsychiatrischen Erkrankungen
wie Epilepsie, Schlafstérungen oder Angsterkrankungen. Die ionotropen GABAa-Rezeptoren
sind somit wichtige Arzneistofftargets. Jedoch ist die Anwendung klassischer GABAa-
Rezeptor-Modulatoren wie der Benzodiazepine in der Praxis auch mit zahlreichen negativen
Effekten wie Toleranzentwicklung, Abhangigkeit und Substanzmissbrauch assoziiert. Daher ist
es wichtig, nach neuen Scaffolds zu suchen, die GABAa-Rezeptoren modulieren, diese
Nachteile aber nicht mit sich bringen und tber andere Mechanismen zu einer Verstarkung der
GABAergen Aktivitat fihren.

Zielsetzung: Im Zuge meiner Masterarbeit sollte die Modulation von GABA-induzierten

Chloridstromen (lcasa) durch ausgewahlte Extrakte und isolierte Reinstoffe untersucht werden.

Materialien und Methoden: GABAa-Rezeptoren (aiB2yzs) wurden in Qozyten des Xenopus
laevis Frosches exprimiert und die Effekte der Extrakte bzw. Reinstoffe auf Igasa mittels der 2-

Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik untersucht.

Ergebnisse: Wahrend kein Extrakt eine positive Modulation von Igasa zeigte, konnten 5 der
untersuchten Reinstoffe als neue GABAa-Rezeptor-Modulatoren identifiziert werden. Die
Reinstoffe B und HO zeigten eine konzentrationsabhangige Modulation von lgaga, wobei ihre

modulatorische Aktivitat nicht Gber die Benzodiazepin-Bindungsstelle vermittelt wurde.

Diskussion: Substanzen, deren Wirkung nicht Uber die Benzodiazepin-Bindungsstelle
vermittelt wird, sind vielversprechende Scaffolds zur Entwicklung neuer ZNS-aktiver
Wirkstoffe. Weiterflihrende Untersuchungen sollen daher das pharmakologische Profil der
identifizierten Substanzen erstellen und auch das therapeutische Potential dieser Substanzen

austesten.



Abstract

Background: An imbalance of excitatory and inhibitory synaptic activity in the brain, mediated
by the neurotransmitters glutamate and y-aminobutyric acid (GABA), leads to neurological and
neuropsychiatric disorders such as epilepsy, insomnia or anxiety disorders. lonotropic GABAa
receptors are therefore important drug targets. However, the use of classical GABAa receptor
modulators, such as benzodiazepines, is also associated with numerous negative effects in
practice, including tolerance development, dependence, and substance abuse. Therefore, it is
important to search for new scaffolds that modulate GABAa receptors and thus inhibitory

GABAergic activity via distinct mechanisms.

Objective: The aim of my master's thesis was to investigate the modulation of GABA-induced

chloride currents (lcasa) by selected extracts and isolated pure compounds.

Materials and Methods: GABAA receptors (a1B2y2s) were expressed in Xenopus laevis frog
oocytes, and the effects of the extracts and pure compounds on lcasa Were investigated using

the two-electrode voltage-clamp technique.

Results: While none of the extracts showed positive modulation of lgaga, five of the pure
compounds tested were identified as new GABAAa receptor modulators. Pure compounds B
and HO showed a concentration-dependent modulation of Igaga, with their modulatory activity

not being mediated via the benzodiazepine-binding site.

Discussion: GABAa receptor modulators whose effects are not mediated via the
benzodiazepine-binding site are promising scaffolds for the development of new CNS-active
drugs targeting inhibitory neurotransmission. Further studies should therefore establish the

pharmacological profile of the identified substances and also test their therapeutic potential.
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I. Allgemeine Informationen
1. GABA

Die y-Aminobuttersaure (GABA) ist der primare inhibitorische Neurotransmitter im Gehirn von
Saugetieren (Kim and Hibbs, 2021) und wirkt als solcher in 20-50 % aller neuronalen Synapsen
(Sieghart et al., 1999; Sills and Rogawski, 2020). Es handelt sich um eine nicht-proteinogene,
hydrophile Aminosaure (Olsen et al., 1999; Chuang and Reddy, 2018), die im Jahr 1949
erstmals in Pflanzen und ein Jahr darauf auch im Gehirn von Saugetieren entdeckt wurde.
1960 wurde schlief3lich die Rolle von GABA in der Neurotransmission bekannt (Sarasa et al.,
2020).
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Abbildung 1: Entstehung von GABA durch die a-Decarboxylierung von Glutamat (Sarasa et al., 2020)

Die Synthese von GABA erfolgt Uiber die irreversible a-Decarboxylierung des exzitatorischen
Neurotransmitters L-Glutamat (Sarasa et al., 2020), katalysiert durch die L-Glutamat-
Decarboxylase (GAD) (Bak et al., 2006; Sarasa et al., 2020). Diese ist in inhibitorischen
Interneuronen sowie in Astrozyten vorhanden (Bryson et al., 2023) und bendtigt
Pyridoxalphosphat als Cofaktor (Sears and Hewett, 2021). GABA kommt auch im peripheren
Nervensystem sowie in endokrinen und nicht-neuralen Geweben im Zusammenhang mit dem
oxidativen Metabolismus vor (Sarasa et al., 2020): Dort erfolgt die Synthese jedoch Uber die
GADG7 (Sears and Hewett, 2021), wahrend GABA fur die klassische Neurotransmission tber
die GADG5, die in prasynaptischen Nervenendigungen lokalisiert ist, entsteht. Die beiden
Isoformen unterscheiden sich neben ihrer Lokalisation auch in ihren posttranslationalen
Modifikationen sowie in ihrer Regulation: So wird die GAD65 beispielsweise palmitoyliert, um
die selektive prasynaptische Verteilung zu fordern. Zudem wird sie im Gegensatz zur GAD67,
die durch die Proteinkinase A (PKA) inaktiviert wird, durch die Proteinkinase C ¢ (PKCg)
aktiviert. Diese transloziert dafir in die synaptischen Nervenendigungen, um dort die GAD65-
assoziierte GABA-Synthese und damit die synaptische Transmission zu steigern (Bryson et
al., 2023). Die Phosphorylierung der GAD65 sowie der GAD67 durch die Proteinkinasen spielt
somit eine entscheidende Rolle fur deren Aktivitat (Lee et al., 2019). Mittels synaptischer
Vesikel und dem spezifischen vesikularen Transporter — dem vesicular GABA transporter
(VGAT) — wird GABA schlieRlich freigesetzt (Sears and Hewett, 2021) und kann als Agonist an



GABAx- oder GABAg-Rezeptoren binden (Bormann, 2000; Sigel and Steinmann, 2012; Zhu et
al., 2018).

2. GABA-aktivierte Rezeptoren
2.1. Historie

Im Jahr 1982 konnte neben einem Glycin-aktivierbaren Rezeptor (Pfeiffer et al., 1982) auch
erstmals ein GABA-aktivierbarer Rezeptor durch die Bindung von Muscimol unter Verwendung
einer Benzodiazepin-Affinitatssaule aufgereinigt werden (Sigel et al., 1982). Im Zuge der
weiteren Forschung stellte sich heraus, dass sich die Bindungsstelle fur den Agonisten GABA
auf demselben Proteinkomplex befindet wie die der Benzodiazepine. Daraufhin wurde der
Rezeptor vorerst in die beiden Untereinheiten a und B unterteilt (Sigel et al., 1983). Erst durch
die falschliche Annahme, Benzodiazepine hatten auf genau diesen beiden ebenfalls ihre
Bindungsstelle, zeigte sich, dass es weitere Untereinheiten mit spezifischen Funktionen gibt
(Sigel and Steinmann, 2012).

2.2. GABAa-Rezeptoren

2.2.1. Aufbau
Der GABAa-Rezeptor gehdrt zur Superfamilie der pentameren, ligandengesteuerten
lonenkanale (pLGIC, Abklrzung fir pentameric ligand-gated ion channels) (Scott and
Aricescu, 2019) vom Cys-Schleifen-Typ (Sieghart et al., 1999; Sigel and Steinmann, 2012), zu
der Dbeispielsweise auch die nikotinischen Acetylcholinrezeptoren (nACh), die
Glycinrezeptoren oder die 5-Hydroxytryptamin-Typ-3 (5-HT3)-Rezeptoren gehdren (Sieghart
et al., 1999; Kim and Hibbs, 2021). Es handelt sich um einen ionotropen Rezeptor (Heaney
and Kinney, 2016), der strukturell aus funf Untereinheiten besteht, die um eine zentrale Pore
herum angeordnet sind (Kim and Hibbs, 2021). Diese bildet einen integralen Chloridkanal
(Mohler, 2006; Cellot and Cherubini, 2014). Wahrend die nACh-Rezeptoren zu den
kationenselektiven Rezeptoren gehodren und fur Natrium-, Kalium- sowie Calciumionen
durchlassig sind (Terry et al., 2023), sind sowohl die Glycin- als auch die GABAa-Rezeptoren
anionenselektiv. Neben Chloridionen sind sie auch fir Bicarbonationen permeabel (Sigel and
Steinmann, 2012).

2.2.1.1. Gene
Insgesamt gibt es 19 Gene, die fiur die 19 verschiedenen Untereinheiten des GABAa-
Rezeptors kodieren (Simon et al., 2004; Olsen and Sieghart, 2009; Chuang and Reddy, 2018;
Knoflach and Bertrand, 2021) und sich in acht Familien oder Klassen unterteilen lassen (a, 3,
Y, O, € 8, ™ und p) (Scott and Aricescu, 2019). Mit dieser genetischen Ausstattung ist der

GABAAx-Rezeptor der vielfaltigste unter den lonenkanalrezeptoren (Simon et al., 2004). Vor
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Millionen Jahren fuhrte die Duplikation der Gene der Vorfahren des Menschen zum
erstmaligen Auftreten dieser Familien und spater zur Ausbildung der verschiedenen Isoformen
(Sallard et al., 2021). Jede dieser Untereinheiten wurde hinsichtlich ihrer Aminosauresequenz,
Lokalisation sowie ihres Expressionsniveaus untersucht, wobei nach wie vor unklar ist, wie so
viele verschiedene Isoformen mitunter in einer einzigen Zelle prasent sein kénnen (Ghit et al.,
2021). Innerhalb einer Familie sind sich die einzelnen Isoformen ahnlich: Deren
Aminosauresequenzen stimmen zu 70-80 % miteinander Uberein. Beim Vergleich der
Isoformen verschiedener Familien liegt dieser Prozentsatz nur bei 30-40 % (Sallard et al.,
2021).

Theoretisch koénnten basierend auf der Zahl der Untereinheiten 495.235 unterschiedliche
GABAAx-Rezeptor-Subtypen gebildet werden (Sente et al., 2022), in der Praxis wird von rund
500 funktionalen Subtypen ausgegangen (Sallard et al., 2021). Die Gene jener Untereinheiten,
die zusammen einen spezifischen Subtyp bilden, befinden sich meist auf demselben
Chromosom (Knoflach and Bertrand, 2021) und liegen als Gen-Cluster vor (Chuang and
Reddy, 2018). Die spezifischen Expressionsmuster jeder einzelnen Untereinheit bestimmen in
ihrer Gesamtheit, wie sich die einzelnen Untereinheiten zu einem GABAa-Rezeptor anordnen,
ob dieser intra- oder subzellular lokalisiert ist sowie dessen Haufigkeit (Martenson and Tomita,
2015; Sallard et al., 2021).

Die Genexpression kann an verschiedenen Punkten reguliert und gegebenenfalls erhéht
werden, wie beispielsweise bei der Initiation der Transkription oder der Translation. Auch die
Stabilitat der zu translatierenden mRNA gilt als entscheidender Faktor bei der Bildung neuer
GABAx-Rezeptoren, ebenso wie verschiedene posttranslationale Modifikationen (Steiger and
Russek, 2004; Barker and Hines, 2020). Das alternative Spleilen wird diesbezuglich als
hauptsachlich beeinflussender Faktor vermutet, da dadurch die Diversitat der Untereinheiten
ebenfalls erhéht werden kann: Ein Beispiel dafir ist die y-Untereinheit, die in den Isoformen
y2L und y2s vorkommen kann und aufgrund der zusatzlichen Phosphorylierungsstelle in der y2. -
Variante mit unterschiedlicher Modulierbarkeit der Rezeptoraktivitat assoziiert wird (Simon et
al., 2004; Sallard et al., 2021). Auch andere Faktoren wie beispielsweise Sport oder die
Einnahme von Arzneistoffen kdénnen die Rezeptorexpression und damit die -funktion
beeinflussen: So wurde beispielsweise im Rahmen einer Studie eine signifikante Erhdhung
der GADG65-Aktivitdt nach aerobem Ausdauertraining festgestellt, welche zu einer Verstarkung
der GABAergen Inhibition fihrte (Ferreira-Junior et al., 2019). Im Rahmen einer anderen
Studie wurde nach Einnahme des 5a-Reduktase-Hemmers Finasterid eine Reduktion der
Amplitude von tonischen GABAa-Stromen beobachtet: Dies hangt vermutlich damit
zusammen, dass Neurosteroide, an deren Bildung oder Umwandlung die 5a-Reduktase
beteiligt ist, nicht gebildet werden: Ein Beispiel daflir ist Progesteron, das unter Beteiligung der

5a-Reduktase in Allopregnanolon umgewandelt wird. Dieses fungiert als potenter Modulator



des GABAx-Rezeptors, wie in Kapitel 3.4.1 naher erlautert wird (Littlejohn et al., 2019; Knoflach
and Bertrand, 2021).
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Abbildung 2: Eine Stammbaum-Analyse der 19 Gene, die fiir die Untereinheiten des GABAa-Rezeptors

kodieren (Sigel and Steinmann, 2012)

Bei bestimmten Erkrankungen kann es zu Veranderungen des Expressionsmusters kommen.
Beispielsweise konnten im Zusammenhang mit Epilepsie bereits einige Mutationen fir Gene
identifiziert werden, die fir die verschiedenen GABAAa-Rezeptor-Untereinheiten kodieren
(Chuang and Reddy, 2018).

2.2.1.2. Untereinheiten

Es gibt sechs a-Untereinheiten (a1 -as), je drei B-, y- und p-Untereinheiten (B1-B3, y1-y3 und ps-
p3) sowie je eine ©-, €-, - und B-Untereinheit (Hannan et al., 2020). /n vivo setzt sich die
Mehrheit der GABAa-Rezeptoren aus mindestens drei verschiedenen Klassen der
Untereinheiten zusammen (Sallard et al., 2021). Bindre Rezeptoren, die nur aus zwei
Untereinheiten bestehen, kommen unter nativen Bedingungen ebenfalls vor. In
Expressionssystemen, die haufig in der biomedizinischen Forschung verwendet werden, hangt
die Expressionseffizienz malgeblich davon ab, welchen Klassen die Untereinheiten
angehoren: Wahrend af3-Rezeptoren gut exprimieren, gestaltet sich die Expression der ay-
oder By-Rezeptoren schwieriger. GABAa-Rezeptoren kénnen auch aus vier verschiedenen
Untereinheiten bestehen, beispielsweise aus einer a, zwei B- und einer y-Untereinheit
(Sieghart and Sperk, 2002; Che Has et al., 2016; Lian et al., 2020; Mohamad et al., 2023).



Der am haufigsten exprimierte GABAa-Rezeptor-Subtyp besteht aus zwei a-, zwei 3- sowie
einer non-a-non-B-Untereinheit (Scott and Aricescu, 2019). Diese ist meist eine y- oder eine
o-Untereinheit, wobei 90 % der Rezeptoren eine y-Untereinheit enthalten (Chuang and Reddy,
2018). Der vorherrschende Subtyp im Gehirn ist mit 60 % der a4B.y.-Rezeptor (Scott and
Aricescu, 2019; Knoflach and Bertrand, 2021).

Die Rolle der a-Untereinheit in der Vermittlung spezifischer Effekte der therapeutisch
eingesetzten GABAa-Rezeptor-Modulatoren wie der Eigenschaften des Rezeptors sind gut
untersucht: Wahrend etwa as ubiquitar im Gehirn vorkommt und gleichzeitig am haufigsten
exprimiert wird (Barker and Hines, 2020), kommt a; im Hippocampus (Hortnagl et al., 2013)
und Vorderhirn vor. Die az-Untereinheit ist im Kortex (Barker and Hines, 2020), Thalamus und
ebenfalls Hippocampus vertreten. as kommt vor allem im Thalamus und Striatum vor, as
wiederum im Hippocampus und as ist im Cerebellum vertreten (Hoértnagl et al., 2013).
Unterschiede in den pharmakologischen Eigenschaften sowie in der Affinitdt zum Agonisten
GABA wurden abhangig von den a-Untereinheiten ebenfalls beobachtet (Eyre et al., 2012).
Abhangig vom Subtyp kann GABA auch eine unterschiedlich starke Leitfahigkeit induzieren:
So weisen beispielsweise af-Rezeptoren eine niedrigere Leitfahigkeit im Vergleich zu afy-
oder of3d-Rezeptoren auf. Zudem hangt auch die Potenz von GABA von der jeweiligen
Untereinheiten-Kombination ab (Mortensen et al., 2011): Enthalt der GABAa-Rezeptor
beispielsweise eine y-Untereinheit, bindet GABA typischerweise mit einer niedrigeren Affinitat.
Jene Rezeptoren desensibilisieren auch schneller. Ist hingegen eine ©6-Untereinheit
vorhanden, ist die Affinitat, mit der GABA bindet hdher und die Desensibilisierung langsamer
(Sente et al., 2022).

2.2.1.3. Struktur
Die einzelnen Untereinheiten besitzen &hnliche topologische Eigenschaften, wobei sie
zwischen 420 bis 632 Aminosauren lang sind und ein Gewicht zwischen 52 und 59 kDa haben
(Sallard et al., 2021). Jede einzelne Untereinheit enthalt eine N-terminale, extrazellulare,
hydrophile Region (Olsen and Sieghart, 2009; Sigel and Steinmann, 2012), die glykosyliert
werden kann (Sallard et al., 2021). In diesem Zusammenhang wird von der 200 bis 250
Aminosauren langen extrazellularen Domane (ECD) gesprochen (Miller and Aricescu, 2014):
Sie startet mit einer N-terminalen a-Helix (Zhu et al., 2018), auf der sich der bereits erwahnte,
fur diese Rezeptorfamilie charakteristische Cys-loop befindet (Cederholm et al., 2009; Miller
and Smart, 2010; Miller and Aricescu, 2014). Es handelt sich hier um eine auf jeder
Untereinheit vorkommende, in der Regel 13 Aminosduren lange Schleife zwischen zwei
Cysteinresten, die Uber eine Disulfidbricke miteinander verbunden sind (Thompson et al.,
2010; Sigel and Steinmann, 2012). Auf diese folgen zehn beta-Strange, die zu einem [3-

Sandwich zusammengefaltet sind, bevor die vier anschlieRenden a-Helices bereits die an die



ECD anschlieRenden Transmembrandomanen TMD1-TMD4 bilden (Olsen and Sieghart,
2009; Chuang and Reddy, 2018; Zhu et al., 2018). Der C-Terminus liegt wie der N-Terminus

extrazellular vor (Sigel and Steinmann, 2012).

2 Subunit

m=Halix1
M

M3-M4 loop

Abbildung 3: 3D-Struktur einer einzelnen B2-Untereinheit (Zhu et al., 2018)

Die TMD2 aller Untereinheiten bilden gemeinsam den lonenkanal und zwischen der TMD3
und der TMD4 befindet sich eine grof3e, intrazellulare Schleife (Olsen and Sieghart, 2009;
Sigel and Steinmann, 2012). Diese ist zwischen 85 und 255 Aminosauren lang (Miller and
Aricescu, 2014) und fir die Regulation der Rezeptorfunktion entscheidend, da der wichtigste
Mechanismus der Internalisierung von GABAa-Rezeptoren auf der Interaktion der Schleife mit
dem Clathrin-Adapter-Protein-2 (AP2)-Komplex beruht. Sind die Regionen des GABAa-
Rezeptors, an die der AP2-Komplex bindet, phosphoryliert, wird diese Interaktion verhindert.
Daraus folgt eine Erhéhung der Rezeptordichte auf der Zelloberfliche und damit eine

effektivere inhibitorische synaptische Transmission (Jacob et al., 2008).
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Abbildung 4: Links: Eine schematische Darstellung eines GABAa-Rezeptors, einem integralen
Membranprotein (Sigel and Steinmann, 2012) Rechts: Die vier Transmembransequenzen TMD1-TMD4
einer Untereinheit mit dem kurzen C- und dem langen N-Terminus. Zwischen der TMD3 und der TMD4

ist die grole, intrazellulare Schleife zu sehen (Chuang and Reddy, 2018)

Im Rahmen einer Studie wurde der GABAa-Rezeptor als Komplex mit Fab-Fragmenten
aufgereinigt und dreidimensional rekonstruiert: Neben der zylindrischen Form des Rezeptors,
die sich durch die Zusammenlagerung der TMD2-Segmente ergibt, konnte so auch die
pseudosymmetrische Anordnung der funf Untereinheiten gezeigt werden (Zhu et al., 2018).
Die einzelnen Untereinheiten werden vom synaptischen Spalt aus betrachtet entgegen dem
Uhrzeigersinn benannt (Baur et al., 2006).

=M-glycan

Abbildung 5: Blick von oben auf die 3D-Rekonstruktion eines GABAa-Rezeptors mit den abstehenden
Fab-Fragmenten. Die Untereinheiten-Komposition entgegen dem Uhrzeigersinn lautet B2-a1-B2-a1-y2
(Zhu et al., 2018), wobei es sich hier um die haufigste Isoform in Erwachsenen handelt (Baur et al.,
2006)

2.2.2. Physiologische Rolle des GABAA-Rezeptors
2.2.2.1. Synaptische und extrasynaptische GABAx-Rezeptoren
GABAa-Rezeptoren kommen Uberwiegend im, jedoch auch in Organen auflerhalb des
zentralen und peripheren Nervensystems vor (Sigel and Ernst, 2018). Sie befinden sich sowohl

in neuronalen als auch in nicht-neuronalen Zellen, wobei sie in ersteren in den Dendriten, im
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Zellkérper und ebenfalls in den Axonen identifiziert wurden (Sallard et al., 2021). GABAerge
Neurone befinden sich beispielsweise im Neocortex, Cerebellum, Hippocampus, Hirnstamm,
Bulbus olfactorius, in der Retina sowie in den Basalganglien (Sears and Hewett, 2021). Zu den
nicht-neuronalen GABAergen Zellen gehéren unter anderem die endokrinen Zellen der
Langerhans-Inseln, der Plazenta und des Nebennierenmarks sowie die glatten Muskelzellen
der Harnblase und der Gebarmutter (Hedblom and Kirkness, 1997). GABAa-Rezeptoren in
nicht-neuronalen Zellen bergen ebenfalls therapeutisches Potential: So wird beispielsweise an
GABAAx-Rezeptoren in der glatten Muskulatur der Atemwege geforscht, da diese als Target in
der Therapie von Spasmen bei Asthma bronchiale fungieren kénnten (Sigel and Ernst, 2018).
Im Immunsystem sind sie ebenfalls vertreten: GABA wird von den Immunzellen synthetisiert
und Antigen-prasentierende Zellen exprimieren die entsprechenden funktionalen GABAa-
Rezeptoren. Potenziell konnte sich die Manipulation der immunologischen GABA-
Signaltransduktion positiv in der Therapie von Multipler Sklerose oder autoimmuner
Enzephalomyelitis auswirken (Bhat et al., 2010).

Im Gehirn werden GABAa-Rezeptoren grundsatzlich hinsichtlich ihrer Lokalisation in
synaptische und extrasynaptische Rezeptoren unterteilt (Mortensen et al., 2011; Chuang and
Reddy, 2018). Sie differieren unter anderem hinsichtlich ihrer Affinitdt und Wirksamkeit
gegenuber GABA, ihrer Desensibilisierungsrate oder auch in der Wirkung von

Benzodiazepinen oder Neurosteroiden (Mortensen et al., 2011; Chuang and Reddy, 2018).

Wie bereits in Kapitel 2.2.1.2 kurz angesprochen, kommen die einzelnen Untereinheiten
bevorzugt in bestimmten Regionen vor. So ist beispielsweise die &-Untereinheit ausschliel3lich
extrasynaptisch zu finden (Chuang and Reddy, 2018; Ghit et al., 2021). ai-, az-, as- und Bs-
(Olsen, 2018; Ghit et al., 2021) sowie insbesondere y>-Untereinheiten Uberwiegen in
synaptischen, as-, as-, ds-, Y1- und ys-Untereinheiten wiederum in extrasynaptischen Regionen
(Sallard et al., 2021). Die beiden Untereinheiten pi1 und p2 sind mit ihren spezifischen
Expressionsmustern vor allem in der Retina zu finden.

Spezifische Rezeptor-Subtypen, wie beispielsweise asBay2, 04330 oder asB:0, werden zu einem
grolen Anteil extrasynaptisch exprimiert und fungieren dort als zusatzlicher

Regulationsmechanismus der neuronalen Aktivitaten (Knoflach and Bertrand, 2021).
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Synaptic GABA-A
Receptors Extrasynaptic GABA-A Receptors

Pentamer (y2-

Subunits containing) Pentamer (&-containing)
Inhibition Phasic Tonic

GABA affinity Low High

GABA efficacy High Low

Desensitization Pronounced Moderate/low
Benzodiazepines  Sensitive Insensitive

NSs Potentiated Highly potentiated

Low [Zn?*]
blockade N Y
Highly specific regional (e.g., hippocampus,

Distribution Highly prevalent neocortex, thalamus, hypothalamus, cerebellum)

Abbildung 6: Tabellarischer Vergleich zwischen synaptischen (afyz) und extrasynaptischen (afd)
GABAAx-Rezeptoren anhand spezifischer Charakteristika (Chuang and Reddy, 2018)

Der Unterschied zwischen tonischer und phasischer Inhibition wird in Kapitel 2.2.2.3 erlautert.

2.2.2.2. Physiologische Funktion des GABAA-Rezeptors

Ein Gleichgewicht zwischen exzitatorischer und inhibitorischer synaptischer Aktivitat im Gehirn
(Bryson et al., 2023) ist essentiell fir eine effiziente Informationsverarbeitung auf der zellularen
und der Netzwerkebene (Sears and Hewett, 2021). Im Zuge dessen wird auch von der
sogenannten E/I-Balance gesprochen, die fur die neuronalen Funktionen entscheidend ist. ,E*
steht dabei fir die exzitatorische, ,I“ fir die inhibitorische Aktivitat. Besonders in den kortikalen
Regionen des Gehirns fihrt eine E/I-Dysbalance zu kognitiver Dysfunktion und damit zur
Entstehung diverser neurologischer und neuropsychiatrischer Erkrankungen (Zhou and Yu,
2018). Verantwortlich daflr ist haufig eine Dysfunktion der GABAa-Rezeptoren (Masiulis et al.,
2019). Liegen dieser Mutationen in den Genen, die fur die GABAa-Rezeptoren kodieren,
zugrunde (Planells-Cases and Jentsch, 2009), werden die daraus resultierenden Krankheiten
auch als Kanalopathien bezeichnet. Beispiele daflr sind Epilepsie, Schlaflosigkeit,
Angststérungen oder Schizophrenie (Planells-Cases and Jentsch, 2009; Zhou and Yu, 2018;
Masiulis et al., 2019).

Wie bereits in Kapitel 1 erwahnt, vermittelt GABA die inhibitorische synaptische Transmission.
Durch Fusion der GABA speichernden Vesikel mit der neuronalen Membran wird GABA per
Exozytose in den synaptischen Spalt freigesetzt (Sarasa et al., 2020), wobei dieser Prozess

entweder spontan oder als Reaktion auf Membrandepolarisationen ausgelést werden kann.
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Die synaptischen Vesikel, die GABA enthalten, werden dabei in zwei verschiedene Pools
unterteilt (Bryson et al.,, 2023): Aus ersterem erfolgt die Freisetzung aufgrund kurzer
Depolarisationen leicht (Hablitz et al., 2009), weswegen dieser als readily releaseable pool
(RRP) bezeichnet wird (Hablitz et al., 2009; Koppensteiner et al., 2024). Der Reservepool
(reserve pool, abgekirzt RP) hingegen wird erst nach Entleerung des RRP entweder durch
anhaltende oder sich wiederholende Depolarisationen mobilisiert (Hablitz et al., 2009).
Reguliert wird die Freisetzung der Vesikel in den prasynaptischen Nervenendigungen durch
Synapsine (Song and Augustine, 2016). Die Exozytose selbst kann sich schliefldlich sehr
schnell, innerhalb von Hunderten Mikrosekunden als Reaktion auf einen Calcium-Einstrom
entwickeln und wird durch den prasynaptischen soluble N-ethylmaleimide sensitive fusion
(NSF) attachment protein receptor-Komplex (SNARE-Komplex) vermittelt. Dessen
Dysfunktion tragt daher ebenfalls maflgeblich zur Entwicklung neurologischer Erkrankungen

wie Epilepsie bei (Littleton et al., 2001; Bryson et al., 2023).

Die GABA-Konzentration im synaptischen Spalt, die sonst im mikromolaren Bereich liegt,
steigt durch die Exozytose mehrerer tausend GABA-Molekille in den niedrig millimolaren
Bereich an (Bryson et al., 2023). Die Wirkung erfolgt schlussendlich Gber die Bindung an
postsynaptische GABAx-Rezeptoren (Sarasa et al., 2020): Wenn GABA an die vorgesehenen
Bindungsstellen bindet, kommt es bedingt durch eine asymmetrische Rotation der fiinf ECDs
entgegen dem Uhrzeigersinn zu einer Konformationsanderung des Rezeptors, die Uber
Wasserstoffbrickenbindungen stabilisiert wird. Diese Rotation wird auf die TMDs Ubertragen,
wodurch sich verschiedene Variationen in der Offnung des zentralen Chloridkanals ergeben
(Masiulis et al., 2019; Sallard et al., 2021).

c Closed/resting pr—

Rotation

© GABA B . o
; Lock™ )
ALP ’ Lock

Aﬁtion

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Konformationsanderung des GABAa-Rezeptors nach der
GABA-Bindung durch Rotation der ECDs (Masiulis et al., 2019)
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Wie effektiv die GABAerge Neurotransmission funktioniert, ist in erster Linie von der

intrazellularen Chloridkonzentration abhangig, die sich durch die Aktivitdt zweier Kation-
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Chlorid-Transporter ergibt: Der Natrium-Kalium-Chlorid-Cotransporter (NKCC1) transportiert
Chloridionen in die Zelle, wahrend der neuronale Kalium-Chlorid-Cotransporter (KCC2) den
Chloridausstrom férdert (Sieghart and Savi¢, 2018).

Im friihen Entwicklungsstadium des Gehirns dominiert die NKCC1-Funktion, woraus ein
umgekehrtes Chloridpotential resultiert, das positiver als das Membranpotential ist. Offnet sich
nun der GABAa-Rezeptor, kommt es durch diesen umgekehrten elektrochemischen
Gradienten zum Chloridausstrom und dadurch zur Depolarisation (Lorenz-Guertin and Jacob,
2018). Die erhohte Chloridkonzentration in unreifen Neuronen und die damit verbundene
Depolarisation ist flr die Entwicklung des Gehirns essentiell: GABA wirkt dadurch vorerst
exzitatorisch und aktiviert N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren sowie
spannungsabhangige Calciumkanale. Der auf diese Weise ausgeldste starke Calciumeinstrom
tragt maligeblich zum neuronalen Wachstum, zur Bildung von Synapsen sowie zum Aufbau
von neuronalen Netzwerken bei. Eine Blockade der NKCC1-Funktion im pranatalen oder
frihen postnatalen Stadium kann daher in langfristigen negativen Auswirkungen resultieren,
da der fur die Entwicklung notwendige hohe Chloridspiegel nicht gegeben ist (Ben-Ari, 2017).
Die Expression des KCC2 nimmt im Laufe der ersten postnatalen Woche zu und erreicht an
dessen Ende ihr Maximum (Sauer and Bartos, 2011). Dadurch nimmt die intrazellulare
Chloridkonzentration ab, weswegen nun bei der Offnung des GABAa-Rezeptors Chloridionen
in die Zelle einstrémen (Lorenz-Guertin and Jacob, 2018). Dieser Chlorideinstrom dauert nur
ein paar Millisekunden (Sigel and Ernst, 2018), fuhrt zu einer Hyperpolarisation der Zelle
(Sears and Hewett, 2021) und damit verbunden zu einer Reduktion der neuronalen
Erregbarkeit (Cellot and Cherubini, 2014).

Insofern ist die Chloridhomdostase entscheidend dafir, wie sich die GABAerge Aktivitat
schlussendlich auspragt (Lorenz-Guertin and Jacob, 2018) und erst der Shift des
Chloridgradienten sowie die Ausbildung des exzitatorischen Glutamat-Systems veranlassen
die inhibitorische GABA-Wirkung (Sieghart and Savi¢, 2018). Wie lange die Desensibilisierung
des GABAa-Rezeptors schlieBlich anhalt, hangt vom konkreten Rezeptor-Subtyp sowie von

der Konzentration des Liganden ab (Knoflach and Bertrand, 2021).

Die postsynaptischen GABAa-Rezeptoren weisen zwar eine sehr hohe Bindungsaffinitat auf,
kommen in der postsynaptischen Membran jedoch nur in geringer Anzahl vor: Die mehreren
tausend freigesetzten GABA-Molekule treffen auf lediglich einige hundert postsynaptische
Rezeptoren (Bryson et al., 2023). Der GABA-Uberschuss, der nicht an die GABAa-Rezeptoren
bindet, gelangt vor allem Uber den nachfolgend beschriebenen GABA-Transporter 1 (GAT1) in
Neurone oder Astrozyten (Motiwala et al., 2022) und kann anschlieRend metabolisiert werden.
Es handelt sich hier um den sogenannten GABA-Shunt, der einen Nebenweg des Citratzyklus
darstellt (Sears and Hewett, 2021): Aus GABA entsteht zuerst durch die GABA-Transaminase
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Succinat-Semialdehyd (SSA). Dieses wird in weiterer Folge durch die SSA-Dehydrogenase
(SSADH) zu Succinat oxidiert, das schlussendlich in den Citratzyklus eintritt (Rowley et al.,
2012; Bryson et al., 2023). Eine Alternative dazu stellt die Reduktion von GABA Uber die y-
OH-Buttersaure-Dehydrogenase dar. Die daraus entstehende y-OH-Buttersaure wirkt dann
Uber die Aktivierung von GABAg-Rezeptoren (Rowley et al., 2012), deren genauer

Wirkmechanismus in Kapitel 2.3 erlautert wird.

Im Zusammenhang mit der Erhaltung der E/I-Balance ist vor allem die Gruppe der soeben
erwahnten GABA-Transporter (GAT) relevant. GATs sind Natrium-Symporter, die auch als
solute carrier 6 (SLC6) bekannt sind (Scimemi, 2014). Durch die Regulation ihrer Aktivitat
kénnen sie die extrazellulare GABA-Konzentration und damit den tatsachlich inhibitorisch
wirkenden Anteil steuern (Sears and Hewett, 2021). Zudem werden so unerwinschte
inhibitorische Effekte auf die neuronalen Schaltkreise verhindert (Bryson et al., 2023). Die
inhibitorische Neurotransmission wird beendet, indem GABA in die prasynaptischen Neuronen
und benachbarten Gliazellen aufgenommen wird, und somit spielt dieser Mechanismus eine
wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der E/I-Balance (Sears and Hewett, 2021). In seinen
Details ist er allerdings noch nicht vollstéandig verstanden (Jensen et al., 2003).

In Sdugetieren wurden bislang sechs dieser GABA-Transporter identifiziert: GAT1, GAT2,
GAT3, BGT1 (Betain-GABA-Transporter), CT1 (Kreatin-Transporter) sowie TauT (Taurin-
Transporter). Sie alle transportieren GABA gemeinsam mit spezifischen anderen Molekulen:
Die GAT1-3 transportieren zusatzlich zu GABA immer zwei Natriumionen und ein Chloridion,
der BGT1 Betain, der CT1 Kreatin und der TauT Taurin. Sie unterscheiden sich in ihrer
Funktion, ihrer zellularen und subzellularen Lokalisation sowie in ihrer Expression innerhalb
des Gehirns (Scimemi, 2014). Der GAT1 ist der Hauptsubtyp und fir 75-80 % der GABA-
Aufnahme verantwortlich. Er ist im gesamten Gehirn verbreitet und in hoher Dichte in jenen
Regionen lokalisiert, in denen sehr viele GABAerge Neurone zu finden sind (Jensen et al.,
2003): Das sind beispielsweise der Hippocampus, der Neocortex, das Cerebellum oder die
Retina. Der GAT2 wurde bisher nur in den Leptomeningen identifiziert (Zhou and Danbolt,
2013; Scimemi, 2014). Der GAT3 ist so wie der GAT1 im gesamten Gehirn zu finden, wenn
auch in geringerer Dichte. In den hdchsten Mengen wurde er unter anderem im Bulbus

olfactorius, im Thalamus oder im Hypothalamus lokalisiert (Scimemi, 2014).

2.2.2.3. Tonische und phasische Inhibition
Je nach Lokalisation der GABAa-Rezeptoren werden zwei verschiedene Arten inhibitorischer
Neurotransmission unterschieden: Bei den extrasynaptisch lokalisierten spricht man von
tonischer Inhibition, wahrend bei den synaptisch lokalisierten von der phasischen Inhibition die

Rede ist (Olsen, 2018). Sie stehen miteinander in einem dynamischen Gleichgewicht, das
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durch verschiedene Faktoren wie die GABA-Synthese durch die GAD65 oder den Abbau durch
die GABA-Transaminase kontrolliert wird (Bryson et al., 2023).

® "/ GABA

Exocytosis
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\ &

Phasic inhibition.

/ Tenic inhibition

Abbildung 8: Schematische Darstellung der GABA-Wirkung an synaptischen und extrasynaptischen
GABAAa-Rezeptoren (Bryson et al., 2023)

Unter phasischer Inhibition wird eine schnelle, punktgenaue Inhibition von genau regulierter
Dauer verstanden (Sallard et al., 2021), die durch die prasynaptische GABA-Freisetzung und
anschliefende Bindung an synaptische GABAa-Rezeptoren entsteht. Diese enthalten dabei
stets eine y-Untereinheit (Chuang and Reddy, 2018) und gelten als die wichtigsten Mediatoren
von inhibitorischen Signalen. GABA bindet mit niedriger Affinitat, weswegen eine ausreichend
hohe Konzentration von 2-5 mM fur die Rezeptoraktivierung notwendig ist (Sallard et al., 2021).
Zahlreiche Arzneistoffe wie beispielsweise die Benzodiazepine flhren zu einer positiv
allosterischen  Modulation der phasischen Neurotransmission, indem sie die
Offnungswahrscheinlichkeit der Chloridkanale erhéhen (Boileau and Czajkowski, 1999; Barker
and Hines, 2020).

Die Grundlage der tonischen Inhibition ist, wie bereits in Kapitel 2.2.1.2 erwahnt, die
verlangsamte Desensibilisierung der Rezeptoren (Bryson et al.,, 2023) und die damit
verbundene langer anhaltende Aktivierung (Chuang and Reddy, 2018), die von Sekunden bis
hin zu Minuten andauern kann (Sallard et al., 2021), wodurch die neuronale Exzitabilitat
signifikant moduliert wird (Chuang and Reddy, 2018).

Die extrazellularen GABAa-Rezeptoren, die hinsichtlich der tonischen Inhibition relevant sind,

binden GABA mit sehr hoher Affinitat, weswegen eine niedrige GABA-Konzentration fur deren
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Aktivierung ausreicht (Sallard et al., 2021). Auch Veranderungen in der tonischen Inhibition
kénnen die Wahrscheinlichkeit flr verschiedene Krankheitszustdnde wie Angst oder

Krampfanfalle erhéhen (Maguire et al., 2005; Sigel and Steinmann, 2012).
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Abbildung 9: Links: Phasische Inhibition mit schneller Desensibilisierung, groer Amplitude und
langsamer Deaktivierung Rechts: Tonische Inhibition mit langsamer Desensibilisierung, kleiner
Amplitude und Steady-State-Zustand (Sallard et al., 2021)

2.3. GABABg-Rezeptoren
Der GABAg-Rezeptor wurde im Jahr 1981 erstmals erwahnt (Bormann, 2000). Es handelt sich
um einen metabotropen, G-Protein-gekoppelten Rezeptor (Sigel and Steinmann, 2012; Wang
et al., 2021), der sowohl prasynaptisch als auch postsynaptisch lokalisiert ist (Heaney and
Kinney, 2016) und eine wichtige Rolle in verschiedensten physiologischen und pathologischen
Zustanden wie beispielweise dem Auftreten von Schmerzen und der Regulation der Stimmung
oder von Erinnerungen spielt (Sarasa et al., 2020). Strukturell ist er ein Heterodimer, das sich
aus den beiden Untereinheiten GABAg1 und GABAg, zusammensetzt (Heaney and Kinney,
2016) und sich in der Gensequenz, Struktur sowie in der Funktion von GABAa-Rezeptoren

unterscheidet (Sigel and Steinmann, 2012).

Der GABAg-Rezeptor vermittelt eine langsamere synaptische Transmission (Bormann, 2000;
Gassmann and Bettler, 2012; Sarasa et al., 2020): Durch die Bindung von GABA kommt es zu
dessen Konformationsanderung, wodurch die Gg-Untereinheit des G-Proteins dissoziiert,
welches die Adenylatcyclase inhibiert, wodurch wiederum die Konzentration an cyclischem
Adenosinmonophosphat (cCAMP) reduziert wird. Die so vermittelte prasynaptische Hemmung
der Neurotransmitterfreisetzung durch die Hemmung der Vesikelfusion dient als wichtiges
inhibitorisches Feedback fur die GABAa-Neurotransmission. Daruber hinaus inhibiert der
ebenfalls freigesetzte Ggy-Komplex spannungsgesteuerte Calciumkanale und aktiviert

zugleich die hyperpolarisierenden, einwarts gleichrichtenden Kaliumkanale (GIRK), wodurch
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die neuronale Inhibition verstarkt wird (Gassmann and Bettler, 2012; Sears and Hewett, 2021;
Bryson et al., 2023).

Auf postsynaptische GABAg-Rezeptoren ist die Wirkung ahnlich: Die Hemmung der
Adenylatcyclase durch die Gg-Untereinheit beeinflusst den nachgeschalteten PKA (cAMP-
abhangige Proteinkinase A)-Signalweg. Dadurch werden, so wie auch prasynaptisch, die
Calciumkanale durch die Ggy-Untereinheit inhibiert und die Kaliumkanale aktiviert. Die beiden
Mechanismen resultieren zusammen in der Inhibierung des postsynaptischen Neurons
(Skeberdis et al., 2006; Evenseth et al., 2020).

Durch die strukturell anders gestalteten Bindungsstellen greifen an GABAa- und GABAg-
Rezeptoren unterschiedliche Substanzen an: Wahrend, wie bereits in Kapitel 1 erwahnt,
Muscimol ein spezifischer Ligand des GABAa-Rezeptors ist, ist Baclofen ein spezifischer
GABAg-Rezeptor-Agonist (Olsen, 2018). Phaclofen hingegen hat eine inhibitorische Wirkung
(Heaney and Kinney, 2016).
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Abbildung 10: Strukturformeln des GABAs-Rezeptor-Agonisten Baclofen (oben links) und des GABAg-
Rezeptor-Antagonisten Phaclofen (oben rechts) sowie von GABA (unten links) und des GABAa-

Agonisten Muscimol (unten rechts)

2.4. GABAAa-p-Rezeptoren
Im Jahr 1984 wurde eine dritte Klasse von GABA-aktivierten Rezeptoren im ZNS entdeckt, die
ursprunglich als GABAc-Rezeptoren bezeichnet wurden (Bormann, 2000). Das Klonieren und
die heterologe Expression dieser Rezeptoren zeigte allerdings, dass es sich dabei um einen
Subtyp der GABAa-Rezeptoren bestehend aus p-Untereinheiten handelt. Es sind somit

ionotrope pLGICs, die nach der Bindung von GABA langsam aktiviert werden und weniger als
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die klassischen GABAa-Rezeptoren desensibilisieren. Ihr Aufbau unterscheidet sich ebenfalls
von dem der regularen GABAa-Rezeptoren: Wahrend diese meist als Heteropentamere und
somit bestehend aus unterschiedlichen Untereinheiten auftreten, sind GABAa-p-Rezeptoren
meistens Homopentamere, die aus p-Untereinheiten zusammengesetzt sind (Cowgill et al.,
2023). Sie reagieren nicht auf Agonisten, Antagonisten oder Modulatoren der GABAa- und
GABAg-Rezeptoren, wie beispielsweise Bicucullin, Baclofen (Bormann, 2000; Johnston and
Beart, 2024) oder auch Benzodiazepine und Barbiturate (Bormann, 2000; Cowgill et al., 2023).
Stattdessen werden sie neben GABA unter anderem durch die cis-4-Aminocrotonsaure, einen
partiellen Agonisten, aktiviert. Mithilfe dieser konnte auch die Lokalisation der GABAa-p-
Rezeptoren genauer bestimmt werden: Sie wurden unter anderem in der Retina, im

Hippocampus, in der Hypophyse sowie im Darm identifiziert (Johnston and Beart, 2024).

3. Bindungsstellen des GABAa-Rezeptors und deren Liganden

Die zahlreichen Pockets am GABAx-Rezeptor dienen als Target fiir verschiedene Arzneistoffe
bei unterschiedlichen Erkrankungen (Sigel and Steinmann, 2012). Davon befinden sich je funf
an den extrazellularen Interfaces zwischen den Untereinheiten, zwischen den
transmembranaren Domanen und innerhalb der Helix-Bindel, die die TMDs der einzelnen
Untereinheiten bilden, sowie mindestens eine innerhalb der Kanalpore (Sieghart and Savic,
2018).

Die Rezeptoraktivierung bzw. -modulation erfolgt iber endogene Liganden wie den Agonisten
GABA und Neurosteroide, oder aber durch eine Vielzahl von exogenen Substanzen (Sigel and
Steinmann, 2012), darunter Anasthetika, Antipsychotika oder Hypnotika (Boileau et al., 2010).
Grob wird hier zwischen zwei verschiedenen Mechanismen unterschieden: Es werden
entweder die GABA-induzierten Strome moduliert, und/oder aber die GABAa-Rezeptoren
direkt aktiviert. Wahrend die modulatorische Aktivitat (in Anwesenheit des Agonisten bzw.
GABA) meist bereits in niedrigeren Konzentrationen beobachtet wird, werden fur die direkte
Aktivierung (agonistische Aktivitat, in Abwesenheit von GABA) meist hohere Konzentrationen
bendtigt. Allein in den letzten Jahren konnten Uber 100 Substanzen identifiziert werden, die
Uber einen dieser beiden Mechanismen wirken, wobei deren jeweilige Bindungsstellen haufig
noch nicht bekannt sind (Sieghart and Savic¢, 2018).

Im folgenden Kapitel werden die bereits relativ gut untersuchten GABA-, Benzodiazepin-,

Barbiturat- sowie Neurosteroid-Bindungsstellen im Detail beschrieben.

3.1. GABA-Bindungsstellen
In den 90er Jahren wurden erstmals die beiden GABA-Bindungsstellen identifiziert und
beschrieben (Olsen, 2018). Sie sind extrazellular (Chen et al., 2019) am Interface zwischen

einer a- und einer B-Untereinheit lokalisiert, wobei im Zusammenhang mit Bindungsstellen
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immer von einer Hauptuntereinheit, markiert mit ,+, und einer komplementaren Untereinheit,

markiert mit ,-“ gesprochen wird (Zhu et al., 2018).

B

GABA GABA
site 2 site 1

benzodiazepine
site

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Bindungsstellen des vorherrschenden Subtyps a1f2y2

inklusive der (+)/(-)-Markierungen (Sigel and Steinmann, 2012)

3.1.1. GABA

Die beiden GABA-Bindungsstellen befinden sich jeweils auf der ECD des (3+)/(a-)-Interfaces
(Scott and Aricescu, 2019; Sallard et al, 2021) und in Abhangigkeit der
Untereinheitenkombination konnten, wie auch bereits in Kapitel 2.2.1.2 kurz angesprochen,
Unterschiede in der Affinitdt von Agonisten und Antagonisten beobachtet werden: Ist
beispielsweise eine d-Untereinheit vorhanden, steigt dadurch nicht nur die Affinitat fir GABA,
sondern auch jene fir Muscimol oder Gaboxadol (Olsen, 2018).

An den Interfaces der beiden die Bindungsstellen bildenden Untereinheiten sind jeweils sechs
loops vorhanden, die die Bindungstasche bilden (Lummis et al., 2011): Auf der B-Untereinheit
befinden sich die ,A* ,B* und ,C* loops und auf der a-Untereinheit die ,D¥ ,E* und ,F“ loops
(Olsen, 2018). GABA selbst bindet dabei unter dem loop C, in der sogenannten ,aromatic box".
Dabei handelt es sich um eine hydrophobe Region, die unter anderem vier fur die GABA-
Bindung essentielle, aromatische Aminosauren enthalt: a;Phe65, B2Tyr97, B.Tyr157 und
B2Tyr205 (Padgett et al., 2007).

Bindet GABA, orientiert sich die Aminogruppe in Richtung der B-Untereinheit und die
Carboxylgruppe zeigt zur komplementaren a-Untereinheit. Die Stabilisierung der Bindung
erfolgt durch zahlreiche hydrophile Interaktionen, unter anderem Salzbricken,
Wasserstoffbriickenbindungen und Kation-mm-Wechselwirkungen (Scott and Aricescu, 2019;
Knoflach and Bertrand, 2021). Fur letztere ist der Ausschluss von Wasser und damit die bereits
erwdhnte Hydrophobizitdt durch die aromatic box besonders wichtig, um eine effektive

Bindung zu gewabhrleisten (Padgett et al., 2007).
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Abbildung 12: GABA-Bindungsstelle am (B+)/(a-)-Interface. GABA liegt in gebundener Form als weil}
gefarbte Substanz vor, die schwarz gepunkteten Linien symbolisieren hydrophile Interaktionen zwischen
den Seitenketten (Scott and Aricescu, 2019)

3.1.2. Bicucullin

An dieser orthosterischen Bindungsstelle binden neben GABA auch andere Substanzen,
darunter der konvulsiv wirkende, kompetitive Antagonist des GABAa-Rezeptors Bicucullin.
Dessen Bindungsposition ahnelt jener von GABA sehr, wie ein direkter Vergleich an einem
a1Bay2-Rezeptor zeigte: So sind die hydrophilen Interaktionen sehr &hnlich, da das
Stickstoffatom des Isoquinolins nur leicht anders positioniert ist als die Aminogruppe von
GABA. Vermutlich sind es hier die Phthalid- und Isoquinolin-Strukturelemente, die mit der
aromatic box interagieren (Scott and Aricescu, 2019). Entgegen den urspringlichen
Erwartungen, dass Bicucullin den GABAa-Rezeptor in einen vollstdndig geschlossenen
Zustand versetzt, bleibt dieser insgesamt in einer gedffneten Konformation. Die Rotation der
ECDs der Untereinheiten wird dadurch verhindert und die TMDs in ihrem geschlossenen
Stadium stabilisiert, wodurch der Chloridkanal inaktiviert wird (Masiulis et al., 2019). Die
Bindung von Bicucullin verursacht einerseits eine Bewegung des loops C nach aul3en und
andererseits auch insgesamt eine Ausdehnung der gesamten Struktur, die bei der GABA-
Bindung ausbleibt (Scott and Aricescu, 2019).

Abbildung 13: Bicucullin (rosa) in gebundenem Zustand am a13sy2-Subtyp mit -11-Wechselwirkungen

und Wasserstoffbriickenbindungen (schwarz gepunktete Linie) (Masiulis et al., 2019)
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3.2. Benzodiazepin-Bindungsstelle

Im Jahr 1983 wurde erstmals die Benzodiazepin-Bindungsstelle als Teil eines
Proteinkomplexes aus dem zerebralen Kortex eines Rindergehirns identifiziert und purifiziert,
um Untersuchungen zu deren Bindungskapazitat, Affinitat und pharmakologischen
Eigenschaften durchzuflihren (Sigel et al., 1983). Es stellte sich heraus, dass dieser Komplex
der bereits bekannte GABAa-Rezeptor war und die Benzodiazepine dessen Offnung
modulierten. Deren hochaffine Bindungsstelle wurde schlief3lich am extrazellularen Interface
zwischen den beiden Untereinheiten a1 und y2 identifiziert. In weiterer Folge konnte festgestellt
werden, dass sich diese immer am (ax)/(yy)-Interface befindet, wobei x die Isoformen 1, 2, 3
und 5 und y die Isoformen 1, 2 und 3 einnehmen kann (Sigel and Ernst, 2018). Zudem konnte
eine weitaus hohere Affinitdt und Wirksamkeit von y2 im Vergleich zu y1 und ys eruiert werden
(Olsen, 2018; Sigel and Ernst, 2018).

Benzodiazepine modulieren Rezeptoren mit den Untereinheiten a4 sowie as nicht, weswegen
sie auch als ,Diazepam-unempfindliche (DI fir diazepam-insensitive) Untereinheiten®
bezeichnet werden (D’Hulst et al., 2009; Sigel and Ernst, 2018). Untereinheiten, die Diazepam
binden, werden ,Diazepam-empfindliche (DS fir diazepam-sensitive) Untereinheiten genannt
(Sigel and Ernst, 2018). Es zeigte sich jedoch, dass viele Benzodiazepin-Antagonisten an

GABAx-Rezeptoren mit diesen Untereinheiten binden (Olsen, 2018).

Abbildung 14: Links: Blick von oben auf den GABAa-Rezeptor mit den beiden GABA- sowie der
Benzodiazepin-Bindungsstelle Rechts: Seitliche Ansicht des GABAa-Rezeptors, in der neben einer
GABA- und der hochaffinen Benzodiazepin-Bindungsstelle auch eine niedrigaffine Bindungsstelle fur

Diazepam gekennzeichnet ist (Goldschen-Ohm, 2022)

Hauptverantwortlich dafir, wie empfindlich die Benzodiazepin-Bindungsstelle auf die
verschiedenen Benzodiazepine reagiert, ist die a-Untereinheit (D’Hulst et al., 2009). Die
einzelnen Isoformen der a-Untereinheiten werden mit den verschiedenen klinischen
Wirkungen der Benzodiazepine assoziiert. So wird Uber die as-Untereinheit, die in tber 50 %
aller GABAa-Rezeptoren exprimiert wird, die sedative und amnestische Wirkung vermittelt,

wahrend Uber die az- und die as-Untereinheit Anxiolyse vermittelt wird. Aktivitat an Rezeptoren

22



mit einer as-Untereinheit scheint an der Beeintrachtigung der Lern- und Merkféahigkeit beteiligt
zu sein, von der im Zusammenhang mit der Benzodiazepin-Gabe oft berichtet wird (Hood et
al.,, 2014; Bryson et al, 2023). Auch regionale Unterschiede hinsichtlich der
Rezeptorexpression im Gehirn, Variationen in der individuellen Verteilung der GABAx-
Rezeptoren sowie deren synaptische oder extrasynaptische Lokalisation wirken sich auf die
klinischen Effekte aus (Vinkers and Olivier, 2012). Im Gegensatz zu den im Anschluss
beschriebenen Barbituraten wirken Benzodiazepine allerdings ausschliellich UGber

synaptische GABAx-Rezeptoren (Sills and Rogawski, 2020).

Die Bindungsstelle befindet sich unter dem loop C und der Histidinrest an Position 102 auf der
ai-Untereinheit (a1His102) interagiert dabei mit dem Chloridatom von Diazepam (siehe
Abbildung 15) (Scott and Aricescu, 2019). Bei der as- und as-Untereinheit ist Histidin durch
Arginin ersetzt, wodurch sich vermutlich deren bereits erwahnte Unempfindlichkeit gegeniber
Benzodiazepin-Agonisten erklaren Iasst (Lischer et al., 2012; Scott and Aricescu, 2019). Die
Bindungstasche enthalt in Analogie zur GABA-Bindungsstelle ebenfalls viele aromatische
Aminosaurereste und erméglicht so hydrophobe Interaktionen mit den Benzol-, Diazepin- und
Phenylringen (Scott and Aricescu, 2019). Der durch die Bindung ausgeléste Wirkmechanismus

wird in Kapitel 3.2.1 erlautert.

vy ﬁ vy

Abbildung 15: Benzodiazepin-Bindungsstelle mit Alprazolam und Diazepam (links) sowie dem

Antagonisten Flumazenil und Diazepam (rechts) als Liganden (Scott and Aricescu, 2019)

Hinsichtlich der Lokalisation ist die Benzodiazepin-Bindungsstelle den GABA-Bindungsstellen
ahnlich, da sie sich ebenfalls in einer Sequenzschleife, die auf der Struktur von B-Faltblattern
basiert, befindet. Das Vorhandensein der y-Untereinheit ist Grundvoraussetzung flur die
Bindung der Benzodiazepine und deren Sensitivitat, wobei die y»>-Untereinheit aufgrund der
bereits erwahnten mal3geblich hdheren Affinitdt am haufigsten vertreten ist (Olsen, 2018).
Wichtige, an der ausgeldsten Wirkung beteiligte Aminosauren sind beispielsweise y2Met130
und y2Phe77, die sich beide auf der y.-Untereinheit befinden. y,Phe77 ist dabei fir die hohe

Affinitat der Benzodiazepin-Bindungsstelle verantwortlich (Wingrove et al., 1997). Neben den
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Benzodiazepinen binden auch strukturell anders aussehende Substanzen an dieser
Bindungsstelle, wie beispielsweise die Z-Drugs Zolpidem, Zopiclon und Zaleplon (Scott and
Aricescu, 2019).

Neben der soeben beschriebenen hochaffinen Bindungsstelle gibt es noch eine weitere,
niedrigaffine Benzodiazepin-Bindungsstelle in der Transmembranregion des GABAa-
Rezeptors (Sigel and Ernst, 2018). Sie befindet sich in einer homologen Position am (a+)/(B-
)-Interface und wurde vermutet, als Diazepam bei aifB2-Rezeptoren, bei denen
dementsprechend davon ausgegangen wurde, dass sie keine Bindungsstelle fir
Benzodiazepine hatten, eine Wirkung ausléste. Auch bei dieser Bindungsstelle konnten bereits
mafgeblich zur Bindung beitragende Aminosaduren identifiziert werden, wie Serin an der
Position 267 der ai-Untereinheit (a1Ser267) oder Asparagin an der Position 265 der (.-
Untereinheit (B2Asp265) (Walters et al., 2000). Die Erkenntnis, dass Diazepam in a4f2y2-
Rezeptoren eine biphasische Potenzierung des GABA-induzierten Chloridstroms hervorrief,

trug ebenfalls zur Identifizierung dieser Bindungsstelle bei (Middendorp et al., 2015).

3.2.1. Benzodiazepine
Bei Benzodiazepinen handelt es sich um psychotrope Substanzen (Zhu et al., 2018), die zu
den starksten antikonvulsiven, sedativen, hypnotischen und anxiolytischen Wirkstoffen in
klinischer Verwendung gehéren (D’Hulst et al., 2009). Bereits im Jahr 2008 zahlten sie mit 80
Millionen Verschreibungen allein in den USA zu den am haufigsten verordneten Arzneimitteln
(Hanson and Czajkowski, 2008) und zwischen 1996 und 2013 wurde eine Steigerung der
Verschreibungen um nahezu 70 % verzeichnet (Lembke et al., 2018). Auch in Europa werden
Benzodiazepine sehr haufig angewandt, wobei die Situation in den einzelnen Landern mitunter
unterschiedlich ist (LukaciSinova et al., 2024). Das Alter spielt dabei eine grof3e Rolle, wie
internationale Studien auf der ganzen Welt zeigen: So betragt der Prozentsatz der
Benzodiazepin-Einnahme in der gesamten Population im Durchschnitt zwischen 2.1 % und
7.5 %. Betrachtet man nur die Altersgruppe ab 65 Jahren, liegt dieser aber zwischen 8.7 %
und 21.5 % (Landolt et al.,, 2021). Eine Studie, die von Februar 2019 bis Marz 2020
durchgefuhrt wurde, verglich die Anzahl der Verschreibungen in der alteren Bevolkerung in
verschiedenen europaischen Landern: In Spanien wurde beispielsweise eine Pravalenz von
34 % eruiert. Allein in Barcelona erfolgten 96 % der Verschreibungen off-label. In Kroatien war
die Situation mit 35.5 % ahnlich. In Serbien zeigte sich die besonders haufige Verschreibung
von Bromazepam. In der Tschechischen Republik wurden dagegen im Vergleich zu den
anderen Landern Benzodiazepine seltener verschrieben (20 %) (LukaciSinova et al., 2024).
Eine weitere, in der Schweiz im Jahr 2018 durchgeflihrte Studie zeigte eine jahrliche Pravalenz

an Verschreibungen von 8.1 % in der gesamten Schweizer Bevdlkerung. Auch hier konnte ein
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signifikant hoherer Prozentsatz in der alteren Bevolkerung beobachtet werden: So wurde im
Rahmen der Studie bei 51.9 % in der Gruppe der Uber 65-Jahrigen mindestens eine

Benzodiazepin-Verschreibung festgestellt (Landolt et al., 2021).

In ihrer chemischen Zusammensetzung sind sich die einzelnen Benzodiazepine sehr ahnlich:
Sie bestehen stets aus fusionierten Benzol- und Diazepinringen mit verschiedenen
Substituenten (Arora et al., 2020; Goldschen-Ohm, 2022). Die Stickstoffatome im Diazepinring
befinden sich dabei in der Regel an den Positionen 1 und 4 (siehe Abbildung 16), weswegen

ihre Grundstruktur als 1,4-Benzodiazepin bezeichnet wird (Arora et al., 2020).

1
R
VR
N

Abbildung 16: Grundstruktur der 1,4-Benzodiazepine. R' sind dabei haufig Methylgruppen oder ein
Wasserstoffatom, R? ein Sauerstoffatom. R® und R* sind meist Halogene (Sieghart and Savi¢, 2018;
Arora et al., 2020)

Im Jahr 1957 wurde Chordiazepoxid als erstes Benzodiazepin entdeckt, das bereits damals
ein weitaus sicheres Wirkprofil als die bis dahin eingesetzten Barbiturate aufwies (Knoflach
and Bertrand, 2021). Zwei Jahre spater wurde es klinisch als Tranquilizer eingeflihrt, wodurch
ein Meilenstein in der Psychopharmakologie gesetzt wurde. Die Entdeckung und Entwicklung
weiterer Benzodiazepine folgte innerhalb kurzer Zeit, darunter Diazepam im Jahr 1963 (Hood
et al., 2014), und stellte einen wichtigen Schritt in der Behandlung von Angststérungen und
Psychosen dar (Knoflach and Bertrand, 2021). Heute haufig eingesetzte Benzodiazepine sind
beispielsweise Midazolam, Lorazepam, Diazepam oder Clonazepam (Dubovsky and Marshall,
2022; Kienitz et al., 2022).

25



Hsc\ o
N\g N N—//

o ., O
Cl —N N —N Cl —N

|
O

Abbildung 17: Beispiele von Benzodiazepinen mit gleicher Grundstruktur: Diazepam (links),

Flunitrazepam (Mitte) und Alprazolam (rechts)

Benzodiazepine wirken, wie bereits erwahnt, an synaptischen GABAa-Rezeptoren und
modulieren extrasynaptische GABAa-Rezeptoren in der Regel nicht (Chuang and Reddy,
2018). Sie 6ffnen den Chloridkanal nicht direkt (Sieghart and Savi¢, 2018), sondern wirken
durch die allosterische Modulation des GABAx-Rezeptors, wobei zwischen positiv und negativ
modulierenden sowie neutral wirkenden Benzodiazepinen unterschieden wird: Erstere sind die
positiv allosterischen Modulatoren, die die Offnungswahrscheinlichkeit des Chloridkanals
erhéhen und damit die inhibitorische GABA-Wirkung potenzieren, zweitere sind die negativ
allosterischen Modulatoren, die sie verringern. Diese beiden Gruppen vermitteln ihre Wirkung
somit Uber Konformationsanderungen (Smith and Olsen, 1995; Boileau and Czajkowski, 1999;
Sieghart and Savi¢, 2018; Sigel and Ernst, 2018), im Gegensatz zu den im Anschluss
beschriebenen neutral wirkenden Benzodiazepinen (Sieghart and Savi¢, 2018).

Im Zusammenhang mit diesen fir die Wirkung notwendigen Konformationsanderungen des
GABAx-Rezeptors wird von einem ,lock-and-pull“-Mechanismus gesprochen: Durch die
GABA-Bindung schlie3en sich die C loops in den B-Untereinheiten. Dadurch wird die Rotation
der ECDs ausgeldst, die in den benachbarten (a-)-Untereinheiten einrasten. Diese GABA-
bedingten Konformationsanderungen ubertragen sich auf die anderen ECDs, die sie wiederum
an die TMDs weiterleiten (Masiulis et al., 2019). Benzodiazepine stabilisieren das (a+)/(y-)-
Interface wahrenddessen, um diese Prozesse zu erleichtern (Masiulis et al., 2019; Scott and
Aricescu, 2019).

Die neutral wirkenden Benzodiazepine sind Antagonisten: Sie fiuhren zu keiner
Konformationsanderung des GABAa-Rezeptors und haben dementsprechend auch keinen
direkten Effekt auf die GABA-Strome, sondern blockieren die Wirkung der allosterischen
Modulatoren (Sieghart and Savi¢, 2018). Ein Beispiel eines kompetitiven Antagonisten an der
Benzodiazepin-Bindungsstelle ist Flumazenil, das klinisch zur Aufhebung einer
Benzodiazepin-induzierten Anésthesie und als Antidot bei einer Uberdosierung eingesetzt wird

(Zhu et al., 2018). Die Besonderheit von Flumazenil ist, dass es neben der antagonistischen

26



Aktivitat konzentrationsabhangig bzw. auch in Abhangigkeit des GABAa-Rezeptor-Subtyps

ebenfalls allosterisch modulierend wirken kann (Sigel and Baur, 1988; Sigel and Ernst, 2018).

3.2.1.1. Vorteile
Die zahlreichen Arzneistoffe dieser Substanzklasse sind etablierte First-Line-Drugs (Sigel and
Ernst, 2018; Kienitz et al., 2022) und etwa 80 % aller GABAa-Rezeptoren sind deren Targets
(Luscher et al., 2023). Aufgrund ihres vielfaltigen Wirkspektrums hat die Food and Drug
Administration (FDA) die Benzodiazepine in den Vereinigten Staaten Amerikas fur einige
Indikationen zugelassen, darunter Angststérungen und Panikattacken, Schlaflosigkeit,
epileptische Anfalle oder fiur den akuten Alkoholentzug. Auch off-label werden sie bei
Depressionen oder dem Restless-Legs-Syndrom verordnet (Lembke et al., 2018; Goldschen-
Ohm, 2022). In der EU sind Benzodiazepine von der European Medicines Agency (EMA)
ebenfalls fur Angststérungen, den akuten Alkoholentzug, Skelettmuskelkrampfe, krampfartige
Stérungen wie Epilepsie (Borisova et al., 2021; Kienitz et al., 2022), fur die pra- und
postoperative Sedierung (Spence et al., 2019; Keam, 2020; Sneyd et al., 2021) sowie flr
Schlafstérungen zugelassen (Riemann et al., 2017; Borisova et al., 2021; Zhu et al., 2022; Ellis
et al., 2023).
Die einzelnen Benzodiazepine weisen eine unterschiedlich starke Potenz auf (Olsen, 2018).
Das begunstigt ihren Einsatz bei unterschiedlichen Indikationen: Die ersten Benzodiazepine,
darunter Chlordiazepoxid, Oxazepam oder Temazepam, zeigen eine niedrige bis mittlere
Potenz und waren durch ihre Wirksamkeit und verhaltnismafRig geringe Toxizitat schnell sehr
beliebt im Einsatz bei Schlaf- und Angststérungen. Die neueren, weitaus potenteren
Benzodiazepine wie Alprazolam, Lorazepam oder Clonazepam bringen zwar ein hoheres
Risiko flr unerwlnschte Arzneimittelwirkungen mit sich, ermdglichen jedoch durch ihren
schnelleren Wirkeintritt den Einsatz in weiteren Indikationsgebieten wie beispielsweise bei
Panikattacken, akuter Manie oder Agitation (Griffin et al., 2013).
Ein weiterer Vorteil der Benzodiazepine ist die Moglichkeit, diese Uber verschiedene Routen
applizieren zu kénnen: Neben der intravendsen, oralen, rektalen und intramuskularen
Verabreichung ist auch eine bukkale, intranasale und intraossare Verabreichung mdglich
(Kienitz et al., 2022).

3.2.1.2. Nachteile
Erst Jahre nach der Entdeckung von Chlordiazepoxid wurde deutlich, dass die Anwendung
der Benzodiazepine auch viele Nachteile mit sich bringt (Knoflach and Bertrand, 2021). Einer
dieser Nachteile bezieht sich auf die diversen Wirkungen, die Benzodiazepine hervorrufen
kénnen. Bestimmte therapeutische Effekte kénnen namlich nicht isoliert hervorgerufen

werden. Grund dafiir ist, dass Benzodiazepine unselektiv den Grofdteil der GABAa-Rezeptor-
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Subtypen modulieren, die weitverbreitet in den meisten Gehirnregionen exprimiert werden.
Abhangig von der gestellten Indikation kann das problematisch sein (Olsen, 2018). Beispielhaft
daflr ist vor allem die sedierende oder auch die muskelrelaxierende Wirkung: Sind diese
Effekte aufgrund der gestellten Indikation eigentlich nicht erwiinscht, spricht man von
unerwlnschten Nebenwirkungen. Besonders bei alteren Menschen, denen Benzodiazepine
zur Therapie von Schlafstérungen oder Unruhe verschrieben wurden, kommt es dadurch oft
zu Synkopen, Sturzen und damit zu Verletzungen oder Knochenbriichen. Das Risiko flr diese
Nebenwirkungen steigt, je langer der Einnahmezeitraum sowie die Halbwertszeit der
Substanzen und je hoher die verabreichte Dosis des Benzodiazepins ist (Dubovsky and
Marshall, 2022). In dieser Hinsicht waren Arzneistoffe, die selektiv an einen bestimmten
Subtyp des GABAa-Rezeptors binden, die optimale Lésung, da so nur die fir die Therapie
gewilnschte Wirkung hervorgerufen werden wirde (Hood et al., 2014). Studien in genetisch
modifizierten Mausen schlagen in der Tat vor, dass Substanzen, die nur an spezifischen
Subtypen wirken, weniger unerwunschte Nebenwirkungen hervorrufen (Engin, 2022). Da die
Benzodiazepin-Bindungsstelle jedoch stark konserviert vorliegt, ist die praktische Umsetzung
dieses Konzepts im Menschen sehr schwierig. In der Theorie waren Arzneistoffe mit selektiver
Wirkung ein Kompromiss: Sie wiurden zwar gleichermafien an alle Subtypen binden, kénnten
jedoch die Aktivitat einer oder mehrerer a-Untereinheiten selektiv modulieren. Im Rahmen
praklinischer Studien wurden bereits viele Subtyp-selektive Substanzen erfolgreich getestet,

die jedoch in klinischen Studien nicht die erhofften Effekte gezeigt hatten (Engin, 2022).

Das hohe Potential zur Toleranzentwicklung und zum Substanzmissbrauch sowie die
schwerwiegenden Folgen im Zusammenhang mit einer Uberdosierung oder
Abhangigkeitserscheinungen sind ebenfalls malgebliche Nachteile (Hood et al., 2014;
Goldschen-Ohm, 2022). Wahrend jedoch das Opioid-Problem weltweit als solches anerkannt
wird, bleiben die Auswirkungen des Benzodiazepin-Missbrauchs wenig beachtet (Lembke et
al., 2018) — dabei entwickelt sich beispielsweise die Toleranz gegenuber der sedativen bzw.
hypnotischen Wirkung bereits nach Tagen (Hood et al., 2014). Sie entsteht nach wiederholter
Benzodiazepin-Verabreichung aufgrund von Veranderungen in der Expression der GABAa-
Rezeptoren, deren Funktion sowie der GABA-Bindung, wobei die genauen Mechanismen noch
nicht vollstandig bekannt sind (Barker and Hines, 2020). Ein weiteres bedeutendes Risiko ist
die Entwicklung einer Atemdepression nach unkontrollierter Einnahme sehr hoher Dosen
(Kienitz et al., 2022).

Viele Lander versuchen daher, mit Guidelines deren Verschreibung strenger zu regulieren,

indem sie nur kurzzeitig in der kleinstmoglichen Dosis verabreicht werden sollen (Hood et al.,

2014) — eine Medikation, die kirzer als einen Monat andauert ist haufig sinnvoll und
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nutzbringend (Lembke et al., 2018). Diese Vorschriften werden jedoch oft ignoriert: Langfristige
Verschreibungen sind dadurch besonders bei der Therapie von Angstzustanden und
Schlaflosigkeit (Lembke et al., 2018) sowie in bestimmten Gruppen wie beispielsweise der
alteren Bevdlkerung haufig (Hood et al., 2014).

Das Problem verscharft sich durch die Tatsache, dass insbesondere die neueren,
hochpotenten Benzodiazepine wie beispielsweise Flualprazolam, Diclazepam, Clonazolam
oder Etizolam, die auch als ,Designer-Benzodiazepine® bekannt sind, beliebte Substanzen auf
dem Schwarzmarkt sind (Sarker et al., 2022). Sie werden illegal hergestellt und sind von den
tatsachlichen Arzneistoffen kaum zu unterscheiden (Lembke et al., 2018), da auch sie meist
als Tabletten oder Kapseln in verschiedenen Dosierungen vertrieben werden (Moosmann et
al., 2015). Chemisch sind sie einander ebenfalls sehr ahnlich: Beispielsweise ist das bereits
erwahnte Clonazolam ein Analogon des therapeutisch verwendeten Clonazepams und enthalt
sowohl strukturelle Elemente von Clonazepam als auch von Alprazolam (Lembke et al., 2018).
Als Arzneistoffe sind diese Benzodiazepine niemals zugelassen worden, aber fast alle davon
waren einmal Wirkstoffkandidaten, weswegen deren Synthesewege sowie Daten aus
praklinischen Untersuchungen in der Literatur meist zuganglich sind (Moosmann et al., 2015).
Von der Gefahrlichkeit her sind sie vergleichbar mit Fentanyl, einem der potentesten Opioide.
Ein Paradebeispiel daflr ist ebenfalls Clonazolam, das so potent ist, dass es in Dosierungen
im Mikrogrammbereich verabreicht werden misste, um das Risiko einer Uberdosis méglichst
klein zu halten. Gleichzeitig ist es aber im Internet mitunter als ,research chemical“ zu finden
(Lembke et al., 2018).

3.3. Barbiturat-Bindungsstellen
Erste Hinweise auf die Lokalisation der Barbiturat-Bindungsstelle am GABAa-Rezeptor gaben
Mutagenese-, Mouse-knock-in- sowie Photolabeling-Studien (Kim and Hibbs, 2021). Aktuelle
Studien lassen vermuten, dass es zumindest zwei Bindungsstellen gibt — eine am (a+)/(B-)-
sowie eine zweite am (y+)/(B-)-Interface (Maldifassi et al., 2016). Diese wurden in der
Transmembranregion der Rezeptoren identifiziert (Sieghart and Savi¢, 2018), genau
genommen in den TMDs 1-3 der B-Untereinheiten (Bryson et al., 2023). Die genaue

Lokalisation ist jedoch nach wie vor umstritten (Sills and Rogawski, 2020).
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Abbildung 18: Blick durch den lonenkanal des GABAa-Rezeptors vom synaptischen Spalt aus mit

Kennzeichnung der beiden Bindungsstellen, an denen Phenobarbital gebunden hat (Kim et al., 2020)

Eine vorgeschlagene Bindungsstelle flr Barbiturate befindet sich in einem Hohlraum zwischen
der TMD1 der B-Untereinheit und der TMD3 der a- bzw. y-Untereinheit (Kim et al., 2020; Kim
and Hibbs, 2021). Dieser Hohlraum wird durch die Ausbuchtung einer kurzen 1-Helix gebildet.
Die Barbiturate kénnen dann in diesem Hohlraum an die Bindungsstelle binden. An der
tatsachlichen Bindung sind Serinreste maf3geblich beteiligt (Kim and Hibbs, 2021): Beispielhaft
daflir ware jener an Position 265 der B1-Untereinheit (31Ser265), der vor allem fir die direkte
Aktivierung des GABAa-Rezeptors durch Barbiturate in Abwesenheit von GABA relevant ist.
Es konnten bereits einige Punktmutationen dieses Serinrests identifiziert werden, die zu einer
konstitutiven Aktivierung des GABAa-Rezeptors flhrten, darunter Ser265Trp oder Ser265Gly
(Miko et al., 2004).

Die Bindung von Phenobarbital erfolgt bei beiden Bindungsstellen auf dieselbe Weise: Die
enthaltene Barbitursdure befindet sich zwischen TMD 1 und 3, wahrend die Ethylgruppen sich
in Richtung der Pore orientieren und die Phenylgruppen von der Pore wegzeigen (Kim et al.,
2020). Die Stabilisierung erfolgt vor allem Uber hydrophobe Van-der-Waals-Interaktionen (Kim
et al., 2020; Kim and Hibbs, 2021), die Gberwiegend von der -Untereinheit ausgehen. Zudem
bildet sich eine elektrostatische Verbindung zwischen dem Stickstoffatom der Barbitursaure
und dem Carbonyl-Sauerstoffatom des Backbones, die ebenfalls stabilisierend wirkt (Kim et
al., 2020).

Aktuelle Studien deuten darauf hin, dass es neben diesen beiden Bindungsstellen auch eine
weitere, transmembranare Bindungsstelle gibt. Auch hier sind die (a+)/(B-)- und die (y+)/(B-)-
Interfaces involviert (Sills and Rogawski, 2020).

3.3.1. Barbiturate
Barbiturate wirken auf zweierlei Weise sowohl auf extrasynaptisch als auch auf synaptisch

lokalisierte GABAa-Rezeptoren: Wahrend sie in niedrigeren Konzentrationen, so wie die
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Benzodiazepine, eine positiv allosterische Modulation auslésen (Bryson et al., 2023), kdnnen
sie in hohen Konzentrationen auch in Abwesenheit von GABA den Chloridkanal 6ffnen. Der
zweite Mechanismus ist zwar fir die klinische Anwendung weniger relevant, da die dafir
notwendigen Dosierungen zu hoch sind (Hood et al., 2014), erklart aber, weshalb die
Benzodiazepine in ihrer Anwendung so viel sicherer sind. Neben sedativen Nebenwirkungen,
Abhangigkeitserscheinungen bei einer langerfristigen Einnahme sowie einer Verschlimmerung
der Krampfe nach dem Absetzen ist aufgrund dieser direkten Aktivierung der GABAs-
Rezeptoren auch die Wahrscheinlichkeit einer letalen Uberdosierung im Vergleich zu den
Benzodiazepinen mafigeblich héher (Léscher and Rogawski, 2012). Barbiturate verlangern
insgesamt die Zeit, die der Chloridkanal gedffnet bleibt, indem sie dessen Einnahme
bestimmter, langanhaltender Konformationen férdern. Daraus resultieren gréofiere Amplituden

der phasischen sowie eine Verstarkung der tonischen Inhibition (Bryson et al., 2023).

Das Barbiturat Phenobarbital wurde bereits vor Uber 100 Jahren das erste Mal synthetisiert
und gehdrt damit zu den altesten Barbituraten. Lange galt es als kosteneffektives Mittel der
Wahl bei Epilepsie (Brodie and Kwan, 2012) und kann bei jeglichen Arten von Krampfanfallen
angewandt werden. Auch heute wird es noch verschrieben (Kim et al., 2020), wobei aufgrund
der zahlreichen Nebenwirkungen und des pharmakokinetischen Profils Vorsicht geboten ist
(Bryson et al., 2023). Phenobarbital hat zudem teratogene Wirkung: Im Rahmen prospektiver
Kohortenstudien konnten zahlreiche angeborene Defekte bei exponierten Sauglingen mit dem

Wirkstoff in Verbindung gebracht werden (Brodie and Kwan, 2012; Kaplan and Demir, 2021).

Hinsichtlich der Pharmakokinetik der Barbiturate spielt unter anderem auch ihre Lipidloslichkeit
eine wichtige Rolle. Kurzwirksame Barbiturate wie beispielsweise Thiopental weisen eine sehr
hohe Lipidléslichkeit auf, wodurch es zu einem schnellen Wirkeintritt, einer raschen Verteilung
sowie einer beinahe ausschlief3lich Uber die Leber erfolgenden Metabolisierung kommt. Bei
langwirksamen Barbituraten ist die Lipidloslichkeit niedriger: Phenobarbital beispielsweise ist
eine schwache Saure, die Uber die Nieren ausgeschieden wird. Eine weitere, wichtige
pharmakokinetische Gemeinsamkeit aller Barbiturate ist, dass sie das Cytochrom P450 (CYP)-
Enzym-System induzieren. Dadurch wird die Metabolisierung zahlreicher CYP-Substrate
gesteigert, weswegen bei einer Co-Medikation Vorsicht geboten ist. Zudem unterliegen sie
einer Autoinduktion, da sie selbst Uber das CYP-System metabolisiert werden, wodurch sich

bei einer Langzeitanwendung eine Toleranz entwickelt (Mactier et al., 2014).

3.4. Neurosteroid-Bindungsstellen
Zahlreiche Forschungsergebnisse weisen darauf hin, dass es mehrere Bindungsstellen fir

Neurosteroide an GABAa-Rezeptoren gibt. Dies wird auch durch die beiden unterschiedlichen
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Wirkmechanismen (allosterische Modulation bzw. direkte Aktivierung), die in Kapitel 3.4.1
erlautert werden, impliziert (Chuang and Reddy, 2018; Chen et al., 2019).

Vermutlich befinden sich drei Neurosteroid-Bindungsstellen an GABAa-Rezeptoren. Die erste
Bindungsstelle befindet sich am Interface der (B+)- und der (a-)-Untereinheit und wird daher
auch als Intersubunit-Bindungsstelle bezeichnet (Chen et al.,, 2019). Bindet dort ein
Neurosteroid, sind unter anderem die Aminosauren a:GIn241 in der TMD1 der as-Untereinheit
sowie 2Phe301 in der TMD3 der B2-Untereinheit von Bedeutung (Germann et al., 2021).
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Abbildung 19: Im Zuge von Docking-Studien angefertigte Darstellung der [/a-Intersubunit-

Bindungsstelle (Germann et al., 2021)

In einem Hohlraum zwischen den beiden extrazellularen Endigungen der TMD1 und der TMD4
der a-Untereinheit ist die zweite Bindungsstelle lokalisiert (Germann et al., 2021), die auch als
Intrasubunit-Bindungsstelle bezeichnet wird (Chen et al., 2019). Hier wurden ebenfalls bereits
relevante Aminosaurereste identifiziert: a1Tyr415, a1Asn407 und a1Val226 tragen wesentlich

zur Bindung der Neurosteroide bei (Germann et al., 2021).
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Abbildung 20: Im Zuge von Docking-Studien angefertigte Darstellung der Intrasubunit-Bindungsstelle

in der a-Untereinheit (Germann et al., 2021)
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Die dritte Bindungsstelle ist ebenfalls eine Intrasubunit-Bindungsstelle, in die die TMD3 und
TMD4 der B-Untereinheit involviert sind. Wichtige Aminosaurereste sind hier $.Gly287 in der
TMD3 und B2Tyr443 in der TMD4 (Germann et al., 2021).

Abbildung 21: Im Zuge von Docking-Studien angefertigte Darstellung der Intrasubunit-Untereinheit in
der B-Untereinheit (Germann et al., 2021)

3.4.1. Neurosteroide
Neurosteroide sind endogene Metaboliten des Cholesterols, die von Neuronen und Gliazellen
produziert werden und die neuronale Aktivitat regulieren (Chen et al., 2019). Grundséatzlich
sind sie potente Modulatoren aller Isoformen des GABAa-Rezeptors (Hosie et al., 2006),
modulieren die Kanaléffnung allosterisch (Sigel and Steinmann, 2012; Sugasawa et al., 2019)
bzw. aktivieren diesen, so wie die Barbiturate, in hbheren Konzentrationen und in Abwesenheit
von GABA auch direkt (Chuang and Reddy, 2018; Sieghart and Savi¢, 2018). Das ist vor allem
bei Neurosteroiden des 3a-Hydroxypregnan-Typs der Fall, wahrend jene des 3fB-
Hydroxysteroid-Typs sowie an Position 3 sulfatierte Neurosteroide den GABAa-Rezeptor in der
Regel inhibieren. Neurosteroide regulieren die neuronale Exzitabilitdt Uber Modulation von
GABAa-Rezeptoren (Bryson et al., 2023), ein Mechanismus, der bei diversen Erkrankungen
wie Panikstérungen, Depressionen, Schizophrenie oder Alkoholabhangigkeit unterbrochen ist
(Hosie et al., 2006). Zusatzlich modulieren sie aber auch andere pLGIC, wie die nACh- und

die Glycin-Rezeptoren (Cheng et al., 2018).

Bei Stress oder einer Alkoholintoxikation liegt die Neurosteroid-Konzentration im nanomolaren
Bereich und fuhrt dadurch zu einer Potenzierung der GABA-Strome (Hosie et al., 2006), die
Uber direkte Interaktionen an den Bindungsstellen vermittelt wird (Sugasawa et al., 2019).
Mikromolare Konzentrationen, wie sie beispielsweise wahrend einer Geburt vorliegen,
aktivieren hingegen den Rezeptor direkt. Dieser unterschiedliche, konzentrationsbedingte

Wirkmechanismus unterstitzt die bereits in Kapitel 3.4 erwdhnte Annahme, dass Uber die
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Neurosteroid-Bindungsstellen zwei verschiedene Wirkungen vermittelt werden kénnen (Hosie
et al., 2006; Chen et al., 2019).

Allopregnanolon und Tetrahydrodeoxycorticosteron (THDOC) sind die beiden wichtigsten
endogenen Neurosteroide und kénnen auf beide Weisen wirken, da sie in unterschiedlich

hohen Konzentrationen vorkommen kénnen (Chen et al., 2019).

OH
H5;C
CHj CHg
CH, CHjz
HO HO

Abbildung 22: Strukturformel von Allopregnanolon (links) und THDOC (rechts)

Analoga der Neurosteroide werden in der Pharmakotherapie als Anasthetika, Anxiolytika,
Antidepressiva sowie Antiepileptika eingesetzt (Chen et al., 2019; Sugasawa et al., 2019). Ein
Beispiel ware Brexanolon, das in den USA durch die FDA fur die Behandlung der postpartalen
Depression zugelassen wurde. In der EU ist es momentan nicht zugelassen (Hutcherson et
al., 2020). Ein weiteres Beispiel ware Ganaxolon, das ebenfalls in den USA fiir die Behandlung
von Krampfanfallen zugelassen wurde, die durch eine CDKL5-Mangelstérung (cyclin-
dependent kinase-like 5 deficiency disorder) ausgeldst werden. Im Gegensatz zu Brexanolon
ist es auch in der EU dafir zugelassen (Lamb, 2022). Beide weisen das charakteristische
Steroid-Grundgerust auf (Reddy and Estes, 2016).

4. Der GABAa-Rezeptor als Target zur Behandlung neurologischer und

neuropsychiatrischer Erkrankungen

Der GABAx-Rezeptor fungiert bei einigen neuropsychiatrischen Erkrankungen als wichtiges
Target fur Arzneistoffe. Bei einigen, darunter Angst- und Schlafstérungen oder Psychosen, sind
die Wirkungen durch entsprechende Arzneistoffe bereits bekannt (Goldschen-Ohm, 2022).
Derzeit wird aber auch dessen Einfluss bei der Entwicklung von neurodegenerativen
Krankheiten, Entwicklungs- und Kognitionsstérungen wie beispielsweise Schizophrenie (Sigel
and Ernst, 2018) sowie Autismus oder dem Down-Syndrom untersucht (Rudolph and Méhler,
2014).
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4.1. Epilepsie
Der Begriff Epilepsie wurde im Jahr 2005 von einer Task Force der International League
Against Epilepsy (ILAE) neu und praziser anhand spezifischer Kriterien definiert (Fisher et al.,
2014). Es handelt sich um eine der haufigsten neurologischen Erkrankungen, von der tber 70
Millionen Menschen in allen Altersgruppen und Ethnien betroffen sind. 80 % leben in
Entwicklungslandern, wodurch deutlich wird, dass die Wahrscheinlichkeit einer Erkrankung in
diesen deutlich héher ist als in Industrielandern (Perucca et al., 2018; Thijs et al., 2019). Das
beweist auch die Inzidenzrate, die im Jahr 2019 mit Gber 100 Neuerkrankungen pro 100.000

Personen in Entwicklungslandern doppelt so hoch war (Thijs et al., 2019).

Die Entwicklung einer Epilepsie geht auf eine E/I-Dysbalance meist aufgrund eines
pathologisch bedingten Defizits des inhibitorischen Anteils zurtick. Innerhalb eines neuronalen
Netzwerks kommt es dadurch zu stark verstarkter, hypersynchroner, oszillatorischer Aktivitat,
die, wenn sie nicht unterbrochen wird, die normalen physiologischen neuronalen Prozesse
unterbricht sowie auch andere neuronale Netzwerke in ihrer Funktion stort (Thijs et al., 2019).
Epileptische Anfalle, die das Hauptkriterium der Diagnose darstellen (Fisher et al., 2014), sind
dadurch das klinische Ergebnis paroxysmaler, hypersynchroner, kurzzeitiger elektrischer
Entladungen im Gehirn. Diese wiederum entstehen eben aufgrund der zu starken
exzitatorischen bzw. der zu geringen inhibitorischen Aktivitat (Treiman, 2001), ausgeldst durch
genetische, strukturelle, metabolische, infektidse, immunologische oder andere, unbekannte
Ursachen. Haufige Risikofaktoren sind Kopftraumata, Infektionen sowie Tumore. Auch
zerebrovaskulare Erkrankungen wirken besonders bei alteren Menschen begunstigend.
Kommt es im Zuge der Gehirnentwicklung zu Fehlbildungen, entwickelt sich die Epilepsie
bereits im Kindesalter (Thijs et al., 2019).

Im Zusammenhang mit der Pathophysiologie ist die im Jahr 2010 durch die ILAE definierte
Unterscheidung zwischen fokalen und generalisierten Epilepsien wichtig.

Fokale Epilepsien haben ihren Ursprung in neuronalen Netzwerken, die nur in einer
Hemisphare lokalisiert sind. Diese kénnen entweder eng beieinander liegen oder aber
grof¥flachiger verteilt sein (Fisher et al., 2017), wobei sie sich fir gewodhnlich in limbischen oder
neokortikalen Regionen befinden. Strukturelle zerebrale Abnormalitdten werden als
Voraussetzung angenommen, wobei deren genaue pathophysiologische Mechanismen noch
nicht ganz aufgeklart werden konnten (Thijs et al., 2019).

Im Gegensatz dazu entstehen generalisierte Epilepsien an einer beliebigen Stelle im Gehirn,
breiten sich dann allerdings sehr schnell auf neuronale Netzwerke in beiden Hemisphéaren aus
(Fisher et al., 2017). Es wird davon ausgegangen, dass ihnen insbesondere genetische

Veranderungen zugrunde liegen.
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Den Absence-Anfallen liegen ganz andere pathophysiologische Mechanismen zugrunde, da

sie aus einer abnormalen verstarkten Inhibition hervorgehen (Thijs et al., 2019).

Bereits in den frihen 2000er Jahren kristallisierte sich die zentrale Rolle des GABAergen
Systems in der Pathogenese der Epilepsie heraus (Bryson et al.,, 2023): Bestimmte
Genvariationen, die unter anderem GABAa-Rezeptor-Untereinheiten betrafen, konnten mit
Epilepsie assoziiert werden (Baulac et al., 2001; Wallace et al., 2001). Knockout-Mause, bei
denen das Gen fir die GAD65 entfernt worden war, zeigten eine Beeintrachtigung der
phasischen Inhibition, die sich in vermehrten Krampfanfallen und Angstsymptomen auferte
(Kash et al., 1997). Auch Mutationen im Gen, das fir die y-Untereinheit kodiert, konnten mit
der Pathogenese von Epilepsie in Verbindung gebracht werden (Baulac et al., 2001). Zudem
wurde beobachtet, dass die am haufigsten eingesetzten Antikonvulsiva Uber GABAa-
Rezeptoren die E/I-Balance wiederherstellen konnten (Bryson et al., 2023).

Besonders die genetischen Faktoren im Zusammenhang mit dem GABAergen System sind fur
den Ausbruch der Krankheit sowie die Schwere der Symptomatik relevant (Lachance-
Touchette et al., 2011).

Die gamma-aminobutyric acid A receptor-Gene GABRA1, GABRB2, GABRB3 und GABRG2
kodieren fir viele der haufig vorkommenden GABAa-Rezeptor-Untereinheiten: GABRA1
kodiert fur die as-Untereinheit, GABRB2 fur die B2-Untereinheit, GABRB3 fiir die Bs-Unterinheit
und GABRG2 fur die y2-Untereinheit Bei an Epilepsie Erkrankten konnten diverse pathogene
Varianten dieser Gene festgestellt werden: Beispielsweise die p.Lys303Arg-Mutation im Gen
GABRB2 wird mit einer seltenen Form der Epilepsie, die mit Dystonie, Epoxid-Hydrolase-
Mangel und infantilen Anfallen (EDEE fur Early Developmental Epileptic Encephalopathy)
assoziiert, Erkrankte mit der haufig auftretenden Mutation c.968G>A, p.Arg323GIn zeigten
entweder das Dravet-Syndrom, GEFS+ (Generalized Epilepsy with Febrile Seizures Plus) mit
oder ohne kognitive Einschrankungen, Epilepsie im Kindesalter mit zentrotemporalen Spikes
oder frUhbeginnende epileptische Enzephalopathie mit schwerer intellektueller
Beeintrachtigung (Maillard et al., 2022).

Drei de novo Missense-Varianten wurden im Gen GABRA4 identifiziert: c.797C>T,
p.(Pro266Leu); c.899C>A, p.(Thr300Asn) und ¢.634G>A, p.(Val212lle). Sie dulern sich im
Phanotyp mit Entwicklungsverzdgerungen, bei der Elektroenzephalographie (EEG) mit
auffallenden epileptiformen Abnormalitaten sowie mit Krampfanfallen,
Aufmerksamkeitsdefiziten, strukturellen Abnormalitaten im Gehirn und autistischen
Symptomen. Daraus lasst sich schlieBen, dass auch Mutationen dieses Gens eine E/I-

Dysbalance und damit entsprechende Symptome hervorrufen (Sajan et al., 2024).
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Eine im Jahr 2019 publizierte Studie untersuchte die Untereinheiten-Zusammensetzung der
GABAAx-Rezeptoren bei der Temporallappenepilepsie, die die haufigste fokale Epilepsieform in
Erwachsenen ist. Es wurde dabei nicht nach Mutationen gesucht, sondern lediglich die
Zusammensetzung der GABAa-Rezeptoren betrachtet: Die dabei beobachtete Reduktion der
Expression aller a-Untereinheiten, mit Ausnahme der as-Untereinheit, kénnte die verminderte
Empfindlichkeit gegeniber GABA sowie die bei Epilepsie gestorte phasische Inhibition
erklaren. Zudem konnte eine gesteigerte Expression der yz-Untereinheit gezeigt werden,
welche die Clusterbildung und Kinetik der einzelnen Rezeptoren beeinflusst und auch die

tonische Inhibition beeintrachtigt (Stefanits et al., 2019).

Neben Mutationen in den einzelnen Untereinheiten der GABAA-Rezeptoren spielen auch die
im Kapitel 2.2.2.2 beschriebenen Kation-Chlorid-Cotransporter durch die Aufrechterhaltung
der Chloridhomdostase und E/I-Balance und dementsprechend auch in der Entstehung der
Epilepsie eine wesentliche Rolle (Auer et al., 2020): In praklinischen Studien wurde
beispielsweise beobachtet, dass eine reduzierte KCC2-Expression mit einer erhéhten brain
derived neurotrophic factor (BDNF)-Freisetzung und Uber dessen Signalweg mit der
Entstehung einer Epilepsie assoziiert werden kann (Liu et al., 2019). Auch klinische Studien
bestatigten den Einfluss der beiden Transporter in der Pathogenese der Epilepsie: Bei Kindern,
die an der fokalen kortikalen Dysplasie (FCD) erkrankt sind, konnten durch Inhibition des
NKCC1 Krampfanfalle verhindert werden. Zudem wurden eine reduzierte KCC2-Expression
sowie pathologische Veranderungen des Transporters festgestellt, die gemeinsam zu einer

Dysregulation der Chloridhomoéostase fuhrten (Blauwblomme et al., 2019; Liu et al., 2019).

Auch Mutationen der Gene der GATs spielen eine bedeutende Rolle: Allein in den letzten 10
Jahren konnten mehr als 100 monogene Varianten des Gens SLC6A17 (kodiert fir GAT1)
identifiziert werden (Bryson et al., 2023). Beispielsweise wurde die Mikro-Deletion 3p25.3 mit
der myoklonischen atonischen Epilepsie, auch als Doose-Syndrom bekannt, in Verbindung
gebracht (Carvill et al., 2015). Dabei handelt es sich um eine seltene Form der Epilepsie im
Kindesalter, die sich durch Krampfanfalle mit plétzlichem Verlust des Muskeltonus auszeichnet
(Bryson et al., 2023).

Die Benzodiazepine, insbesondere Lorazepam, Midazolam, Diazepam und Clonazepam,
gelten momentan als Mittel der Wahl, um Krampfanfalle Gber den GABAa-Rezeptor direkt zu
behandeln (Perucca et al., 2018; Kienitz et al., 2022). Nicht nur die zahlreichen Nachteile, die
bereits in Kapitel 3.2.1.2 erlautert wurden, sind problematisch: Eine Mutation am Gen
GABRG2 der y.-Untereinheit, bei der an Position 43 Glutamin gegen Arginin ausgetauscht ist

(Arg43Gin), fuhrt bei an generalisierter Epilepsie Erkrankten zu einer verminderten Bindung
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von Benzodiazepinen an GABAa-Rezeptoren und damit zu deren verringerter Wirksamkeit
(Fedi et al., 2006).

4.2. Depression
Depression ist heutzutage eine der haufigsten neuropsychiatrischen Erkrankungen (Wang et
al., 2021), die sich vor allem durch ihre Komplexitat und Heterogenitat in Auspragung der
Symptome, Ursachen und pathogenetischen Mechanismen auszeichnet (Moéhler, 2012). Vor
allem die Major Depression Disorder (MDD), von der mehr als 300 Millionen Menschen
betroffen sind (Duman et al., 2019), wird von der Weltgesundheitsorganisation als essentieller
Faktor des Global Burden of Diseases (WHO, 2023) angesehen, da einer von finf Menschen

in seinem Leben daran erkrankt (Ménard et al., 2016).

Die Pathogenese der Depression ist nach wie vor unklar (Wang et al., 2021). Es gibt jedoch
etliche Hypothesen, inwiefern verschiedene Rezeptoren und Anderungen der neuronalen
Aktivitat an der Entwicklung der Krankheit beteiligt sein kénnten (Wang et al., 2021). AuRerdem
konnte festgestellt werden, dass die Wahrscheinlichkeit einer familiaren Vererbung durch
spezifische Gene relativ hoch ist, wobei deren genauer Mechanismus ebenfalls noch nicht

geklart werden konnte (Luscher et al., 2011).

Sowohl praklinische als auch klinische Studien zeigen, dass GABAa-Rezeptoren in der
Pathogenese eine Rolle spielen (Luscher et al., 2011). Die entsprechenden pathologischen
Veranderungen entstehen vermutlich durch eine Kombination aus genetischen, entwicklungs-
oder umweltbedingten Einflissen (Luscher and Fuchs, 2015; Dean and Keshavan, 2017;
Luscher et al., 2023). In der Erforschung von psychiatrischen Erkrankungen sind
tierexperimentelle Daten jedoch immer problematisch, da Tiere nie alle Fahigkeiten oder eben
auch Beeintrachtigungen widerspiegeln kénnen, die den Menschen ausmachen. Daher sind
klinische Studien zur weiteren Erforschung von Angststérungen oder eben auch der
Depression besonders wichtig (Sieghart and Savi¢, 2018).

Neben einer Reduktion der GABA-Signaltransduktion sowie der GABAa-Rezeptoren (Luscher
et al., 2011) wurden auch Schadigungen in den GABAergen Interneuronen, eine veranderte
Chloridhomoostase, die einen negativen Effekt auf die GABA-Transmission hat, sowie
Veranderungen in der Expression und Funktion der GABAa-Rezeptoren bei MDD festgestellt.
Die Reduktion der GABA-Menge sowie der GADG67-Aktivitdt korrelieren dabei mit der
verminderten Funktion spezifischer GABA-Interneurone. Auch deren Dichte im dorsolateralen
prafrontalen Kortex und im Okzipitalkortex sowie deren GroRe ist bei MDD mafgeblich

reduziert, wie post mortem festgestellt wurde (Luscher and Fuchs, 2015).
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Die pathologischen Veranderungen im prafrontalen Kortex sind dabei besonders interessant:
Bei an Depression Erkrankten ist der GABA-Spiegel im prafrontalen Kortex reduziert, der sich
wahrend einer Remission wieder normalisiert (Hasler et al., 2005; Ghosal et al., 2017). Zudem
steigerte eine mehrfach durchgefiihrte Magnetstimulation des Gehirns die niedrigen GABA-
Spiegel im prafrontalen Kortex (Dubin et al., 2016; Ghosal et al., 2017).

Im prafrontalen Kortex wurde zudem eine signifikante Reduktion der GAD67-Spiegel post
mortem in unbehandelten Erkrankten festgestellt. Grund dafir kdnnte die bereits erwiesene
Reduktion der Dichte und Grolie der GABAergen Interneurone sein. Ein Vergleich mit den
Werten von Erkrankten, die verschiedene Antidepressiva — Selektive Serotonin-
Wiederaufnahme-Hemmer (SSRIs) sowie Serotonin-Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer
(SNRIs) — erhalten hatten, zeigte, dass bei diesen die GAD67-Spiegel im Normalbereich lagen.
Dementsprechend wird davon ausgegangen, dass Antidepressiva die Reduktion des GAD67-
Spiegels wieder ausgleichen. In der GAD65-Aktivitat konnten keine Unterschiede beobachtet

werden (Karolewicz et al., 2010).

Studien mit Somatostatin lieferten ebenfalls Informationen Uber die Beteiligung des
GABAergen Systems bei MDD: Dieses Neuropeptid wird in spezifischen GABAergen
Neuronen exprimiert, die hemmend auf die Dendriten der exzitatorischen, pyramidalen
Neurone wirken. Eine Reduktion der Somatostatin-Expression im dorsolateralen prafrontalen
Kortex (Douillard-Guilloux et al., 2017), im subgenualen anterioren cingularen Kortex (Tripp et
al., 2011) sowie in den lateralen und basomedialen Kernen der Amygdala wurde insbesondere
im Gehirn von Frauen mit MDD post mortem festgestellt. Die hemmenden GABAergen
Interneurone, die Somatostatin exprimieren und in die Amygdala einlangende exzitatorische
Signale regulieren, sind besonders interessant: Im Rahmen dieser konkreten Studie wurde
zwar nur die tatsachliche Somatostatin-Reduktion ermittelt, aber wiirde diese effektiv mit einer
Reduktion dieser Interneurone korrelieren, wirde das eine erhebliche Stérung der
Feedbackinhibition in den lateralen Kernen und damit vermutlich eine Entgleisung der E/I-

Balance in allen Kernen der Amygdala zur Folge haben (Douillard-Guilloux et al., 2017).

Hinsichtlich der einzelnen Untereinheiten der GABAa-Rezeptoren wurde beispielsweise in
einer praklinischen Studie an Mausen der Einfluss der y.-Untereinheit genauer untersucht.
Dabei zeigten sich mittels forced swimming test (FST) in y.-Knockout-Mausen
Verhaltensweisen, die mit Depression assoziiert werden (Earnheart et al., 2007; Smith and
Rudolph, 2012) und nach einer dauerhaften Behandlung der Mause mit dem tricyclischen
Antidepressivum Desipramin und dem SSRI Fluoxetin, die jedoch beide nicht Uber das
GABAerge System wirken, konnte eine Normalisierung des Verhaltens beobachtet werden
(Shen et al., 2010; Smith and Rudolph, 2012).
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Auch mit postpartalen 6-Knockout-Mausen wurden Studien durchgefiihrt: Der FST zeigte sehr
ahnliche Ergebnisse wie bei den y.-Knockout-Mausen und ein Test zur Bestimmung der
Sucrosepraferenz zeigte, dass diese verglichen mit unberihrten sowie postpartalen Wildtyp-
Mausen niedriger war. Es ist daher davon auszugehen, dass die &-haltigen GABAa-
Rezeptoren eine bedeutende Rolle in der postpartalen Depression spielen (Smith and
Rudolph, 2012).

Grundsatzlich missen diverse Hypothesen hinsichtlich der Reduktion oder gar Steigerung
bestimmter Untereinheiten weiter untersucht werden (Luscher and Fuchs, 2015). Fest steht,
dass beim Vorliegen einer Depression die GABAa-Rezeptor-Expression stark verandert ist.
Beispielsweise Untersuchungen in Suizidopfern, bei denen zuvor eine Depression
diagnostiziert worden war, zeigten eine Reduktion in der Anzahl der Transkripte fur diverse
GABAAa-Untereinheiten sowie spezifische Hypermethylierungsmuster der entsprechenden

Promoter, die diese Reduktion zusatzlich verstarken (Ghosal et al., 2017).
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Il. Fragestellung

Der GABAx-Rezeptor nimmt eine zentrale Stellung in der Aufrechterhaltung der E/I-Balance
ein (Bryson et al.,, 2023) und eine Dysbalance zwischen der exzitatorischen und der
inhibitorischen synaptischen Aktivitat fihrt zu neurologischen und neuropsychiatrischen
Erkrankungen wie beispielsweise Epilepsie oder Angst- und Schlafstérungen. Auch in der
Behandlung von Psychosen oder Schizophrenie fungiert der GABAa-Rezeptor als wichtiges
Target (Sears and Hewett, 2021; Goldschen-Ohm, 2022).

Insbesondere die Benzodiazepine, die zu den am haufigsten verschriebenen Arzneistoffen
gehdren, sind in diesem Zusammenhang von groRer Bedeutung (Hanson and Czajkowski,
2008; Lembke et al., 2018). Durch die positive allosterische Modulation des GABAx-Rezeptors
vermitteln sie antikonvulsive, sedativ-hypnotische, anxiolytische, muskelrelaxierende sowie
amnestische Effekte (Sigel and Ernst, 2018; Kienitz et al., 2022) und werden dementsprechend
auf vielfaltige Weise therapeutisch eingesetzt (Lembke et al., 2018). Deren Nachteile stellen
dabei ein bedeutendes Problem dar: Neben der pharmakologisch bedingten Nebenwirkungen,
die durch die unselektive Wirkung auf alle GABAa-Rezeptoren mit einer Benzodiazepin-
Bindungsstelle entstehen (Lembke et al., 2018; Olsen, 2018; Dubovsky and Marshall, 2022),
fuhren Benzodiazepine auch sehr schnell zu einer Toleranzentwicklung und Zzu
Abhangigkeitserscheinungen. Der haufige Substanzmissbrauch sowie das hohe Risiko einer
Uberdosierung sind ebenfalls problematisch (Hood et al., 2014; Goldschen-Ohm, 2022). Es ist
daher dringend notwendig, weiterhin nach neuen Wirkstoffen flr die entsprechenden
Erkrankungen zu forschen, die eine selektive Modulation an GABAa-Rezeptoren hervorrufen
(Rudolph and Knoflach, 2011; Sigel and Ernst, 2018; Léscher et al., 2020).

In meiner Masterarbeit lag der Fokus auf der Suche und pharmakologischen Charakterisierung
neuer GABAa-Rezeptor-Modulatoren aus einer Sammlung sudafrikanischer Wildpflanzen.
Daflr wurden GABAa-Rezeptoren, zusammengesetzt aus den Untereinheiten a4, B2 sowie yzs
in Xenopus laevis Oozyten exprimiert und die Effekte der Extrakte (100 pg/ml) und isolierten
Reinstoffe mittels der 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik und einem schnellen

Perfusionssystem untersucht.
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lIl. Materialien und Methoden

Die Erhebung der Daten erfolgte mittels der nachfolgend beschriebenen Methoden, die bereits
in einer frlheren Masterarbeit unter der Betreuung von Ass.-Prof. Mag. Dr. Sophia Khom-
Steinkellner angewandt wurden. Sie wurden aus dieser Ubernommen und spezifisch an die
Gegebenheiten meiner Masterarbeit angepasst (siehe Masterarbeit von Sabina Salkic ,Neue
Modulatoren von GABAx-Rezeptoren und ihre potenzielle Anwendung in der Alkoholkrankheit®
2023, https://utheses.univie.ac.at/detail/66771/).

1. Hintergrundinformationen
Im Jahr 1971 entwickelte Gurdon et al. mit Oozyten des glatten, aus Stdafrika stammenden
Xenopus laevis Frosches (Sigel and Minier, 2005) ein auch heute noch eingesetztes
Expressionssystem zur Untersuchung der Funktion von lonenkanalen, Membranrezeptoren
oder auch Transportern (Baumgartner et al., 1999). Die GréRe der Zellen ermdglicht deren
leichte Handhabung und ihre Widerstandsfahigkeit sowie ihre Oberflachenmembran, die nur
wenige endogene lonenkanale aufweist, sind ebenfalls Grinde, weshalb sie so beliebt sind.
Durch ihre Fahigkeit, fremde DNA sowie RNA zu transkribieren und translatieren (Sigel and
Minier, 2005) konnen sie mittels der 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik nach
erfolgreicher Expression der gewiinschten lonenkanéle elektrophysiologisch untersucht

werden (Baumgartner et al., 1999).

Xenopus laevis Oozyten dienten zur Expression des GABAa-Rezeptor-Subtyps aif2yas.
AnschlieRend wurde die Modulation von GABA-induzierten Chloridstromen (lgasa) durch
ausgewahlte Extrakte bzw. Reinstoffe bei einem konstant gehaltenen Membranpotential von -
70 mV gemessen. Isolierte Oozyten wurden dabei entweder von Frau Dr. Alexandra Garifulina
MSc (Division fiur Pharmakologie und Toxikologie, Department flur Pharmazeutische
Wissenschaften) zur Verfigung gestellt oder kommerziell von der Firma Ecocyte Bioscience

(Dortmund, Deutschland) bezogen.
2. Praparation der Oozyten

Die Anasthesie der weiblichen Xenopus laevis Frosche erfolgte innerhalb von 15 bis 20

Minuten in einer 0.2%igen Tricain-Ldsung.
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Abbildung 23: Weiblicher Xenopus laevis Frosch (eigene Bildaufnahme 2023)

Dem vollstandig anasthesierten Frosch wurden durch eine etwa 1 cm groRe Offnung im
Bereich des Abdomens Oozytenlappen mit einer Pinzette entnommen, die im Anschluss mit
zwei Pinzetten mechanisch zerkleinert wurden. Dieser zweite Schritt erfolgte in einer
Petrischale mit dem calciumfreien Medium OR; (82.5 mM NaCl, 2 mM KCI, 1 mM MgCl; - 6
H20, 5 mM Hydroxyethylpiperazinylethansulfonsaure = HEPES; pH = 7.5, eingestellt mit 1 M
NaOH).

Abbildung 24: Oozytenlappen unmittelbar nach der Entnahme (eigene Bildaufnahme 2023)

Das Waschen der zerkleinerten Oozytenlappen geschah in mehreren Schritten mit OR2-
Lésung nach deren Transfer in ein 50 ml Falcon® Tube, das ebenfalls mit ORz-Lésung gefullt
war. Im Anschluss wurden sie fiir die Entfernung des Binde- und Follikelgewebes ungefahr 60

Minuten lang mit 2 mg/ml Collagenase (2 mg Collagenase Sigma Typ 1A/ml OR2-Lésung)
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verdaut, wodurch der Grof3teil der Oozyten danach einzeln sowie frei von Blutkapillaren und
Bindegewebe vorlag.

Abbildung 25: Gewaschene, unverdaute Oozytenlappen mit sichtbarem Bindegewebe und
Blutkapillaren (eigene Bildaufnahme 2023)

Aufgrund der moglichen Aktivierung unspezifischer, toxisch wirkender Proteasen durch
Calcium wurden die Oozyten nach dem Verdau erneut wiederholt mit calciumfreier ORo-
Losung gewaschen. Nach deren Uberfiihrung in eine Petrischale mit calciumhaltigen ND96-
Medium (90 mM NacCl, 1 mM KCI, 1 mM MgCl. - 6 H.0, 1 mM CaCl., 5 mM HEPES, pH = 7.4,
eingestellt mit 1 M NaOH) erfolgte eine mehrstindige Inkubation bei 18°C. Schlief3lich wurden
unter dem Binokular ausschlieBlich Oozyten des Reifegrades V-VI fur die Injektion der RNA
selektiert. Diese mussen intakt, symmetrisch rund sowie zweifarbig sein und haben einen

Durchmesser von 1.1 bis 1.2 mm.

Abbildung 26: Verdaute Oozyten unter dem Binokular vor der Selektion (eigene Bildaufnahme 2023)
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Abbildung 27: Einzelne intakte, fir die Injektion geeignete, symmetrisch runde sowie charakteristisch
zweifarbige Oozyten (eigene Bildaufnahme 2023)

3. Injektion der cRNA

Unter RNAase-freien Bedingungen wurde die flr die gewtnschten Untereinheiten (a1B2y2s)
des GABAa-Rezeptors kodierende cRNA, die davor im entsprechenden Verhaltnis der
jeweiligen Untereinheiten gemischt worden war, in eine Glaskapillare aufgesaugt, die zuvor
mit Silikondl gefullt worden war. Davon wurden unter Zuhilfenahme eines Nanoject Il (npi,
Tamm) zwischen 50 und 100 nl in die selektierten Oozyten injiziert, wobei nach der Injektion

eine leichte Zunahme der Gré3e gesehen werden konnte.

Abbildung 28: Binokular, unter dem die Petrischale mit den Oozyten zu sehen ist und rechts davon der

Nanoject Ill fur deren Injektion (eigene Bildaufnahme 2023)
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Die Oozyten wurden im Anschluss fir 24 Stunden inkubiert, wobei erneut das Medium ND96
gemeinsam mit einem Antibiotikum (100 ug/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin) zu deren

Lagerung diente. Dieses wurde taglich gewechselt.

4. Herstellung der Messlésungen

Sowohl die Herstellung der Ausgangslésung — 50 ml einer 1 mM GABA-L&sung (5.15 mg
GABA in 50 ml ND96) — als auch die der fur die tatsachlichen Messungen erforderlichen
Lésungen — je 50 ml einer 10 uM und einer 20 yM GABA-LGsung — erfolgte taglich. Zu letzteren
wurde unmittelbar vor der Testung das entsprechende Volumen der Stammlésungen der zu
testenden Extrakte (20 mg/ml) hinzu pipettiert, die mit 100%igem Dimethylsulfoxid (DMSO)
angefertigt worden waren — die Testkonzentration war mit 100 ug/ml fixiert. Fur die Reinstoffe
wurden ebenfalls Stammlésungen (100 mM) in 100%igem DMSO hergestellt und auch hier
wurden die Testlésungen in den entsprechenden Konzentrationen frisch vor der Applikation
angefertigt. Die maximale Konzentration an DMSO in den Testldsungen Uberstieg dabei
niemals 0.5 %, wodurch unspezifische Effekte von DMSO auf lgasa ausgeschlossen werden
konnten (Khom et al 2006).

5. 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik und Substanzapplikation
Mikroelektroden bestehend aus Borsilikat-Glas werden mittels eines Narashige Glaspullers
(npi, Tamm) gezogen und mit 3 M KCI-Lésung bis zur Halfte gefullt. Luftblasen insbesondere
an der Spitze dieser Glaskapillaren, aber auch Staub oder Schmutz kénnten den Stromfluss
behindern, weswegen sie vorab vorsichtig entfernt werden sollten. Die Messungen werden
schlief3lich in einer modifizierten Perfusionskammer durchgefuhrt. Daflr wird ein Oozyt in einer
kleinen Kammer, die mit einer Glasplatte mit zwei kleinen Kanalen (microelectrode access
holes — MAH) fir die beiden Mikroelektroden verschlossen wird, platziert. Als Behaltnis fir die
Testlésungen dient ein Quarztrichter (funnel), der diese umgibt, wie auf Abbildung 29 zu
erkennen ist. Ein Pipettierroboter ibernimmt die korrekte Applikation der Testldsungen, die von
oben direkt in den Quarztrichter, genau uber dem Oozyten, erfolgt. Eine Pumpe sorgt in
weiterer Folge fur deren Entfernung und damit fur die Perfusion des Oozyten, da sie mit dem
Kammerausgang (chamber outlet) verbunden ist. Sollten Reste der applizierten Losungen im
Trichter zurtickbleiben, so werden diese unmittelbar danach durch funnel outlets abgeleitet
(Baburin et al., 2006).
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Abbildung 29: Schematische Darstellung des Aufbaus der Perfusionskammer (Khom et al., 2006)

Die beiden Elektroden, die von beiden Seiten in den Oozyten gestochen werden, haben
unterschiedliche Funktionen: Das tatsachliche Membranpotential der Oozyten wird von der
potential electrode erfasst. Dessen Abweichung vom gewilinschten Haltepotential (-70 mV)
wird durch den Amplifier oder Ruckkopplungsverstarker (Modell TurboTec 05X, npi, Tamm)
gemessen. Die current electrode hingegen ist fur die Injektion des erforderlichen Stroms
verantwortlich, um das eben erwahnte notwendige Membranpotential zu erreichen und
schlieBlich kontinuierlich auf -70 mV zu halten. Dieser Mechanismus dient dazu, die Spannung
der Oozytenmembran zu ,klemmen®. Beide Elektroden sind an einer Halterung mit einem mit
AgClz Uberzogenen Draht montiert. Durch die zu Beginn eingefullte KCI-Lésung kénnen die

Signale Uber den Silberdraht zum Amplifier geleitet werden (Bianchi and Driscoll, 2006).

Im Zuge der Experimente dieser Arbeit wurde stets zuerst die GABA-Kontrollldsung und
anschlieRend entweder der zu testende Extrakt mit einer Konzentration von 100 ug/ml oder
der zu testende Reinstoff in der entsprechenden Konzentration mithilfe eines Pipettierroboters
appliziert. Dieser wurde mit der Software Robosoft (RBS) gesteuert, das Programm Clampex
10.7 (Molecular Devices, San Jose) zeichnete die entsprechenden Messungen auf und
speicherte sie ab fur deren nachfolgende Offline-Auswertung in der Software Clampfit 10.7

(Molecular Devices, San Jose).

6. Auswertung und statistische Analyse
Mittels Clampfit 10.7 wurden die Daten schliellich ausgewertet. Die notwendigen Werte
wurden durch die Abmessung der maximalen Amplituden des GABA-induzierten
Chloridstroms lgasa — der Kontrollstrom EC1o — sowie des durch die Reinstoffe oder Extrakte

modulierten Chloridstroms erhalten. Diese wurden nach deren Eintragung ins Programm

| [(Modulierter Strom)—(GABA—Kontrollstrom)]
GABA-Kontrollstrom

Origin 7.0 unter Anwendung der Forme * 100 normiert.
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Die Daten der drei Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurden ebenfalls in Origin 7.0
eingetragen, auf den jeweiligen GABA-Strom normiert und in ein semilogarithmisches
Koordinatensystem Ubertragen. Durch diese Datenpunkte wurde mittels Origin 7.0 eine
sigmoidale Kurve (Hill-Gleichung) gelegt, wodurch die Parameter Enax (der maximale Effekt)
und ECs (die effektive Konzentration, die 50 % des maximalen Effekts verursacht) ermittelt

wurden.

7. Statistische Auswertung

Zuletzt erfolgte die statistische Auswertung. Zuerst wurde eine deskriptive Statistik fur alle
Datenpunkte erstellt und die Anzahl der Experimente pro Reinstoff oder Extrakt (n), der
Mittelwert, die Standardabweichung (SD) sowie der Standard Error of the Mean (S.E.M.) von
allen Werten berechnet. Die Daten wurden in GraphPad Prism Version 10.0 (Boston, MA)
geplottet mit Ausnahme jener der Konzentrations-Wirkungs-Kurven, die in Origin erstellt
wurden. Im Anschluss wurden die per se Effekte der Extrakte bzw. Substanzen (Null-
Hypothese) mithilfe des one sample t-Test berechnet bzw. die Wirkung der Substanzen
Diazepam, B und HO in Anwesenheit bzw. Abwesenheit des Antagonisten Flumazenil mittels
one-way Analysis of Variance (ANOVA) mit einem post hoc Vergleich der Mittelwerte (Tukey)
im Programm GraphPad Prism Version 10.0 bestimmt.

Jeder einzelne Reinstoff bzw. jeder Extrakt wurde an zumindest vier verschiedenen Oozyten
getestet, die aus mindestens zwei unterschiedlichen Froschen stammten. In den Tabellen 1
bis 10 sind diese Daten zusammengefasst. Die dargestellten reprasentativen Strome fir jene
Substanzen, die eine signifikante Modulation des GABA-Kontrollstroms zeigten, wurden zuerst
in Clampfit 10.7 gefiltert (Lowpass, Bessel (8-Pole)), bevor sie anschliefiend im Programm
CorelDraw X5 zu fertigen Abbildungen mit den Analysen aus GraphPad zusammengestellt

werden konnten.
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IV. Ergebnisse

Im Zuge meiner Masterarbeit wurde die Modulation von lgasa durch 29 Extrakte sowie 20
Reinstoffe bei einer GABA ECi, getestet. Dafir wurden GABAa-Rezeptoren mit der
Untereinheitenkombination a1B2y2s in Xenopus laevis Oozyten exprimiert und die Effekte

anschlielRend mit der 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik vermessen.

1. Konzentrations-Wirkungs-Kurve von GABA
Vor jeglichen elektrophysiologischen Messungen am GABAa-Rezeptor sollten entsprechende
Experimente zur Erstellung einer GABA-Konzentrations-Wirkungs-Kurve durchgeflhrt
werden, um ein Verstandnis fir die Reaktion des Rezeptors auf die verschiedenen GABA-
Konzentrationen zu entwickeln. Zudem ist die Bestimmung des maximalen sowie des
halbmaximalen GABA-Effekts fur die weiteren Experimente relevant, wobei zweiterer vor allem
als ECso-Wert bekannt ist. Die Amplituden der Strome wurden auf den maximalen Strom, der

durch Applikation von 1 mM GABA ausgeldst wurde, normiert.
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Abbildung 30: Modulation durch GABA. Eine typische Konzentrations-Wirkungs-Kurve von GABA
mit verschiedenen ansteigenden Konzentrationen. Die Datenpunkte reprasentieren die jeweiligen

Mittelwerte der 6 durchgefiihrten Experimente an genauso vielen Oozyten aus 4 Xenopus laevis
Froschen.
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Abbildung 30 zeigt die gemittelte Konzentrations-Wirkungs-Kurve von GABA. In klarer
Abhangigkeit von der applizierten GABA-Konzentration kam es dabei zu einer Zunahme der

jeweiligen Stromamplituden, wobei die ECso bei 51.1 £ 16.4 uM lag.

2. Extrakte

2.1. Modulation von leasa durch die Extrakt-Serie |
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Abbildung 31: Modulation von lgasa durch die Extrakt-Serie I. Die einzelnen Balken des Diagramms
zeigen den jeweiligen Mittelwert £+ S.E.M., wobei an verschiedenen Oozyten stets zumindest 5
Experimente durchgefihrt wurden. Mittels one sample t-Test wurde die Nullhypothese getestet (* = P <
0.05, ** = P < 0.01).

In Abbildung 31 ist zu sehen, dass keiner der untersuchten Extrakte nach der Applikation zu
einer signifikanten positiven Modulation von lgaga flhrte. In Anwesenheit von 100 pg/ml E4,
M1 und M3 konnte jedoch eine signifikant negative Inhibition von Icasa gezeigt werden. Nach
der Applikation von E4 wurde die GABA-Response um -28.1 + 3.5 % (t =7.933, df=4, P =
0.0014), bei M1 um -30.3 + 5.0 % (t = 6.084, df = 4, P=0.0037) und bei M3 um -40.1 £ 7.7 %
(t=5.200, df = 4, P=0.0065) abgeschwacht. In Anwesenheit von D2, D3, E1, E2, E3 und M2
wurde keine signifikante Modulation von Igasa beobachtet (P > 0.05) oder der ermittelte Wert

lag im Bereich der biologischen Variabilitat.
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Extrakt Mittelwert (%) SD S.E.M. n/N P-Wert
D2 -22.3 15.9 7.1 5/2 0.0350
D3 -8.3 13.5 6.0 5/2 0.2417
E1 -3.4 26.8 12.0 5/2 0.7935
E2 -9.1 7.7 3.5 5/2 0.0587
E3 -14.6 18.1 8.1 512 0.1448
E4 -28.1 7.9 3.5 5/2 0.0014
M1 -30.3 1.1 5.0 5/2 0.0037
M2 -24.0 8.8 4.0 5/2 0.0037
M3 -40.1 17.2 7.7 5/2 0.0065

Tabelle 1: Deskriptive Statistik. Von jedem einzelnen Extrakt wurden Mittelwert in %,
Standardabweichung (SD), Standard Error of the Mean (S.E.M.), Anzahl der Experimente (n) sowie der
Frosche (N) und der P-Wert ermittelt.

2.2. Modulation von leasa durch die Extrakt-Serie Il
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Abbildung 32: Modulation von lgaea durch die Extrakt-Serie Il. Die einzelnen Balken des Diagramms
zeigen den jeweiligen Mittelwert + S.E.M., wobei an verschiedenen Oozyten stets zumindest 5
Experimente durchgefiihrt wurden. Mittels one sample t-Test wurde die Nullhypothese getestet (* = P <
0.05, ** = P<0.01, *** = P <0.001).
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In Abbildung 32 ist zu sehen, dass keiner der untersuchten Extrakte dieser Serie zu einer
signifikanten positiven Modulation von lgasa flhrte. Jedoch konnte nach der Applikation von
100 ug/ml LYP_2C eine signifikante negative Inhibition von lgasa gezeigt werden. In dessen
Anwesenheit wurde die GABA-Response um -31.7 + 4.1 % (t = 7.758, df = 4, P = 0.0015)
abgeschwacht. In Anwesenheit von AZI_1, DMO_1, DMO_2, FUV_1,FUV_2,LYP_1,LYP_2A,
LYP_2D, MOC 2, MOC 3, SAG 1, SAG_2, TAV_1 und TRI_1 wurde keine signifikante
Modulation von lgaea beobachtet (P > 0.05) oder der ermittelte Wert befand sich im Bereich

der biologischen Variabilitat.

Extrakt Mittelwert (%) SD S.E.M. n/N P-Wert
AZI_1 -13.2 16.4 7.4 5/2 0.1474
DMO_1 -11.5 13.8 6.2 5/2 0.1357
DMO_2 -13.2 6.6 2.9 5/2 0.0109
FUV_1 -16.8 9.0 4.0 5/2 0.0141
FUV_2 -22.6 5.7 25 5/2 0.0009
LYP_1 -16.2 4.5 2.0 5/2 0.0013
LYP_2A -2.0 10.1 4.5 5/2 0.6784
LYP_2C -31.7 9.1 4.1 5/2 0.0015
LYP_2D -11.0 11.4 5.1 5/2 0.0978
MOC_2 -18.2 8.9 4.0 5/2 0.0104
MOC_3 -11.8 7.1 3.2 5/2 0.0204
SAG_1 -13.0 9.9 4.4 5/2 0.0419
SAG_2 -22.0 10.2 4.6 5/2 0.0087
TAV_1 3.6 8.8 3.9 5/2 0.4136
TRI_1 -2.1 8.4 3.7 5/2 0.5984

Tabelle 2: Deskriptive Statistik. Von jedem einzelnen Extrakt wurden Mittelwert in %, SD, S.E.M., n, N
und der P-Wert ermittelt.
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2.3. Modulation von lgasa durch die Extrakt-Serie Ill
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Abbildung 33: Modulation von Igasa durch die Extrakt Serie lll. Die einzelnen Balken des Diagramms

zeigen den jeweiligen Mittelwert £+ S.E.M., wobei an verschiedenen Oozyten stets zumindest 5

Experimente durchgefiihrt wurden. Mittels one sample t-Test wurde die Nullhypothese getestet (* = P <
0.05, ** = P < 0.01).

In Abbildung 33 ist zu sehen, dass keiner der untersuchten Extrakte der Serie Il zu einer

signifikanten positiven Modulation von Igasa flUhrte. Nach der Applikation von 100 pg/ml
EBETOAC und EBMETHOTH konnte jedoch eine signifikante negative Inhibition von lgasa
gezeigt werden. In Anwesenheit von EBETOAC wurde die GABA-Response um -38.9 £ 5.9 %
(t=16.547, df = 4, P =0.0028) und von EBMETOTH um -35.0 £ 7.7 % (t = 4.572, df = 4, P =
0.0102) abgeschwacht. Nach der Applikation von EBDCM, ND-FC und ND-CC wurde keine

signifikante Modulation von lgasa beobachtet (P > 0.05).

Extrakt Mittelwert (%) SD S.E.M. n/N P-Wert
EBDCM -20.3 19.9 8.9 5/3 0.0849
EBETOAC -38.9 13.3 5.9 5/3 0.0028
EBMETOTH -35.0 171 1.7 5/2 0.0102
ND-FC -10.8 25.2 11.3 5/2 0.3917
ND-CC -22.2 10.6 4.7 5/2 0.0093

Tabelle 3: Deskriptive Statistik. Von jedem einzelnen Extrakt wurden Mittelwert in %, SD, S.E.M., n, N
und der P-Wert ermittelt.
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3. Reinstoffe
3.1. Modulation von leasa durch die Reinstoffe B, C, D, E1 und E2
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Abbildung 34: Modulation von lgaea durch die Reinstoffe B, C, D, E1 und E2. (A) Dieses
reprasentative Experiment zeigt die Modulation des GABA-induzierten Stroms bei 5 uM. Der linke Strom
ist der Kontrollstrom. Der mittlere sowie der rechte Strom verdeutlichen dessen Modulation, die durch
die Co-Applikation von 10 bzw. 30 uM des Reinstoffes B hervorgerufen wurde. (B) Dieses reprasentative
Experiment zeigt die Modulation des GABA-induzierten Stroms bei 5 yM. Der linke Strom ist der
Kontrollstrom. Der mittlere sowie der rechte Strom verdeutlichen dessen Modulation, die durch die Co-
Applikation von 10 bzw. 30 uM des Reinstoffes E2 hervorgerufen wurde. (C) Die einzelnen Balken des
Diagramms zeigen den jeweiligen Mittelwert + S.E.M., wobei an verschiedenen Oozyten stets zumindest
5 Experimente durchgefiihrt wurden. Mittels one sample t-Test wurde die Nullhypothese getestet (* = P
<0.05, ** = P<0.01).
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In Abbildung 34 ist zu sehen, dass die Applikation der Reinstoffe B und E2 zu einer
signifikanten positiven Modulation von lgaga fuhrte. In Anwesenheit von 10 uM B wurde der
GABA-induzierte Kontrollstrom um 32.0 + 5.3 % (t = 6.050, df = 4, P=0.0038) und von 30 uyM
Bum 113.1 £ 19.6 % (t = 5.760, df = 4, P = 0.0045) verstarkt. Ahnlich kam es nach Applikation
von 30 uM E2 zu einer Potenzierung von lgasa um 78.0 + 18.9 % (t = 1.685, df = 4, P=0.0146),
wahrend kein signifikanter Effekt bei Applikation von 10 uM E2 beobachtet werden konnte. Die
Reinstoffe C, D und E1 zeigten bei beiden getesteten Konzentrationen keine signifikante
Modulation von lgaga (P > 0.05).

Reinstoff | Mittelwert (%) SD S.EM n/N P-Wert
B (10 uM) 32.0 11.8 5.3 5/2 0.0038
B (30 uM) 113.1 43.9 19.6 5/2 0.0045
C (10 uM) 8.5 22.2 9.9 5/3 0.4410
C (30 uM) 11.8 211 94 5/3 0.2812
D (10 pM) -4.7 271 12.1 5/3 0.7201
D (30 uM) -12.1 18.7 7.7 6/3 0.1760
E1 (10 uM) -0.5 19.0 6.7 8/3 0.9476
E1 (30 uM) 18.0 27.5 10.4 7/3 0.1348
E2 (10 uM) 33.3 44 .2 19.8 5/3 0.1672
E2 (30 pM) 78.0 42.3 18.9 5/3 0.0146

Tabelle 4: Deskriptive Statistik. Von jedem einzelnen Extrakt wurden Mittelwert in %, SD, S.E.M., n, N
und der P-Wert ermittelt.
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3.1.1. Konzentrations-Wirkungs-Kurve des Reinstoffes B
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Abbildung 35: Modulation von lgasa durch B. (A) Dieses reprasentative Experiment zeigt die

Modulation des GABA-induzierten Stroms bei 5 yM. Der linke Strom ist der Kontrollstrom, die anderen
Stréme verdeutlichen dessen durch die Co-Applikation hervorgerufene Modulation in den
entsprechenden Konzentrationen (in uM). (B) Die Konzentrations-Wirkungs-Kurve zeigt die Modulation
von leasa durch B in verschiedenen Konzentrationen und die Datenpunkte reprasentieren die jeweiligen
Mittelwerte der durchschnittlich 7 Experimente/Konzentration an genauso vielen Oozyten aus 5

Xenopus laevis Fréschen.
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Im Anschluss wurde eine potenziell konzentrationsabhangige Wirkung des Reinstoffes B
untersucht. Wie in Abbildung 35 gezeigt, traten erste signifikante Effekte auf lgasa bei
Konzentrationen >10 yuM auf und eine Saturation wurde bei Konzentrationen >300 uM
beobachtet. Die ECso lag bei 51.3 £ 22.4 yM und die Enax bei 295.2 £ 60.9 %.

3.1.2. Flumazenil reduziert die Wirkung von Diazepam auf lcasa
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Abbildung 36: Modulation von lgaga durch Diazepam und Flumazenil. (A) Dieses reprasentative
Experiment zeigt die Modulation des GABA-induzierten Stromes. Der linke Strom ist der Kontrollstrom,
der mittlere Strom zeigt lcasa in Anwesenheit von Flumazenil in einer Konzentration von 1 yM. Der rechte
Strom zeigt den Strom durch die Co-Applikation von Flumazenil und Diazepam, jeweils in einer
Konzentration von 1 uM. (B) Die einzelnen Balken des Diagramms zeigen den Mittelwert + S.E.M. der
Experimente mit Diazepam (1 yM), Flumazenil (1 yM) und Flumazenil mit Diazepam (je 1 uM), wobei
an verschiedenen Oozyten stets zumindest 5 Experimente durchgefiihrt wurden. Mittels ordinary one-
way ANOVA wurden die Effekte von Flumazenil bzw. Flumazenil und Diazepam mit dem Mittelwert der
Experimente mit Diazepam verglichen (*** = P < 0.001, **** = P < 0.0001), #### = P < 0.0001).
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Abbildung 36 zeigt ein Kontrollexperiment, das durchgefihrt wurde, um die Wirkung des
Benzodiazepin-Antagonisten Flumazenil auf die Potenzierung von lgasa mittels Diazepam zu
zeigen. Der one-sample t-test zeigte eine signifikante Potenzierung von lgaga durch Applikation
von 1 uM Diazepam um 140.9 £ 9.0 % (t= 15.57, df = 3, P = 0.0006), wahrend nach Applikation
von 1 uM Flumazenil kein Effekt beobachtet wurde (-9.6 £ 5.9 %, t= 1.630, df= 6, P=0.1542).
In Anwesenheit von Flumazenil induzierte Diazepam eine deutlich reduzierte, aber signifikante
Potenzierung von lgasa (54.4 £ 14.2 %, t = 3.832, df = 6, P = 0.0086). Mittels ordinary one-way
ANOVA (F(2, 15) = 39.92, P = < 0.0001) wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den
Effekten dieser drei Applikationen festgestellt. Der post hoc tukey test zeigte schlieBlich einen
signifikanten Unterschied zwischen der Modulation von Igaga durch Diazepam und jener durch
Flumazenil (P < 0.0001) bzw. zwischen Diazepam und der Co-Applikation Diazepam und
Flumazenil (P = 0.0002). Diese Daten zeigen, dass die potenzierende Wirkung von Diazepam
durch dessen Bindung an die Benzodiazepin-Bindungsstelle bei einer gemeinsamen

Applikation mit Flumazenil stark reduziert wird.

Substanz Mittelwert (%) SD S.E.M. n/N P-Wert
Diazepam (1 uM) 140.9 18.1 9.0 4/3 0.0006
Flumazenil (1 uM) -9.6 15.6 5.9 7/3 0.1542

Flumazenil (1 uM) + 54 4 37.6 14.2 7/3 0.0086
Diazepam (1 uM)

Tabelle 5: Deskriptive Statistik. Von jedem einzelnen Extrakt wurden Mittelwert in %, SD, S.E.M., n, N
und der P-Wert ermittelt.
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3.1.3. Reinstoff B interagiert nicht mit der Benzodiazepin-Bindungsstelle
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Abbildung 37: Modulation von lgaga durch B und Flumazenil. (A) Dieses reprasentative Experiment
zeigt die Modulation des GABA-induzierten Stromes. Der linke Strom ist der Kontrollstrom, der mittlere
Strom zeigt leasa in Anwesenheit von Flumazenil in einer Konzentration von 1 uM, wahrend der rechte
Strom leasa nach Co-Applikation von Flumazenil (1 uM) und dem Reinstoff B (30 uM) zeigt. (B) Die
einzelnen Balken des Diagramms zeigen den jeweiligen Mittelwert + S.E.M., wobei an verschiedenen
Oozyten stets zumindest 5 Experimente durchgefihrt wurden. Mittels ordinary one-way ANOVA wurden
die durchschnittlichen Effekte auf lcasavon Flumazenil gemeinsam mit B mit dem Effekt von B bzw. dem

per se Effekt von Flumazenil verglichen (** = P < 0.01, ## = P < 0.01, ns = nicht signifikant).

Wie in Abbildung 37 gezeigt und davor beschrieben, fihrte die Applikation von 30 uM B zu
einer signifikanten Potenzierung von lgasa (113.1 £ 19.6 %, t = 5.760, df = 4, P = 0.0045),
wahrend Flumazenil wiederum keinen Effekt auf Igaga hatte (3.4 £ 6.2 %, t = 0.5507, df= 4, P
= 0.6112). Durch Co-Applikation beider Substanzen (30 uM B und 1 yM Flumazenil) kam es
zu einer signifikanten Potenzierung von lgasa um 84.2 + 28.2 % (t = 2.982, df = 4, P = 0.0406).
Mittels ordinary one-way ANOVA (F(2, 12) = 7.947, P = 0.0063) wurde ein signifikanter

Unterschied zwischen den Effekten dieser drei Applikationen festgestellt. Der post hoc tukey
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test zeigte schlieBlich einen signifikanten Unterschied zwischen der Modulation von lgasa durch
B und jener durch Flumazenil (P = 0.0044), aber keinen zwischen der Modulation durch B und
jener durch die Co-Applikation B und Flumazenil (P = 0.5128). Die Wirkung des Reinstoffes B
wird daher nicht vom Benzodiazepin-Antagonisten Flumazenil blockiert, was bedeutet, dass B

nicht an die Benzodiazepin-Bindungsstelle bindet.

Substanz Mittelwert (%) SD S.E.M. n/N P-Wert

B (30 uM) 113.1 43.9 19.6 5/2 0.0045

Flumazenil (1 uM) 3.4 13.8 6.2 5/2 0.6112

Flumazenil (1 uM) 84.2 63.1 28.2 5/2 0.0406
+ B (30 uM)

Tabelle 6: Deskriptive Statistik. Von jedem einzelnen Extrakt wurden Mittelwert in %, SD, S.E.M., n, N
und der P-Wert ermittelt.

3.2. Modulation von leasa durch die Reinstoffe TVGR1, DHP, NTH, E22, ET2 und

DMH21
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Abbildung 38: Modulation von Igasa durch TVGR1, DHP, NTH, E22, ET2 und DMH21. Die einzelnen
Balken des Diagramms zeigen den jeweiligen Mittelwert £ S.E.M., wobei an verschiedenen Oozyten
stets zumindest 5 Experimente durchgefiihrt wurden. Mittels one sample t-Test wurde der Unterschied

zu Null ermittelt, jedoch war keines der Ergebnisse signifikant.

In Abbildung 38 ist zu sehen, dass die Applikation der Reinstoffe TVGR1, DHP, NTH, E22, ET2
und DMH21, jeweils in den Konzentrationen 10 pyM und 30 pM, zu keiner signifikanten
Modulation (P > 0.05) des GABA-induzierten Chloridstroms flihrte.
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Reinstoff Mittelwert (%) SD S.E.M. n/N P-Wert
TVGR1 (10 pM) -13.4 29.5 12.0 6/3 0.3176
TVGR1 (30 pM) -10.3 46.4 18.9 6/3 0.6099

DHP (10 pM) -13.4 17.2 7.7 5/3 0.1565
DHP (30 uM) -10.2 24.6 11.0 5/3 0.4065
NTH (10 uM) -27.5 25.7 11.5 5/2 0.0750
NTH (30 uM) -16.9 24.9 11.2 512 0.2043
E22 (10 pM) 8.3 17.5 7.8 512 0.3510
E22 (30 uM) 9.0 15.6 7.0 512 0.2644
ET2 (10 uM) -3.8 16.1 7.2 5/3 0.6257
ET2 (30 uM) -12.2 21.7 9.7 5/3 0.2762
DMH21 (10 pM) 4.5 23.3 10.4 5/3 0.6884
DMH21 (30 pM) -15.6 19.8 8.9 5/3 0.1534

Tabelle 7: Deskriptive Statistik. Von jedem einzelnen Extrakt wurden Mittelwert in %, SD, S.E.M., n, N
und der P-Wert ermittelt.

3.3. Modulation von lecasa durch die Reinstoffe M3, DMA22, E21 und M1
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Abbildung 39: Modulation von lgasa durch M3, DMA22, E21 und M1. Die einzelnen Balken des
Diagramms zeigen den jeweiligen Mittelwert £ S.E.M., wobei an verschiedenen Oozyten stets zumindest
5 Experimente durchgefuhrt wurden. Mittels one sample t-Test wurde der Unterschied zu Null ermittelt
(*=P<0.05 *=P<0.01, **=P<0.001).

In Abbildung 39 ist zu sehen, dass die Applikation der Reinstoffe M3, DMA22 und E21 jeweils

bei zumindest einer Konzentration zu einer signifikanten Inhibition des GABA-induzierten
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Chloridstroms fuhrte. In Anwesenheit von 30 yuM M3 wurde lgasa um -28.4 £ 7.6 % (t = 3.762,
df =4, P=0.0197), von 10 yM DMA22 um -27.0 + 4.3 % (t = 6.221, df = 6, P = 0.0008), von
30 uM DMA22 um -42.9 + 8.8 % (t = 4.891, df = 5, P =0.0045) und von 30 yM E21 um -41.4
£9.9 % (t=4.167, df = 4, P = 0.0141) abgeschwacht. Nach der Applikation von je 10 yM M3
und E21 sowie von 10 bzw. 30 uM M1 kam es zu keiner signifikanten Modulation des lgaga (P

> 0.05) oder die Werte lagen im Bereich der biologischen Variabilitat.

Reinstoffe Mittelwert (%) SD S.E.M. n/N P-Wert
M3 (10 uM) -15.1 12.2 5.5 5/2 0.0505
M3 (30 pM) -28.4 16.9 7.6 52 0.0197
DMA22 (10 uM) -27.0 11.5 4.3 713 0.0008
DMA22 (30 uM) -42.9 215 8.8 6/3 0.0045
E21 (10 uM) -15.4 26.8 12.0 5/3 0.2693
E21 (30 pM) -41.4 22.2 9.9 5/3 0.0141
M1 (10 uM) -19.1 10.3 4.6 5/3 0.0142
M1 (30 uM) -31.8 34.3 15.4 5/3 0.1072

Tabelle 8: Deskriptive Statistik. Von jedem einzelnen Extrakt wurden Mittelwert in %, SD, S.E.M., n, N
und der P-Wert ermittelt.
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3.4. Modulation von lcaea durch die Reinstoffe AWD1, AWM1, DHHB, HO und THH
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Abbildung 40: Modulation von lgaea durch die Reinstoffe AWD1, AWM1, DHHB, HO und THH. (A)
— (E) Diese reprasentativen Experimente zeigen jeweils die Modulation des GABA-induzierten
Kontrollstroms durch die 4 Substanzen. Der linke Strom in jedem Panel ist dabei der GABA-
Kontrollstrom und die beiden rechts davon gezeigten Strdme verdeutlichen stets dessen Modulation,
die durch die Co-Applikation von 10 bzw. 30 uM des jeweiligen Reinstoffes hervorgerufen wurde. (B)
Die einzelnen Balken des Diagramms zeigen den jeweiligen Mittelwert £+ S.E.M., wobei an
verschiedenen Oozyten stets zumindest 5 Experimente durchgefihrt wurden. Mittels one sample t-Test
wurde der Unterschied zu Null ermittelt (* = P < 0.05, ** = P < 0.01, *** = P < 0.001).

Abbildung 40 zeigt, dass die Applikation der Reinstoffe AWD1, AWM1, DHHB, HO und THH
jeweils in zumindest einer Konzentration zu einer signifikanten positiven Modulation von Igasa
fuhrte. In Anwesenheit von 10 yM AWD1 wurde Igasa um 200.4 + 33.1 % (t = 6.057, df =7, P
= 0.0005), von 30 yM AWD1 um 188.4 + 40.4 % (t = 4.662, df = 5, P = 0.0055), von 10 uyM
AWM1 um 708.7 £ 114.9 % (t = 6.169, df = 4, P=0.0035), von 30 yM AWM1 um 851.9 + 152.5
% (t=5.587, df =4, P=0.0050), von 10 yM DHHB um 172.9 + 56.5 % (t = 3.061, df =5, P=
0.281), von 30 yM DHHB um 554.9 + 96.1 % (t = 5.774, df = 5, P = 0.0022), von 30 yM HO
um 617.8 £ 104.8 % (t = 5.897, df = 4, P=0.0041), von 10 yM THH um 217.1 £ 72.0 % (t =
3.016, df = 5, P = 0.0296) und von 30 yM THH um 622.1 + 143.3 % (t = 4.342, df =5, P =
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0.0074) potenziert. Nur nach der Applikation von 10 yM HO wurde keine signifikante

Modulation beobachtet (P > 0.05).

Reinstoff Mittelwert (%) SD S.E.M. n/N P-Wert
AWD1 (10 pM) 200.4 93.6 33.1 8/3 0.0005
AWD1 (30 pM) 188.4 99.0 40.4 6/3 0.0055
AWM1 (10 pM) 708.7 256.9 114.9 5/2 0.0035
AWM1 (30 pM) 851.9 341.0 152.5 5/2 0.0050
DHHB (10 pM) 172.9 138.3 56.5 6/3 0.0281
DHHB (30 pM) 554.9 235.4 96.1 6/3 0.0022

HO (10 uM) 195.7 186.8 83.5 512 0.0791
HO (30 uM) 617.8 234.2 104.8 5/2 0.0041
THH (10 pM) 2171 176.3 72.0 6/3 0.0296
THH (30 pM) 622.1 350.9 143.3 6/3 0.0074

Tabelle 9: Deskriptive Statistik. Von jedem einzelnen Extrakt wurden Mittelwert in %, SD, S.E.M., n, N

und der P-Wert ermittelt.
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3.4.1. Konzentrations-Wirkungs-Kurve des Reinstoffes HO
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Abbildung 41: Modulation von lgasa durch HO. (A) Dieses reprasentative Experiment zeigt die

Modulation von |5, (%)

Modulation des GABA-induzierten Stroms bei 2 yM. Der linke Strom ist der Kontrollstrom, die anderen
Strdme verdeutlichen dessen durch die Co-Applikation hervorgerufene Modulation in den
entsprechenden Konzentrationen (in yM). (B) Die Konzentrations-Wirkungs-Kurve zeigt die Modulation
von leasa durch HO in ansteigenden Konzentrationen. Die Datenpunkte reprasentieren die jeweiligen
Mittelwerte der durchschnittlich 7 Experimente je Konzentration an genauso vielen Oozyten aus 4

Xenopus laevis Fréschen.
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Abbildung 41 zeigt die Konzentrations-Wirkungs-Kurve des Reinstoffes HO. Applikation von
HO fiihrte zu einer positiven, konzentrationsabhangigen Potenzierung von lgasa durch a1f32y2s-
Rezeptoren. Erste signifikante Effekte traten dabei ab einer Konzentration von 30 uM auf, eine
Saturation wurde bei Konzentrationen 2100 uM beobachtet. Die ECso wurde bei 35.7 £ 6.5 uM
und die Emax bei 1550.6 + 214.9 % ermittelt.

3.4.2.lcaa Potenzierung durch HO wird nicht Uber die Benzodiazepin-

Bindungsstelle vermittelt

A
+ FLU 1
GABA 1 + FLU 1 + HO 30
}7r / w——, / HH
B z
HHHE ZOJ‘“

Modulation von |z, (%)
(@)]
o 8 ¢

00° Lo FLU FLU+

HO

Abbildung 42: Modulation von lgaea durch HO und Flumazenil. (A) Dieses reprasentative
Experiment zeigt die Modulation des GABA-induzierten Stromes durch HO. Der linke Strom ist dabei
der Kontrollstrom, der mittlere Strom leasa in Anwesenheit von Flumazenil und der rechte Strom zeigt
die Modulation des Kontrollstroms durch die Co-Applikation von Flumazenil und HO. (B) Die einzelnen
Balken des Diagramms zeigen den jeweiligen Mittelwert + S.E.M., wobei an verschiedenen Oozyten
stets zumindest 5 Experimente durchgefihrt wurden. Mittels ordinary one-way ANOVA wurden die
durchschnittlichen Effekte auf Icasa von Flumazenil mit Flumazenil und HO bzw. dem per se Effekt von
HO verglichen (*** = P < 0.001, ### = P < 0.0001, ns = nicht signifikant).
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Letztlich wurde auch untersucht, ob HO mit der Benzodiazepin-Bindungstelle interagiert. Wie
in Abbildung 42 gezeigt, fuhrte die Applikation von HO in einer Konzentration von 30 uM zu
einer signifikanten Potenzierung von lgasa (617.8 £ 104.8 %, t = 5.897, df = 4, P = 0.0041),
wahrend die Applikation von Flumazenil erneut keinen signifikanten Effekt auf lcasa zeigte (-
24 + 98 %, t = 0.2420, df = 4, P = 0.8207). In Anwesenheit von Flumazenil kam es nach
Applikation von HO zu einer signifikanten Potenzierung von lgasa (643.2 £ 81.1 %; t = 7.928,
df=4, P=0.0014).

Mittels ordinary one-way ANOVA (F(2, 12) = 22.72, P = < 0.0001) wurde ein signifikanter
Unterschied zwischen den Effekten dieser drei Applikationen festgestellt. Der post hoc tukey
test zeigte schliellich einen signifikanten Unterschied zwischen der Modulation von lgasa durch
HO und jener durch Flumazenil (P = 0.0002), aber keinen zwischen der Modulation durch HO
und jener durch die Co-Applikation HO und Flumazenil (P = 0.9608). Die Wirkung des
Reinstoffes HO wird durch die gleichzeitige Applikation von Flumazenil nicht beeinflusst, was
bedeutet, dass die Modulation des GABAa-Rezeptors nicht Uber die Benzodiazepin-

Bindungsstelle vermittelt wird.

Substanz Mittelwert (%) SD S.E.M. n/N P-Wert

HO (30 uM) 617.8 234.2 104.8 52 0.0041

Flumazenil (1 uM) 2.4 21.8 9.8 512 0.8207

Flumazenil (1 uM) 643.2 181.4 81.1 5/2 0.0014
+ HO (30 uM)

Tabelle 10: Deskriptive Statistik. Von jedem einzelnen Extrakt wurden Mittelwert in %, SD, S.E.M., n, N
und der P-Wert ermittelt.
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V. Diskussion

Die Modulation des GABAAa-Rezeptors spielt in der Pharmakotherapie verschiedener
neurologischer und neuropsychiatrischer Erkrankungen eine grof3e Rolle (Goldschen-Ohm,
2022). Jegliche momentan verfugbaren Pharmaka, darunter insbesondere die populdren
Benzodiazepine, verursachen jedoch neben der erwiinschten Wirkung auch erhebliche
Nebenwirkungen (Lembke et al., 2018; Olsen, 2018; Dubovsky and Marshall, 2022). Zudem
entwickelt sich binnen kirzester Zeit eine Toleranz sowie Abhangigkeit, die in weiterer Folge
zu Uberdosierungen oder Substanzmissbrauch fiihren kénnen (Hood et al., 2014; Goldschen-
Ohm, 2022). Daher ist es essenziell, nach potenziellen neuen Wirkstoffen zu suchen, die durch
ihre selektive Modulation des GABAa-Rezeptors diese zahlreichen, schwerwiegenden

Nebenwirkungen nicht hervorrufen.

Im Zuge meiner Masterarbeit stand daher die Untersuchung verschiedener Extrakte und
Reinstoffe aus einer Gruppe suldafrikanischer Pflanzen im Vordergrund. Die Modulation der
GABA-induzierten Strome wurde dabei an Xenopus laevis Oozyten, in denen zuvor der Subtyp
a1B2y2s des GABAa-Rezeptors exprimiert wurde, mit der 2-Mikroelektroden-

Spannungsklemmtechnik gemessen.

Keiner der hier untersuchten Extrakte zeigte eine positive Modulation von lgaga, jedoch kam
es bei einigen wenigen zu einer signifikanten Inhibition des GABA-induzierten Chloridstroms,
wobei der starkste Effekt beim Extrakt M3 mit etwa -40 % beobachtet wurde. Die direkte
Inhibition des GABAa-Rezeptors wird zwar momentan noch nicht therapeutisch ausgenitzt,
kénnte aber bei Krankheiten wie Narkolepsie (Kim et al., 2008; Sun et al., 2019) oder der
hepatischen Enzephalopathie (Sergeeva, 2013; Bai et al.,, 2023), bei denen GABAerge
Aktivitdt vermehrt ist, von Vorteil sein. Aus toxikologischer Sicht ist die GABAa-Rezeptor-
Hemmung aber durchaus von Bedeutung: Eine Reduktion der inhibitorischen
Neurotransmission fuhrt zu einer erhéhten neuronalen Erregbarkeit, die sich in
Krampfanfallen, Neurotoxizitdt oder neuronalen Schadigungen auflern kann. Psychische
Effekte wie Angstzustande, Unruhe oder auch kognitive Beeintrachtigungen kdnnen dadurch
auftreten (Kim et al., 2017; Ghit et al., 2021). Zudem werden Pflanzen aus volksmedizinischer
Sicht haufig als besonders sichere Behandlungsmdglichkeiten mit nur wenigen oder keinen
Nebenwirkungen angesehen. Diese werden dabei jedoch meist maRgeblich unterschatzt (Shi
et al., 2014; Bruni et al., 2021).

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Extrakte bzw. deren Inhaltsstoffe sind nicht
bekannt, weswegen weitere Untersuchungen notwendig waren, um genaue Aussagen uber

deren potenziellen pharmakologischen Nutzen treffen zu kénnen.
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Im Gegensatz dazu konnten einige isolierte Reinstoffe als neue GABAa-Modulatoren
identifiziert werden: 7 der 20 Reinstoffe fuhrten zu einer signifikanten Potenzierung von lgaga.
Den starksten Effekt zeigte der Reinstoff AWM1 mit etwa 700 % bei 10 yM und etwa 850 %
bei 30 uM. Zwei der Reinstoffe — B und HO — wurden dann noch naher untersucht und deren
konzentrationsabhangige Wirkung ermittelt. Dabei lagen die ECso-Werte beider Substanzen
mit 51 bzw. 36 yM im mittleren mikromolaren Bereich. Der maximale Effekt von B war im
Vergleich zu Diazepam und auch HO nur schwach ausgepragt. HO hingegen fiihrte im

Vergleich zu Diazepam zu einer 2-3fach starkeren Potenzierung von lgaga.

Besonders vorteilhaft war, dass sowohl B als auch HO nicht mit der Benzodiazepin-
Bindungsstelle interagieren. Daher versprechen sie ein vorteilhaftes therapeutisches Potential,
weniger Abhangigkeitserscheinungen und Nebenwirkungen sowie eine niedrigere

Toleranzentwicklung.

Diese Daten sind ein erster Schritt zur Etablierung neuer positiver Modulatoren am GABAa-
Rezeptor und insbesondere hinsichtlich weiterer Therapiemoglichkeiten fur Erkrankungen mit
einer reduzierten inhibitorischen Aktivitat relevant. Nachdem ich im Zuge meiner Masterarbeit
7 Reinstoffe mit signifikanter Potenzierung von leasa identifizieren konnte, ware nun deren
genauere Charakterisierung am GABAa-Rezeptor von Interesse: Mittels Untersuchungen an
Xenopus laevis Oozyten, die verschiedene Subtypen des GABAa-Rezeptors exprimieren,
kénnten erste Erkenntnisse Uber ihr Selektivitatsprofil gewonnen werden. Eine spezifische
Bindung an einen oder mehrere bestimmte Subtypen des GABAa-Rezeptors wirde es
ermoglichen, Nebenwirkungen wie jene der Benzodiazepine gezielt zu umgehen.
Insbesondere bei B und HO, die nicht Uber die Benzodiazepin-Bindungsstelle mit dem GABAx-
Rezeptor interagieren, aber auch bei den anderen 5 Reinstoffen waren zudem
Untersuchungen hinsichtlich ihrer potenziellen Bindungsstellen interessant.

In  weiterer Folge ware die Charakterisierung der pharmakokinetischen und
pharmakodynamischen Eigenschaften der Reinstoffe mittels praklinischer Untersuchungen
von Bedeutung: Neben der Bioverfigbarkeit und dem toxikologischen Profil sollten auch
physikalische Parameter wie die Ld&slichkeit, die Bindung an Plasmaproteine sowie die
Lipophilie ermittelt werden. In zuklnftigen Studien wéare es auflerdem interessant zu
untersuchen, inwieweit die Substanzen die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden und
dementsprechend an Neurone angreifen kdnnen. Dieser Aspekt ist fur die entsprechenden

Erkrankungen relevant, da nur so eine Wirkung auf das ZNS erreicht werden kann.
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