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Abstract

GABAx-receptors are ligand-gated chloride channels that are essential for inhibitory
neurotransmission in the central nervous system. The receptor's functional, pharmacological
and physiological characteristics are highly determined by the composition of its five subunits.
GABAA receptors may consist of a, 8, y, 8, p, € or T subunits. d-containing receptors are
extrasynaptically located and mediate tonic inhibition. By contrast y2-containing receptors are

mainly synaptic and mediate rapid, phasic inhibition.

Essential tremor is one of the most prevalent movement disorders and it is increasingly linked
to GABAergic system dysfunction, especially in the cerebellum. As a result, substances that
positively alter GABAa-receptor function are thought to be therapeutic candidates. Ethanol is
known to alleviate tremor symptoms. However, it has addictive properties and has been linked
to harmful effects on various organs. Octanoic acid, a medium-chain fatty acid, represents a

potential alternative that may offer a more favorable safety profile.

The aim of this study was to determine how octanoic acid affects different types of GABAAa.
receptor subtypes using the whole-cell patch-clamp technique. For this reason, a6B3y2,
a433y2, a6B36 and a1B3y2 receptors were heterologously expressed in tSA201 cells. First,
the effects of five concentrations of GABA (0,03, 0,03, 3, 30 und 300 pM) were recorded in the
absence of octanoic acid and then in the presence of 200 uM octanoic acid. There was no
evidence of potentiation of GABA-induced currents, which was contrary to the original
hypothesis. In fact, most receptors showed a significant reduction of both the peak current
amplitudes and the area under the curve. The only exception was the a6B3d receptor
composition, were currents remained relatively stable. Another aim was to investigate whether
receptors containing the y2s subunit and those with the & subunit differ functionally. There was
a significant difference: y2s subunit-containing receptors showed greater current amplitudes

and showed greater desensitization than d-containing receptors.

These results suggest that, in the experimental setup used in this study, octanoic acid does
not cause positive allostery on different GABAa-receptor compositions. Poor water-solubility,
lipophilic aggregate formation, membrane disruption or a lack of metabolic activation in vitro
are some possible explanations. Given its possible significance in the context of essential
tremor, the a6B30 receptor, which was unaffected, requires additional research. To better
evaluate the pharmacological potential of octanoic acid, future research should also consider
different formulations like sodium caprylate, lower concentrations, and more physiologically

relevant cellular models.



Zusammenfassung

Der GABAx-Rezeptor ist ein ligandengesteuerter Chloridkanal und ist mafRgeblich fur die
inhibitorische Signaltubertragung im zentralen Nervensystem zustandig. Er ist ein Pentamer
und kann aus funf Untereinheiten bestehend aus a, B, y, 6, p, € oder -Untereinheiten
aufgebaut sein. Diese Untereinheiten bestimmten nicht nur physiologische und
pharmakologische Eigenschaften, sondern auch die Lokalisation der Rezeptoren. Wahrend
y2-haltige Rezeptoren vorwiegend an synaptischen Membranen lokalisiert sind und eine
schnelle, phasische Inhibition vermitteln, findet man &-haltige Rezeptoren extrasynaptisch, wo

sie eine tonische Inhibition vermitteln.

Der essentielle Tremor z&hlt zu den haufigsten Bewegungsstorungen weltweit und betrifft etwa
1% der Bevdlkerung. Im Rahmen der Pathophysiologie dieser Erkrankung werden Stérungen
im GABAergen System diskutiert. Dabei hat das Kleinhirn in den letzten Jahren zunehmend

an Bedeutung gewonnen.

Ethanol verursacht bei etwa 75% der Patientiinnen mit essentiellem Tremor eine
vorubergehende Linderung der Symptome, die wahrscheinlich auf eine Verstarkung der
GABAergen Transmission zurtckzufuhren ist. Ethanol wirkt jedoch berauschend, ist mit einem
Abhangigkeitspotenzial verbunden und kann zu Organschaden fiihren. Als Alternative wird
Octansaure diskutiert, da sie dem tremorlindernden 1-Octanol strukturell ahnelt und im Korper

aus 1-Octanol metabolisiert wird. Octansaure zahlt zu den mittelkettigen Fettsduren.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkung von Octansaure auf GABAa-Kanalen
menschlichen elektrophysiologisch zu untersuchen. Hierzu wurden in tsA201-Zellen, einer
Unterlinie der embryonalen Nierenzellen, finf verschiedene Rezeptorkombinationen (a6p3y2,
a433y2, a6B30, a4p36 und a1B3y2) mittels des Patch-Clamp-Verfahrens analysiert. Dieses
Verfahren erlaubt die gezielte Messung von lonenstrdmen durch einzelne lonenkanale oder
ganze Zellmembranen. Eine GABA-Konzentrationsreihe wurde in ansteigender Reihenfolge in
Abwesenheit von Octansdure und eine in Anwesenheit von 200 Mikromolar Octansaure
aufgenommen. Das Ziel bestand darin, zu untersuchen, ob und wie Octansaure die Strome
verandert. Die Ergebnisse zeigten keine Verstarkung der GABA-vermittelten Strome. In den
meisten Fallen kam es sogar zu einer Reduktion der Stromamplituden und -flachen. Nur beim
a6B336-Rezeptor kam es nicht zu einer statistisch signifikanten Reduktion. Diese Befunde
widersprechen der urspriinglichen Hypothese, die postuliert, dass Octansaure die GABA-
vermittelten Strome verstarkt. Mogliche Erklarungen sind eine unzureichende Loslichkeit von
Octansaure, die zur Bildung 6liger Aggregate und einer Beeinflussung der Zellmembran fihrt.

Auch kénnte das Fehlen von aktiven Metaboliten in vitro eine Rolle spielen.
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1 Einleitung

1.1 GABAa-Rezeptoren

GABAAx-Rezeptoren sind ligandengesteuerte lonenkanale, die hauptsachlich als Chloridkanale
fungieren und die zentralen inhibitorischen Neurotransmitterrezeptoren  im
Zentralnervensystem (ZNS) darstellen. Sie spielen eine mafgebliche Rolle bei der
Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen neuronaler Erregung und Hemmung und sind

essenziell fir die physiologische Hirnaktivitat (Olsen & Sieghart, 2009).

Ihr natirlicher Ligand, die y-Aminobuttersaure (GABA), wurde 1950 von Roberts und Frankel
erstmals als Substanz identifiziert, die im Gehirn in hohen Mengen vorkommt, wahrend in
anderen Geweben nur geringe Konzentrationen nachweisbar sind. Diese Ergebnisse deuteten
auf eine spezielle Funktion von GABA im Zusammenhang mit der neuronalen Aktivitat hin
(ROBERTS & FRANKEL, 1950). Die hemmende Wirkung einer damals noch unbekannten
Substanz war bereits zuvor beschrieben und als ,Faktor | bezeichnet worden. In
Experimenten an Krebstieren konnte gezeigt werden, dass diese Substanz bereits in geringen
Konzentrationen die Impulsfrequenz des Dehnungsrezeptororgans der Tiere hemmt (Florey,
1954). Den ersten Hinweis, dass es sich bei ,Faktor I um GABA handelt, lieferten Bazemore
et al. im Jahr 1956. In ihren elektrophysiologischen Untersuchungen konnten sie zeigen, dass
GABA eine hemmende Wirkung auf die neuronale Aktivitat ausibt und ordneten ,Faktor I*
GABA zu. Sie postulierten, dass GABA im ZNS als hemmender Neurotransmitter fungiert.
Diese Hypothese war zunachst sehr umstritten, da zu diesem Zeitpunkt noch kaum Beweise
vorlagen, die sie unterstitzte (BAZEMORE et al., 1956). Eine spatere Studie zeigte mithilfe
von radioaktiv markierten GABA, dass sich die Substanz spezifisch an synaptische
Membranfragmente bindet. Diese Ergebnisse unterstitzten die Rolle von GABA als
Neurotransmitter (Enna & Snyder, 1975). In den 1960er Jahren konnte GABA mittels
elektrophysiologischer Untersuchungen zunehmend als hemmender Neurotransmitter
etabliert werden (Krnjevi¢ & Schwartz, 1967).

Neben den GABAa-Rezeptoren unterscheidet man auch GABAg-Rezeptoren, die
metabotrope, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren darstellen (siehe Kapitel 1.1.2). In der
Literatur ist zudem oft die Rede von GABAc-Rezeptoren, die wie die GABAa-Rezeptoren
ionotrop sind.  Aufgrund ihrer Ahnlichkeiten werden sie heutzutage nicht mehr als
eingestandige Rezeptorklasse gesehen, sondern als eine Untergruppe der GABAa-
Rezeptoren (Bryson et al., 2023). Alle Rezeptor-Typen werden durch GABA aktiviert,

unterscheiden sich jedoch in ihrer Funktion. lonotrope Rezeptoren vermitteln in der Regel eine



schnelle inhibitorische Neurotransmission, wahrend metabotrope GABAg-Rezeptoren eine

langsamere, langanhaltende Wirkung erzeugen (Qian et al., 2023).

GABAAa-Rezeptoren sind vorwiegend an Neuronen des ZNS lokalisiert: sie kommen sowohl
synaptisch als auch extrasynaptisch vor, kdnnen jedoch auch auferhalb des ZNS oder in nicht-

neuronalen Stellen zu finden sein (Sallard et al., 2021).

Neben GABA wird der GABAa-Rezeptor durch den Agonisten Muscimol aktiviert und durch die

Antagonisten Bicucullin sowie Picrotoxin gehemmt (Olsen & Sieghart, 2009).

1.1.1 y-Aminobuttersaure (GABA)

1.1.1.1 Allgemeines

GABA liegt im Gehirn tberwiegend in freier, nicht protein-gebundener Form vor und entsteht
durch die Decarboxylierung aus Glutamat (AWAPARA et al., 1950; ROBERTS & FRANKEL,
1950). Mithilfe von radioaktiv markierter Glutaminsaure (C'*) konnte der direkte Einbau des
Kohlenstoffgerists der Glutaminsaure in GABA nachgewiesen werden. Dieser Befund belegte
den biosynthetischen Ursprung von GABA (ROBERTS & FRANKEL, 1950) und legte den
Grundstein fur die spatere Charakterisierung und ldentifikation des Schllisselenzyms, der
Glutamat-Decarboxylase (GAD). Es wurde beobachtet, dass Hirnareale mit hoher GAD-
Aktivitdt auch hohe GABA-Konzentrationen aufwiesen, was auf eine raumliche und
funktionelle Kopplung zwischen GAD-Aktivitat und GABAerge Transmission hindeutet (Albers
& Brady, 1959).

GABA ist ein Aminosaurederivat mit einer Summenformel von C,HsNO, (s. Abb. 1.1) und
besitzt eine molare Masse von 103,1 g/mol. Es stellt eine weildlich kristalline Substanz dar, die
bei physiologischem pH-Wert als Zwitterion vorliegt. GABA ist sehr gut wasserl6slich und nicht
flichtig (Zhang et al., 2024).

GABA
0

)’I\/\/MH2
HO

Abbildung 1.1 Strukturformel von GABA. Bei der y-Aminobuttersdure handelt es sich um eine
wasserldsliche Aminosédure und eine Monocarbonséure. Die Aminogruppe befindet sich am y-
Kohlenstoffatom (Zhang et al., 2024). Abbildungslizenz: CC BY

1.1.1.2 Die Synthese von GABA: GABA-Shunt
Der Stoffwechselkreislauf, der sowohl die Synthese als auch den Abbau von GABA inkludiert

wird ,GABA shunt genannt und stellt einen alternativen Stoffwechselweg dar, der mit dem



Energiesystem der Zelle tiber den Citratzyklus verknipft ist (s. Abb. 1.2). Dabei wird Glucose
uber Glykolyse und Citratzyklus zu a-Ketoglutarat metabolisiert, welches im nachsten Schritt
uber das Enzym Glutamat-Dehydrogenase (GDH) zu Glutamat umgewandelt wird.
Anschliellend katalysiert die Glutamat-Decarboxylase (GAD) die Reaktion von Glutamat zu
GABA (s. Abb. 1.3) (Zhang et al., 2024).

glucose —»—»—>» pyruvate
glycolysis ﬁ DH
acetyl-CoA
,-""'C~ glutamate
L, S~ 0‘(\
- . G / lGAD

/ Krebs \‘. a-ketoglutarate

1\ cycle d GABA

! GABA-T

- - succinic semialdehyde

Abbildung 1.2 Schematische Darstellung des GABA-Shunts. Ein Stoffwechselkreislauf, der die
Synthese und den Abbau des inhibitorischen Neurotransmitters y-Aminobuttersdure mit dem
Citratzyklus, auch Krebszyklus (engl. Krebs cycle) genannt, verknlipft. Er erméglicht nicht nur die
Bildung von GABA, sondern auch den Einschluss von Intermediaten in den Energiestoffwechsel (Zhang
et al., 2024). Abkirzungen: PDH — Pyruvat-Dehydrogenase, GDH — Glutamat-Dehydrogenase, GAD —
Glutamat-Decarboxylase, GABA-T - GABA-Transaminase, SSADH - Succinylsemialdehyd-
Dehydrogenase. Abbildungslizenz: CC BY, (lorizzo et al., 2023)
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Abbildung 1.3 Schliisselreaktion der GABA-Synthese: L-Glutamat (engl. L-Glutamate) wird durch
das Enzym Glutamat-Decarboxylase (GAD) unter Mitwirkung von Pyridoxal-5-phosphat (PLP)
decarboxyliert und es entsteht GABA und CO: (Zhang et al., 2024). Bildlizenz: CC BY

Das Enzym GAD liegt in den zwei Isoformen GAD67 und GADG65 vor. GAD67 ist in allen Teilen
des Neurons gleichmafig verteilt und liegt Uberwiegend in aktiver gesattigter Form vor, da der
Cofaktor Pyridoxalphosphat nahezu vollstandig gebunden ist. Diese Isoform ist wichtig fir eine
konstante GABA-Produktion. Im Gegensatz dazu findet sich die Isoform GAD65 hauptsachlich

in den prasynaptischen Endigungen und ist nur teilweise mit Pyridoxalphosphat gesattigt. Sie



kann abhangig von der neuronalen Aktivitat in die aktive Form Uberfihrt werden. Das
Zusammenspiel der beiden Isoformen ermdglicht sowohl eine konstante als auch

aktivitatsabhangige Regulation der GABA-Synthese (Kaufman et al., 1991).

Beim Abbau katalysiert das GABA-Transaminase Enzym die Reaktion von GABA zu
Succinatsemialdehyd. a-Ketoglutarat dient dabei als Aminogruppenakzeptor und wird in
diesem Prozess zu Glutamat umgewandelt. Im nachsten Schritt wird das entstandene
Succinatsemialdehyd durch die Succinatsemialdehyd-Dehydrogenase (SSADH) zu Succinat
oxidiert, welches wiederum in den Citratzyklus eingeschleust werden kann (s. Abb. 3). Dort
kann es zur Energiegewinnung verwertet werden. Im weiteren Verlauf des Citratzyklus wird
Succinat in mehreren Schritten wieder zu a-Ketoglutarat metabolisiert (Zhang et al., 2024).
Diese Reaktion wurde erstmals 1953 nachgewiesen: einerseits indirekt durch die Messung
von CO,, welches bei der Decarboxylierung von GABA zu Glutamat entsteht und andererseits
direkt durch den chromatografischen Nachweis von Succinylsemialdehyd-Hydrazonen. Diese
entstehen bei der Nachweisreaktion mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH) und kénnen

chromatographisch sichtbar gemacht werden (Bessman et al., 1953).

Obwohl der ,GABA-Shunt* mit dem Citratzyklus verbunden ist, ist er energetisch weniger
effizient. Es dient als Abwehrstrategie bei Stérungen der Atmungskette oder bei geringer
Effizienz des Citratzyklus. Im Rahmen des ,GABA-Shunts“ entstehen Succinat und NADH,
welches in der Elektronentransportkette zur ATP-Produktion beitragen kann. Die Hauptfunktion
dieses alternativen Stoffwechselwegs liegt der Bereitstellung fir GABA und nicht in der
Energiegewinnung. Nur schatzungsweise 8-10% des Citratzyklus laufen Uber diesen
alternativen Weg (Zhang et al., 2024).

1.1.2 GABAg-Rezeptoren

Im Jahr 1980 konnte eine Forschungsgruppe erstmals zeigen, dass Rezeptoren existieren, die
sowohl durch GABA als auch durch das GABA-Derivat Baclofen aktiviert werden kdnnen.
Anders als GABAa-Rezeptoren reagierten diese jedoch nicht auf Bicucullin. Das war ein
Hinweis auf einen damals noch unbekannten, neuen GABA-Rezeptor. Dieser wurde spater als
GABAg-Rezeptor  klassifiziert (Bowery et al.,, 2002; Hil & Bowery, 1981).
Im Gegensatz zu GABAa-Rezeptoren handelt es sich bei GABAg-Rezeptoren um metabotrope,
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Sie modulieren Calcium- sowie Kaliumkanale und entfalten
ihre  Wirkung uber intrazelluléare Signalwege, indem sie Second-Messenger-Systeme
aktivieren und die Aktivitat der Adenylylcyclase hemmen (Bowery et al., 2002; Evenseth et al.,
2020). GABAg-Rezeptoren gehoéren zur Klasse C der der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren.
Zu dieser Gruppe zahlen auch die metabotropen Glutamat-Rezeptoren oder

Geschmacksrezeptoren vom Typ 1 (Evenseth et al., 2020).



Die Aktivierung der Rezeptoren fihrt zur prasynaptischen Hemmung von
spannungsabhangigen Calciumkanalen, wodurch der Calcium-Einstrom und die Vesikelfusion
verringert werden. In weiterer Folge wird die Freisetzung von Neurotransmittern wie z.B.
Glutamat gehemmt. Postsynaptisch werden GIRK-Kaliumkanale (G-Protein-gekoppelte,
einwarts gleichrichtende Kaliumkanale) gedffnet. Der resultierende Kaliumausstrom flihrt und
in den meisten Fallen zu einer Hyperpolarisation der postsynaptischen Membran und bewirkt

eine verminderte Erregbarkeit der Zelle (Evenseth et al., 2020).

GABAg-Rezeptoren sind Heterodimere, die sich aus den zwei Untereinheiten GABAg1 und
GABAg, zusammensetzen (Jones et al.,, 1998). Der GABAg: Teil lasst sich wiederum in
mehrere Isoformen unterteilen, wobei GABAgr1a und GABAgr1, am haufigsten vorkommen.
Beide Untereinheiten besitzen an der Aul3enseite eine sogenannte VFT-Domane (engl. venus
fly trap), die fur Venusfliegenfallen-Domane steht. Diese VFT-Domane ist mit einem Abschnitt
verbunden, der die Zellmembran siebenmal durchspannt. Die orthosterische Bindungsstelle
wurde ausschlieRlich auf der VFT-Doméane von GABAg1 gefunden (Evenseth et al., 2020). Der

allgemeine Aufbau eines GABAg-Rezeptors wird in Abbildung 1.4 veranschaulicht.

\/ s
¥ § *

Abbildung 1.4 Der allgemeine Aufbau eines GABAg-Rezeptors. Er besteht aus der VFT-Doméne,
an die GABA bindet und der 7TM-Doméne der GABAs1s- (grau) und GABAs:- (schwarz) Untereinheit,
welche die Plasmamembran durchspannen. Beide Doménen sind durch einen Linker verbunden, der
mit der extrazelluldren Schleife 2 (ECL2) in Verbindung steht (Evenseth et al., 2020). ELC2 wirkt wie
eine Briicke und verbindet die dullere und innere Doméne innerhalb einer Untereinheit (Mao et al.,
2020). Bildlizenz: CC BY, (Evenseth et al., 2020)

Im inaktiven Zustand ist die VFT-Domane gedffnet und die beiden Halften, GABAg1 und
GABAg: halten Abstand voneinander (Mao et al., 2020).



Wenn GABA oder ein anderer Agonist an der orthosterischen Bindungsstelle von GABAGg1
bindet, schlielt sich die VFT-Domane wie eine Venusfliegenfalle. Dabei kommen die beiden
VFT-Enden der zwei Untereinheiten ndher zusammen (Mao et al., 2020). Dadurch riicken auch
die Transmembrandomanen beider Untereinheiten entlang des Transmembranhelix sechs
(TM6) enger zusammen und (Shaye et al., 2020) es entsteht eine neue Kontaktstelle zwischen
den TM6-Helices, die durch hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert wird (Mao et al., 2020).
Es folgt ein hebelartiger Mechanismus, der eine Konformationsdnderung in der
Transmembrandomane auslést und die Kopplung an die G-Proteine in Gang bringt. Die
Signalweiterleitung wird eingeleitet. Dieser aktivierte Zustand des GABAg-Rezeptors kann
durch die Bindung von positive allosterischen Modulatoren, die an Ggz binden, stabilisiert
werden (Shaye et al., 2020) Als positiver allosterischer Modulator werden Strukturen
bezeichnet, die an eine Stelle binden, die sich von der Agonistenstelle rdumlich unterscheidet
und die Wirkung des Agonisten verstarkt (Kim & Hibbs, 2021). Der Ubergang zwischen

inaktiver zur aktiven Form wird in Abbildung 1.5 veranschaulicht.

Die Transmembrandomanen sechs von GABAg: ist somit fuir die Rekrutierung von G-Proteinen
verantwortlich und besitzt zudem eine allosterische Bindungsstelle fiir Modulatoren (Evenseth
etal., 2020). GABAg+ bindet den Liganden, ohne dabei Kontakt mit dem G-Protein aufzubauen
(Margeta-Mitrovic et al., 2001). Fur eine funktionierenden Rezeptor und eine intrazellulare

SignalUbertragung missen beide Untereinheiten vorhanden sein (Jones et al., 1998).

Inactive Active

Agonist

Abbildung 1.5 Der Ubergang des GABAg-Rezeptors vom inaktiven zum aktiven Zustand. Im
inaktiven Zustand (eng. inactive, ganz links) ist die VFT-Doméne vollstédndig gedffnet. Wenn der Agonist
bindet, schliel3t sie sich, wobei sich auch die Konformation der TM-Domé&nen &ndert. Es bildet sich eine
Kontaktflache entlang der TM6 aus. Die zusétzliche Bindung eines positiven allosterischen Modulators

(PAM) stabilisiert diesen aktiven Zustand (engl. active, ganz rechts) zusétzlich. Int-1 und In-2 stellen



Ubergangszusténde dar, bevor der aktivierte Zustand erreicht wird. Abkiirzungen: EC = extrazellulér, IC
= intrazellulédr (Shaye et al., 2020). Bildlizenznummer: 6045850249074

Die Storung der GABAg-Rezeptor-vermittelten Signalwege wird mit einer Vielzahl
neuropsychiatrischen Erkrankungen in Zusammenhang gebracht. Als Beispiele sind
Depression, Schizophrenie oder Epilepsie zu nennen. Die gezielte Modulation der GABAz-
Rezeptoren qilt als vielversprechender therapeutischer Ansatz dieser Erkrankungen.
Allerdings stellt die Entwicklung von Medikamenten mit glnstiger Pharmakokinetik, gutem
Sicherheitsprofil und guter Wirksamkeit eine groRe Herausforderung dar. Das einzige
zugelassene Medikament ist Baclofen, welches als Muskelrelaxans verwendet wird. Auch
Baclofen besitzt gewisse Einschrankungen, zu denen eine rasche Toleranzentwicklung oder

eine kurze Wirkungsdauer zahlen (Evenseth et al., 2020).

1.1.3 Struktur von GABAA-Rezeptoren

GABAAx-Rezeptoren zahlen zu der Superfamilie der Cys-Loop-Rezeptoren und setzen sich aus
funf Untereinheiten zusammen, die unterschiedlichen Klassen zugeordnet werden kdnnen. Die
Mitglieder der Cys-Loop-Superfamilie teilen sich ca. 30% Sequenzidentitat, wobei sie die
hochsten Ahnlichkeiten auf der Ebene der Sekundar-und Tertidrstruktur teilen.
Charakteristisch fir diese Familie ist eine pentamere Organisation der Untereinheiten, die
einen lonenkanal bilden, der die Zellmembran durchspannt (Olsen & Sieghart, 2009). Jede
Untereinheit besteht aus einem N-terminalen, grof3en, hydrophilen Bereich, gefolgt von vier
Transmembranhelices, die sich M1-M4 nennen (Schofield et al., 1987). Unter den
Transmembranhelices ist die M2-Region hervorzuheben, da diese Innenwand der Kanalpore
bildet. Zwischen M3 und M4 findet man eine grol3e intrazellulare Schleife, die fir Modulation
und Interaktion mit zellularen Proteinen, wie Proteinkinasen von Bedeutung ist (Olsen &
Sieghart, 2009). In Abbildung 1.6 ist der allgemeine Aufbau einer Untereinheit des GABAa-

Rezeptors veranschaulicht.
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Abbildung 1.6 Aufbau der Untereinheit eines GABAa-Rezeptors. Jede Untereinheit setzt sich aus
einem gro3en N-Terminus, vier Transdoménen (TM1-TM4) und einem kleinen C-Terminus zusammen.
Wéhrend TM1 und TM2 durch eine intrazelluldre Schleife verbunden sind, sind TM2 und TM3 durch
eine extrazellulédre Schleife verbunden (Ghit et al., 2021). Bildlizenz: CC BY

Im Rahmen von molekulargenetischen Untersuchungen konnten 19 verschiedene GABAA-
Rezeptor-Untereinheiten  identifiziert werden. Sie lassen sich basierend aus
Sequenzahnlichkeiten in 8 Gruppen unterteilen: a1 bis a6, 1 bis B3, y1 bis y3, sowie die
Einzeltypen 8, €, 1, 6 und p1 bis p3 (Olsen & Sieghart, 2009). Die Untereinheiten besitzen eine
Molekilmasse von ca. 50 kDa (Sallard et al., 2021). Diese Vielzahl an Untereinheiten bedingt
theoretisch unzahlige Rezeptorkombinationen, von denen jedoch nur eine begrenzte Anzahl
tatsachlich im  Gehirn vorkommt (Olsen & Sieghart, 2009). Die haufigste
Untereinheitenkombination im Gehirn von Wirbeltieren ist der tri-heteromere Rezeptor,
bestehend aus zwei a-, zwei B- und einer y-Untereinheit, der in Abbildung 1.7 veranschaulicht
wird (Sieghart, 2015).
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Abbildung 1.7 Der schematische Aufbau eines GABAa-Rezeptors. Er besteht aus finf
Untereinheiten, die sich zu einem Chloridkanal zusammenlagern. Diese sind in einer bestimmten
Anordnung organisiert: B-a--y-a (Zhang et al., 2024). Bildlizenz: CC BY

Zusatzlich wird die Diversitat vergroRert durch alternatives SpleiRen auf der Ebenen der pra-
mMRNA. Als Beispiel ist die y2-Untereinheit zu nennen, welches in zwei Speildvarianten existiert,
die beide aus dem gleichen Gen hervorgehen (Bryson et al., 2023). Als Ergebnis gibt es zwei
Formen der y2-Untereinheit, die entsprechend ihrer Lange mit ,|I* (long) und ,s“ (short)
bezeichnet werden (Sallard et al., 2021). Sie unterscheiden sich durch das Fehlen einer acht
Aminosauren langen Sequenz, die sich in der | Variante zwischen TM3 und TM4 befindet
(Belelli et al., 2023).

Die p-Untereinheiten unterscheidet sich von den restlichen Untereinheiten, da sie bevorzugt
in der Retina exprimiert wird (Olsen & Sieghart, 2009) und sich funktionell zu eigenstandigen
Rezeptoren zusammenlagern kann. Hierbei handelt es sich um die oben bereits erwahnten
Rezeptoren, die ehemals GABAc-Rezeptoren genannt wurden. Es kann auch vorkommen,
dass verschiede Isoformen der gleichen Untereinheit gemeinsam in einem Rezeptorkomplex

zu finden sind (Bryson et al., 2023).

Neben den GABAa-Rezeptoren gehdren Rezeptoren wie nikotinische Acetylcholin-, Glycin-
und 5-HT3-Rezeptoren zur Gruppe der Cys-Loop-Rezeptoren (Olsen & Sieghart, 2009). Die
strukturelle Verwandtschaft zwischen GABAa-Rezeptoren und Acetylcholin-Rezeptoren wurde
1987 durch Sequenzvergleiche nachgewiesen (Schofield et al., 1987). Aus dem nikotinischen
Acetylcholin-Rezeptor wurden zudem die ersten hochauflosende Modelle gewonnen, die

diesen Aufbau veranschaulichen (Unwin, 2005).



Mittels Kryo-Elektronenmikroskope konnten N-Glykosylierungen im extrazellularen Vestibdl,
dem ,Eingangsbereich® auf der AulRenseite der Zelle sichtbar gemacht werden. Zwei dieser
Zuckerreste ragen in den zentralen Kanal hinein und kénnten fur die Assemblierung sowie die
Steuerung der lonendurchlassigkeit von Bedeutung sein. Es wurden auflerdem dichte
Bereiche zwischen den TM-Domanen entdeckt, deren Struktur gut zu Cholesterin bzw. CHS
(Cholesterylhemisuccinat), einem Cholesterin Analog, passt. Diese lipophilen Molekiile sitzen
dort, wo auch viele allosterische Modulatoren binden und kénnten daher die Empfindlichkeit

der Rezeptoren auf diese Subtanzen direkt beeinflussen (Zhu et al., 2018).

1.1.4 Funktion des GABAaA-Rezeptors

Im neuronalen Netzwerk besteht ein Gleichgewicht zwischen exzitatorischer und
inhibitorischer synaptischer Aktivitat, das fur eine gesunde Hirnfunktion malRgeblich ist. GABAA
Rezeptoren vermitteln die primare neuronale Hemmung und sorgen dafiir, dass dieses
Gleichgewicht aufrechterhalten wird (Bryson et al., 2023). Wie bereits erwahnt, handelt sich
bei GABAa-Rezeptoren um ligandengesteuerte Chloridkanale, die durch ihren physiologischen
Liganden GABA, sowie dem selektiven Agonisten Muscimol aktiviert werden kdénnen. Die
Bindung dieser Substanzen fiihrt im ZNS zu einer Offnung der Kanale, wodurch sie permeabel
fur negativ geladene lonen werden, wobei der Chlorideinstrom vorherrschend ist. Das hat eine
Hyperpolarisation der Zellmembran zur Folge und hemmt die neuronale Erregbarkeit (Olsen
& Sieghart, 2009).

Die Rezeptoren sind im gesamten ZNS weit verbreitet und spielen eine Rolle bei nahezu allen
Funktionen des Gehirns. Aufgrund ihrer wichtigen Aufgaben im neuronalen Netzwerk, dienen
sie als Zielstruktur zahlreicher Arzneimittelklassen (Olsen & Sieghart, 2009). Zudem sind sie
an einer Vielzahl anderer physiologischer Prozesse beteiligt, wie dem Schlaf-Wach-Rhythmus

oder der Regulation des motorischen Systems (Oishi et al., 2023).

1.1.4.1 Die GABA-Bindungsstelle

Im extrazelluldren Bereich existieren insgesamt finf Bindungstaschen, die sich an den
Schnittstellen der funf Untereinheiten des GABAA-Rezeptors befinden. Zwei der flunf Taschen
stellen Bindungsstellen fiir GABA dar und sind an der Schnittstelle zwischen - und einer a-
Untereinheit lokalisiert. Sie setzen sich jeweils aus sechs sogenannten ,Loops” zusammen: A,
B und C Loops der B-Untereinheit auf der "Hauptseite" (3+) und den komplementaren Loops
D, E und F der a-Untereinheit (a-) (Olsen & Sieghart, 2009). Diese Bindung wird in Abbildung

1.8 veranschaulicht.

Frihere Erkenntnisse zur Struktur des Rezeptors stutzten sich auf Homologie-Modellen, die
auf verwandten Cys-Loop-Rezeptoren wie dem nikotinischen Acetylcholin-Rezeptor basierten.

(Unwin, 2005). Diese theoretischen Modelle legten die Grundlage fir die strukturellen
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Charakterisierung der GABAA-Rezeptoren und zeigten zudem die Existenz von zusatzlichen
Hohlrdumen in der Transmembrandoméane, die mdgliche Bindungsstelle fur Modulatoren
darstellen (Ernst et al., 2005).

Mit dem Fortschritt der Kryo-Elektronenmikroskopie konnten diese theoretischen Modelle
bestatigt und wesentlich detaillierter dargestellt werden. Im Rahmen der Analyse des
physiologisch relevantesten Rezeptor a1B2y2 konnten Zhu et al. eine exakte Visualisierung
der GABA-Bindungsstelle erstellen. Innerhalb der Bindungstasche konnte eine Kklar
abgegrenzte Dichte identifiziert werden, die in Form und GréRe mit dem GABA-Moleklil
Ubereinstimmt (Zhu et al., 2018).

Auf der B+ Seite spielen eine Reihe aromatischer Aminosauren eine wichtige Rolle bei Bindung
des Liganden: Tyrosin 97 (Loop A), Tyrosin 157 (Loop B), Phenylalanin 200 und Tyrosin 205
(beide Loop C) umgeben das Aminoende von GABA und stabilisieren die Bindung uber
Kation—-Wechselwirkungen. Zudem bildet Threonin 202 eine Wasserstoffbriicke mit der
Carboxylgruppe von GABA, wahrend Glutamat 155 eine verankernde Funktion auslbt. Auf der
al-Untereinheit tragen die Aminosauren Phenylalanin 65 und Arginin 67 durch hydrophobe

bzw. elektrostatische Interaktionen wesentlich zur Bindung bei (Zhu et al., 2018).

Die gleichzeitige Besetzung von zwei GABA-Molekiilen an beiden Rezeptorseiten erhoht die
Wahrscheinlichkeit, dass sich der lonenkanal offnet, erheblich. Somit sind die Aminosauren

auf beiden B+ Seiten fur eine effiziente Kanal6ffnung notwendig (Sieghart, 2015).

® GABA @ BZD

Abbildung 1.8 GABA und Benzodiazepin-(BZD)-Bindungsstelle im GABAa-Rezeptor. Die zwei
Bindungsstellen fiir GABA befinden sich an den [ *7a~Schnittstellen und die Benzodiazepin-
Bindungsstelle ist an der a7y ~-Schnittstelle lokalisiert (Zhang et al., 2024). Bildlizenz: CC BY
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1.1.4.2 GABAerge Transmission: Mechanismen synaptischer Inhibition

Grundsatzlich fuhrt der durch GABA vermittelte lonenstrom im ZNS im Erwachsenenalter zu
einer Verschiebung des Membranpotentials in Richtung negativerer Werte, wodurch die
charakteristische hemmende Wirkung erklart wird. GABAa-Rezeptoren kdénnen auch eine
depolarisierende Wirkung entfalten und somit exzitatorisch wirken. Dies betrifft im ZNS
insbesondere die fruhen Entwicklungsstadien, in denen sich die Expression bestimmter
lonentransporter deutlich von der im Erwachsenenalter unterscheidet (Michatowski et al.,
2025) Im peripheren Nervensystem wirkt GABA auch im Erwachsenenalter exzitatorisch (Qian
etal., 2023).

Es werden zwei Formen der GABA-vermittelten Inhibition unterschieden: die phasische und
tonische Inhibition. Postsynaptische GABAA-Rezeptoren zeigen vorwiegend eine phasische
Aktivitdt. Im Zuge der phasischen Hemmung wird der GABAAa-Rezeptor infolge einer
kurzzeitigen, synaptischen GABA-Freisetzung aktiviert. Die GABA-Freisetzung erfolgt schnell
und fiihrt zu hohen GABA-Konzentrationen von 2-5 mM im synaptischen Spalt. Die Offnung
des lonenkanals erlaubt das Einstromen von negativ geladenen Chloridionen in die
postsynaptische Nervenzelle, die eine Hyperpolarisation der Membran auslésen. Das
Membranpotenzial wird negativer und die Entstehung von Aktionspotenzialen wird dadurch
erschwert (Sallard et al., 2021).

Die Permeabilitat des GABAa-Rezeptors wird durch den Durchmesser des Kanals sowie von
elektrostatischen Eigenschaften beeinflusst (Bryson et al., 2023). Unter normalen
Bedingungen ist der Rezeptor durchldssig fir Chloridionen und in geringerem MalRe flr
Biokarbonationen. Der Stromfluss hangt von den Konzentrationsunterschieden dieser lonen
auf beiden Seiten der Membran ab, wobei schon kleine Anderungen der intrazellularen
Chloridkonzentration die Erregbarkeit mafigeblich beeinflussen kénnen (Kaila et al., 1993).
Der Chloridgradient, der transmembran vorherrscht, wird hauptsachlich durch die Expression
zweier Transporter, die zur Familie der SLC12-Familie von Kationen-Chlorid-Kotransportern
gehoren, aufrechtgehalten: dem Natrium-Kalium-Chlorid-Kotransporter 1 (NKCC1) und dem
Kalium-Chlorid-Kotransporter 2 (KCC2) (Bryson et al., 2023).

Wahrend die Aktivierung des Rezeptors sehr schnell erfolgt, schlielt er sich langsamer,
wodurch der inhibitorischer postsynaptischer Strom tber mehrere zehn Millisekunden anhalt
und einen nachhaltigen hemmenden Effekt auf die postsynaptische Membran ausibt (Sallard
etal., 2021).

Rezeptoren mit den Untereinheiten a1-3, B1-3 und y2 kommen typischerweise an
postsynaptischen Membranen vor (Fu et al., 2022). a1B2y2 und a2B3y2 sind die haufigsten
Rezeptorkombinationen, die synaptisch vorkommen. Manche Rezeptoren befinden sich nicht

direkt an Synapsen, sondern in unmittelbarer Nahe und kénnen durch ,Spillover (engl. fur
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Uberlauf oder Ubertritt) aktiviert werden. Der Begriff ,Spillover” beschreibt das Entweichen von
GABA aus dem synaptischen Spalt (Sallard et al., 2021). Dies betrifft beispielsweise bestimmte
GABAAx-Rezeptoren im Hippocampus, die die a5 Untereinheit enthalten und unter diesen

Bedingungen auch eine phasisch wirkende Komponente vermitteln kénnen (Prenosil, 2006).

Neuronen werden vor einer Ubermafligen Hemmung durch ein Phanomen, welches sich
,Rundown® (engl. fuir Abnahme) bezeichnet, geschitzt. Es beschreibt die schnelle
Desensitivierung bei hochfrequenten Reizen, wodurch die Starke der inhibitorischen
postsynaptischen Stréme abnimmt, etwa bei gestérter GABA-Clearance oder Uberhdhter
GABA-Freisetzung. Wenn der Rezeptor desensitiviert ist, blockieren bestimmte
Aminosaurereste der TM2-Domane die Kanalpore, wodurch der lonenfluss gestoppt wird
(Sallard et al., 2021) (s. Abb. 1.9).

A GABA concentration

; ﬂ

»>time

rundown

Abbildung 1.9 "Rundown"- Desensibilisierung des GABAa-Rezeptors. Wenn der Rezeptor
wiederholt GABA-Reizen ausgesetzt ist, gelangt ein Teil der Rezeptoren bei jedem Reiz in einen
desensibilisierten Zustand. Da sich diese Rezeptoren nicht vollstédndig regenerieren, kommt es zu einer
fortschreitenden Abschwéchung der maximalen Stromamplitude. Die GABA-Konzentration wird in der
Abbildung in blau dargestellt (engl. GABA concentration) und ist immer dieselbe, wéhrend der GABA-
vermittelte Strom mit jedem GABA-Reiz weiter sinkt (engl. intensity oft the current mediated by GABAa
receptors” (Sallard et al., 2021). Bildlizenz: CC BY

Die tonische Inhibition tritt vorwiegend extrasynaptisch auf und wird im folgenden Unterkapitel

erklart.

13



1.1.4.3 Extrasynaptische GABAa- Rezeptoren: Vermittler tonischer Inhibition

Extrasynaptisch lokalisierte GABAA-Rezeptoren vermitteln eine tonische Form der Inhibition,
die sich von der phasischen, synaptischen Hemmung unterscheidet (Ghit et al., 2021). Die
tonische Hemmung beruht auf einer dauerhaften, niedrigen Konzentration von GABA, auf die
extrasynaptischen Rezeptoren besonders sensibel reagieren. Die Rezeptoren reagieren auf
GABA aus ,Spillover® oder auf nicht-synaptisch freigesetztes GABA und erzeugen einen
dauerhaften Strom mit niedriger Amplitude, der tonischer Strom genannt wird (Sallard et al.,
2021). Im Gegensatz zur friheren Annahme, dass die Inhibition der extrasynaptischen Zellen
durch eine Hyperpolarisation vermittelt wird, zeigt der heutige Wissensstand, dass der
tonische Strom nur eine leichte Hyperpolarisation oder sogar eine leichte Depolarisation
bewirkt (Koh et al., 2023). Entscheidend fiir die hemmende Wirkung ist nicht die Anderung des
Membranpotenzials, sondern ein Mechanismus, der sich ,Shunting-Mechanismus® nennt.
Dabei fiihrt eine dauerhafte Offnung der Kanale zu einer Erhdhung der Membranleitfahigkeit
und einer Verringerung des Membranwiderstandes, wodurch die Bildung von
Aktionspotenzialen verhindert wird (Brickley et al., 1996). Ob die Membran dabei
hyperpolarisiert oder depolarisiert ist, spielt fur die Wirkung keine Rolle (Koh et al., 2023).

Bei der tonischen Inhibition erfolgt die Aktivierung der Rezeptoren deutlich langsamer, daflr
erreichen sie einen stabilen Zustand und blocken die Rezeptoren fir einen langerem Zeitraum
und das ohne Stromspitzen. Charakteristisch ist zudem deutlich schwachere Desensitivierung

als bei der phasischen Hemmung (Sallard et al., 2021).

Die Untereinheiten a4—6, B2/3 und & sind vermehrt extrasynaptisch zu finden. Es wurde
festgestellt, dass die Untereinheiten a2, a3 und B3 etwa 100-mal starker in Synapsen
konzentriert sind als extrasynaptisch (Ghit et al., 2021). Wichtige
Rezeptorzusammensetzungen, die extrasynaptisch vorkommen sind: a4f3208, a4p35, a6B2d
und a6B30 (Olsen & Sieghart, 2009).

Die tonische Inhibition ist in Interneuronen stark ausgepragt. Wird die Wiederaufnahme von
GABA gehemmt, lasst sich auch in Pyramidenzellen tonischen Strom nachweisen, obwohl
diese unter normalen Bedingungen keinen solchen Strom erzeugen (Semyanov et al., 2003).
Pyramidenzellen sind eine verbreitete Klasse von Neuronen, die in der GroBBhirnrinde von den
meisten Sauretiere zu finden sind und typischerweise exzitatorisch wirken (Bekkers, 2011).
Das liegt nahe, dass normalerweise nicht gentiigend GABA im Extrazellularraum vorhanden

sind, um die extrasynaptischen Rezeptoren zu aktivieren (Semyanov et al., 2003).

Darlber hinaus wurden aB-GABAa-Rezeptoren, welche binare Rezeptoren darstellen und
ebenfalls bevorzugt extrasynaptisch vorkommen, als Modellsysteme verwendet, um die
Grundlagen der tonischen Signalweiterleitung besser zu verstehen. Die of3-GABAa-

Rezeptoren besitzen eine geringe Offnungswahrscheinlichkeit nach der Bindung von GABA

14



und weisen eine hohe Empfindlichkeit gegenliber der Blockade durch endogenes Zink (Zn?*)
auf. Zn#* kann den lonenkanal nicht-kompetitiv hemmen, indem er den Poreneingang blockiert.
Selbst in Abwesenheit von Zink, bleibt die Kanalmitte weitgehend geschlossen. Die
Erweiterung des Poreneingangs ist bei ap-Rezeptoren eingeschrankt, was ihre geringe
Aktivierbarkeit unterstreicht. Diese Eigenschaft macht sie geeignet fir die prazise Kontrolle

einer andauernden, tonischen Inhibition (Kasaragod et al., 2022).

Sowohl die phasische als auch die tonische Hemmung sind bedeutend fir neuronale Balance.
Bei Stérungen kann es zu einer Entstehung verschiedener psychischer und neurologischer
Erkrankungen kommen (Koh et al., 2023). Epilepsie, Schizophrenie und Autismus sind hier als

Beispiele zu nennen (Bryson et al., 2023).

1.1.4.4 Bedeutung der a-Untereinheiten flir GABAerge Inhibition und Verhalten

Die unterschiedlichen a-Untereinheiten der GABAa-Rezeptoren vermitteln unterschiedliche
Effekte und weisen auch in ihrer anatomischen Verteilung und subzellularen Lokalisation

Verschiedenheiten auf (Engin et al., 2018).

Mit etwa 60% aller a-Untereinheiten ist a1 die haufigste Untereinheit. Sie ist GUberwiegend
synaptisch lokalisiert und vermittelt vor allem sedierende und antikonvulsive Effekte. Die a2-
Untereinheit ist zu etwa 15-20% vertreten und kommt ausschliel3lich synaptisch vor. Sie ist
von zentraler Bedeutung bei die Anxiolyse, Stressverarbeitung und bei kognitiven Funktionen.
Die a3-Untereinheit, die etwa 10-15% ausmacht, ist sowohl synaptisch als auch
extrasynaptisch lokalisiert, wobei sich die Mehrheit extrasynaptisch befindet. Diese
Untereinheit ist wesentlich beteiligt an der Modulation thalamischer Aktivitdt und an der
sensomotorischen Verarbeitung. a4 kommt eher selten vor und tritt meist in Kombination mit
der &-Untereinheit auf. Sie ist eher extrasynaptisch lokalisiert und spielt eine bedeutende Rolle
beim Alkoholeffekt und wird mit kognitiven Einschrankungen in Verbindung gebracht,
insbesondere im Zusammenhang mit einer erhohten Expression in Tiermodellen. Die a5-
Untereinheit ist vorwiegend extrasynaptisch lokalisiert und reguliert die Stressverarbeitung und
die Anxiolyse. Zudem ist die a5-Untereinheit bei der Filterung von sensorischen Reizen
beteiligt (Engin et al., 2018).

1.1.4.5 GABA als exzitatorischer Transmitter

GABA ist primar als inhibitorischer Transmitter bekannt, der die Reizweiterleitung hemmt
(Olsen & Sieghart, 2009). Er wird typischerweise an inhibitorischen Nervenendigungen
prasynaptisch freigesetzt und entfaltet so seine typische Wirkung. Dieser Effekt ist
aktivitatsabhangig und calciumabhangig, wie es flr klassische Neurotransmitter typisch ist. In

Experimenten an Hummern wurde 1966 erstmal gezeigt, dass bei elektrischer Stimulation
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inhibitorischer Nerven messbare Mengen an GABA in das umgebene Medium freigesetzt wird.

Bei exzitatorischen Nervenstimulation war dies nicht der Fall (Otsuka et al., 1966).

GABA kann jedoch unter bestimmten Bedingungen auch exzitatorisch wirken. Dies ist
insbesondere im peripheren Nervensystem der Fall (Qian et al., 2023). Diese erregende
Wirkung der GABAa-Rezeptoren ist ebenfalls in der frihen neuronalen Entwicklung zu
beobachten und hangt mit einer entwicklungsabhangigen Veranderung des intrazellularen
Chloridhaushalts zusammen. In unreifen Neuronen ist die intrazellulare Konzentration von
Chloridionen erhoht. Aufgrund des elektrochemischen Gradienten wandern die Chloridionen
nach der Aktivierung der Rezeptoren aus der Zelle heraus statt in die sie hinein. Dies fihrt zu
einer Depolarisation (Koh et al., 2023). Beispielhaft wurde anhand Studien an
HUhnerembryonen gezeigt, dass GABA auf sechs Tage alten embryonale Neuronen eine
exzitatorische Wirkung hatten, wahrend ab Tag zehn eine inhibitorische Wirkung festgestellt
wurde (Obata et al., 1978).

In unreifen Neuronen ist der Chloridtransporter NKCC1 stark hochreguliert, was zu einer
Anreicherung von Chloridionen fuhrt und die exzitatorische Wirkung von GABA verursacht.
Studien zeigen, dass dieser Transporter in der GroRhirnrinde menschlicher Neugeborener
zwischen der 31. und 41. Schwangerschaftswoche dreimal héher exprimiert wird als bei
Erwachsenen. Gleichzeitig ist der Chloridtransporter KCC2 in dieser Phase kaum vorhanden.
Ein pharmakologischer Ansatzpunkt ist Bumetanid, der einen NKCC1-Hemmer darstellt und in
Experimenten an neonatalen Ratten eine Depolarisation umkehren und die Krampfaktivitat

unterdricken konnte (Dzhala et al., 2005).

Im peripheren Nervensystem entfaltet GABA generell exzitatorische Wirkungen. Die Prasenz
von GABA in verschiedenen peripheren Geweben deutet darauf hin, dass GABA auch dort
eine wichtige Funktion erfullt. Beispielhaft kann im enterischen Nervensystem der Transmitter
erregend auf die Nervenzellen wirken und spielt aulerdem eine Rolle bei der Regulation von
Immunreaktionen und Entzindungen (Auteri et al., 2015). In Ziliarganglien fuhrt GABA
ebenfalls zu einer exzitatorischen Wirkung. Dies wurde sowohl in unreifen als auch in reifen

Neuronen festgestellt (Obata et al., 1978).

Verletzungen, die mit peripheren Nervenschadigungen einhergehen, kénnen dazu fihren,
dass die hemmende Wirkung umgekehrt wird und eine Erregung stattfindet. Dies beruht auf
einem Anstieg der intrazellularen Chloridkonzentration, der durch eine verminderte Expression

von KCC2 infolge der Nervenschadigung bedingt ist (Qian et al., 2023).
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1.1.5 GABAAa-Rezeptoren als therapeutische Zielstruktur

Eine gestorte GABAerge Funktion wird mit einer Vielzahl von Erkrankungen in Verbindung
gebracht. Dadurch werden GABAa-Rezeptoren zu wichtigen Zielstrukturen fir zahlreiche

pharmakologisch und klinisch relevante Wirkstoffe (Ghit et al., 2021).

1.1.5.1 Benzodiazepine

Benzodiazepine sind eine Wirkstoffgruppe, die als Liganden am GABAAa-Rezeptor
anxiolytische, sedierende, hypnotische, muskelrelaxierende und antikonvulsive Effekte
entfalten (Sigel & Ernst, 2018). Aufgrund dieses breiten Wirkspektrums werden sie bei
Erkrankungen wie Angststérungen, Schlaflosigkeit oder Epilepsie oder zur Narkoseeinleitung
eingesetzt (Kim et al., 2020; Sigel & Ernst, 2018). Ihre Wirkung ist dosisabhangig: wahrend
niedrige Dosierungen beruhigend und angstlosend wirken, kdnnen hohe Dosen bis zur
Sedierung oder Narkose fihren (Walters et al., 2000). Diazepam ist ein Bespiel flr einen
klassischen Vertreter dieser Wirkstoffgruppe (Sigel & Ernst, 2018) (s. Abb. 1.10).

cl —=N

Diazepam

Abbildung 1.10 Strukturformel von Diazepam, einem klassischen Benzodiazepin. (Sigel & Ernst,
2018). Bildlizenznummer: 6061940880931

1.1.5.1.1 Bindungsstelle und Wirkmechanismus von Benzodiazepinen

Das Vorhandensein eines spezifischen Rezeptors an die Benzodiazepine binden kénnen
wurde 1977 durch Méhler und Okada nachgewiesen. Mittels radiomarkierter Liganden konnten
sie zeigen, dass die Wirkstoffgruppe an bestimmte synaptische Membranstrukturen binden
und legten mit diesen Erkenntnissen den Grundstein fur die Aufklarung der Pharmakologie
dieser Substanzklasse (Méhler & Okada, 1977).

Benzodiazepine wirken nicht als direkte Agonisten, sondern durch die allosterische Bindung
an die Benzodiazepin-Bindungsstelle als positive allosterische Modulatoren (Gavish & Snyder,
1980). Sie verstarken die GABA-induzierte Wirkung am GABAAa-Rezeptor und entfalten auf
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diese Artihre Wirkungen (Zhu et al., 2018). Diese Benzodiazepin-Bindungsstelle befindet sich
an der Schnittstelle zwischen einer a- und einer y-Untereinheit, typischerweise zwischen a1
und y2 (s. Abb. 8). Dabei bildet die Region eine sogenannte ,aromatische Tasche®, die aus
mehreren aromatischen Aminosauren besteht: Phenylalanin100 (Phe100), Tyrosin160
(Tyr160) und Tyrosin210 (Tyr210) auf der a1-Seite sowie Phenylalanin77 (Phe77) und
Tyrosin58 (Tyr58) auf der y2-Seite (Zhu et al., 2018).

Neben dieser hochaffinen Bindungsstelle existieren vermutlich auch eine oder mehrere
niedrigaffine Bindungsstellen fir Benzodiazepinen. Diese kdnnten an den sedierenden bzw.

narkotischen Wirkungen der héheren Dosen eine Rolle spielen (Kim et al., 2020).

Die Aminosaure Histidin an der Position 102 (His102) der a1-Untereinheit ist essenziell fur die
Sensitivitdt von GABAa-Rezeptoren gegeniber Benzodiazepinen. Wird His102 mit Arginin
ausgetauscht, wie es bei den Untereinheiten a4- und a6-Untereinheiten der Fall ist, kommt es
zu einem Verlust der Bindungsfahigkeit. Rezeptoren, die diese Untereinheiten besitzen,
kénnen Benzodiazepine nicht mehr binden und in der Regel keine Wirkung (Wieland et al.,
1992; Zhu et al., 2018). Diese Histidinposition wird in alterer Literatur haufig als Position 101
in der a1-Untereinheit angegeben, da die Untersuchungen auf Tiersequenzen basierten
(Wieland et al.,, 1992). Klassische Benzodiazepine wie Diazepam binden bevorzugt an
Rezeptoren, die a1, a2, a3 oder a5 enthalten. Rezeptoren mit y1- oder y3-Untereinheit zeigen

eine geringe Sensitivitat gegenliber Benzodiazepinen (Olsen & Sieghart, 2009).

1.1.5.1.2 Der Antagonist von Benzodiazepinen: Flumazenil

Flumazenil wirkt antagonistisch an der Benzodiazepin-Bindungsstelle (Hunkeler et al., 1981)
und wird klinisch als Gegenmittel bei einer durch Benzodiazepine induzierten Uberdosierung
eingesetzt (Sigel & Ernst, 2018). Mittels Kryo-Elektronenmikroskopie konnte gezeigt werden,
dass der Diazepinring von Flumazenil eine hydrophobe Wechselwirkung mit der y2-
Untereinehit eingeht. Das Fluoratom des Liganden bildet zudem eine Wasserstoffbriicke mit
H102 (Histidin 102) der a1-Untereinheit. Tyrosin 210 auf der a1-Untereinheit stabilisiert die
Flumazenilbindung durch 1r-1-Wechselwirkungen mit dem aromatischen Ring des Liganden
(Zhu et al., 2018).

Flumazenil wurde 1981 unter der Bezeichnung Ro 15-1788 erstmalig charakterisiert. Der
Wirkstoff hebt die Wirkung von Benzodiazepinen auf und zeigt gegen andere sedierende
Wirkstoffe wie Barbiturate, Ethanol oder Neuroleptika keine Wirkung. Es hebt gezielt
Symptome wie Sedierung, Ataxie und Anxiolyse auf und zeichnet sich durch eine geringe
Toxizitat sowie eine hohe Affinitdt zum Rezeptor aus. Flumazenil selbst Uibt keine intrinsische
Wirkung aus und fuhrt zu keiner Konformationsanderung des Rezeptors (Hunkeler et al.,
1981).
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Die Bindungsverhalten ist stereospezifisch. (+) Enantiomere sind pharmakologisch deutlich
wirksamer und besitzen gleichzeitig eine hdhere Affinitdt zu dieser Bindungsstelle als (-)
Enantiomere (Mohler & Okada, 1977).

1.1.5.1.3 Nebenwirkungen und Gefahren

Trotz der breiten Anwendung dieser Wirkstoffgruppe kann besonders die Langzeitanwendung
zu einer Reihe unerwiinschten Nebenwirkungen wie Toleranzwirkung, Suchtpotenzial oder
kognitiven Beeintrachtigungen fiihren (Bryson et al.,, 2023). Beim Absetzen dieser
Medikamente entwickelt der Grofteil der Patienten Entzugssymptome. Ein Entzug von
Wirkstoffen mit einer kurzen Halbwertszeit ist generell mit hdheren Rickfallquoten verbunden.
Zudem flihrt eine héhere Dosis beim Entzug generell zu starkeren Symptomen. Unter die
haufigsten Beschwerden zahlen Schlafstérungen, Kopfschmerzen, psychische Symptome
sowie vegetative Reaktionen wie Nervositat oder Ubelkeit. Personliche Risikofaktoren wie eine
Depressionserkrankung durfen bei einem Entzug nicht vernachlassigt werden, weil diese die

Symptomatik verstarken kénnen (Rickels et al., 1990).

Neben diesen bekannten Risiken steht die Langzeiteinnahme auf3erdem in Verbindung mit
einem erhohten Demenzrisiko. Eine grof3e prospektive Studie aus 2012 zeigte, dass die neue
Einnahme von Benzodiazepinen bei Personen ab 65 Jahren mit einem 50% erhdhten
Demenzrisiko assoziiert ist. Die Ergebnisse blieben auch nach Adjustierung mit Storfakten wie
Depressionen robust. Diese Studie zeigt, dass Benzodiazepinen mit Vorsicht verschrieben
sollten. Dies trifft besonders bei der alteren Bevdlkerungsgruppe zu, die ohnehin ein erhdéhtes

Risiko flr schwerwiegende Nebenwirkungen besitzen (Billioti de Gage et al., 2012).

Eine weitere Studie untersuchte, ob sich das Fahrverhalten bei Langzeitnutzern von
Benzodiazepinen verschlechtert. Die Ergebnisse zeigten, dass die Fahrleistung bei Hypnotika-
Nutzern insgesamt schlechter war als bei der gesunden Kontrollgruppe. Das traf besonders
bei denen zu, die die Medikamente weniger als drei Jahre einnahmen. Bei diesen entsprach
der Einfluss der Medikamente einem Alkoholspiegel von 0,8 mg/ml. Bei der Anwendung von
mehr als drei Jahren war die Fahrleistung kaum beeintrachtigt, was mit einer Toleranzwirkung

zusammenhangen konnte (van der Sluiszen et al., 2019).

1.1.5.2 Barbiturate

Barbiturate entfalten ein breites Spektrum GABAa-Rezeptor-vermittelter Wirkungen, darunter
sedative, hypnotische und antikonvulsive Effekte (Olsen et al., 2024). Sie gehéren zu den
ersten intravendsen eingesetzten Anasthetika und wurden urspriinglich als Antikonvulsiva
entwickelt. In Industrielandern ist die Verwendung von Barbituraten stark ricklaufig, was vor
allem auf ihre unerwiinschten Nebenwirkungen und die sehr geringe therapeutische Breite

zurtickzufthren ist (Trinka, 2023). Barbiturate wurden daher in vielen Anwendungsbereichen
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weitgehend durch Propofol und Etomidat ersetzt, zwei Wirkstoffe mit héherer Selektivitat und
besseren Nebenwirkungsprofil, die heute zu den am haufigsten verwendeten intraventsen
Anasthetika zahlen (Olsen et al., 2024).

1.1.5.2.1 Bindungsstelle und Wirkmechanismus von Barbituraten

Far die Aktivierung des Rezeptors durch GABA sind spezifische Aminosaurereste an zwei 3-
Untereinheit noétig. Diese sind entscheidend flr die Kanal6éffnung. Im Gegensatz dazu
aktivieren Barbiturate den Rezeptor unabhangig von diesen spezifischen Aminosauren (Amin
& Weiss, 1993). Sie beeinflussen GABAa-Rezeptoren durch eine verlangerte Offnungsdauer
der Choridkanale, ohne dabei die Offnungswahrscheinlichkeit oder die Einzelkanalleitfahigkeit
zu beeinflussen. In héheren Konzentrationen 6ffnen sie die GABAa-Kanale sogar ohne
Anwesenheit von GABA. Das unterscheidet Sie grundlegend von den Benzodiazepinen und
kennzeichnet sie in hdheren Konzentrationen als Agonisten des GABA-Kanals (MacDonald
et al., 1989).

Mittels Kryo-Elektronenmikroskopie konnte das Verstandnis der pharmakologischen
Wirkweise von Barbituraten weiter vertieft werden. In einer Studie wurde ein Komplex des
a1B2y2 mit GABA und dem Barbiturat Phenobarbital untersucht. Im Rahmen dieser
Untersuchungen zeigte sich, dass Phenobarbital an zwei Schnittstellen im
Transmembranbereich bindet. Diese stellen die Schnittstellen zwischen a- und B-Untereinheit
und y- und B-Untereinheit dar (s. Abb. 1.11). Die Bindung von Phenobarbital an beiden Stellen
ist vergleichbar, da an beiden Stellen die Barbitursaure-Gruppe tief in der Schnittstelle
zwischen M3- und M1-Helix liegt. Die Phenylgruppe (s. Abb. 1.12) des Liganden zeigt von der
Kanalmitte weg, wahrend die Ethylgruppe zum Kanal zeigt. Die Bindung wird durch van-der-

Waals-Kréfte und elektrostatische Wechselwirkungen stabilisiert (Kim et al., 2020).

Abbildung 1.11 Phenobarbital Bindung an den GABAa-Rezeptor. Hochaufiésende Kryo-
Elektronenmikroskopieaufnehmen zeigen, dass Phenobarbital an zwei Schnittstellen der
Transmembrandoménen des GABAa-Rezeptors bindet (Kim et al., 2020). Bildlizenznummer:
6050820557347
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Abbildung 1.12 Strukturformel eines klassischen Barbiturats: Phenobarbital (5-Ethyl-5-
phenylbarbiturséure)(Trinka, 2023). Bildlizenz: CC BY

1.1.5.2.2 Risiken und Nebenwirkungen von Barbituraten

Barbiturate entfalten dosisabhangig dampfende Wirkungen auf das ZNS und kénnen bei

hohen Dosen zu Bewusstseinsstérungen bis hin zum Koma fuhren (Trinka, 2023).

Klinisch besondere relevant sind Nebenwirkungen wie Atemdepression, Hypotonie sowie eine
negativ inotrope Wirkung auf das Myokard. Diese Effekte treten besonders in der ersten Phase
der Behandlung auf und kénnen lebensbedrohlich sein. Daher ist die engmaschige und
kontinuierliche Uberwachung der Atmung, Blutdruck und Puls zwingend notwendig (Trinka,
2023).

1.1.5.3 Neurosteroide

Steroidhormone spielen eine wichtige Rolle in zahlreichen physiologischen Prozessen.
Neurosteroide sind Steroide, die hauptsachlich im Gehirn synthetisiert werden und die
neuronale Erregbarkeit modulieren kdnnen. Im Gegensatz zu klassischen Steroiden binden
Neurosteroide nicht an klassische Steroidhormonrezeptoren, sondern interagieren direkt mit
lonenkanalen oder Membranrezeptoren und verandern so deren Aktivitat. Die Synthese der

Neurosteroide erfolgt aus Cholesterin (Reddy, 2022).

Neurosteroide verstarken die GABAerge Hemmung und entfalten auf diese Weise
anxiolytische, sedierende, hypnotische und anasthetische Effekte. Hochauflésende
Strukturstudien geben einen umfassenden Einblick in die Wirkmechanismen von
Neurosteroide. Das Neurosteroid Allopreganon ist ein positiver allosterischer Modulator, der
an die Transmembran-Region zwischen a- und B-Untereinheit bindet. Es kommt dabei zu einer
Weitung des Kanals, die zu einer verstarkten neuronalen Inhibition fihrt. Der Rezeptor erfahrt
dabei eine Konformationsanderung, die von der Pore bis die extrazellulare Doméane reicht.

Dabei kommt es zu einer Rotation sowie zu einer Kippung der Transmembranhelices, wodurch
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die Erweiterung des Kanals erreicht wird. Im Zuge dieser Konformationsanderung werden die
Seitenketten der 9'-Leucinreste aus dem Zentrum gedreht, wodurch mehr Chloridionen durch
den Kanal flieRen kdnnen. Studien zeigen, dass Allopreganon auch ohne externe Zugabe an
den Rezeptoren vorhanden ist, was einen klaren Hinweis auf seine bedeutende Funktion als
physiologischer Modulator darstellt. Das Neurosteroid ist dabei von Lipiden umgeben. Dies
erklart die lange Wirkung des Neurosteroids, da es nur langsam abdissoziieren und sich von
der Bindungstasche entfernen kann. Zusatzlich bleibt GABA in Anwesenheit von Allopreganon
langer gebunden, was die hemmende Signallbertragung zusatzlich verlangert (Sun et al.,
2023).

Insbesondere bei der Behandlung von postpartaler Depression haben sich Neurosteroide als
wirksam erwiesen. In hdéheren Konzentrationen (>100nM) kénnen manche Neurosteroide
direkt GABAA-Rezeptoren aktivieren (Sun et al., 2023). In einer Studie wurde Brexanolon, eine
synthetische Form von Allopregnanolon gesunden Frauen verabreicht, bei denen die Laktation
medikamentds eingeleitet wurde, um den Plasmaspiegel zu untersuchen. Es wurden

Plasmaspiegel von deutlich Gber 100 nM gemessen (Wald et al., 2022).

Die sulfatierten Neurosteroide Pregnenolonsulfat und DHEAS (Dehydroepiandrosteron-Sulfat)
stellen negative allosterische Modulatoren dar. Anders als Allopreganon binden diese direkt im
lonenkanal, wodurch der lonenfluss mechanisch blockiert wird. Dieser Porenblock ist der
Grund fir die negative Modulation dieser Neurosteroide. Sie kdnnen Angst auslésen und die

Krampfneigung erhohen (Legesse et al., 2023).

1.1.5.4 Ethanol

Ethanol, die psychoaktive Hauptsubstanz in alkoholischen Getranken, entfaltet seine
vielseitige Wirkung Uber unterschiedliche Neurotransmittersysteme wie dem GABAergen
System (Dharavath et al., 2023).

1.1.5.4.1 Bindungsstelle und Wirkmechanismus von Ethanol

Ethanol kann aufgrund seiner hydrophilen Struktur biologische Membranen wie die Blut-Hirn-
Schranke Uberwinden und direkt im ZNS wirken. Seine Metabolisierung erfolgt hauptsachlich
durch Enzyme in der Leber: Alkoholdehydrogenase (ADH), Katalase und die Cytochrom-P450-
Isoform CYP2E1, die insbesondere bei hoheren Ethanolkonzentration eine Rolle in der
Metaboliserung von Ethanol spielt. Im Gehirn kann durch Einfluss von Ethanol verschiedene
Stérungen induziert werden, darunter eine reduzierte Glukoseaufnahme sowie Veranderungen

im dopaminergen, GABAergen und glutamatergen System (Dharavath et al., 2023).

Die typischen durch Ethanol hervorgerufenen Verhaltensmuster wie Anxiolyse oder
Enthemmung werden durch die Modulation von GABAa-Rezeptoren vermittelt. Ethanol bindet

nicht an die GABA-Bindungsstelle, sondern wirkt als positiver allosterischer Modulator, indem
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es an eine andere Stelle am Rezeptor bindet (Dharavath et al., 2023) und die Wirkung von
GABA verstarkt (Ticku & Burch, 1980). Diese Bindung erfolgt hauptsachlich an a-
Untereinheiten (Dharavath et al., 2023). Studien an Ratten zeigen, dass Ethanol bereits in
geringen Mengen in der zentralen Amygdala sowohl pra- als auch postsynaptisch die GABAa-
vermittelte Inhibition verstarkt. In manchen Hirnregionen wie dem Kleinhirn oder dem
Hippocampus flhrt Ethanol zu einer vermehrten GABA-Freisetzung und verstarkt auf diese
Weise die GABAerge Hemmung indirekt (Santhakumar et al., 2007). Besonders empfindlich
wirken 04Bd-Rezeptoren, denn sie zeigen eine hohe Sensitivitdt gegeniber niedrigen
Ethanolkonzentrationen (Kumar et al., 2009). Im Gegensatz zu anderen Rezeptoren, die erst
auf hoéhere Konzentrationen reagieren, sprechen a4/6p36-haltige Rezeptoren schon auf
Konzentrationen an, die beim sozialen Trinken erreicht werden (Engin et al., 2018). Eine
GABAerge Wirkungsverstarkung wird bei diesen Rezeptorkombinationen bereits bei einer

Konzentration von 3 mM festgestellt. Das entspricht etwa 0,14 Promille (Wallner et al., 2003).

Es konnte gezeigt werden, dass Ethanol an eine extrazelluldare Bindungsstelle im a*—f37-
Interface (engl. fir Grenzflache) von a4/6335-Rezeptoren bindet, der klassischen
Benzodiazepin-Bindungsstelle ahnelt. Neben dieser Stelle, existieren zusatzliche
transmembrane, hydrophobe Bindungstaschen zwischen M1- und M3-Helices zweier

Untereinheiten, die ebenfalls Ethanol binden kénnen (Sieghart, 2015).

Die Einnahme von Ethanol kann auch die Expression und Verteilung von bestimmten
Subtypen des GABAa-Rezeptors verandern. So kommt es im Tierversuch nach kurzfristigem
Alkoholkonsum zu einer Internalisierung von extrasynaptischen a/d-haltigen Rezeptoren im
Hippocampus. Dies ist mit einer anfanglichen Abnahme der Ethanol-verstarkten tonischen
Hemmung verbunden, da diese Rezeptoren maligeblich fir die tonische Hemmung zustandig
sind. Innerhalb von 48 Stunden steigt kompensatorisch die Menge an a4- und y2-
Untereinheiten und parallel sinkt die Expression von a1-Untereinheiten. Dies flihrt zu einem
vermehrten Einbau a4By2 Rezeptoren in den Synapsen und einer verminderten tonischen
Hemmung (Liang et al., 2007). Diese akuten Veranderungen sind reversibel und ist ihre

Auspragung ist malRgeblich von der applizierten Dosis abhangig (Dharavath et al., 2023).

In einer verwandten Studie konnte anhand von genetisch veranderten Mausen gezeigt
werden, dass die a4-Untereinheit eine SchllUsselrolle fur die extrasynaptische, tonische
Hemmung durch Ethanol spielt. Mause ohne diese Untereinheit wiesen nach Ethanol-
Exposition eine stark reduzierte tonische Hemmung und ein Fehlen der Verstarkung durch
Ethanol auf. Gleichzeitig zeigten die Tiere eine deutlich erhéhte Ethanol-Sensitivitat der
synaptischen GABA-Strome, was ebenfalls ein Hinweis auf diese kompensatorische

Umstrukturierung des GABAergen Systems ist (Liang et al., 2008).
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Ethanol beeinflusst auch andere Neurotransmitter: es hemmt glutamaterge Rezeptoren wie
NMDA-, AMPA-, Kainat- und mGluR5-Rezeptoren. Die Unterdriickung der Erregung und die
Verstarkung der Hemmung fuhrt zu einem weiteren Ungleichgewicht der neuronalen Aktivitat.
Zudem interagiert Ethanol mit zahlreichen weiteren Proteinen, Rezeptoren und lonenkanalen.
Ethanol interagiert ebenfalls mit GABAg-Rezeptoren, wobei der genaue Mechanismus noch

nicht vollstandig geklart ist (Dharavath et al., 2023).

1.1.5.4.2 Risiken und Nebenwirkungen von Ethanol

Obwohl der Konsum von Ethanol in vielen Kulturen gesellschaftliche Akzeptanz erfahrt, ist er
mit einem erheblichen Suchtpotential sowie Risiken kurzfristiger und langfristiger
gesundheitlichen Auswirkungen assoziiert (Dharavath et al., 2023). Ethanol kann akute
Symptome wie Sedierung, motorische Koordinationseinschrankungen und Gedachtnisverlust
hervorrufen. Diese Effekte entstehen hauptsachlich durch die Modulation von GABAA-
Rezeptoren im ZNS. Der langfristige Konsum kann zu neurotoxischen Schaden wie einer
Hippocampusatrophie fihren und die Entstehung von kognitiven Defiziten fordern (Engin et
al., 2018). Dariber hinaus kommt es durch Ethanol zu Schadigungen der Leber, da die
Metabolisierung Uberwiegend dort erfolgt. Oxidativer Stress, Entzlindungsreaktionen und
Storungen des Fettstoffwechsels konnen dabei auftreten, was zur Entstehung von

Krankheitsbildern wie der Leberzirrhose fiihrt (Yan et al., 2023).

Ein weiteres zentrales Risiko ist die Entwicklung einer Abhangigkeit und Toleranz, da sich die
Rezeptordichte und Empfindlichkeit bei chronischem Konsum verandern kdnnen. Eine héhere
Dosis ist erforderlich, um die gleiche Wirkung zu erzielen. Zudem kann Ethanol mit anderen
Medikamenten und Nahrungsmitteln wechselwirken. Solche Wechselwirkungen kénnen
Wirkungen und Nebenwirkungen sowohl von Ethanol als auch der parallel eingenommenen
Substanzen potenzieren und zu schwerwiegenden Komplikationen wie Atemdepression oder

Bewusstlosigkeit fiihren (Engin et al., 2018).
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1.2 Der essentielle Tremor

1.2.1 Definition und Abgrenzung von Tremorformen

Als Tremor werden unwillkirliche, rhythmische, oszilierende Bewegungen einzelner
Korperteile bezeichnet (Bhatia et al., 2018). Er kann die Lebensqualitat der Betroffenen
erheblich beeintrachtigen, da die Auslibung alltagliche Aufgaben wie Schreiben, Essen oder
Trinken durch das Zittern erschwert werden (Okelberry et al., 2024). Auch bei gesunden
Menschen kann ein leichter Tremor auftreten, wenn Gliedmalfien und der Kopf nicht gestutzt
werden. Dieser sogenannte physiologische Tremor ist in der Regel nicht sichtbar und
verursacht keine Beschwerden. Unter bestimmten Bedingungen, wie vermehrter Stress, Angst
oder hohem Koffeinkonsum kann er verstarkt auftreten. Typischerweise bildet er sich jedoch
nach Beseitigung der auslésenden Ursache wieder zurlick (Kosmowska & Wardas, 2021). Der
harmlose physiologische Tremor ist klar von pathologischen Tremorformen abzugrenzen, die
klinisch relevant sind (Bhatia et al., 2018).

Je nachdem, in welcher Situation das Zittern auftritt, unterscheidet man grundsatzlich
zwischen Ruhe- und Aktionstremor. Der Ruhetremor zeigt sich bei entspannter Muskulatur und
in Abwesenheit aktiver Bewegung. Im Gegensatz dazu tritt der Aktionstremor bei willkurlicher
Muskelaktivitat auf. Dieser lasst sich weiter unterteilen in den posturalen Tremor, der beim
Halten einer bestimmten Stellung gegen die Schwerkraft auftritt und den kinetischen Tremor,
der sich bei willentlicher Bewegung zeigt. Die kinetische Form des Tremors lasst sich in zwei
weitere Unterformen unterteilen: den einfachen kinetischen Tremor, bei dem die Auspragung
des Zitterns die gesamte Bewegung lang gleich bleibt und den Intentionstremor, der sich durch

eine Verstarkung des Zitterns beim Annahern an ein bestimmtes Ziel kennzeichnet (Bhatia et
al., 2018).

Tremor kann in verschiedenen Korperregionen auftreten, wobei Arme und Hande am
haufigsten betroffen sind. Je nach Tremorform kénnen jedoch auch andere Koérperregionen
wie der Kopf, die Stimme, die Beine, das Gesicht, der Rumpf oder die Zunge betroffen sein
(Okelberry et al., 2024).

Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal ist die Frequenz des Tremors, die die Anzahl der
Oszillationen pro Sekunde beschreibt und in Hertz angegeben wird. Die meisten klinisch
relevanten Tremorformen, wie der essentielle Tremor oder der Parkinson-Tremor, besitzen
eine Frequenz von vier bis acht Hertz. Der physiologische Tremor zeigt hingegen eine héhere

Frequenz zwischen acht und zwdlf Hertz (Okelberry et al., 2024).
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1.2.2 Definition und klinisches Bild des essentiellen Tremors

Gemal der aktuellen Klassifikation der International Parkinson and Movement Disorder
Society wird der essentielle Tremor als ein isoliertes Tremorsyndrom definiert, das beidseitig
auftritt und durch einen Aktionstremor der oberen Extremitaten gekennzeichnet ist. Die
Symptomatik des essentiellen Tremors muss mindestens Uber einen Zeitraum von drei Jahren
bestehen und darf nicht von weiteren neurologischen Symptomen und Auffalligkeiten begleitet
werden (Bhatia et al., 2018). Der Zeitraum von drei Jahren wurde in die Definition des
essentiellen Tremors inkludiert, um vorzeitige Fehldiagnosen zu verhindern. In manchen
Fallen entwickeln Betroffene erst nach langerer Zeit zusatzliche neurologische Symptome, die
ein Zeichen einer komplexeren Grunderkrankung sind. In diesen Fallen spricht man nicht mehr
von einem essentiellen Tremor, der ein isolierter Tremor ist, sondern von einem kombinierten
Tremor (Bhatia et al., 2018). Ein Zittern von Stimme, Kopf oder unteren Extremitaten kann
beim essentiellen Tremor zusatzlich vorhanden sein, sind aber nicht zwingend (Patel et al.,
2024).

Der Aktionstremor kann sich sowohl als posturaler und als auch als kinetischer Tremor zeigen
(Lenka & Jankovic, 2021). Obwohl der Tremor beim essentiellen Tremor beidseitig auftritt und
die Frequenz an beiden Armen meist ahnlich ist, zeigen Studien, dass die Amplitude
unterschiedlich ausgepragt sein kann. Das bedeutet, dass ein Arm starker bzw. mit gréReren

Ausschlagen schwingt als der andere (Lenka & Jankovic, 2021).

Bei manchen Patient:innen treten Begleitsymptome auf, die als ,Soft Signs“ bezeichnet
werden. Diese sind z.B. leichter Ruhetremor oder leichte kognitive Beeintrachtigungen wie
Gedachtnisstérungen. Das Vorhandensein dieser zusatzlichen ,Soft Signs® reicht nicht aus,
um eine eigenstandige neurologische Erkrankung zu diagnostizieren. Als Reaktion wurde im
Jahr 2018 im Rahmen der Klassifikation der Movement Disorder Society die
Zusatzkategorie ,Essential Tremor plus® eingeflihrt. Sie beschreibt Patient:iinnen, die die
diagnostischen Hauptkriterien eines essentiellen Tremors erfiillen, jedoch zusatzlich milde

neurologische Auffalligkeiten zeigen (Bhatia et al., 2018).

Typischerweise wird die Erkrankung gekennzeichnet durch einen progredienten Verlauf, also
eine schrittweise Verschlechterung der Erkrankung Uber die Zeit (Patel et al., 2024). Die Starke
des Tremors nimmt im Durchschnitt jahrlich um ca. 2—5% zu, wobei der Beginn der Erkrankung

schon im Kindesalter stattfinden kann (Siokas et al., 2020).

1.2.3 Komorbiditaten

In der Praxis weisen viele Patient:innen mit essentiellem Tremor Komorbiditaten auf, die fir
die klinische Versorgung aulerst relevant sind. Vetterick et al. verdffentlichte eine

Beobachtungsstudie, die auf Daten grof3er Versicherungsdatenbanken basiert. Die haufigsten
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Begleiterkrankungen waren arterielle Hypertonie, Hyperlipidamie, Depressionen und Diabetes
mellitus (Vetterick et al., 2022).

Insgesamt hatten bei dieser Studie 96% der Untersuchten eine Begleiterkrankung. Solche
Ergebnisse verdeutlichen die Komplexitat der Behandlung und Versorgung von Patient:innen
mit essentiellem Tremor, denn Komorbiditaten kdnnen Einfluss auf die Symptomlast haben

und die Diagnosestellung erschweren (Vetterick et al., 2022).

1.2.4 Epidemiologie und Atiologie

Mit einer geschatzten Gesamtpravalenz von ca. 1% weltweit zahlt die Krankheit zu den
haufigsten Bewegungsstorungen (Louis & McCreary, 2021). Eine Studie von Song et al. aus
dem Jahr 2021 liefert eine Einschatzung zur weltweiten Pravalenz des essentiellen Tremors.
In der Metaanalyse, die auf 29 Studien aus 13 Landern mit Gber 320.000 Teilnehmenden
basierte, zeigte sich, dass die Anzahl der Betroffenen mit dem zunehmenden Alter deutlich
ansteigt. Die Gesamtpravalenz des essentiellen Tremors belief sich weltweit auf 0,32%. Bei
Personen unter 20 Jahren lag diese bei lediglich 0,04%, wahrend sie bei Gber 80-Jahrigen auf
2,87% anstieg. Manner waren etwas haufiger betroffen als Frauen (Song et al., 2021). In einer
weiteren Metaanalyse von Louis und McCreary wurden 42 Studien aus 23 Landern
einbezogen. Die Gesamtpravalenz in allen Altersgruppen lag in dieser Analyse bei ca. 1,33%,
wobei auch hier eine deutliche Zunahme mit dem Alter beobachtet wurde. In der Gruppe der
Uber 65-Jahrigen betrug die Pravalenz 5,79%. Im Gegensatz zur Studie von Song et al. wurden

hier keine Unterschiede zwischen den Geschlechtern festgestellt (Louis & McCreary, 2021).

Die genetische Komponente scheint eine bedeutende Rolle bei der Entstehung des
essentiellen Tremors zu spielen und gilt als der gréfte Risikofaktor. So wurde beobachtet,
dass 30 - 70% der Patient:innen eine positive Familienanamnese aufweisen. Das Risiko erhéht
sich um den Faktor 4,7 bei Verwandten ersten Grades. Zwar gibt es Hinweise auf bestimmte
Gene, die mit der Entstehung der Erkrankung im Zusammenhang stehen, jedoch liefert die
bisherige Forschung keine konsistenten Ergebnisse (Okelberry et al., 2024). Besonders oft
wurde das LINGO1-Gen untersucht, welches in zahlreichen Studien als potenzieller
Risikofaktor identifiziert wurde. LINGO1 steht fur ,Leucine-rich repeat and Ig domain
containing 1“ und ist ein Transmembranprotein, das vor allem im zentralen Nervensystem zu
finden ist. Dieses Gen steuert die Entwicklung der Nervenzellen und ist unter anderem fiir die
Regeneration der Nervenfortsatze und Myelinisierung zustandig. Es wird vermutet, dass eine
genetisch bedingte Fehlregulation dieses Proteins die neuronale Signalubertragung storen
kann und dadurch die Entstehung von essentiellem Tremor begunstigt wird (Siokas et al.,
2020). Gentests sind derzeit noch kein Bestandteil der klinischen Untersuchung des
essentiellen Tremors, jedoch stellt die Genforschung weiterhin ein zentrales Feld dar, um die

zugrunde liegende Krankheitsentstehung besser zu verstehen (Okelberry et al., 2024).
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Bislang wurden nur wenige weitere potenzielle Risikofaktoren identifiziert, darunter der
Konsum von B-Carbolin-Alkaloide wie Harmalin, der GbermafRige Konsum von Koffein sowie
die Exposition gegenuber Pestiziden, Blei und anderen Schwermetallen. Im Gegensatz dazu
konnte das Rauchen einen moglichen praventiven Effekt besitzen (Siokas et al., 2020).
Studienergebnisse deuten auf einen umgekehrt proportionalen Zusammenhang zwischen

Zigarettenkonsum und essentiellem Tremor hin (Benito-Ledn et al., 2008).

1.2.5 Pathophysiologie des essentiellen Tremors

Die Pathophysiologie des essentiellen Tremors ist komplex und bislang nicht vollstandig
geklart, was die Entwicklung von gezielten pharmakologischen Therapiemoéglichkeiten
erschwert (Okelberry et al.,, 2024). In den letzten Jahrzehnten wurden unterschiedliche
Hypothesen entwickelt, die verschiedene Mechanismen der zugrunde liegenden
Pathophysiologie betrachten (Patel et al., 2024). Dennoch bleibt die genaue Lokalisation sowie
die Charakterisierung der genauen pathologischen Veranderung eine grof3e Herausforderung.
In den 1970er Jahren wurde die olivare Hypothese entwickelt, die den Ursprung der
Erkrankung im sogenannten Nucleus olivaris inferior im Hirnstamm sieht (Lenka & Jankovic,
2021). Die aktuelle Forschung konzentriert sich zunehmend auf das Kleinhirn (lat. Cerebellum)
sowie auf ein Netzwerk, das als cerebello-thalamo-kortikales Netzwerk bezeichnet wird und
neben dem Kleinhirn, den Thalamus und die GroRhirnrinde umfasst (Okelberry et al., 2024).
Das deutet darauf hin, dass die Quelle der Pathogenese nicht auf eine einzelne Hirnregion
zurtckzufthren ist, sondern vielmehr eine Stérung des neuronalen Netzwerks ist (Lenka &
Jankovic, 2021).

1.2.5.1 Die olivdre Hypothese

Beim Nucleus olivaris inferior handelt es sich um ein Kerngebiet im Hirnstamm, das zwischen
dem verlangerten Rickenmark und der Pons lokalisiert ist und zum inferioren Olivenkern-
Komplex gehort. Dieser Komplex dient unter anderem der Informationsweiterleitung zum
Kleinhirn und ist unter anderem wichtig fir die Koordination von Bewegungen (Paul & Das,
2025). Dem Nucleus olivaris inferior wird die Fahigkeit zugeschrieben, rhythmische neuronale
Aktivitdt zu erzeugen. Daher wurde er als moéglicher , Taktgeber” des Tremors untersucht (Louis
& Lenka, 2017). In einer Studie wurde der Harmalin-induzierte Tremor an Katzen untersucht.
In diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass nach Verabreichung des pflanzlichen [3-
Carbolin-Alkaloids Harmalin eine rhythmische Aktivitat im Bereich des Nucleus olivaris inferior
entsteht. Dies fuhrte zu einem generalisierten Zittern, das im Erscheinungsbild dem
essentiellen Tremor beim Menschen ahnelte. Diese Ergebnisse deuten auf eine besondere

Rolle dieses Gebiets bei der Entstehung des essentiellen Tremors hin (Llinas & Volkind, 1973).

In einer spateren Studie von Louis et al. wurden erstmals postmortale Untersuchungen des
Nucleus olivaris inferior bei Patient:innen mit essentiellem Tremor durchgefiihrt. Die Strukturen
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des Nucleus olivaris inferior wurden anschlieBend mit denen von altersgleichen
Kontrollpersonen ohne essentiellen Tremor verglichen. Ziel war es, strukturelle Unterschiede
zu erkennen, die mit der Entstehung von essentiellem Tremor zusammenhangen konnten. Die
Ergebnisse zeigten jedoch keine signifikanten Unterschiede in der neuronalen Struktur des
Nucleus olivaris inferior zwischen den beiden Gruppen. Dies deutet darauf hin, dass der
Nucleus olivaris inferior strukturell unverandert bleibt und somit keine zentrale Rolle in der
Pathogenese der Erkrankung spielt (Louis et al., 2013). Auch funktionelle bildgebende
Verfahren wie die Positronen-Emissions-Tomographie konnten keine Veradnderungen des
Nucleus olivaris inferior nachweisen, was die Hypothese weiter abschwacht (Wills et al., 1994).
Diese Theorie gilt aufgrund mangelnder Belege als Uberholt und spielt heutzutage nur noch

eine untergeordnete Rolle (Lenka & Jankovic, 2021).

1.2.5.2 Die zentrale Oszillator-Hypothese

Diese Hypothese postuliert, dass die Pathophysiologie auf einem oszillatorischen Netzwerk
verschiedener Hirnareale beruht. Urspriinglich konzentrierte sich die Forschung auf die Suche
nach einem einzelnen ,Tremorgenerator®, wobei der Nucleus olivaris inferior wie oben
beschrieben im Vordergrund stand. Die zentrale Oszillator-Hypothese geht davon aus, dass
der Tremor durch das Zusammenspiel verschiedener Strukturen, also durch ein Netzwerk
mehrerer Oszillatoren, entsteht. Diese koénnen entweder unabhangig oder funktionell
gekoppelt die Tremoraktivitat erzeugen. Zu diesem Netzwerk zdhlen vor allem der Kortex,

thalamische Kerne, das Kleinhirn und Hirnstammstrukturen (Kosmowska & Wardas, 2021).

1.2.5.3 Die neurodegenerative Hypothese

Eine weitere Hypothese geht davon aus, dass es sich bei essentiellem Tremor um eine
Erkrankung mit Nervenzellschadigung handelt, sprich eine neurodegenerative Erkrankung ist.
Diese Annahme stltzt sich vor allem darauf, dass die Erkrankung vermehrt im héheren
Lebensalter auftritt. Zudem steht sie in Verbindung mit einem erhdhten Risiko flr andere

neurodegenerative Erkrankungen wie Parkinson oder Demenz (Kosmowska & Wardas, 2021).

Besonderer Fokus liegt dabei auf den Purkinje-Zellen des Kleinhirns (Kosmowska & Wardas,
2021). Purkinje-Zellen sind grof3e, stark verzweigte Nervenzellen in der Kleinhirnrinde, die eine
wichtige Rolle bei der Kontrolle von motorischen Bewegungsablaufen spielen. Sie besitzen
einen charakteristischen, flaschenférmigen Zellkérper, der durch viele verzweigte Dendriten
und ein langes Axon bedingt ist. Der Grofdteil der Purkinje-Zellen setzt den Neurotransmitter
GABA frei, der hemmend auf die Signalweiterleitung wirkt und die Steuerung der motorischen
Bewegung ermdglicht (Gironell, 2014). Neuropathologische Untersuchungen konnten zeigen,
dass es bei einer Reihe von Patient:innen mit essentiellem Tremor zu Veranderungen dieser
Zellen kommt. Dazu zahlen Verdickungen der Zellfortsatze und Umbauprozesse in den

Dendriten (Louis et al., 2014). Solche Befunde unterstiitzen die Idee, dass essentieller Tremor
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zumindest teilweise eine degenerative Erkrankung ist. Allerdings existieren auch Studien, die
keinen Hinweis auf einen Verlust von Purkinje-Zellen oder strukturellen Veranderungen liefern
(Symanski et al., 2014).

Auch Bildgebungsuntersuchungen lieferten bislang ebenfalls keine einheitlichen Befunde.
Wahrend einige Studien eine Atrophie des Kleinhirns beschreiben, blieben andere ohne
Auffalligkeiten (Holtbernd & Shah, 2021).

Molekulare Untersuchungen der Synapsenverbindungen zwischen dem Nucleus olivaris
inferior und den Purkinje-Zellen liefern zusatzliche Hinweise auf pathologische
Veranderungen. Unter physiologischen Bedingungen bilden die sogenannten Kletterfasern
(engl. climbing fibers), die aus dem Nucleus olivaris inferior im Hirnstamm kommen, Synapsen
an den dickeren, naher gelegenen Dendriten der Purkinje-Zellen im Kleinhirn. Auf diese Weise
wird eine effektive Signallbertragung im olivo-cerebellaren System ermdoglicht. Bei
Patient.innen mit essentiellem Tremor zeigte sich jedoch eine Umorganisation: Die
Kletterfasern bildeten die Synapsen nun an dinneren und weiter entfernten Dendriten. Je
ausgepragter die Tremorsymptomatik, desto starker war diese Umstrukturierung (Lin et al.,
2014).

1.2.5.4 Die GABA-Hypothese
Die bedeutendste Hypothese der letzten Jahrzehnte stellt die GABA-Hypothese dar, die auf

einer Dysregulation des GABAergen Systems beruht und ebenfalls einen besonderen Fokus
auf das Kleinhirn legt (Kosmowska & Wardas, 2021). Im Kleinhirn sind hauptsachlich a6336-
Rezeptoren anzutreffen, die spezifisch fur Granulazellen sind und extrasynaptisch vorkommen
(Sieghart et al., 2022). Der Rezeptor a1p3y2s ist ebenfalls in diesem Bereich zu finden, wobei
dieser synaptisch lokalisiert ist (Pirker et al., 2000). Auch die Variante a6p3y2s wurde im
Kleinhirn nachgewiesen, jedoch kommt sie dort seltener vor (Sieghart et al., 2022).
Rezeptoren, die die a4-Untereinheit besitzen (z. B. a4B3y2s oder a4338) kommen im Kleinhirn
nicht vor (Laurie et al., 1992; Pirker et al., 2000).

Die Hypothese postuliert, dass die hemmende Signaliibertragung durch GABA gestort ist, was
zu einer Dysregulation im cerebello-thalamo-kortikalen Netzwerk flihrt und die
Tremorsymptomatik auslost. Dabei verlauft die Entwicklung der Symptome in mehreren
Schritten: Die Degeneration Purkinje-Zellen in der Kleinhirnrinde fuhrt zu einem Verlust der
GABAergen Hemmung. Als Konsequenz werden tiefliegende Kleinhirnkerne, insbesondere
der Nucleus dentatus, weniger gehemmt und es kommt zu einer Uberaktivitat der tiefliegenden
Kleinhirnneuronen. Diese Hyperaktivitat Gbertragt sich auf den Thalamus und flhrt zu einer
rhythmischen Aktivierung und einer starkeren Aktivierung der thalamo-kortikalen-Bahn, was

letztlich den Tremor auslost (Kosmowska & Wardas, 2021).
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Es existieren verschiedene Hinweise, die diese Hypothese stlitzen. Ein wichtiger Befund ist,
dass eine Vielzahl von Medikamenten, die die GABAerge Inhibition verstarken, zu einer
Verbesserung der Tremorsymptomatik fihren. Zu diesen Wirkstoffen zahlen Primidon,
Topiramat, Gabapentin und auch Ethanol (Kosmowska & Wardas, 2021). Zudem kann
Muscimol, der direkte Agonist von GABAa-Rezeptoren, ebenfalls den Tremor lindern. Im
Thalamus von sechs Patientiinnen mit essentiellem Tremor wurden Mikroinjektionen mit
Muscimol verabreicht, wobei die tremorlindernde Wirkung nach etwa sieben Minuten einsetzte
und neun Minuten anhielt. Placeboinjektionen mit Kochsalzlésung zeigten dagegen keinen
Effekt (Pahapill et al., 1999). Daruber hinaus wurde in der Gehirn-Rickenmarks-Flussigkeit
(Liquor cerebrospinalis) von essentiellem Tremor-Patient:innen leicht verringerte GABA-Werte
identifiziert (Mally et al., 1996).

Forscher stellten anhand postmortaler Untersuchungen fest, dass insbesondere im Nucleus
dentatus, eine signifikante Reduktion der GABA-Rezeptoren vorlag. Im Vergleich zu
Kontrollpersonen ohne essentiellen Tremor war die Dichte der GABAa-Rezeptoren um 35%
und die der GABAg-Rezeptoren um 22-31% reduziert. Interessant war auch, dass die
Reduktion der Rezeptoren mit der Dauer der Tremorsymptomatik korrelierte, was auf einen
progressiven Krankheitsverlauf hindeutete. Im Kleinhirnkortex konnten solche Veranderungen

jedoch nicht nachgewiesen werden (Paris-Robidas et al., 2012).

Eine experimentelle Studie zeigte die potenzielle Bedeutung der GABAa-Rezeptoren anhand
von genetischen Mausmodellen. Die Expression der a1-Untereinheit wurde gezielt
ausgeschaltet und als Folge sank die Zahl der GABAA-Rezeptoren signifikant. Die Mause
entwickelten als Folge einen anhaltenden posturalen und kinetischen Tremor, der dhnlich dem
menschlichen essentiellen Tremor war. Zudem zeigten die Tiere Koordinationsprobleme.
Obwohl die Anzahl der Purkinje-Zellen im Kleinhirn unverandert blieb, zeigten die genetisch
veranderten Mause keine Reaktion mehr auf GABA. Das spricht fiir eine funktionelle Stérung
des GABAergen Systems und nicht fur Zellverlust (Kralic et al., 2005).

Es gibt also mehrere Hinweise auf eine Beteiligung von GABA-Rezeptoren bei essentiellem
Tremor, jedoch konnte bislang keine genetische Komponente gefunden werden, die eindeutig
mit dem GABAergen-System und der Erkrankung in Verbindung steht. Damit bleibt unklar, ob
die beobachteten Veranderungen auf genetische Ursachen zurtickzufiihren sind (Kosmowska
& Wardas, 2021).
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1.2.6 Nicht-pharmakologische Behandlungsmaoglichkeiten

In vielen Fallen kdnnen auch nicht-pharmakologische MalRnahmen die Tremor-Symptomatik
verbessern (Hopfner & Deuschl, 2020). Im folgenden Kapitel werden verschiedene Ansatze

vorgestellt.

1.2.6.1 Allgemeine Mal3nahmen und unterstiitzende Therapien

Einfache Anderungen des Lebensstils konnen als ergdnzende Therapie den
Behandlungserfolg und die Lebensqualitdt verbessern. So kann sich der Verzicht auf
bestimmte Nahrungsmittel, ausreichend Schilaf und Ruhe positiv auf die Tremorsymptomatik
ausliben. Besonders jlngere Tremor-Patient:innen leiden oft unter einer Verstarkung der
Symptome nach koérperlicher Anstrengung. Somit sind genliigend Schonung und ausgiebige

Erholungsphasen empfehlenswert (Hopfner & Deuschl, 2020).

Soziale Beeintrachtigungen sowie Stimmungsschwankungen sind oft Teil der Erkrankung,
besonders weil das sichtbare Zittern mit Schamgefiihlen und Stigmatisierung verbunden ist.
Als Folge kommt es zu sozialer Unsicherheit, zur Vermeidung von Kontakten und zum
Ruckzug. Im Verlauf kann sich darauf eine psychische Erkrankung entwickeln. In solchen
Fallen kann eine Psychotherapie dazu beitragen das Wohlbefinden und die psychische
Gesundheit zu starken, um besser mit der Lebenssituation umgehen zu kénnen (Hopfner &
Deuschl, 2020).

Personen, die unter Stimmbandzittern leiden, profitieren in vielen Fallen nicht ausreichend von
einer medikamentdsen Therapie. Hier hat sich die logopadische Therapie als besonders
effektiv erwiesen. Durch gezielte Ubungen werden die muskuléren Verspannungen zwischen

Kopf und Nacken verringert und der Stimmbeginn erleichtert (Hopfner & Deuschl, 2020).

1.2.6.2 Transkutane Afferente Musterstimulation (TAPS)

Eine neuartige, nicht-invasive Behandlungsform des essentiellen Tremors stellt die
sogenannte Transkutane Afferente Musterstimulation (TAPS) dar. Dabei handelt es sich um
ein Gerat, das am Handgelenk getragen wird und individuell angepasste elektrische Impulse
an bestimmte Nerven abgibt. Die Stimulationsfrequenz wird dabei an die individuelle
Tremorfrequenz der Patient:innen angepasst. Erste Studien und klinische Beobachtungen
deuten darauf hin, dass TAPS eine wirksame und sichere Option zur Kontrolle der Symptome
darstellt. In einer groRen Studie wurde diese Stimulationstherapie untersucht, bei der das
Geréat Uber einen Zeitraum von drei Monaten regelmaRig zu Hause getragen wird. Es kam zu
einer deutlichen Verbesserung der Armfunktion sowie zu einer Reduktion der Tremorintensitat.
Die Teilnehmer wendeten das Gerat eigenstandig an, was die Praxistauglichkeit im hauslichen
Umfeld unterstreicht. Die Behandlung erwies sich auch als sehr sicher, da die Teilnehmer nur

uber leichte Nebenwirkungen klagten (Isaacson et al., 2020).
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1.2.6.3 Invasive neurochirurgische Verfahren

Bei Patientiinnen mit schwerem oder medikamentds nicht ausreichend behandelbarem
essentiellen Tremor kann eine invasive Therapie in Betracht gezogen werden. Am haufigsten
wird die sogenannte tiefe Hirnstimulation (engl. Deep Brain Stimulation, DBS) eingesetzt.
Dabei kommen Elektroden zum Einsatz, die dauerhaft in bestimmte Zielregionen des Gehirns
implantiert werden. In der Regel werden dabei Bewegungszentren im Thalamus oder der
angrenzenden Strukturen des Zwischenhirns stimuliert. Die elektrische Stimulation dieser

Hirnregionen kann zu einer deutlichen Reduktion des Tremors flihren (Patel et al., 2024).

Allerdings kommen nicht alle Patient:innen fur solch ein invasives Verfahren infrage, sei es
aufgrund  medizinischer  Kontraindikationen oder wegen Bedenken maoglicher
Nebenwirkungen. Aus diesem Grund werden sie ausschlie8lich dann durchgefihrt, wenn alle

anderen Therapiemdglichkeiten gescheitert sind (Patel et al., 2024).

1.2.7 Pharmakologische Behandlungsmoglichkeiten

Die medikamentdse Therapie von essentiellem Tremor ist begrenzt und stof3t auf zwei zentrale
Herausforderungen: Entweder ist die Wirksamkeit nicht zufriedenstellend oder die
Nebenwirkungen sind zu ausgepragt. Ungefahr ein Drittel der Patientiinnen setzt daher
Medikamente aufgrund dieser Probleme ab (Lenka & Jankovic, 2021). Bei milden
Verlaufsformen wird in der Regel nicht-medikamentése therapiert (Patel et al., 2024). Die Mittel
der ersten Wahl sind Propranolol, Primidon und Topiramat (Deuschl & Schwingenschuh,
2022).

1.2.7.1 Propranolol

-Rezeptorenblocker (kurz: B-Blocker) wirken als kompetitive Antagonisten an adrenergen B;-
und B,-Rezeptoren. Dadurch hemmen sie die Wirkung von Adrenalin und Noradrenalin, was
zu einer Entlastung des Herzens sowie einer Reduktion des Sauerstoffbedarfs flihrt (Drygata
et al., 2024). B,-Rezeptoren sind vor allem im Herzen, aber auch in den Nieren und im
zentralen Nervensystem zu finden. B,-Rezeptoren sind dagegen Uberwiegend in der glatten
Muskulatur lokalisiert, insbesondere in Bronchien und Blutgefallen, wo sie eine entspannende

Wirkung auf die Muskulatur entfalten (Drygata et al., 2024).

Die Substanzen dieser breiten Wirkstoffklasse unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Selektivitat
an den B-Rezeptoren und ihrer Fahigkeit die Blut-Hirn-Schranke zu Uberwinden (Drygata et
al., 2024). Fur eine maximale Tremorsuppression scheint eine B,-Blockade erforderlich zu

sein, die nicht kardioselektiv wirkt (Frei & Truong, 2022).

In der Behandlung des essentiellen Tremors hat sich das nicht-selektive Praparat Propranolol

als besonders effektiv erwiesen. Der Wirkstoff blockiert sowohl B, als auch [,-Rezeptoren
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(Drygata et al., 2024) und wird gemaf den aktuellen S2k-Leitlinien der Deutschen Gesellschaft
fur Neurologie sowohl bei essentiellem Tremor als auch bei essentiellem Tremor plus stark
empfohlen. Diese Leitlinien wurden gemeinsam mit der Osterreichischen Gesellschaft fiir
Neurologie (OGN) und der Schweizerischen Neurologischen Gesellschaft (SNG) erarbeitet.
Propranolol ist das einzige in Osterreich zugelassene Medikament der ersten Wahl fiir die
Behandlung des essentiellen Tremors. Alle weiteren empfohlenen Wirkstoffe, wie Primidon
oder Topiramat, werden ,,off-label” verwendet. Durchschnittlich kann durch die Anwendung von
Propranolol eine Tremoreduktion von ca. 41% erzielt werden (Deuschl & Schwingenschuh,
2022).

Es wird angenommen, dass der positive Effekt auf den Tremor vor allem Uber die Blockade
von peripheren, nicht-kardialen 3,-Rezeptoren in den Muskelspindeln erfolgt. Aufgrund seiner
Lipophilie ist Propranolol in der Lage die Blut-Hirn-Schranke leicht zu Uberwinden. Ein
zentraler Effekt im Gehirn ist daher nicht auszuschliefen (Kosmowska & Wardas, 2021).
Bereits Dosen zwischen 60 bis 120 mg der retardierten Formulierung kdnnen die
Tremorsymptomatik verbessern. Hohere Dosen sind mit einer zusatzlichen Verbesserung
assoziiert, jedoch steigt in diesem Dosierungsbereich auch das Risiko fiir Nebenwirkungen
(Frei & Truong, 2022).

Da Propranolol auch kardiovaskulare Effekte ausibt, ist es empfehlenswert vor
Behandlungsstart ein EKG (Elektrokardiogramm) durchzufihren. Bradykardie sowie ein
atrioventrikularer Block (AV) 2. und 3. Grades stellen Kontraindikationen fir die Behandlung
dar. Grundsatzlich weist Propranolol in niedrigen Dosen eine gute Vertraglichkeit auf. Zu den
moglichen Nebenwirkungen zahlen: Hypotonie, Mdudigkeit, Depressionen und erektile
Dysfunktion. Bei der Einnahme in Verbindung mit einer Diabetes mellitus Begleiterkrankung
ist Vorsicht geboten, da die Symptome einer potentiellen Hypoglykdmie maskiert werden
kénnen. Propranolol ist bei Patient:innen mit obstruktiven Lungenerkrankungen wie Asthma
bronchiale oder COPD absolut kontraindiziert. Da (3,-Rezeptoren fir eine Entspannung der
Bronchien sorgen und diese Rezeptoren durch Propranolol gehemmt werden, kann sich das

negativ auf die Atemsituation austiben (Hopfner & Deuschl, 2020).

Unabhéngig vom Dosierungsbereich ist eine regelmaRige Uberwachung von Blutdruck und

Herzfrequenz erforderlich (Frei & Truong, 2022).

1.2.7.2 Primidon

Primidon ist ein Antikonvulsivum und zahlt ebenfalls zu den Medikamenten der ersten Wahl
bei der Behandlung von essentiellem Tremor (Deuschl & Schwingenschuh, 2022). Die Wirkung
beruht vermutlich auf einer Verstarkung des GABAergen Systems, wobei der
Wirkmechanismus noch nicht vollstandig geklart ist (Frei & Truong, 2022). Im Zuge der

Metabolisierung wird Primidon in die aktiven Metaboliten Phenobarbital und
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Phenylethylmalonamid umgewandelt. Wahrend die antikonvulsive Wirkung sowohl dem
Ausgangsstoff als auch den aktiven Metaboliten zugeschrieben wird, zeigt Primidon eine

deutlich starkere Wirkung als Tremosuppressor (Hedera et al., 2013).

Primidon wird seit langer Zeit bei essentiellem Tremor eingesetzt und hat sich insbesondere
bei Tremor der Extremitaten als wirksam erwiesen und kann dabei sowohl feinmotorische
Leistungen als auch alltagliche Aktivitdten verbessern. In klinischen Studien aufRerten viele
Patient:innen eine starkere Praferenz fiur Primidon gegeniber Propranolol. Trotzdem ist die
Behandlung mit Primidon nicht unproblematisch, da bereits mittlere Dosierungen zwischen
150 und 750 mg pro Tag haufig zu Nebenwirkungen flihren kénnen. Zu den Nebenwirkungen
zéhlen Benommenheit, allgemeine Schwache, Ubelkeit oder Gleichgewichtsstérungen. Die
unerwilinschten Effekte sind mitverantwortlich dafir, dass ein erheblicher Anteil die
Behandlung vorzeitig abbricht (Patel et al., 2024).

Obwohl die tremorreduzierende Wirksamkeit mit der von Propranolol vergleichbar ist, bedarf
die Gabe von Primidon aufgrund des Nebenwirkungsrisikos einer besonders sorgfaltigen
arztlichen Begleitung. Primidon kommt vor allem dann zum Einsatz, wenn Propranolol
entweder nicht vertragen wird oder keine ausreichende Wirkung erzielt. In der klinischen
Praxis gilt Propranolol bei jingeren Personen ohne relevante Begleiterkrankungen als Mittel
der ersten Wahl, wahrend bei der alteren Bevolkerungsgruppe zu Primidon tendiert wird (Patel
et al., 2024). Ist keine der beiden Substanzen ausreichend wirksam, kann eine Kombination
beider Wirkstoffe erwogen werden, bevor auf alternative, nicht-medikamentdse Therapien

zuruckgegriffen wird (Patel et al., 2024).

1.2.7.3 Topiramat

Dieser Wirkstoff ist ebenfalls ein Antikonvulsivum und zahlt zu den Medikamenten der ersten
Wahl fir essentiellen Tremor, wobei der Wirkmechanismus auch noch nicht vollstandig geklart
ist. Es wird vermutet, dass Topiramat spannungsabhangige Natriumkanale blockiert und die
GABA-AKktivitat verstarkt (Hopfner & Deuschl, 2020). Welcher Mechanismus fur die Minderung
der Tremorsymptomatik zustandig ist, ist noch unklar (Kosmowska & Wardas, 2021). Gemaf
den aktuellen Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir Neurologie gehdren Topiramat,
Propranolol und Primidon sowohl bei essentiellem Tremor als auch bei essentiellem Tremor
plus zu den bevorzugten Behandlungsoptionen (Deuschl & Schwingenschuh, 2022). Die
Einnahme von Topiramat ist mit einer Vielzahl an Nebenwirkungen verbunden. Typische
Nebenwirkungen sind Konzentrationsschwierigkeiten, Gewichtsverlust und Parasthesien. Die
Dosierung scheint fir den Therapieerfolg eine bedeutende Rolle zu spielen. Eine tagliche
Einnahme von 200 mg scheint notwendig zu sein, um den gewtinschten therapeutischen Effekt
zu erzielen (Hopfner & Deuschl, 2020). Studien mit reduzierten Dosierungen zeigen hingegen

eine geringere Wirksamkeit (Frima & Grinewald, 2006).

35



1.3 Octansaure

1.3.1 Chemische Struktur und physikochemische Eigenschaften

Die Octansaure, auch bekannt als Caprylsaure, gehdrt zur Gruppe der gesattigten
mittelkettigen Fettsduren und ist aus acht Kohlenstoffatomen aufgebaut. Als weitere Vertreter
dieser Gruppe sind die Capronsaure mit sechs und die Caprinsaure mit zehn

Kohlenstoffatomen zu nennen (Lemarié et al., 2018).

Die Caprylsaure ist ein lineares Strukturisomer der antikonvulsiven Valproinsaure, die als
Wirkstoff in der Behandlung von Epilepsie eingesetzt wird. In Abbildung 1.13 sind beide
Strukturen dargestellt. Wahrend die Struktur der Valproinsdure verzweigt ist (Abb. 1.13,
rechts), ist die Octansaure unverzweigt (Abb. 1.13, links), weshalb sie auch als ein lineares
Isomer von der Valproinsaure bezeichnet wird. Chemisch handelt es sich bei der Octansaure
um eine schwache organische Saure (Altinoz et al., 2020). Die Verbindung (Abb. 1.13, links)
ist amphipathisch aufgebaut, da sie eine hydrophobe Alkylkette und eine hydrophile
Carboxylgruppe besitzt. Dieser Aufbau erméglicht es ihr Tensid-artige Wirkungen zu entfalten
(Li, 2019).

Die Octansaure liegt bei Raumtemperatur als olige Flussigkeit vor, die nur eine geringe
Loslichkeit in Wasser aufweist: Bei 18,8 °C |6sen sich nur 0,818 g pro Liter Wasser, was rund
5,7 mmol pro Liter entspricht. Das Natriumsalz der Caprylsaure, das Natriumcaprylat, lasst
sich dagegen deutlich besser in Wasser I6sen. Die Wasserldslichkeit des Salzes ist pH-

abhangig und nimmt mit sinkendem pH-Wert ab (Li, 2019).

0 HO O
W Valproinsaure
OH

Octansaure/ Caprylsaure

Abbildung 1.13 Strukturformel von Caprylsdure (links) und Valproinsédure (rechts). Beide
Verbindungen sind strukturisomere Carbonséuren, die sich in der Anordnung ihrer Kohlenstoffatome
unterscheiden. Wéhrend die Valproinsdure eine verzweigte Struktur aufweist, ist die Caprylséure linear
aufgebaut (Altinoz et al., 2020). Bildlizenznummer: 6056010306449.

1.3.2 Vorkommen

Mittelkettigen Fettsduren, zu denen auch die Octansaure gehort, kommen natirlich sowohl in
tierischen als auch in pflanzlichen Quellen vor. Hohe Konzentrationen finden sich in speziellen
Olen, beispielsweise in Kokosdl und Palmkernél. In Kokosdl betragt der Anteil von Octanséure

ca. 6 bis 10% der Gesamtfettsauren, in Palmkerndl sind es etwa 2 bis 5%. Milch ist die einzige
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tierische Quelle, in der Caprylsaure vorkommt, wobei der Octansaure-Gehalt je nach Tierart
stark variiert. So enthalt die Milch von Menschen etwa 0,5% Caprylsdure bezogen auf die

Gesamtfettsauren, Kaninchenmilch hingegen deutlich mehr, etwa 18% (Lemarié et al., 2018).

1.3.3 Metabolismus

Mittelkettigen Fettsduren wie die Caprylsdure weisen einen charakteristischen
Stoffwechselweg auf, der sie physiologisch besonders bedeutsam macht. Ein Teil der
zugefiuhrten mittelkettigen Triglyceride wird durch die Wirkung praduodenalen Lipasen
gespalten. Es entsteht dabei unter anderem freie Caprylsdure, die direkt durch die
Magenschleimhaut aufgenommen werden kann. Der Rest der mittelkettigen Triglyceride
gelangt in den Dinndarm, wo sie durch Pankreaslipasen gespalten werden. Die dabei
freigesetzten mittelkettigen Fettsduren kénnen nun von den Darmzellen aufgenommen
werden. Anders als langkettige Fettsauren, die zwolf oder mehr Kohlenstoffatome besitzen,
werden sie dort nicht wieder zu Triglyceriden verestert und in Chylomikronen eingebaut.
Stattdessen gelangen sie in Form von freien Fettsduren direkt zur Pfortader und werden an
das Transportprotein Albumin gebunden. Auf diese Weise werden sie weiter zur Leber

transportiert und werden dort weiter verwertet (Lemarié et al., 2018).

In der Leber werden die Fettsduren einem Prozess namens B-Oxidation unterzogen und dabei
schrittweise abgebaut (Lemarié et al., 2018). Im Rahmen der (3-Oxidation, welche in den
Mitochondrien der hepatischen Zellen stattfindet (Lemarié et al., 2018), entstehen grol3e
Mengen Acetyl-CoA. Dieses ist ein bedeutendes Zwischenprodukt der Energiegewinnung
(Altinoz et al., 2020). Ein entscheidender Vorteil ist, dass mittelkettige Triglyceride die
mitochondriale Membran leicht durchqueren kénnen, was sie von langkettigen Fettsduren
unterscheidet (Lemarié et al., 2018). AnschlieBend kann das Acetyl-CoA in den Citratzyklus
eingeschleust werden, um die Energieeinheit ATP (Adenosintriphosphat) zu bilden
(Dieckmann, 2024). Uberschiissiges Acetyl-CoA wird in die hepatische Ketogenese eingefiihrt
und zur Ketonproduktion weiterverwendet (Frenser et al., 2024). Diese Ketonkorper stellen

eine alternative Energiequelle dar (Altinoz et al., 2020).

1.3.4 Physiologische Relevanz

Obwohl das menschliche Gehirn lediglich etwa 2% des Kdrpergewichts ausmacht, verbraucht
es etwa 22% des gesamten Sauerstoffs. Ein signifikanter Anteil wird dabei fur die Verarbeitung
von Glucose verwendet, da unter Normbedingungen der Energiebedarf fast ausschliellich
durch Glucose gedeckt wird. In Hungerphasen oder bei kohlenhydratloser Ernahrung
verschiebt sich der Energiestoffwechsel: Der Korper schaltet in einen Stoffwechselzustand der

Ketose genannt wird. Statt Glucose wird nun vermehrt auf Ketonkorper zurlckgegriffen, die im
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Zuge der B-Oxidation aus Fettsauren wie der Octansaure gebildeten werden. Bis zu 80% des

Energiebedarfs werden in der Ketose durch Ketonkdrper gedeckt (Altinoz et al., 2020).

Das macht Caprylsaure zu einer schnell verfligbaren, gut vertraglichen Energiequelle, die vor
allem in der klinischen Ernahrung Nutzen findet. Sehr kranke Patient:innen, insbesondere
welche mit eingeschrankter Verdauung, profitieren von mittelkettigen Fettsauren. Sie sind
leichter verdaulich als langkettige Fettsauren und konnen gezielt in die medizinische Diat
eingebunden werden (Tang et al., 2025). Mittelkettige Fettsauren kénnen sowohl oral, enteral

als auch parenteral eingesetzt werden, um Energie bereitzustellen (Tang et al., 2025).

Neben ihrer Rolle als Energielieferant ist Octansaure auch an anderen Prozessen im Koérper
beteiligt. Durch die sogenannt Octanoylierung bildet sie mit dem Hormon Ghrelin einen Ester,
wodurch ein Fettsdureester entsteht. Erst nach diesem Vorgang ist Ghrelin in der Lage an
seinen spezifischen Rezeptor (GHSR-1a), der in Hypothalamus und Hypophyse lokalisiert ist,
zu binden. Durch die Bindung werden vielfaltige Wirkungen ausgeldst, wie die Steigerung der
Magensaureproduktion, die Regulation der Magenbewegungen und die Ausldsung von

Hunger (Lemarié et al., 2018).

Darlber hinaus kann B-Hydroxybutyrat, ein Ketonkérper, der aus dem Stoffwechsel von
Octansaure entsteht zu einer Erhéhung der GABA-Rezeptorsignalisierung flihren. Dies deutet

es kommt zu einer Verstarkung der inhibitorischen Wirkung von GABA hin (Altinoz et al., 2020).

Octansaure wirkt aufierdem entziindungshemmend und kann potenziell zur Immunmodulation
bei Infektionen beitragen. Sie foérdert unter anderem die Bildung der antioxidativ und
entzindungshemmend wirkenden Substanz a-Liponsaure in den Mitochondrien (Tang et al.,
2025). Im Tierversuch zeigte sich, dass genetisch bedingter a-Liponsaure-Mangel zu einer
vermehrten Aktivierung des proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-kB kommt. Dieser
Effekt fihrte nicht nur zu Gewebsstérungen, sondern auch zu erhéhter Sterblichkeit der Tiere
(Yi et al., 2009). Weiters wirkt Octansaure antibakteriell und wird aufgrund dieser Eigenschaft
in der Lebensmittelindustrie als antimikrobieller Wirkstoff eingesetzt (Altinoz et al., 2020). Sie
entfaltet diese Wirkung auf unterschiedliche Mechanismen. Als Tensid-artige Substanz kann
sie die bakterielle Zellmembran durchdringen und destabilisieren, was zum Zelltod fuhrt.
Dartber hinaus senkt Octansaure den pH-Wert in der bakteriellen Zelle und deaktiviert auf

diese Weise Enzyme, die fur den Aminosaurentransport wichtig sind (Tang et al., 2025).

1.3.5 Nebenwirkungen

Obwohl sich die Einnahme von Octansaure positiv auf die physiologische Gesundheit zeigen
kann, berichten einige Tierstudien auch tGber mdgliche Nebenwirkungen. Insbesondere scheint

die Octansaure -Gabe nachteilige Effekte auf die Knochengesundheit zu haben. In Studien mit
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Mausen flhrte die vierwdchige Verabreichung von Octansaure zu deutlichen Veranderungen
der Mikrostruktur und zu einer Verschlechterung der mechanischen Festigkeit der Knochen.
Zudem kam es zu einer Veranderung von knochenspezifischer Enzymmarker, was auf eine
Stérung des Knochenstoffwechsels hindeutet (Jain et al., 2021). Zudem gibt es Hinweise, dass
durch hohe Konzentration von Octansaure die mitochondrialer Atmungskomplexe in Leber und
Muskulatur gestort wird und es zu oxidativen Zellschaden kommt. Dies ist insbesondere bei
Stoffwechselstérungen, die den Abbau von mittelkettigen Fettsduren erschweren, wie bei
MCADD (medium-chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency), von klinischer Relevanz. Diese
Stérungen kénnen die Entstehung der typischen Symptome bei MCADD wie Hepatopathie und
Rhabdomyolyse erklaren (Scaini et al., 2012).

Zusatzlich gibt es Hinweise, dass sich die Octansaure negativ auf die embryonale Entwicklung
auswirken kann. In Tierexperimenten wurde untersucht, ob die Octansdure schadliche
Auswirkungen auf Mauseembryonen haben konnte. Die Embryonen wurden dazu
Konzentrationen von 0 uM (Kontrollgruppe), 400 pM, 800 yM und 1200 uM Octansaure
ausgesetzt. Die Ergebnisse zeigten eine verzogerte Zellteilung, eine reduzierte
Blastozystenrate sowie eine geringere Zellzahl unter Einfluss von Octansaure. Ab 800 uM war
das fetalen und plazentaren Gewichts erhoht, was ein Zeichen fur mogliche metabolische
Langzeitfolgen ist. Die Implatationsrate war bei einer Konzentration von 1200 uM signifikant

reduziert (Fredrickson et al., 2015).

1.3.6 Relevanz von Octansaure fur die Pathophysiologie des essentiellen
Tremors

Bekannt ist, dass Ethanol tremorreduzierende Wirkungen zeigt. Etwa 65-80% der
Patient:innen berichten Uber eine vorlbergehende Linderung des Zitterns nach
Alkoholkonsum (Everlo et al., 2024; Haubenberger et al., 2014; McGurrin et al., 2024). Auch
aktuelle Studien verdeutlichen diesen Effekt (McGurrin et al., 2024). Aufgrund des
Suchtpotenzials und der Toxizitat ist Ethanol jedoch nicht fur die klinische Anwendung geeignet
(Haubenberger et al., 2014).

Die Einnahme von Octansaure hat ebenfalls in mehreren Studien zu einer signifikanten
Verbesserung der Symptome bei Patient:innen mit ET gefuhrt (Nahab et al., 2011; Voller et
al., 2016). Die Suche nach Alternativen zu Ethanol flhrte zu der Untersuchung
héhermolekularen Alkoholen wie 1-Octanol welches im Koérper rasch zu Octansaure
verstoffwechselt wird. Bereits wenige Minuten nach der oralen Einnahme steigt die
Konzentration von Octansaure im Blut signifikant an. In Pharmakokinetischen Untersuchungen
war der Plasmaspiegel von Octansaure etwa 100-fach hoéher als die von 1-Octanol. In

derselben Studie wurde zudem auch die Tremorstarke vor und nach der Einnahme erfasst.

39



Die Ergebnisse zeigten signifikante Verbesserungen des Tremors, wobei der Effekt nach 90
Minuten einsetzte und etwa 90 min lang hielt. Die zeitliche Korrelation zwischen der
beobachteten Tremorreduktion und dem Anstieg des Plasmaspiegels von Octansaure liegt
nahe, dass Octansaure den wirksamen Metaboliten darstellt und nicht 1-Octanol. Das

Sicherheitsprofil der Substanz war gut, mit nur wenigen Nebenwirkungen (Nahab et al., 2011).

Im Gegensatz dazu scheint im Tiermodell 1-Octanol die wirksamere Substanz zu sein. Bereits
bei geringer Konzentration war die Substanz in der Lage den Tremor signifikant zu reduzieren,
wahrend die Octansaure erst bei hdheren Konzentrationen den gleichen Effekt hatte (Nahab
etal., 2012a).

In einer weiteren Studie wurde die maximal vertragliche Einzeldosis von oral verabreichter
Octansaure untersucht, um zugleich Hinweise auf eine Dosis-Wirkungs-Beziehung zu
erlangen. Die Teilnehmer wurden dabei in finf Gruppen eingeteilt, die jeweils eine andere
Menge an Octansaure bekamen: 8-128mg/kg Korpergewicht. Es ftraten keine
dosislimitierenden Toxizitaten auf, selbst nach einer Dosis von 128 mg/kg. Die haufigste
Nebenwirkung war ein mildes abdominales Unwohlsein. Die Untersuchung der
Pharmakokinetik zeigte, dass die Octansaure-Konzentration im Plasma linear mit der Dosis

anstieg. Die maximale Konzentration wurde nach etwa 58 Minuten erreicht (Voller et al., 2016).

Der vollstandige Wirkmechanismus von der Octansaure ist bislang nicht klar. Es existieren
jedoch einige Erklarungen, die auf neurobiologischen Mechanismen basieren und den
tremorreduzierenden Effekt erklaren. 1-Octanol zeigt Einfluss auf die Neurotransmitter im
Gehirn, insbesondere auf das GABAerge System. In elektrophysiologischen Studien wurde
nachgewiesen, dass 1-Octanol in geringen Konzentrationen als schwacher Agonist am
GABAA-Rezeptor einen geringen Strom auslost und in Kombination mit GABA dessen
induzierten Strom verstarkt. In diesem Fall fungiert 1-Octanol als positiver Modulator. Somit
kann der Wirkstoff die GABAerge Inhibition verstarken und potentiell ein Ungleichgewicht
zwischen Hemmung und Erregung im ZNS ausgleichen. Es sei darauf hingewiesen, dass bei
hohen 1-Octanol-Konzentrationen der Strom geschwacht wurde, da es zu einer
Desensibiliserung des Rezeptors kam. Diese Beobachtung legt nahe, dass die Wirkung von

1-Octanol konzentrationsabhangig ist (Kurata et al., 1999).

Octansaure férdert zudem durch seinen Beitrag zum oxidativen Stoffwechsel im Gehirn die
Synthese von Glutamin. Dieser oxidative Metabolismus erfolgt hauptsachlich in Zellen, die
Astrozyten genannt werden (Andersen et al., 2021). Sie stellen den haufigsten Zelltyp im ZNS
dar und Ubernehmen eine Vielzahl an komplexen Funktionen (Giovannoni & Quintana, 2020).
Das entstandene Acetyl-CoA wird im Rahmen des Citratzyklus zu a-Ketoglutarat
umgewandelt. Dieses wird weiter zu Glutamat transaminiert und anschlieRend zu Glutamin

metabolisiert. Das Glutamin wird an Neuronen weitergegeben und dient ihnen als Vorlaufer
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von GABA. Dadurch unterstitzt Octansaure indirekt die GABAerge Inhibition und kann sich
somit positiv auf die Neurotransmitter-Homodostase auswirken (Andersen et al., 2021).
Octansaure wurde auch mit einer Wirkung auf T-Typ-Calciumkanale in Verbindung gebracht,
insbesondere im Bereich der inferioren Olive. Die Blockade dieser Kanale kénnte pathologisch
synchronisierte olivare Signale reduzieren, die an der Entstehung des Tremors beteiligt sind.

Diese Hypothese ist jedoch nicht mehr aktuell (Haubenberger et al., 2014).

Die aktuelle Forschung konzentriert sich eher auf eine Degeneration von Purkinje-Zellen im
Kleinhirn, was zu einer verminderten GABA-AKktivitat im Kleinhirn fihren kénnte (Kosmowska
& Wardas, 2021). Dies unterstitzt die Relevanz GABA-modulierender Substanzen wie

Octanséaure und 1-Octanol.

1.4 Zielsetzung der Studie

1. Untersuchung des Einflusses der y2- und d-Untereinheit auf die funktionellen und
elektrophysiologischen Eigenschaften von GABA-Rezeptoren bestehend aus a4p3-

oder a6B3-Untereinheiten.

2. Analyse der Wirkung von Octansdure auf die GABA-Konzentrations-Wirkungskurven
von funf unterschiedlichen GABAa-Rezeptorkombinationen: a6B3y2, a4p3y2, a6p30,
04330 und a1B3y2.
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2 Methoden

2.1 Zellkultur

Zellen der tsA201-Linie, die eine Unterlinie der menschlichen embryonalen Nierenzelllinie
(HEK293) darstellen, wurden in einem Medium kultiviert, welches zu 90% aus Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM mit 4500 mg/lI Glukose, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA) und zu 10% aus fetalem Kalberserum (FBS, Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Hessen, Deutschland) zusammengesetzt ist. Diese Zellen wurden bei einer Temperatur von
37 °C und einer CO,-Konzentration von 5% in einem Inkubator aufbewahrt und nach Erreichen
einer Konfluenz von etwa 75% zweimal in der Woche passagiert. Zur Durchfiihrung der
Transfektion wurden die Zellen auf 35-mm-Zellkulturschalen ausgesat und 48 Stunden vor der
elektrophysiologischen Untersuchung mit GABAa-Rezeptor-Untereinheiten transfiziert. Die
transfizierten Untereinheiten umfassten: a1, a4, a6, 33, y2s und 0. Ziel war die Expression
folgender Rezeptorkombinationen: a6B3y2, a4pB3y2, a6B3d, a433d und a1B3y2. Etwa 24
Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen in niedriger Dichte erneut auf 35-mm-
Schalen ausgesat, um optimale Bedingungen fur elektrophysiologische Messungen zu
schaffen. Nur einzeln liegende Zellen wurden zur elektrophysiologischen Untersuchung
herangezogen. Zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz wurde zusatzlich das Plasmid
peGFP-C1 co-transfiziert. Als Transfektionsreagenz wurde Polyethylenimin (PEI, 10 pM,

Polysciences Inc., Warrington, Pennsylvania, USA) verwendet.

2.2 Elektrophysiologische Untersuchungen

2.2.1 Die Patch-Clamp-Technik

Die sogenannte Patch-Clamp-Technik stellt eine zentrale Methode in der Elektrophysiologie
dar, die hochauflésende elektrische Messungen einzelnen lonenkanale oder auch von ganzen
Zellen ermoglicht (Kornreich, 2007). Die Entwicklung der Technik erfolgte in den 1970er und
1980er Jahren. Erstmals konnten Forscher prazische elektrische Stréme durch einzelne
lonenkanale in biologischen Membranen direkt messen (NEHER & SAKMANN, 1976). Die
Patch-Clamp-Technik verwendet eine feine Glaspipette mit einer Spitze von wenigen
Mikrometern. Eine leitfahige Lésung wird in die Pipette eingefillt und mit einem
Mikromanipulator prazise an die Zellmembran herangefiuhrt. Nachdem die Pipettenspitze die
Membran leicht berthrt, wird ein leichter Unterdruck erzeugt, um eine spezielle Dichtung zu
erhalten. Diese Dichtung wird ,Gigaseal® genannt, da der Widerstand dieser Abdichtung
mehrere Gigaohm (GQ) betragt (Kornreich, 2007). Der ,Gigaseal“ wurde 1981 von Hammel et

al. entwickelt und flihrte zu deutlichen Verbesserungen der damaligen Messergebnisse, da
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Leckstrome und Rauschen durch diesen dichten Kontakt minimiert konnten (Hamill et al.,
1981).

Die Patch-Clamp-Technik findet in unterschiedlichen Konfigurationen Anwendung. Die Cell-
Attached-Konfiguration (engl. fir ,zellanhaftend®, s. Abb. 2.1A) liegt vor, nach der Bildung des
Gigaseals. Ausgehend von der Cell-Attached-Konfiguration bestimmt die Veranderung der
Membran, ob es sich um die Whole-Cell- (engl. fir ,Ganzzell-*, s. Abb. 2.1B), Inside-Out- (eng|.
fur ,innen nach aulen®, s. Abb. 2.1C) oder Outside-Out-Konfiguration (engl. fur ,aulRen nach
aullen“, s. Abb. 2.1D) handelt. Wahrend die Whole-Cell-Methode die Gesamtheit der
lonenstrome einer Zelle erfasst, ermdéglichen die Inside-Out- und Outside-Out-Konfigurationen
die Untersuchung einzelner lonenkanale (Ahmadi et al., 2023).

A B
Cell-attached Whole-cell

Patch pipette — Patch pipette

o
1‘ \r— Isolated channel

‘ Cytoplasm Cytoplasm

Inside-out ‘ Outside-out

.\ Patch pipette Patch pipette

Cytoplasm | Cytoplasm

Abbildung 2.1 Die Konfigurationen der Patch-Clamp-Technik. (A) Cell-attached (zellanhaftend): Die
Pipettenspitze berihrt die Zellmembran vorsichtig. Ein leichter Unterdruck bewirkt die Ausbildung des
Gigaseals. Die Methode ermdéglicht die Messung Einzelkanélen, ohne dabei die Zelle zu verletzten. (B)
Whole-Cell (Ganzzell): Ausgehend von (A) wird ein stérkerer Unterdruck ausgelibt, um die Membran
gezielt aufzubrechen. (C) Inside-out (nach innen gewendet): Ausgehend von (A) zieht man die Pipette
schnell von der Zellmembran weg, was zur Ablésung eines kleinen Stiicks der Membran fiihrt. Die Seite,
die dem Zellinneren zugewandt war, liegt nun in der Badelésung frei aullen. (D) Outside-out (nach
aulBen gewendet Konfiguration): Diese Konfiguration baut auf der Whole-Cell-Konfiguration auf. Die
Pipette wird im Anschluss langsam zuriickgezogen, wodurch sich ein Stilick der Membran abschnirt
und sich so dreht, dass die AulBenseite der Membran nach aul3en zeigt (Ahmadi et al., 2023). Bildlizenz:
CCBY

2.2.2 Patch-Clamp Vorgehen

Die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden mit der Whole-Cell-Methode bei

Raumtemperatur (20—24 °C) durchgefihrt. Die verwendeten Pipetten wurden mit einem P-97
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Flaming/ Brown Mirkopipettenzieher (Sutter Instruments, Novato, CA, USA) aus Borkosilikat-
Glaskapillaren (Science Products, Frankfurt/Main, Deutschland) hergestellt. Die Widerstande
der Pipettenspitzen lagen im Bereich von 2 - 5 Megaohm. Fur die Messungen wurden die
Pipetten mit einer Losung gefillt, die K2SO4 (75 mM), KCI (65 mM), HEPES (10 mM) und
MgClz (8 mM) enthalt. Die Zusammensetzung der Aul3enlésung umfasst NaCl (140 mM),
Glucose (20 mM), HEPES (10 mM), KOH (3 mM), CaCl; (2,5 mM), MgCl. (2 mM) und NaOH
(2 mM). Fir die Strommessungen wurde ein Axopatch 200B-Verstarker und pCLAMP 10.2

Hard- und Software (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) verwendet.

Mittels einer piezogeschalteten Schnellstufenperfusion SF-77B, die an ein achtkanaliges
Ventilsteuerungssystem VC-8 (Warner Instruments, Hamden, CT, USA) angeschlossen ist,
wurden funf ansteigende GABA-Konzentrationen (0,03 uM bis 300 uM) auf die Zelle appliziert,
wobei jede Konzentration fur eine Dauer von drei Sekunden verabreicht wurde. Octansaure
soll unter Verwendung einer piezogeschalteten Schnellstufenperfusion SF-77B, die an ein
achtkanaliges Ventilsteuerungssystem VC-8 (Warner Instruments, Hamden, CT, USA)
angeschlossen ist, verabreicht werden. Zwischen den einzelnen GABA-Applikationen
erfolgten Waschphasen von 90 Sekunden mit Auflenlésung, um die Rezeptoren zu
regenerieren und Uberlagerungseffekte zu vermeiden. Nach Abschluss der finf GABA-
Applikationen wurde eine langere Waschphase durchgefihrt, in der die Ldsung von
Aulenlésung auf Octansdure-haltige Lésung umgestellt wurde. Von jeder

Rezeptorkombination wurden sechs Zellen gemessen.

Anschlieflend wurde das gleiche Protokoll unter identischen Bedingungen in Anwesenheit von
200 uM Octansaure wiederholt. Die aufgezeichneten Stromamplituden und die Flache der

Kurve wurden analysiert und flr jede Zelle normiert.

2.3 Statistik und Auswertung

Es wurde untersucht, welchen Einfluss die Untereinheiten & und y2s auf die GABA-induzierten
Stréome vermitteln. Zu diesem Zweck wurden Konzentrations-Wirkungskurven erstellt, um &-
haltige Rezeptoren und y2s-haltige Rezeptoren miteinander vergleichen zu kdnnen. Mit einem
Extra-Sum-of-Squares F-Test wurden die Top-Werte auf signifikante Unterschiede untersucht
(p < 0,05). Zum Vergleich der Zellkapazitdten von 04B3y2s- bzw. a6p362s-haltigen

Rezeptoren mit ihren d-haltigen Gegensticken wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet.

Daruber hinaus wurden die durch eine ansteigende GABA-Konzentration (0,03 pM, 0,3 uM, 3
UM, 30 uM und 300 uM) hervorgerufenen Strome zunachst ohne Octansaure und danach mit
einer Konzentration von 200 yM Octansaure analysiert. Die Spitzen-Stréme (in pA) und
Flachen unter der Stromkurve (pA*ms) wurden mittels Clampfit 10.2 ausgewertet. In Bezug

auf jede verwendete Kombination der GABAa-Rezeptor-Untereinheiten wurden auch in diesem
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Fall Konzentrations-Wirkungskurven fir GABA angefertigt, und zwar sowohl ohne als auch mit

Octanséaure.

Der LogECse-Wert wurde fir jeden Rezeptorsubtyp sowohl unter Kontrollbedingungen (ohne
Octansaure) als auch in Anwesenheit von 200 uM Octansaure bestimmt und jeweils mit dem

zugehorigen Standardfehler (SE) angegeben.

Die Auswertung der Daten erfolgte unter Verwendung der Hill-Gleichung: Y=EC'EA-I]-r[lA]"
50

Dabei steht Y fir die gemessene Antwort (Stromantwort durch GABA), [A] fur die
Agonistenkonzentration (GABA), ECso fur die Konzentration, bei der 50% der maximalen
Wirkung erreicht wird. Der Hill-Koeffizienten wird mit n bezeichnet (Goutelle et al., 2008).
Zunachst wurden die Strome bei 30 uM GABA ohne Octansaure normiert, wobei dieser Wert
als Referenz diente. Alle weiteren Messwerte wurden anschlieend als Verhaltnis zu dieser
Antwort dargestellt. Kurvenanpassungen und statistische Tests wurden mit Prism 10
(GraphPad Software, San Diego, Kalifornien, USA) durchgefihrt. Auch alle Abbildungen im
Abschnitt ,Ergebnisse” wurden mit Prism 10 erstellt. Die Anzahl der gemessenen Einzelzellen,
also die StichprobengrofRe, wird mit n bezeichnet. Mit einem Extra-Sum-of-Squares F-Test

wurden auch hier die Top-Werte auf signifikante Unterschiede untersucht (p < 0,05).
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3 Results

3.1 GABA-Konzentrations-Wirkungskurven: y2s- und 0O-haltige
Rezeptoren im Vergleich

Zur Untersuchung, ob die von y2s- und &-Untereinheiten induzierten Stréme unterschiedlich
sind, wurden Konzentrations-Wirkungskurven fir die Rezeptoren a6p3y2, a433y2, a6830 und
04330 erstellt. Dabei wurden ansteigende GABA-Konzentrationen (0,03 uM, 0,3 uM, 3 uM, 30
UM, 300 uM) fir jeweils drei Sekunden auf die transfizierten tSA201-Zellen appliziert. Zur
Untersuchung, ob sich die Dosis-Wirkungskurven der y2s- (a6B3y2 und a4B3y2) und ©&-
haltigen (06835 und a4B33) Rezeptorgruppen im oberen Plateau (Top-Wert) signifikant
unterscheiden, wurde ein Extra-Sum-of-Squares-F-Test durchgeflihrt. Zudem wurden die
ECso-Werte von GABA auf die jeweiligen Rezeptoren erfasst. Die Messungen basieren auf der
Whole-Cell-Methode und es wurden jeweils Aufnahmen von n = 6 Zellen pro
Rezeptorkombination gemacht. Abbildungen 3.1, 3.2 und 3.3 stellen reprasentative
Stromantworten der jeweiligen Rezeptorvariante dar. In Abbildung 3.1 ist links die
Stromantwort von GABAs Rezeptoren bestehend aus a4B3y2s und rechts von solchen
bestehend aus 04335 zu sehen. Abbildung 3.2 zeigt links den Strom von der GABAa
Subtypenkombination a6B3y2s und rechts von a6p30. Abbildung 3.3 veranschaulicht eine

typische Stromantwort von einem a1B3y2s-Rezeptor.

GABA
—
— 0,03uM Te= — 0,03 uM
0,3 l.IM 0'3 DM
— M — 3uM
— 30uM 30 uM

vd 0001
vd 0001

2s 2s

Abbildung 3.1 Stromantworten der a4p3y2s und a4335-Rezeptoren.
tsA201 Zellen wurden mit a43y2s (links) oder a483d (rechts) Untereinheiten transfiziert. GABA-
vermittelte Stréme wurden in der Whole-Cell-Konfiguration gemessen. Jede Konzentration GABA wurde
jeweils fiir drei Sekunden auf die Zelle appliziert, veranschaulicht durch das Rechteck. Die schwarze
Spur zeigt die Stromantwort bei einer GABA-Konzentration von 0,03 uM, die griine bei 0,3 uM, die blaue
bei 3 uM, die violette bei 30 uM und die pinke bei 300 uM.
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Abbildung 3.2 Stromantworten der a6B3y2s - und a6B36-Rezeptoren.

taA201 Zellen wurden mit a6B3y2s (links) oder a6B36 (rechts) Untereinheiten transfiziert. GABA-
vermittelte Stréme wurden in der Whole-Cell Konfiguration gemessen. Jede Konzentration GABA wurde
Jeweils fiir drei Sekunden auf die Zelle appliziert, veranschaulicht durch das Rechteck. Die schwarze
Spur zeigt die Stromantwort bei einer GABA-Konzentration von 0,03 uM, die griine bei 0,3 uM, die blaue
bei 3 uM, die violette bei 30 uM und die pinke bei 300 uM.

— 0,03 uM
0,3 M

— 3uM
30 uM
300 uM

vd 0001

Abbildung 3.3 Stromantworten der a1B3y2s-Rezeptoren. tSA201 Zellen wurden mit a1B3y2s
Untereinheiten transfiziert. GABA-vermittelte Stréme wurden in der Whole-Cell Konfiguration
gemessen. Jede Konzentration GABA wurde jeweils flir drei Sekunden auf die Zelle appliziert,
veranschaulicht durch das Rechteck. Die schwarze Spur zeigt die Stromantwort bei einer GABA-
Konzentration von 0,03 uM, die griine bei 0,3 uM, die blaue bei 3 uM, die violette bei 30 uM und die
pinke bei 300 uM.

Fir a4B3y2s ergab sich ein Top-Wert von -2900 pA (x370,0 pA) und fir a4B330 ein Wert von
587,1 pA (£105,9 pA) (s. Abb. 3.4). Der Unterschied dieser Werte war statistisch signifikant (p
< 0,05). Beim Vergleich der a6-haltigen Rezeptoren ergab sich fur a6B3y2s ein Top-Wert von
-1658 pA (£202,2 pA) und fiir a6f30 ein Wert von -919,9 pA (77,04 pA). Auch hier war der
Unterschied signifikant (p < 0,05) (s. Abb. 3.5).

Die jeweiligen logECso-Werte betrugen -5,578 (+0,2924) fur a4p3y2s, was einem ECso-Wert
von 2,65 uM entspricht und -6,499 (+0,5012) flr a4B330, was einem ECso-Wert von 0,32 pM
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entspricht (siehe Abb. 3.4). Der logECso-Wert betrug fir a6B3y2s —6,534 (+ 0,3364), was einem
ECso-Wert von 0,29 pM entspricht und fir a6p36 -6,460 (+ 0,2286) (s. Abb. 3.5). Dies
entspricht einem ECso-Wert von 0,35 puM.

4000 -
*
~3000
= 0430
< 2000
= —-o- a433y2s
~1000 -
-0 T T T T 1
10 -8 6 -4 2 0

GABA log[M]

Abbildung 3.4 Dosis-Wirkungskurven von a4f33y2s- und a4335-Rezeptoren. tSA201 Zellen wurden
mit unterschiedlichen GABAa Untereinheiten (a43y2s, schwarz, n = 6) vs. (a4336, griin, n = 6)
transfiziert. Stréme wurden in der Whole-Cell Konfiguration gemessen. * p < 0,05 bezieht sich auf einen

signifikanten Unterschied der Top-Werte, bestimmt mittels Extra-Sum-of-Squares F-Test.
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Abbildung 3.5 Dosis-Wirkungskurven fiir a6B3y2s- und a6336-Rezeptoren. tsA201 Zellen wurden
mit unterschiedlichen GABAa Untereinheiten (a6B3y2s, schwarz, n = 6) vs. (a6836, griin, n = 6)
transfiziert. Stréme wurden in der Whole-Cell Konfiguration gemessen und GABA in den angegebenen
Konzentrationen fiir drei Sekunden auf die Zellen appliziert. * p < 0,05 bezieht sich auf einen

signifikanten Unterschied der Top-Werte, bestimmt mittels Extra-Sum-of-Squares F-Test.

Die Kapazitaten der Zellen, gemessen in Pikofarad (pF), dienen als indirektes Malf3 Gber die
ZellgroRen (Hamill et al., 1981). Um festzustellen, ob die Unterschiede in den
Messergebnissen nicht auf stark abweichende ZellgréRen zurlickzufihren sind, wurde die
Kapazitat jeder gemessenen Zelle mit unterschiedlichen GABAa-Rezeptorkombinationen
verglichen. Zwischen a4p33y2s- und o4pB3d-transfizierten Zellen zeigte sich kein signifikanter
Unterschied in den Zellkapazitaten (p > 0,05). Auch beim Vergleich von a6B3y2s- und a6p36-
Rezeptoren konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p > 0,05). Fur den

statistischen Test wurde der Mann-Whitney-Test verwendet (s. Abb. 3.6).
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Abbildung 3.6 Vergleich der Zellkapazititen (pF = Pikofarad) als MaB fiir die ZellgréBe. Die
Zellkapazitdten (pF) der tSA201 Zellen, die a43y2s (blau) oder a4330 (griin) GABAa-Rezeptoren
heterolog exprimierten wurden verglichen. Ebenso wurden a6b3g2s (pink) GABAA Rezeptoren mit

a6b3d (gelb) Rezeptoren verglichen. n. s. bedeutet nicht signifikant (p > 0,05), Mann-Whitney-Test.

3.2 GABA-Konzentrations-Wirkungskurven: mit und ohne
Octansaure

Die Rezeptoren mit den Untereinheiten a43y2s (n = 6), a4330 (n = 6), a6B3y2s (n =6), a6p3d
(n =6) und a1B3y2s (n = 6) wurden in geeigneten Zellen transfiziert. Anschlieend wurden
die GABA-vermittelten Stromantworten zweimal in derselben Zelle aufgenommen. Es wurden
jeweils funf unterschiedliche GABA-Konzentrationen getestet: 0,03 uM, 0,3 uM, 3 uM, 30 uM,
300 uM. Die erste Messreihe erfolgte unter Kontrollbedingungen ohne Octansaure und die
zweite in Anwesenheit von 200 uyM Octansaure. Ziel war es zu analysieren, wie und ob
Octansaure die Stromantworten verandert (s. Abb. 3.7, 3.8, 3,9). Jede Konzentration wurde
fur drei Sekunden appliziert. Zwischen jede Konzentration erfolgte eine Auswaschphase von
90 Sekunden. Fir jede Rezeptorgruppe wurden unter den beiden Bedingungen
Konzentrations-Wirkungskurven erstellt. Um die Vergleichbarkeit zu verbessern, wurden alle
Kurven auf die vierte Konzentration (30 yM GABA) normiert. Danach wurden die hochsten
Stromantworten (Top-Werte) in Bezug auf Stromamplitude (s. Abb. 3.10) und Flache (s. Abb.
3.11) fir jeden Rezeptor mit und ohne Octansaure ermittelt und verglichen. Ein Extra-Sum-of-
Squares F-Test wurde zur statistischen Bewertung durchgeflihrt, um auf statistische

Unterschiede zu testen.
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Abbildung 3.7 GABA-vermittelte Strome von a4f3y2s- und a4f35-Rezeptoren mit und ohne
Octanséure. Strome wurden in, mit a4b3y2s (A) oder a4b36 (B) transfizierten tSA201-Zellen bei
ansteigender GABA-Konzentration (von links nach rechts) in der Whole-Cell-Konfiguration
aufgezeichnet. Die Stromantworten wurden sowohl ohne Octanséure (,GABA®, schwarze Spur) als auch

in Anwesenheit von 200 uM Octanséure (,GABA+OA*, griine Spur) gemessen.

A a6B3y2
GABA 0.03 uM GABA 0.3 uM GABA 3 uM GABA 30 uM GABA 300 uM
—/ —/ —/ —/ —/
e —~——
5 —\/— -\/— V
S | GABA+OA
b3 — GABA
2s
B a6B35
GABA 0.03 uM GABA 0.3 uM GABA 3 uM GABA 30 uM GABA 300 uM
— — — — —
S
S | GABA+OA
2 — GABA
2s

Abbildung 3.8 GABA-vermittelte Strome von a6B3y2s- und a6B35-Rezeptoren mit und ohne
Octanséure. Stréme wurden in, mit a6b3y2s (A) oder a6b36 (B) transfizierten tSA201-Zellen bei
ansteigender GABA-Konzentration (von links nach rechts) in der Whole-Cell-Konfiguration
aufgezeichnet. Die Stromantworten wurden sowohl ohne Octanséure (,GABA®, schwarze Spur) als auch

in Anwesenheit von 200 uM Octanséure (,GABA+OA*, griine Spur) gemessen.
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Abbildung 3.9 GABA-vermittelte Stréme von a1B3y2s-Rezeptoren mit und ohne Octanséure.
Stréme wurden in, mit a1B3y2s transfizierten tSA201-Zellen bei ansteigender GABA-Konzentration (von
links nach rechts) in der Whole-Cell-Konfiguration aufgezeichnet. Die Stromantworten wurden sowoh!
ohne Octansédure (,GABA®, schwarze Spur) als auch in Anwesenheit von 200 uM Octanséure

(,GABA+OA*, griine Spur) gemessen.

Bei a1B3y2s flhrte die Zugabe von Octansaure zu einer signifikanten Verringerung der
maximalen Stromantwort. Der normierte Top-Wert ohne Octansaure betrug 1,067 + 0,078,
wahrend er mit Octansaure bei 0,6256 + 0,051 lag. Auch bei a43y2s verringerte sich der Top-
Wert von 1,391 £ 0,105 ohne auf 0,9155 = 0,102 mit Octansaure. Fir a4p35 wurde eine
Abnahme von 0,9763 + 0,040 auf 0,6570 £ 0,030 beobachtet. Auch bei a6B3y2s zeigte sich
eine Reduktion des Top-Werts von 1,039 + 0,057 auf 0,6386 = 0,051. Fur diese vier
Rezeptorkombinationen war die Abnahme der Stromantwort statistisch signifikant (p < 0,05),
bestimmt mittels Extra-Sum-of-Squares F-Test (s. Abb. 3.10). Im Gegensatz dazu zeigte sich
bei a6B30 kein signifikanter Unterschied zwischen den Top-Werten. Der normierte Top-Wert
betrug ohne Octansaure 1,009 £ 0,031 und mit Octansaure 0,9110 £ 0,051, p > 0,05. Damit
war o6B3d die einzige getestete Untereinheitskombination, bei der Octansaure keinen

signifikanten Einfluss auf die maximale Stromantwort hatte.
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Abbildung 3.10 Dosis-Wirkungskurven mit und ohne Octansédure. Bezogen auf die
Stromamplitude. Die GABA-Konzentrationen (0.03 uM, 0.3 uM, 3 uM, 30 uM, 300 uM) wurden
aufsteigend auf tsA201-Zellen appliziert, die mit den angegebenen GABAa-Rezeptor Untereinheiten
transfiziert waren. Die unterschiedlichen Subtypen wurden jeweils unter Kontrollbedingungen (schwarze
Kurve) und in Anwesenheit von 200 uM Octanséure (griine Kurve) gemessen. Zur besseren
Vergleichbarkeit und Analyse wurden alle Stromantworten auf die vierte Konzentration, 30 Mikromolar

GABA, normiert. * p < 0,05 bezieht sich auf einen signifikanten Unterschied der Top-Werte, bestimmt
mittels Extra-Sum-of-Squares F-Test.

Die Analyse der normierten Flache der Kurve (Area) ergab bei fast allen untersuchten GABA-
Rezeptorkombinationen eine signifikante Abnahme durch den Einfluss der Octansaure (p <
0,05) (s. Abb. 3.11). Bei a1B3y2s sank der normierte Top-Wert von 1,110 £ 0,078 auf 0,578 +
0,051. Bei a4B3y2s verringerte sich der Wert von 1,351 £ 0,102 auf 0,769 + 0,101. Bei a4p30
wurde ein Rickgang von 0,954 + 0,041 auf 0,401 + 0,035 beobachtet. Auch bei a6B33y2s
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reduzierte sich die normierte Area signifikant, von 1,058 + 0,050 auf 0,483 £ 0,035. Auch im
Bezug auf die Flache stellt a6330 die Ausnahme dar. Die Top-Werte lagen hier bei 1,175 +
0,126 ohne und 0,933 + 0,079 mit Octansaure (p > 0,05) (s. Abb. 3.11).
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Abbildung 3.11 Dosis-Wirkungskurven mit und ohne Octanséure. Bezogen auf die Fldche (engl.
area). Die GABA-Konzentrationen (0.03 uM, 0.3 uM, 3 uM, 30 uM, 300 uM) wurden aufsteigend auf
tsA201-Zellen appliziert, die mit den angegebenen GABAa-Rezeptor Untereinheiten transfiziert waren.
Die unterschiedlichen Subtypen wurden jeweils unter Kontrollbedingungen (schwarze Kurve) und in
Anwesenheit von 200 uM Octanséure (griine Kurve) gemessen. Zur besseren Vergleichbarkeit und
Analyse wurden alle Stromantworten auf die vierte Konzentration, 30 Mikromolar GABA, normiert. *p <
0,05 bezieht sich auf einen signifikanten Unterschied der Top-Werte, bestimmt mittels Extra-Sum-of-
Squares F-Test.
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In den Tabellen 3.1

(Amplitude) und 3.2 (Flache) sind die logECse-Werte fir die

Stromamplitude und die Flache unter der Kurve (engl. area under the curve, AUC) dargestellt.

Rezeptor Subtyp LogECs ohne OA + SE ‘ LogECso mit OA + SE
04B3y2s -5,578 + 0,292 -5,498 + 0,376
04330 -6,499 + 0,501 -6,223 + 0,340
a6B3y2s -6,534 + 0,484 -6,093 £ 0,595
a6B3d -6,621 + 0,641 -6,340 + 0,340
a1B3y2s -5,879 + 0,336 -5,771 £ 0,358

Tabelle 3.1 Halbmaximale Konzentration (ECso) £ Standardfehler (SE) der Stromamplitude fiir fiinf
verschiedene GABAa-Rezeptoren. Die GABA-Konzentrationen (0.03 uM, 0.3 uM, 3 uM, 30 uM, 300
uM) wurden aufsteigend auf tsA201-Zellen appliziert, die mit den jeweiligen GABAa-Untereinheiten
transfiziert waren. Die unterschiedlichen Subtypen wurden jeweils ohne und in Anwesenheit von 200
UM Octansdure (OA) untersucht. Die logECso-Werte der jeweiligen Subtypen wurde unter
Kontrollbedingungen (mittlere Spalte) sowie in Anwesenheit von Octanséure (rechte Spalte) bestimmt.

Rezeptor Subtyp LogECso ohne OA + SE ‘ LogECso mit OA + SE
04B3y2s -5,762 + 0,237 -5,765 + 0,209
04330 -6,628 + 0,587 -6,468 + 0,501
a6B3y2s -6,624 + 0,461 -6,460 £ 0,553
a6B3d -6,319 + 0,336 -6,372 £ 0,336
a1B3y2s -5,847 + 0,369 -5,758 + 0,443

Tabelle 3.2 Halbmaximale Konzentration (ECso) * Standardfehler (SE) der Fldche unter der
Stromkurve fiir fiinf verschiedene GABAa-Rezeptoren. Die GABA-Konzentrationen (0.03 uM, 0.3
uM, 3 uM, 30 uM, 300 uM) wurden aufsteigend auf tsA201-Zellen appliziert, die mit den jeweiligen
GABAa-Untereinheiten transfiziert waren. Die unterschiedlichen Subtypen wurden jeweils ohne und in
Anwesenheit von 200 uM Octanséure untersucht. Die logECso-Werte der jeweiligen Subtypen wurde
unter Kontrollbedingungen (mittlere Spalte) sowie in Anwesenheit von Octanséure (rechte Spalte)

bestimmt.
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4 Diskussion

Zahlreiche klinische und experimentelle Untersuchungen zeigen, dass Ethanol bei
Patient:innen mit essentiellem Tremor zu einer Verbesserung der Symptome flhren kann.
Etwa zwei Drittel der Betroffenen berichten von einer voriibergehenden Linderung der
Symptome nach dem Konsum ethanolhaltiger Getranke (Everlo et al., 2024; McGurrin et al.,
2024). Diese Wirkung wird unter anderem darauf zurlckgefihrt, dass Ethanol an GABAa-
Rezeptoren als positiv allosterischer Modulator wirkt und so zu einer Verstarkung der
GABAergen Transmission fuhrt (Dharavath et al., 2023). Diese Beobachtung steht im Einklang
mit einer weit verbreiteten Theorie, die die Pathophysiologie des essentiellen Tremors erklart.
Diese postuliert, dass Betroffene einen Mangel an hemmenden GABAergen Signalen
vorweisen, insbesondere im Bereich des Kleinhirns. Dies fuhrt zu einer rhythmischen
Uberaktivitat tiefliegender Kleinhirnneuronen, was letztlich das Zittern auslost (Kosmowska &
Wardas, 2021). Trotz dieser positiven Wirkung ist der therapeutische Einsatz von Ethanol
aufgrund von Risiken, zu denen Abhangigkeit und Organschadigung zahlen, nicht klinisch

anwendbar (Haubenberger et al., 2014).

Auf der Suche nach nicht berauschenden Alternativen erwies sich 1-Octanol, welches
ebenfalls als Alkohol klassifiziert wird, als vielversprechender Kandidat. Diese Substanz wird
im Koérper rasch zu Octansaure metabolisiert und zeigt nach oraler Einnahme positive Effekte
auf den Tremor. Pharmakokinetische Studien beschreiben eine Korrelation zwischen dem
zeitlichen Verlauf der Tremorreduktion und dem Anstieg von Octansaure im Plasma (Nahab et
al., 2011). Das ist ein Hinweis, dass Octansaure pharmakologisch wirksam ist und zu mindest
zum Teil selbststéandig eine Tremorreduktion bewirkt. Diese Annahme wird auch durch
experimentelle Daten an Mausen gestitzt. Sowohl Octanol als auch sein Metabolit Octansaure
verbesserten die Tremorsymptomatik. Wichtig ist jedoch zu erwahnen, dass die Effekte im
Rahmen eines hamalininduzierten Tremormodells untersucht wurden (Nahab et al., 2012).
Dieses induzierte Tremormodell zeigt zwar zentrale Aspekte der moglichen Tremorentstehung,
wie die Beteiligung des olivo-cerebelldren Netzwerks, spiegelt jedoch maéglicherweise nicht
vollstandig die Pathophysiologie des essentiellen Tremors beim Menschen wider (Pan et al.,
2018). Allerdings existieren jedoch auch klinische Studien am Menschen, in denen sich die
Einnahme von Octansaure positiv auf die Tremorsymptome ausgewirkt hat, die diese

Hypothese unterstiitzen (Haubenberger et al., 2013; Nahab et al., 2011; Voller et al., 2016).

Es wird vermutet, dass die beobachtete Tremorreduktion auf einer Steigerung der GABAergen
Aktivitdt beruht, auch wenn der genaue Wirkmechanismus noch nicht abschliellend

verstanden ist (Kosmowska & Wardas, 2021).
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Eine weitere oder erganzende Erklarung fir den Wirkmechanismus von Octansaure stellt der
Energiestoffwechsel von Neuronen dar. Dabei entstehen Zwischenprodukte, die in den Aufbau
von Glutamin einflieBen. Glutamin stellt einen Ausgangsstoff von GABA dar (Andersen et al.,
2021). Insgesamt spricht vieles daflr, dass die positiven Effekte von Octansdure bei
essentiellem Tremor zumindest teilweise auf einer Verstarkung der GABA-Wirkung im Gehirn
beruhen (Andersen et al., 2021; Nahab et al., 2012). Fir 1-Octanol liegen bereits
elektrophysiologische Daten vor, die in vitro eine Wirkung als partieller Agonist und positiver
Modulator am GABAa-Rezeptor belegen (Kurata et al., 1999). Fur Octansaure fehlen

elektrophysiologische Nachweise einer Modulation der GABAergen Transmission.

Um die Frage nach einem méglichen direkten GABAergen Wirkmechanismus zu klaren,
wurden im Rahmen dieser Arbeit erstmals elektrophysiologische Untersuchungen zur Wirkung
von Octansaure auf unterschiedliche Zusammensetzungen von GABAa-Kanalen durchgefihrt,

die im Cerebellum vorkommen (Laurie et al., 1992; Pirker et al., 2000; Sieghart et al., 2022).

In den Ergebnissen dieser Arbeit zeigte sich, dass Octansaure bei fast allen untersuchten
GABAa-Rezeptoren die maximale Stromantwort sowie die Flache (engl. Area) unter der
Stromkurve verringerte (s. Abb. 3.8 und 3.9). Dieser Befund widerspricht der urspriinglich
angenommenen Hypothese, die postuliert, dass Octansaure die GABAerge Transmission
verstarken kdnnte. Nur der Rezeptor a6B30 bildete eine Ausnahme. Es handelte sich um den
einzigen Rezeptor, bei dem die Area under the curve und die maximale Stromamplitude nicht
signifikant gesunken sind, sondern eher konstant geblieben sind (s. Abb. 3.10 und 3.11, zweite

Reihe, rechts).

Grundsatzlich kann es auch vorkommen, dass keine signifikante Zunahme der Peak-Stréme
beobachtet wird beziehungsweise diese sogar abnehmen, wahrend die Analyse der Area
under the Curve (AUC) eine Zunahme zeigt. In solchen Fallen liegen die GABAa-verstarkende
Effekte in Bezug auf die Flache vor, selbst wenn sich die maximale Stromamplitude nicht
erhoht. Da die Flache (pA*ms) die Anwesenheit von GABA Uber die Zeit beschreibt. Dieses
Muster lasst sich physiologisch durch eine verzdgerte Inaktivierung beziehungsweise
Desensitivierung der GABAx-Rezeptoren oder ein verlangsamtes Auswaschen des Agonisten
erklaren. Dadurch ware mehr GABA-Strom zu einem spateren Zeitpunkt der Applikation
anwesend. Die Flache nimmt hierbei zu, aber der Spitzenstrom bleibt gleich. Ein solcher
Mechanismus wurde bereits in Experimenten mit Midazolam beschrieben (Klinger et al., 2015).
Daher ist es notig, neben der Analyse der maximalen Stromamplituden auch die Flache der
Kurve zu begutachten. Dies dient dazu, subtile, aber relevante Modulationen der GABA-

Rezeptor-vermittelten Stréme zu detektieren.

Hintergrund der in dieser Arbeit ausbleibenden Potenzierung der GABA-vermittelten Strome

kénnten in den chemischen Eigenschaften der Octansaure liegen. In den Experimenten wurde
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Octansaure in ihrer nicht-ionisierten Form verwendet. Diese stellt eine dlige Flissigkeit mit
schlechter Wasserloslichkeit dar (Li, 2019). Moglicherweise hat die fettige Substanz die
Zellmembran der transfizierten Zellen in ihrer Struktur oder Permeabilitat verandert, was den
erwarteten allosterischen Effekt auf die GABAA-Rezeptoren Uberdeckt oder sogar umgekehrt
haben koénnte (Oz et al., 2017). Das liegt nahe, dass das deutlich besser wasserldsliche Salz
der Octansaure, das Natriumcaprylat, eine interessante Alternative ware. Es liegen bisher
keine elektrophysiologischen Studien zur Wirkung von Natriumcaprylat auf GABAa-
Rezeptoren vor. Um die pharmakologische Relevanz dieses Salzes beurteilen zu kénnen, sind

dazu weitere Studien notig.

Entscheidend koénnte ebenfalls die verwendete GABA-Konzentration sein. Frihere
Untersuchungen veranschaulichen, dass 1-Octanol bei niedriger GABA-Konzentration starker
potenzierend auf die Stréme wirkt als bei hdheren Konzentrationen (Kurata et al., 1999). In der
vorliegenden Arbeit wurden jedoch auch sehr niedrige Konzentrationen, wie 0,03 uM,
verwendet. Das macht es erstmal unwahrscheinlich, dass eine zu hohe GABA-Konzentration
der Grund fur die ausbleibende Verstarkung der Strome war. Diese Ergebnisse kénnen jedoch
nicht direkt auf Octansaure Ubertragen werden, da in der vorliegenden Arbeit nicht 1-Octanaol,

sondern Octansaure untersucht wurde.

Relevant ist in diesem Zusammenhang auch die eingesetzte Octansaure-Konzentration. Die
in dieser Arbeit verwendete Octansaure-Konzentration von 200 uM liegt im Bereich der
maximalen Plasmaspiegel, die in friiheren Studien nach oraler Gabe hoher Dosen Octansaure
erreicht wurden (Nahab et al., 2011). In den vorliegenden Experimenten wurde die Octansdure
in einer wasserbasierten Lésung verteilt, um anschlieRend auf die Zellen appliziert zu werden.
Es ist denkbar, dass sich die Octansaure in dieser Konzentration nicht gut genug geldst hat,
was zu einer ungleichen Wirkstoffverteilung gefihrt hat. Dadurch kdnnten élige Aggregate
verblieben sein, die die Membran- und Rezeptorfunktion beeintrachtigt haben. Méglicherweise
ist eine niedrigere Konzentration ausreichend, um die erwartete Potenzierung zu erreichen,
ohne gleichzeitig stérend auf die Membranstruktur zu wirken. Zuséatzliche Studien mit
niedrigeren Konzentrationen der Octansaure sowie die Erstellung einer Konzentrations-
Wirkungskurve fir Octansaure sind in diesem Zusammenhang noétig, um den optimalen

Wirkbereich zu identifizieren.

In der Studie von Kurata et al. wurde Octanol in Ethanol gelést und anschlieBend mit einer
wasserbasierten Ldsung verdinnt, wobei die finale Konzentration in der extrazellularen
Lésung unter 0,1% lag (Kurata et al., 1999). Eine vergleichbare Vorgehensweise kdnnte auch
fir die Octanséaure sinnvoll sein, da dadurch vermutlich eine bessere LoOslichkeit von
Octansaure gewahrleistet werden kann. Es ist jedoch zu beachten, dass diese

Ethanolkonzentration einer Blutalkoholkonzentration von etwa 0,8 %o entspricht. Dies ist ein
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Wert, der mit deutlichen zentralnervésen Effekten einhergeht. In in-vivo Tests ware diese
Konzentration daher kritisch zu betrachten. In diesem Zusammenhang sollte eine geringere
Ethanolkonzentration angestrebt werden, um Effekte auf das zentrale Nervensystem zu
minimieren. Zudem ist Ethanol selbst ein positiv allosterischer Modulator (Santhakumar et al.,
2007) der GABAa-Rezeptoren, sodass der Einfluss von Ethanol sorgfaltig kontrolliert werden
muss. Um sicherzustellen, dass der beobachtete Effekt nicht durch das Losungsmittel selbst
verursacht wurde, fihrten Kurata et al. auch Kontrollversuche mit Ethanol ohne Octanol durch.
Dabei zeigte sich, dass Ethanol in dieser Konzentration keinen messbaren Effekt auf die
GABA-vermittelten Strome hatte (Kurata et al., 1999). Trotzdem sind synergistische Effekte
nicht auszuschlieRen. In zukinftigen Studien mit 1-Octanol ist es somit ratsam, auch eine

Kontrolle mit Ethanol-freiem Lésungsmittel durchzufihren.

Eine weitere mdgliche Erklarung kdnnten Metaboliten der Octansdure wie B-Hydroxybutyrat
darstellen. Dieses hat die Fahigkeit, GABAerge Signale zu verstarken (Altinoz et al., 2020). In
einem zellbasierten Modell, wie es hier verwendet wurde, findet dieser Fettsdure-Stoffwechsel
in diesem kurzen Zeitraum, unter konstanter Perfusion, nicht statt. Somit fehlen Metabolite, die
maoglicherweise pharmakologisch wirksam sind. Viele Enzyme sind an der Umwandlung von
Octansdure zu Ketonkorper beteiligt. Um zu ermitteln, ob Ketonkdérper an den
neurophysiologischen Effekten von Octansaure beteiligt sind, kdnnten Tiermodelle eingesetzt
werden, bei denen die Aktivitat bestimmter Enzyme gehemmt. Sollte die tremorlindernde
Wirkung ausbleiben, ware dies ein starker Hinweis darauf, dass die Ketonkdrper zumindest
(Handforth et al., 2024 )mitverantwortlich flir den beobachteten Effekt sind. Die Blockade des
Enzyms HMG-CoA (3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA-Synthase) konnte eine
vielversprechende Strategie darstellen, da dieses Enzym einen zentralen Zwischenschritt der

Ketonsynthese katalysiert (Altinoz et al., 2020).

Die LogECsc-Werte wurden flir jeden der getesteten Rezeptorsubtypen sowohl unter
Kontrollbedingungen (ohne Octansaure) als auch in Anwesenheit von 200 uM Octansaure
bestimmt. Insgesamt zeigten sich nur geringe Unterschiede zwischen den beiden
Bedingungen, sowohl in Bezug auf die Stromamplitude (s. Tab 3.1) als auch auf die Flache
unter der Kurve (s. Tab 3.2). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Octansaure unter den
Versuchsbedingungen dieser Arbeit keinen Einfluss auf die GABA-Empfindlichkeit der
untersuchten Rezeptorsubtypen hatte. Aufgrund dieser geringen Unterschiede wurde auf

einen statistischen Vergleich verzichtet.

Es stellt sich jedoch auch die Frage, warum der a6B36-Rezeptor nicht durch Octansaure
beeinflusst wurde. Wichtig ist anzumerken, dass a6336-Rezeptoren vermehrt in Kérnerzellen
des Kleinhirns vorkommen. Dort sind sie fur eine tonische, also eine konstante, Hemmung

zustandig (Mortensen et al.,, 2012). Es ist bekannt, dass diese Rezeptoren besonders
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empfindlich auf Ethanol reagieren. Studien zeigen, dass an solchen ®-haltigen Rezeptoren
bereits geringe Mengen Ethanol ausreichen, um die GABAergen Wirkungen zu verstarken
(Engin et al., 2018). Gerade im Zusammenhang mit der Pathophysiologie des essentiellen
Tremors, bei der insbesondere das Kleinhirn als entscheidend vermutet wird (Kosmowska &
Wardas, 2021), erscheint dieser Rezeptor besonders relevant (Handforth et al., 2024). Es ist
plausibel, dass der erwartete verstirkende Effekt aufgetreten ist, aber durch stoérende,
negative Membraneffekte Uberdeckt wurde. Dadurch ware der Nettoeffekt in der Messung
geringer ausgefallen als bei anderen Rezeptortypen, obwohl in Wahrheit die

Rezeptoraktivierung besonders stark war.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erlauben auch Rickschllisse auf die Unterschiede
zwischen synaptischen und extrasynaptischen Rezeptoren. Typischerweise sind y2-haltige
Rezeptoren synaptisch lokalisiert und vermitteln einen phasischen Strom, wahrend &-haltige
Rezeptoren extrasynaptisch exprimiert sind und einen tonischen Strom vermitteln. Die
Auswertung der Daten zeigte, dass in dieser Arbeit y2s-haltige Rezeptoren deutlich héhere
maximale Stromantworten (Top-Werte) aufwiesen als ihre &-haltigen Gegenstlicke (s. Abb. 3.4
und 3.5). Das stimmt Uberein mit den Ergebnissen friiherer elektrophysiologischer
Experimente (Fisher & Macdonald, 1997).

Die Zellkapazitaten, die ein Maly fir die ZellgroRen darstellen (Hamill et al., 1981),
unterschieden sich nicht signifikant zwischen den y2-haltigen Rezeptoren und ©&-haltigen
Gegenstiicke (s. Abb. 3.6). Damit ist es unwahrscheinlich, dass Unterschiede in den
Stromstarken auf unterschiedlich grofe Zellen zurickzufihren sind. Da GroRenunterschiede
nicht gegeben waren, wurde auf die zusatzliche Berechnung der Stromdichte (current density,

pA/ pF) verzichtet.

Eine weitere bedeutsame Erkenntnis, die durch die vorliegenden Experimente weiter bestatigt
wurde, ist die Tatsache, dass y2s-haltige Rezeptoren meistens deutlich starker
desensitivieren. Das bedeutet, dass die Rezeptoren bei langerer oder wiederholter Aktivierung
an Empfindlichkeit verlieren. Diese Desensitivierung ist in der Abbildung 3.2 (a6B33y2s vs.
a6B30) und 3.3 (a1B3y2s) ersichtlich. Dies ist daran zu erkennen, dass die Stromamplitude
bei einer GABA-Konzentration von 300 Mikromolar niedriger ist als bei 30 Mikromolar. Im
Gegensatz dazu desensitivierten die d-haltige Rezeptoren wie a4336 und a6335 weniger bis
gar nicht und eignen sich dadurch fir eine langanhaltende, tonische Hemmung. Das ist im
Einklang mit friheren Studien, die auch die starkere Desensitivierung bei y2s-haltigen

Rezeptoren beschrieben (Fisher & Macdonald, 1997).

Obwonhl Ethanol bereits klinisch fir seine tremorlindernde Wirkung bekannt ist (Everlo et al.,
2024; Haubenberger et al., 2014; McGurrin et al., 2024), liefert diese Arbeit keine

elektrophysiologischen Hinweise darauf, dass auch Octansaure eine ahnliche Wirkung
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entfalten konnte. Vielmehr sind die Stréme kleiner geworden, was gegen die Hypothese
spricht. Wie bereits angefihrt, kdnnte die Ursache des Problems in einer GibermaRig oligen
Konsistenz und einer schlechten Wasserloslichkeit liegen. Es sind weitere Studien erforderlich,
beispielsweise mit Natriumcaprylat, um die Wirksamkeit des Salzes zu evaluieren. Es besteht

auch die Méglichkeit, die Octansaure zuerst in Ethanol zu I6sen.

In dieser Arbeit zeigte der a6B30-Rezeptor als einziger keine Reduktion der GABA-vermittelten
Stréme, weder in Bezug auf die maximale Stromamplitude noch auf die maximale Flache. Aus
diesem Grund sollte dieser einer weiteren experimentellen Untersuchung unterzogen werden.
Aulerdem spielt er moglicherweise eine signifikante Rolle bei der Pathophysiologie des

essentiellen Tremors (Handforth et al., 2024).

Darlber hinaus zeigt die Arbeit Unterschiede der Strdme zwischen y2s- und &-haltigen
Rezeptoren auf. Dieser Befund zeigt einerseits, dass die Messmethode geeignet ist, um
Unterschiede zwischen GABAa Rezeptor Untereinheitenkombinationen zu testen und bestatigt
die Annahme weiter, dass die typischen Stréme, die synaptisch und extrasynaptisch auftreten,
durch bestimmte Untereinheiten bedingt sind. Wahrend Rezeptoren, die eine y2-Untereinheit
aufweisen, hdhere Spitzenstréme erzeugen, weisen Rezeptoren mit der &-Untereinheit eine

héhere Stabilitat gegentber Desensitivierung auf.
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stellen Ubergangszustande dar, bevor der aktivierte Zustand erreicht wird.
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Sekunden auf die Zelle appliziert, veranschaulicht durch das Rechteck. Die schwarze
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unter Kontrollbedingungen (mittlere Spalte) sowie in Anwesenheit von Octansaure

(rechte Spalte) bestimmMLt..........ooooi i 54
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