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1 Molekulare Grundlagen der Wirkung von Anxiolytika
und Sedativa

1.1 Allgemeine Grundlagen der Angst

Anders als im Deutschen gibt es im Englischen zwei Begriffe flir Angst: ,,anxiety* und ,,fear*.
H&ufig werden diese Begriffe umgangssprachlich synonym verwendet, dennoch ist es vor
allem im wissenschaftlichen Kontext wichtig, diese zu unterscheiden: so beschreibt der Be-
griff ,,anxiety” das Verhalten, das in Situationen hervorgerufen wird, in denen die Gefahr un-
bekannt ist. Entweder weil die Umsténde neu sind, oder weil der Angstausldser (zum Beispiel
der Angreifer) nur in der Vergangenheit anwesend war, aber sich jetzt nicht langer in der
Umgebung aufhilt. Dagegen ist ,,fear” mit Verteidigungsstrategien verbunden, die als Ant-
wort auf akute Gefahr beobachtet werden. Tiere gehen dieser Situation entweder aus dem
Weg oder sie werden bewegungsunfihig (,,freezing*), vor allem dann, wenn ihnen kein Aus-
weg mehr offen scheint (Graeff, 2007; Mohler, 2012).

Humane Krankheitsbilder zeigen Parallelen zu beiden Begriffen. Zum einen bei Phobien wie
zum Beispiel Furcht vor Spinnen oder Schlangen, die auf sehr direkte Stimuli beruhen, zum
anderen gibt es Patienten mit Genereller Angststérung oder Panikstérungen, bei denen es zu

Angstsymptomen ohne Vorhandensein von entsprechenden Stimuli kommt (Graeff, 2007).

1.1.1 Physiologische Rolle der Angst

Angst vor bedrohlichen Situationen ist ein Schutzmechanismus der Natur. Bei Menschen wird
Angst neben emotionalen Aspekten von der Aktivierung des autonomen Nervensystems und
typischer Abwehrhaltung begleitet. Wéahrend Angst in vielen Situationen des Lebens das In-
dividuum schiitzt, kommt es bei UbermaRiger bzw. unangemessener Angst zu erheblichen
Belastungen im Alltag (Gordon und Hen, 2004). Menschen, die an Angststérungen leiden,
sind haufig durch tberschielende, emotionale und physische Symptome beeintrachtigt. Einer
kirzlich publizierten Studie (Wittchen et al., 2011) zufolge, leiden etwa 10-20% aller Er-
wachsenen einmal in ihrem Leben an einer Angststorung. In diesen Féllen von unangemesse-
ner Angst (pathologischer Angst) kann es zu lang andauernden Angstzustanden kommen. Als

Folge leiden die betroffenen Personen unter chronischem Stress (Gordon und Hen, 2004).



Bereits 1929 wurden Angstreaktionen von Walter Cannon als ,,fight and flight“-Reaktionen
bezeichnet. Dabei wird der Korper durch Erhéhung des Sympathikustonus in ,,Kampf- und
Fluchtbereitschaft versetzt. Dies fiihrt unter anderem zu einer vermehrten Adrenalin-
Ausschuttung, erhohtem Muskeltonus und erhdhter Herz- und Atmungsfrequenz. Wenn der
Stress langer andauert, wird diese Reaktion durch Ausschuttung weiterer Hormone (z.B.:
ACTH) verstarkt (Lydiard, 2003).

Gray et al. teilen die Angstreaktion in vier Phasen ein (Bracha et al., 2004):

Die erste Phase der Angstreaktion wird als "freezing" oder ,,stop, look and listen* bezeichnet.
In dieser Phase ist man wachsam und in Alarmbereitschaft. Verhaltensforscher weisen auf die
Wichtigkeit dieser Phase fiir das Uberleben hin. Beutetiere, die wahrend einer bedrohlichen
Situation erstarren, werden weniger leicht entdeckt, weil Sdugetiere primér bewegte Objekte
zuerst wahrnehmen. Das Ziel der zweiten Phase der Angstreaktion ist die Flucht (,,flight*) vor
dem bedrohlichen Stimulus. In der n&chsten, dritten Phase kommt es erst zur Konfrontation
mit dem Stimulus (,fight). Die vierte und letzte Phase stellt die sogenannte ,tonic
immobility* dar, das Objekt stellt sich tot. Diese Phase wird auch als ,,fright* bezeichnet und
bietet die letzte Mdglichkeit einer drohenden, todlichen Gefahr zu entrinnen (Bracha et al.,
2004). Daneben resultieren Angstverhalten bzw. Angststérungen haufig auch aus negativen
Erfahrungen (Fendt und Fanselow, 1999). Man spricht dann von einer Pawlow’schen Kondi-

tionierung (Fendt und Fanselow, 1999).

1.1.2 Beteiligte Strukturen im Gehirn

Eine zentrale Rolle bei der Entstehung von Emotionen und somit auch der Angst spielt das
limbische System (Sandford et al., 2000). Innerhalb des limbischen Systems liegt die Amyg-
dala, die vor allem beim Auftreten von angsterzeugenden Stimuli starke Aktivitat aufweist
(Garner et al., 2009; Mohler, 2012). Grundsatzlich kann man die Amygdala somit als zentra-
len Schaltkreis der Angstverarbeitung sehen, der in Kommunikation mit den unterschiedlichs-
ten Gehirnarealen (Kortex, Striatum, Mittelhirn, Hirnstamm (Locus coereleus), etc.) steht.
Diesen Gehirnarealen kommen verschiedene Aufgaben zu, die sich in unserem Angstverhal-
ten widerspiegeln. Wie in Abbildung 1 beschrieben, haben zum Beispiel Hirnstamm und
Hypothalamus Einfluss auf autonome Funktionen (wie Erstarren oder Erschrecken) oder der
Hippocampus auf Gedé&chtniskonsolidierung. (Gordon und Hen, 2003; Sandford et al., 2000;
Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Gehirnareale, die am Angstsystem beteiligt sind (Gordon
und Hen, 2004)
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1.1.3 Neurotransmitter und Hormone

Die wichtigsten Neurotransmitter, die bei der Entstehung von Angst eine Rolle spielen, sind
y-Aminobuttersaure (GABA), Serotonin (5-HT) und Noradrenalin. So konnte gezeigt werden,
dass eine Erhéhung der Konzentration von Noradrenalin bzw. eine Verringerung der GABA-
oder Serotonin-Konzentration im ZNS Angst und Panik hervorrufen bzw. dass Substanzen,
die das GABAerge, das noradrenerge oder serotonerge System modulieren, erfolgreich in der

Therapie von Angststérungen eingesetzt werden kénnen (Sandford et al., 2000).

Das noradrenerge System ist insbesondere bei Panikstérungen von Bedeutung (Gordon und
Hen, 2004). So ruft zum Beispiel eine erhdhte Freisetzung von Noradrenalin (z.B. hervorgeru-
fen durch Kokain) Angst und Panik hervor; gleiche Effekte kénnen auch nach Einnahme von
Amphetaminen beobachtet werden. (Sandford et al., 2000).

Neben den oben genannten Neurotransmittern spielen auch hormonelle Effekte Uber die
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA) eine wichtige Rolle bei der Angstent-
stehung. In dieser Achse Ubernimmt vor allem das Neuropeptidhormon Corticotropin-
releasing-hormon (CRH) eine wichtige Aufgabe (Gordon und Hen, 2004). In einer akuten
Stresssituation wird CRH vom paraventrikularen Nucleus des Hypothalamus (PVN) freige-
setzt. Dadurch wird eine Reaktionskaskade ausgeldst: Adrenocorticotropin Hormon (ACTH)
wird von der Hypophyse ins Blut ausgeschuttet und gelangt so tber endokrinen Weg zur Ne-

benniere, wo es die adrenerge Synthese vorantreibt und Cortisol (,,Stresshormon®) freisetzt.



Uberaktivitat der HPA (wie z.B. in extremen Angstsituationen) fiithrt zu chronischer Hyper-
cortisolamie, einem Zustand, der mit Absterben von Neuronen des Hippocampus assoziiert
ist. Dies kann bleibende Stérungen im Gehirn hervorrufen. So konnte festgestellt werden, dass
Kriegsveteranen, die an Posttraumatischer Stressstorung leiden, ein um 8% verringertes Vo-
lumen des Hippocampus aufweisen (Lydiard, 2003).

Durch einen negativen Feedbackmechanismus kann wiederum Cortisol die HPA-Aktivitat
inhibieren.

Eine weitere, wichtige Rolle spielen auch Cholecystokinin, Laktat und CO, (Sandford et al.,
2000).

1.1.4 Klassifizierung von Angststérungen

Wie bereits zuvor erwéhnt, leiden etwa 10-20% der Bevolkerung einmal wahrend ihres Le-
bens an einer Angststorung (Baldwin et al., 2005; Wittchen et al., 2011). Angststérungen
werden h&ufig chronisch, volliges Abklingen der Symptome ist selten. Meist dauern die St6-
rungen Jahre an und fiihren zu Distress, reduzierter Lebensqualitit und sogar erhéhter Morta-
litdt (Baldwin et al., 2005; Garner et al., 2009). Weiters konnte gezeigt werden, dass Angst-
storungen familiar gehduft auftreten. Personen mit Verwandten (erster Verwandtschaftsgrad),
die Angststorungen aufweisen, leiden vier bis sechs Mal 6fter an einer Angststorung als Per-
sonen ohne Vorbelastung. Zwillingsstudien haben ebenfalls bestétigt, dass der Grofiteil aller
Angststorungen erblich bedingt ist (Gordon und Hen, 2004).

Prozentuell leiden mehr Frauen als Manner an Angststorungen (Baldwin et al., 2005; Nutt,
2005). Weiters gibt es Hinweise, dass eine starke Korrelation zwischen Angststérungen und
Depression besteht (Baldwin et al., 2005; Nemeroff, 2003).

Derzeit werden Angststérungen von der American Psychiatric Association (DSM 1V, 1994)
bzw. der World Health Organisation, (ICD-10, 1992) in sechs Gruppen unterteilt
(Baldwin et al., 2005; Mdhler, 2012; Nemeroff, 2003; Nutt, 2005):

Panikstorung: Sie ist durch wiederkehrende, unerwartete Panikattacken (diskontinuierliche
Perioden starker Angst oder Unbehagen) gekennzeichnet, die ihren Hohepunkt meist nach
zehn Minuten erreicht und um die 30-40 Minuten andauert (Baldwin et al., 2005). Die entste-

hende Panik ist von einer gesteigerten, kardiorespiratorischen Reaktion des Korpers begleitet



(Johnson et al., 2010). Zusatzlich entwickeln 2/3 aller Patienten, die an Panikstérungen leiden,
Agoraphobie (Baldwin et al., 2005).

Generalisierte Angststorung (GAD): Sie ist durch extreme, lang anhaltende (einige Monate)
und fur Nichtbetroffene unbegriindete Angst vor unterschiedlichsten Dingen charakterisiert.
Patienten leiden unter physischen/psychischen Angstsymptomen (Kopfschmerz, Konzentrati-
onsstérungen, Schlafstorungen, Erschépfung, etc.) (Baldwin et al., 2005; Nutt, 2005).

Soziale Phobie: Patienten mit sozialer Phobie haben das Geflihl beobachtet zu werden und
furchten sich davor, den Erwartungen anderer nicht zu entsprechen. Sie versuchen belasten-
den Situationen (z.B. vor einer Gruppe von Menschen zu sprechen) aus dem Weg zu gehen.
Wenn sie sich der Herausforderung dennoch stellen, verspiren sie Unbehagen und leiden an
den resultierenden Angstsymptomen.

Posttraumatische Belastungsstorung (PTSD): Diese Angststérung entwickelt sich aufgrund
einer schweren Traumatisierung (z.B. Unfall, Missbrauch) innerhalb der ersten sechs Monate
nach dem Ereignis. Patienten, die an PTSD leiden, leiden unter heftiger Angst, wiederkehren-
den Erinnerungen an das Trauma (Flashbacks) und Albtrdumen. Zusétzlich versuchen sie Si-
tuationen und Aktivitdten zu vermeiden, die sie mit dem Vorfall in Verbindung bringen
(Baldwin et al., 2005).

Zwangsstorung: Patienten legen zwanghafte Verhaltensweisen an den Tag, wie zum Beispiel
haufiges, Ubertriebenes Hande waschen. Meistens sind diese Zwange zeitintensiv und beein-
flussen das tégliche Leben (Baldwin et al., 2005; Nutt, 2005).

Phobien: Sie sind durch Gbertriebene, unangemessene Angst vor einzelnen Personen, Tieren
(z.B. Mduse, Spinnen), bestimmten Objekten (z.B. Lifte, Flugzeuge) oder Situationen ge-
kennzeichnet. Patienten, die an Phobien leiden, versuchen so gut wie mdglich den angsterzeu-

genden Stimuli aus dem Weg zu gehen (Baldwin et al., 2005).

1.1.5 Therapie von Angststorungen

Angststorungen werden mit Verhaltenstherapien (Nutt, 2005), phytotherapeutisch (Lakhan
und Vieira, 2010) und mit Psychopharmaka behandelt. Zu den am haufigsten eingesetzten

Wirkstoffgruppen gehdéren:

Antidepressiva
Erstmalig wurden Antidepressiva zur Therapie von Angststérungen in den 1950er Jahren

verwendet. Friih konnte gezeigt werden, dass Imipramin das Auftreten von Panikattacken



reduziert oder Monoaminooxidase (MAO)-Hemmer erfolgreich gegen Phobien eingesetzt
werden kénnen (Nutt, 2005). Im Vordergrund steht heute aber aufgrund besserer Vertréaglich-
keit der Einsatz von ,,Selektiven-Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmern® (SSRI; Citalopram,
Fluoxetin, Fluvoxamin, Paroxetin, Sertralin und Escitalopram) und Serotonin-Noradrenalin-
Wiederaufnahme-Hemmern (SNRI; Venlafaxin) (Baldwin et al., 2005; Nutt, 2005). Ihr Ein-
satz sollte auf eine Dauer von 12-30 Monaten beschréankt sein, wobei in den letzten Monaten
die Therapie ausschleichend beendet werden sollte (Nutt, 2005). H&ufig -problematisch hin-
sichtlich der Compliance des Patienten- kommt es am Beginn der Therapie zu einer parado-
xen Erhdhung der Angst. Empfohlen wird daher eine kurzzeitliche Kombination mit vorwie-
gend anxiolytisch wirkenden Benzodiazepinen (Clonazepam, Alprazolam) (Argyropoulos et
al., 2000).

Neben den SSRI bzw. SNRI werden gelegentlich auch noch tricyclische Antidepressiva ver-
wendet, welche aber trotz guter Wirksamkeit zahlreiche unerwiinschte, andere Wirkungen

zeigen.

Benzodiazepine

Siehe auch Kapitel 1.4.3.1 Benzodiazepine; Benzodiazepine zeichnen sich durch einen schnell
eintretenden, anxiolytischen Effekt aus; zusétzlich sind sie auch bei Schlafstérungen -haufig
mit Angststdrungen vergesellschaftet- wirksam. Jedoch flihren sie rasch zu Abhéngigkeit und
Toleranzentwicklung (Nutt, 2005; Rudolph und Knoflach, 2011). Nach abruptem Absetzen
kann es dartiberhinaus zu Entzugserscheinungen wie Angst und Unruhe kommen (Nemeroff,
2003).

5-HT1a Rezeptor Agonisten

Buspiron ist ein partieller Agonist von postsynaptischen 5-HT14 Rezeptoren und ein Antago-
nist von postsynaptischen 5-HT, Rezeptoren. Buspiron wird vor allem bei GAD und Panik-
stérungen eingesetzt (Nutt, 2005). Es dauert 2-3 Wochen, bis sich die anxiolytische Wirkung
aufbaut. Buspiron wird generell gut vertragen, hat eine grof3e therapeutische Breite, induziert
scheinbar keine Toleranz noch Abhédngigkeit und es weist keine Interaktion mit Alkohol auf
(Sandford, 2000). Gelegentlich tritt am Beginn der Therapie Ubelkeit und/oder Schwindel auf
(Nutt, 2005).
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1.2 Allgemeine Grundlagen des Schlafs

Der Schlaf ist ein wesentlicher Teil unseres Lebens und ein naturlicher, gesunder Schlaf sehr
wichtig fir unsere Lebensqualitat. Zunehmend wéchst auch die Erkenntnis tber die physiolo-
gische Bedeutsamkeit des Schlafs zur Regeneration und zur Entwicklung des Gehirns und des
Gedachtnisses (Zimmerman et al., 2008).

An der haufigsten Schlafstorung, der Insomnie, leiden weltweit etwa 10% aller Erwachsenen
(Léger und Ogrizek, 2012).

1.2.1 Physiologische Rolle des Schlafs

Menschen verbringen ungefahr ein Drittel ihres Lebens schlafend (Wafford und Ebert, 2008).
Wahrend des Schlafs kommt es zu einer Verarbeitung und Festigung von Informationen, die
man wahrend des Tages gesammelt hat. Schon im ersten Jahrhundert vor Christus, kommen-
tierte ein romischer Rhetoriker Quintilian, die VVorteile des Schlafs: ,,Was zuerst nicht wieder-
holt werden kann, ist sogleich am nachsten Tag zusammengefigt; und die Zeit, welche oft mit
Vergesslichkeit assoziiert wird, hilft das Gedachtnis zu starken.* (Stickgold, 2005). Aber im
Schlaf werden nicht nur Erinnerungen gefestigt, sondern auch Proteine synthetisiert und Ge-
webe erneuert. Obwohl der Kérper wahrend der Schlafphase inaktiv ist, ist das Gehirn noch
immer sehr aktiv. Diese Aktivitat kann mittels eines Elektroenzephalografen gemessen und
aufgezeichnet werden (Wafford und Ebert, 2008).

Wahrend des Schlafs durchwandert man verschiedene Phasen, die sich im EEG widerspie-
geln. Diese Phasen konnen grundsétzlich in rapid-eye-movement (REM), gekennzeichnet
durch rasche Augenbewegungen, und non-rapid-eye-movement (non-REM) eingeteilt werden
(Chokroverty, 2010; Porkka-Heiskanen und Kalinchuk, 2010; Sehgal und Mignot, 2011;
Stickgold, 2005; Wafford und Ebert, 2008). REM und non-REM Schlaf wechseln einander in
90 Minuten Absténden ab (Sehgal und Mignot, 2011). Der non-REM Schlaf ist durch geringe
Frequenz und schrittweisen Anstieg der Amplitude der elektrischen Aktivitat charakterisiert.
Die non-REM Phase kann man wiederum in leichten (Stufe 1,2) und tiefen Schlaf (Stufe 3,4)
unterteilen. REM Schlaf hingegen ist durch hohe Frequenz der Gehirnstréme mit geringer
Amplitude gekennzeichnet. In dieser Phase ist das Gehirn sehr aktiv, &hnlich dem Wachzu-
stand. Man weil’ auch, dass wir in diesen Phasen trdumen und man nimmt an, dass in den
Traumphasen im Wachzustand Erlebtes verarbeitet wird (Wafford und Ebert, 2008). Der Tief-
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schlaf, auch slow wave sleep (SWS) genannt, ist vermutlich fur die Konsoliderung des Ge-
dachtnisses wichtig (Stickgold und Walker, 2007).
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Abbildung 2: Schlafphasen (Wafford und Ebert, 2008)

1.2.2 Regulation des Schlafs und beteiligte Neurotransmitter

1916 forschte Baron von Economo, ein Wiener Neurologe, an einer speziellen Erkrankung,
einem neuen Typ von Enzephalitis. Die Patienten schliefen Gberméaf3ig lange, bis zu 20 Stun-
den oder mehr pro Tag, und erwachten nur kurz um zu essen oder zu trinken. Die kognitiven
Funktionen waren normal, dennoch entdeckte Economo Lé&sionen am Kontaktpunkt von Mit-
tel- und Zwischenhirn (Saper et al., 2005). Er vermutete, dass es ein aufsteigendes, erwecken-
des/erregendes System (,,ascending arousal system‘) gibt, das im Hirnstamm lokalisiert ist
und das Vorderhirn wach hélt. Erst spater stellte sich heraus, dass er Recht behalten sollte
(Saper et al., 2005; Schwartz und Roth, 2008). Im Laufe des 20. Jahrhunderts wurden die Me-
chanismen des Schlafs und seiner Regulation genauer aufgeklart. Inzwischen wei3 man, dass
der Schlaf-Wach-Rhythmus eine sehr komplexe Angelegenheit ist und dass eine Vielzahl von

neuronalen Systemen im Gehirn beteiligt ist (Saper et al., 2005).

Beteiligte Neurotransmittersysteme

An der Regulation vom Schlaf sind viele verschiedene Neurotransmittersysteme beteiligt
(Sehgal und Mignot, 2011; Schwartz und Roth, 2008). Lange Zeit dachte man, Adenosin sei
der wichtigste Neurotransmitter, da Koffein wachhélt, indem es Adenosin Rezeptoren (A; und

Ay,) antagonisiert (Bjorness und Greene, 2009; Sehgal und Mignot, 2011).

12



Knockout von Al-Rezeptoren zeigte aber keine grundlegenden Auswirkungen auf den Schlaf.
Daraus konnte geschlossen werden, dass neben Adenosin noch weitere Neurotransmitter an
der Schlafregulation beteiligt sind: Histamin, Dopamin, Acetylcholin, Serotonin und Norad-
renalin, die den Wachzustand aufrechterhalten und GABA, welche schlaffordernd wirkt
(Porrka-Heiskanen und Kalinchuk, 2010; Saper et al., 2005; Sehgal und Mignot, 2011; Waf-
ford und Ebert, 2008).

Cerebellum
s

Abbildung 3: Darstellung der an der Schlafregulation betelligten Gehirnareale (Wattord und Ebert,
2008)

VLPO (,,Flip Flop*) System

Eine Zellgruppe ist fur die Induktion des Schlafs von besonderer Bedeutung: die Kerne des
ventrolateralen praoptischen Areals (VLPO). Die VLPO schickt hemmende Signale an alle
wichtigen Zellgruppen im Hypothalamus und im Hirnstamm, die am Wachzustand beteiligt
sind. Die Neuronen der VLPO sind wahrend des Schlafs hoch aktiv und beinhalten y-
Aminobuttersdure (GABA) und das Neuropeptid Galanin (Ebert et al., 2006; Saper et al.,
2005; Sehgal und Mignot, 2011; Schwartz und Roth, 2008).

Wahrend der Wachphase hemmen die fiir den Wachzustand zustandigen monoaminergen
Zellgruppen die VLPO. Die fiir den Wachzustand notwendigen Zellgruppen sind dagegen
hoch aktiv, wenn das VLPO System unterdriickt wird. Auf der anderen Seite ist das VLPO
System ebenfalls in der Lage die fiir den Wachzustand notwendigen Zellgruppen zu hemmen.
Im Schlaf ist es also umgekehrt: das VLPO System ist hoch aktiv und die fur den Wachzu-
stand notwendigen Zellgruppen sind gehemmt. Dadurch entsteht ein Schaltsystem, das fur
eine sehr klare Unterscheidung zwischen Wachzustand und Schlafzustand sorgt (siehe Abbil-

dung 4). Dieses System ist allerdings sehr anfallig fur ein plétzliches und ungewolltes Um-

13



schalten. Fir mehr Stabilitat sorgt, dass die fur den Wachzustand notigen Zellgruppen durch
das Neuropeptid Orexin stimuliert werden. Die Orexin produzierenden Neuronen sind im
Wachzustand sehr aktiv. Das VLPO System verfiigt jedoch tiber keine Rezeptoren fur Orexin,
wird also nicht von Orexin gehemmt. Andererseits werden die Orexin produzierenden Zellen

im Schlafzustand sehr wohl von VLPO gehemmt (Saper et al., 2005).

ORX R

C
TMN Awalke VLPO /
E‘“E -""l Slesp o €VLPO
(™

VLPO
eVLPO / On
Ve

Abbildung 4: VLPO System (Saper et al., 2005)

Auch die Homgostase, der Circadiane Rhythmus und der Tages Zyklus haben Einfluss auf das
System (Saper et al., 2005; Schwartz und Roth, 2008).

1.2.3 Klassifizierung von Schlafstérungen

Schlafstorungen treten hiufig auf. Das ,,National Center of Sleep Disorders Research” zeigt,
dass mehr als 40 Millionen Menschen in den Vereinigten Staaten von chronischen Beschwer-
den aufgrund verminderten/vermehrten Schlafs betroffen sind. Rund 35% davon haben unter
anderem Schwierigkeiten einzuschlafen, den Schlaf aufrechtzuerhalten oder in der Frih auf-
zustehen. Bei 10% kommt es dadurch zu deutlicher Beeintrachtigung im normalen Tagesab-
lauf (Chokroverty, 2010).
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Abbildung 5: Faktoren, die Schlaf, Gesundheit und Leistungsfahigkeit beeinflussen (Foster und
Wulff, 2005)

Um die so vielfaltigen Schlafstorungen klassifizieren zu konnen, wurde die ,International
classification of sleep disorders® (ICSD) von der American Sleep Disorder Assoziation
(ASDA) ins Leben gerufen. Weiters gibt es das DSM 1V System (Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders), das eine gekirzte, tbersichtliche Einteilung aller Schlafstérun-
gen enthalt (Richert und Baran, 2003).

Nach DSM 1V lassen sich Schlafstérungen in zwei Gruppen unterteilen: in primare und se-
kundére Schlafstérungen, wobei die sekundaren als Folge einer psychischen Stérung oder
einer korperlichen Erkrankung gesehen werden kénnen. Bei den priméren Schlafstérungen
handelt es sich hingegen um Stérungen der physiologischen Mechanismen, die den Schlaf-
Wach-Rhythmus steuern (Réschke und Mann, 1998).

Grundsatzlich teilt man die primaren Schlafstérungen in Dyssomnien und Parasomnien ein
(Richert und Baran, 2003).
Dyssomnien beinhalten Schlafstérungen wie (Richert und Baran; 2003):

e Insomnie

e Hypersomnie
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e Schlafapnoe

e Narkolepsy

Parasomnien hingegen sind schlafbegleitende Storungen, die den Schlaf beeintrachtigen
(Chokroverty, 2010; Mahowald und Schenck, 2005; Richert und Baran; 2003; Wilson et al.
2010). Dazu z&hlen zum Beispiel:

e Schlafwandeln

e Pavor nocturnus (Schlafangst)

e Albtrdume

e Bettnassen

DYSSOMNIEN

Insomnie

Insomnie ist die Schlafstorung, die die Bevolkerung am héufigsten betrifft. Mehr als 1/3 aller
Erwachsenen leiden zeitweise an Insomnie und 2-6% nehmen daher schlafinduzierende Me-
dikamente ein (Ebert et al., 2006; Ramakrishnan und Scheid, 2007; Wilson et al., 2010). Pati-
enten, die an Insomnie leiden, haben Probleme einzuschlafen oder den Schlaf aufrecht zu er-
halten. Sie klagen uber unzureichenden Schlaf, der entweder zu kurz bzw. nicht erholsam
genug ist, oder immer wieder unterbrochen wird (Wilson et al., 2010). Manchmal kommt es
auch zu Kombinationen dieser Faktoren.

Die Insomnie kann man wiederum in zwei Kategorien einteilen. Die akute Insomnie, die we-
niger als 30 Tage andauert, sowie die chronische Insomnie, die durch eine Dauer von 30 Ta-
gen oder langer gekennzeichnet ist. Haufig ist die Insomnie eine Begleiterscheinung anderer
Erkrankungen. Nur 15-20% der Patienten mit chronischer Insomnie haben keine andere zu-
satzliche Diagnose (Ramakrishnan und Scheid, 2007). Daher sollten zu allererst physische
(Schmerz, Herz oder Lungenkrankheiten), neurologische (Parkinson, etc.) oder psychische
Stérungen (wie Depressionen oder Angststorungen) ausgeschlossen werden. Haufig tritt In-
somnie gepaart mit einer Depression auf (Ebert et al., 2006; Wilson et al., 2010).

Vom Schlafdefizit kann sich der Kdérper nur schwer erholen, wodurch vor allem das tégliche
Leben beeintréchtigt wird (Wilson et al., 2010). Akute Schlaflosigkeit steht haufig in engem
Zusammenhang mit Stress oder neurologischen Erkrankungen, aber auch der Einnahme von
bestimmten Medikamenten, Drogen oder Alkohol. In einigen, wenigen Fallen ist keine Ursa-
che zu finden (Chokroverty, 2009).
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Hypersomnie
Unter Hypersomnie versteht man ein erhéhtes Schlafbedirfnis bzw. eine erhdhte Schléfrig-
keit, wobei rund 4-6% der Bevolkerung davon betroffen sind (Dauvilliers und Buguet, 2005).

Die Ursachen kdnnen sehr unterschiedlich sein (Dauvilliers und Buguet, 2005).

Obstruktives Schlafapnoe Syndrom (OSAS)

VVon OSAS spricht man, wenn wéhrend des Schlafs mindestens finf Atemstillstande auftreten
oder wenn der Atemfluss auf maximal 50% des Ausgangwertes im Rahmen von EDS (Exces-
sive Daytime Sleepiness) sinkt (Chrokroverty, 2010). OSAS ist mit einer Pravalenz von 4%
bei Ménnern und 2% bei Frauen die haufigste Schlafstorung (Chokroverty, 2010; Mahowald
und Schenck, 2005; Richert und Baran, 2003). Mit zunehmendem Alter steigt die Haufigkeit
der Erkrankung. Die Ursachen von OSAS kdnnen sehr unterschiedlich sein, aber die Hauptur-
sache stellt eine Relaxation der Schlundmuskulatur dar (Azagra-Calero, 2011).

Narkolepsie

Narkolepsie ist eine seltene neurologische Erkrankung, an der rund 0,026% der Bevdlkerung
leiden (Dauvilliers und Buguet, 2005). Die Hauptsymptome der Narkolepsie sind unter ande-
rem Schlafattacken, Kataplexie (Verlust der Muskelkontrolle) und Schlaflahmungen. Die
klassische Schlafattacke wird durch das unwiderstehliche Verlangen nach Schlaf in allen
madglichen Situationen charakterisiert (Mahowald und Schenck, 2005; Dauvilliers und Bu-
guet, 2005). Diese Schlafanfalle konnen von wenigen Sekunden bis zu einigen Minuten dau-
ern. Danach flhlen sich die Patienten grundsatzlich erholt (Dauvilliers und Buguet, 2005).
Die Frequenz der Attacken kann stark variieren, von taglich bis monatlich. Narkolepsie dauert
das ganze Leben an, es kann hdchstens zu zeitlichen Rickgangen oder Schwankungen kom-
men (Chokroverty, 2010).

PARASOMNIEN

Schlafwandeln

Der Schlafwandler zeigt komplexe Verhaltensmuster, die aus dem Tiefschlaf heraus beginnen
(also nicht mit Traumen zusammenhangen) und zum Aufstehen und Herumgehen fiihren (Ho-
ban, 2010). Die Patienten sind wahrend der Episode nur schwer erweckbar; nach dem Aufwa-

chen besteht eine vollstdndige Amnesie bezlglich der ausgefiihrten Handlungen. Hauptsach-
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lich leiden Kinder (1-17%) unter dieser Schlafstérung (Mahowald und Schenck, 2005). 10-
jahrige sind am hdufigsten betroffen (Hoban, 2010).

Nachtangst (Pavor nocturnus)

Nachtangst tritt wahrend des tiefen non-REM Schlafs auf, haufig im ersten Drittel der Schlaf-
phase (Chokroverty, 2010). Oft erwacht die Person mit einem Schrei und Zeichen intensiver
Angst (Jammern, Stéhnen und leises Weinen) (Mahowald und Schenck, 2005). Vor allem
sind Kinder betroffen, wobei sie meist keine bzw. wenig Erinnerung an das Ereignis haben
(Hoban, 2010).

Né&chtliche Albtraume

Albtraume entstehen wahrend der REM-Phase vor allem in der zweiten Halfte der Schlafpha-
se. Auch hier sind besonders Kinder betroffen (Hoban, 2010). Die Haufigkeit von Albtrdumen
nimmt mit dem Alter ab, dltere Personen haben sehr selten bis keine Albtrdume. Weiters kon-
nen Albtrdume als Nebenwirkung nach Einnahme von Antiparkinsonia, Anticholinergika und
B-Blockern auftreten (Chokroverty, 2010).

Schlafbezogene Essstérungen
Héufig leiden Frauen im Alter zwischen 20 und 30 an schlafbezogenen Essstérungen. Wéah-
rend des Schlafs treten Phasen auf, in denen man unbeabsichtigt isst und trinkt. Manchmal
legt der Patient ganz eigene Essgewohnheiten an den Tag. Er konsumiert ungeniel3bare Sub-
stanzen wie gefrorene Tiefklhlpizza, rohes Fleisch oder Katzenfutter. Die Ursache ist bislang
unbekannt (Chokroverty, 2010).

1.2.4 Therapie von Schlafstérungen

Experten empfehlen vor allem fir die haufigste Schlafstérung, die Insomnie, nicht primér eine
Pharmakotherapie (Ramakrishnan und Scheid, 2007; Chokroverty, 2010). Entspannungs-
ubungen sowie kognitive Verhaltenstherapien (cognitive behavioural therapy (CBT)) stehen
im Fokus der Behandlung (Wafford und Ebert, 2008; Wilson et al., 2010). CBT kann dem
individuellen Schlafproblem des Patienten zugeschnitten und durch Schlafhygiene oder Bio-
feedbackmethoden (z.B. bewusstes Kontrollieren der Atmung oder der Herzfrequenz) unter-
stiitzt werden. Kognitives Training und Psychotherapie konnen weiters helfen, wenn Angste
oder Sorgen Grund der Schlafstérung sind (Wafford und Ebert, 2008). Auch moderater Sport
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kann die Schlafqualitat verbessern und fuhrt in manchen Fallen zu einem vergleichbaren Ef-
fekt wie bei Einnahme von Benzodiazepinen (Ramakrishnan und Scheid, 2007).

Rapid absorption
Rapid sleep
No memory effects induction
No respiratory Works through
depression the night
Mo interaction nd ) ;
with other drugs nduces normal
or alcohol sleep pattern
The ideal
hypnotic dru
No ataxic i - No residual
effects effects
No tolerance Specific meghanisrn
of action
No dependence Safe in overdose
Mo rebound

insomnia

Abbildung 6: Anforderungen an ein ideales Schlafmittel (Wilson et al, 2010)

Das ideale Schlafmittel sollte alle Kriterien in Abbildung 6 erfiillen. Da es schier unméglich
scheint, alle Punkte zu erfullen, legt man Augenmerk auf die schrittweise Verbesserung uns
bereits bekannter Hypnotika (Wilson et al., 2010). Wichtig ist, die Schlafqualitat und -
quantitdt zu verbessern ohne gravierende Nebenwirkungen mit sich zu bringen (,,hang over

etc.) (Ramakrishnan und Scheid, 2007).

Die meisten Hypnotika greifen am GABAergen System an (Wilson et al., 2010; Sieghart,
2006). Zu ihnen zéhlen:
e Benzodiazepine

o Z-drugs® (Zolpidem, Zopiclon, Zaleplon)

Benzodiazepine gehdren zu den am hdufigsten verwendeten Hypnotika (Mdéhler, 2002). 1960
wurde das Benzodiazepin Chlordiazepoxid eingefiihrt, 1963 folgte Diazepam (besser bekannt
unter dem Markennamen Valium®) und schon bald ersetzten sie die Barbiturate (geringe the-
rapeutische Breite und hohes Abhangigkeitspotential) in ihrem Einsatzgebiet als Schlafmittel.
In den 70igern und 80igern kam es sogar zu Rekordverschreibungen (Wafford und Ebert,

2008). Wie Barbiturate greifen auch sie an GABAA Kandlen an, fiihren zu einem inhibitori-
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schen postsynaptischen Potential und induzieren somit unter anderem Schlaf (ndheres dazu im
Kapitel GABAA Rezeptor Modulatoren).

Neu entwickelte GABAA Rezeptor Modulatoren wie ZOLPIDEM, ZALEPLON und ZOPICLON
sind derzeit fihrend in der Therapie von Schlafstdrungen (Ebert et al., 2006; Wafford und
Ebert, 2008). Die Grinde fiir die Entwicklung der ,,Z-drugs“ liegen vor allem in ihrer
Pharmakokinetik. Man wollte Arzneimittel mit einer kiirzeren Halbwertszeit und daraus resul-
tierend geringeren Nebenwirkungen (z.B. ,,hang-over”) entwickeln. Arzneistoffe mit einer
Halbwertszeit von mehr als 6 Stunden neigen dazu, einen hang-over am Morgen zu induzie-
ren, da auch tagsuber ausreichende Mengen des Arzneistoffs im Gehirn verbleiben. Dieser
unerwiinschte Effekt tauchte vor allem bei den ersten Benzodiazepinen wie Nitrazepam auf,
was zu Sedierung und Tagesmiidigkeit fiihrte. Die sehr kurze Halbwertszeit von den ,,Z-
drugs* macht es moglich, die Hypnotika fiinf Stunden vor der gewiinschten Zeit des Erwa-
chens einzunehmen, ohne ein Risiko eines hang-overs einzugehen (Wilson et al., 2010). Der
Nachteil, den diese Medikamente zweifelsohne mit sich bringen, ist, dass sie den Schlaf wéh-
rend der Nacht nicht aufrecht erhalten konnen, was vor allem bei Patienten mit Durchschlaf-
stérungen nicht auBer Acht zu lassen ist. (Ebert et al., 2006; Wilson et al., 2010)

Weitere Behandlungsmethoden

Daneben werden viele Phytopharmaka (Baldrianwurzel, Passionsblume, Hopfen, Melisse,
Lavendel, Orangenbliite) und Melatonin als Schlafmittel verwendet (Ebert et al., 2006; Ra-
makrishnan und Scheid, 2007; Wheatley, 2005).

Auch Antihistaminika der 1. Generation (z.B. Diphenhydramin) kdnnen bei leichter Insomnie
eingesetzt werden. Kurzfristig kénnen auch sie Schlafprobleme verbessern, l6sen jedoch hau-
fig Nebenwirkungen wie Tagesschlafrigkeit aus und filhren ebenfalls zu Toleranzentwick-
lung. Somit sind auch sie nicht fir den langeren Gebrauch empfohlen (Wafford und Ebert,
2008). In den letzten Jahren wurden vor allem Antidepressiva wie Trazodon oder Nefazodon
(Serotoninwiederaufnahmehemmer) in der Therapie von Schlafstérungen eingesetzt. Sie er-
wiesen sich vor allem bei Schlafstérungen, die mit einer Depression einhergehen, als wirksam
(Wafford und Ebert, 2008).

1.3 y-Aminobuttersaure als inhibitorischer Neurotransmitter

v- Aminobuttersdure (GABA) wurde erstmals Anfang des 19. Jahrhunderts in Bakterien ent-

deckt. Rund 40 Jahre vergingen, bis man GABA auch im Gehirn von S&ugetieren fand
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(Awapara et al., 1950). Bereits 1967 konnte gezeigt werden, dass GABA ein wichtiger inhibi-
torischer Neurotransmitter in der GroRRhirnrinde ist und darlber hinaus seine Wirkung uber
die Bewegung von Chloridionen auslost (Henschel et al., 2008). Heute ist bestatigt, dass
GABA der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter ist und rund zwanzig Prozent aller Neu-
ronen GABAerg sind (Ebert et al., 2006; Henschel et al., 2008; Olsen und Sieghart, 2009;
Treiman, 2001; Kopp et al., 2010).

Fur die kortikale Erregung bzw. Hemmung ist die Balance zwischen inhibitorischen und exzi-
tatorischen Neurotransmittern essentiell. Der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter Glu-
tamat und der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter GABA unterscheiden sich strukturell
nur durch eine Carboxylgruppe (Petroff, 2002). GABA entsteht aus Glutamat durch eine
Decarboxylierung, katalysiert vom Enzym Glutaminsduredecarboxylase (GAD), welches bei-
nahe ausschlieBlich in GABAergen Neuronen vorkommt. Wichtig fiir die Funktion von GAD
ist das Vorhandensein vom Cofaktor Pyridoxalphosphat (Vitamin B6), daher kann ein Vita-
min B6-Mangel zu verminderter GABA-Synthese filhren, was wiederum h&ufig in erhohter
Krampfneigung und mentaler Retardierung resultiert (D'Hulst et al., 2009). Neuronen und
Gliazellen beinhalten die sog. GABA Transporter 1-3 (GAT 1-3), die GABA schliel3lich aus
dem synaptischen Spalt wieder entfernen (D'Hulst et al., 2009).

Glutamine
T Astrocyte

TGABA-transaminase

GABA, GABA,
GAB

Cl-/cation
transporters

Abbildung 7: Schematische Darstellung einer Synapse und der Umwandlung von Glutamat zu GABA
bzw. GABA zu Glutamat (Uusi-Oukari und Korpi, 2010)

GABA aktiviert zwei unterschiedliche Typen von Rezeptoren (Dawson et al., 2005; Olsen
und Sieghart, 2008; Henschel et al., 2008):
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e ionotrope GABAA Rezeptoren
e metabotrope GABAg Rezeptoren

Beide Klassen von GABA-aktivierten Rezeptoren sind an der Regulation von Gefuhlen,
Schmerz, des Muskeltonus und der Wahrnehmung beteiligt. Weiters spielt der GABAg Re-
zeptor eine wichtige Rolle bei Epilepsie, verschiedensten Schmerzzustdnden, oder bei
Refluxdsophagitis (GERD). Daher sind GABAg und GABAA Rezeptoren wichtige Ziele fir
eine groRe Gruppe Kklinisch verwendeter Arzneimittel (z.B. Benzodiazepine, Baclofen;
Winsky-Sommerer, 2009; Rudolph und Knoflach, 2011; D’Hulst et al., 2009; Cryan und
Kaupmann, 2005)

GABAg Rezeptor

Der GABAg Rezeptor gehort zu den metabotropen Rezeptoren und ist ein G-Protein gekop-
pelter Rezeptor. GABAg Rezeptoren bestehen aus zwei Untereinheiten, GABAg (1) und
GABAg (2). Alle derzeit bekannten GABAg Rezeptor Agonisten und kompetitiven Antago-
nisten binden nur an die GABAg (1) Untereinheit, wohingegen die GABAg (2) Untereinheit
essentiell fir die Kopplung des G-Proteins (Gip) ist (Padgett und Slesinger, 2010). Zwei
GABAg (1) Isoformen sind derzeit im ZNS bekannt GABAg (1a) und GABAg (1b), welche
sich nur am N-Terminus unterscheiden (Cryan und Kaupmann, 2005).

GABAg Rezeptoren kommen im Gehirn in den unterschiedlichsten Zelltypen vor, darunter
auch in Interneuronen und Gliazellen. Im limbischen System sind sie an der Regulation von
Emotionen beteiligt. GABAg Rezeptoren kdnnen sowohl pré- als auch postsynaptisch lokali-
siert sein. Prasynaptisch vorkommende GABAg Rezeptoren hemmen nicht nur die Freiset-
zung von GABA, sondern auch die Freisetzung von einigen anderen Neurotransmittern wie
zum Beispiel Glutamat. Sie unterdriicken den Calcium-Einstrom spannunsgsabhangiger Cal-
cium-Kanéle. Postsynaptisch vorkommende GABAg Rezeptoren aktivieren K* Kanale und
fuhren dadurch zu einem inhibitorischen postsynaptischen Potential (IPSP) (Cryan und
Kaupmann, 2005; Treiman, 2001).

Baclofen, ein GABA-Analogon, wurde erstmals im Jahre 1962 von Heinrich Keberle synthe-
tisiert und ist der wichtigste GABAg Agonist. Baclofen wird klinisch vor allem als
Muskelrelaxans bei Spasmen nach Rickenmarksverletzungen oder Multipler Sklerose ver-
wendet (Lioresal®) (Beard et al., 2003).
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1.4 GABAA Rezeptoren

GABAA Rezeptoren sind die wichtigsten, inhibitorischen Neurotransmitterrezeptoren im Ge-
hirn von Sdugetieren (D’Hulst et al., 2009; Ernst et al., 2005; Uusi-Oukari und Korpi, 2010;
Zaugg et al., 2010). Die Bindung von GABA an den GABA Rezeptor fiihrt zu einer Offnung
der Kanalpore, wodurch negativ geladene Chloridionen ins Zellinnere strémen und so zu einer
Hyperpolarisation fiihren (Farrant und Nusser, 2005; Meldrum und Rogawski, 2007; Olsen
und Sieghart, 2008). Dadurch entsteht das sogenannte inhibitorische, postsynaptische Potenti-
al (IPSP), wodurch die Wahrscheinlichkeit, dass die Neuronen feuern, verringert wird (d'Hulst
et al., 2009).

1.4.1 Funktion und Struktur des GABAA Rezeptors

GABAA Rezeptoren gehoren zur Familie der Liganden-gesteuerten lonenkanéle wie auch der
nikotinerge Acetylcholin Rezeptor (nAChR), der 5-Hydroxytryptamin Typ 3 Rezeptor (5-
HT3) oder auch der Glycin Rezeptor (Goetz et al., 2007). Wahrend nACh- und 5-HT3; Rezep-
toren kationenselektive Kandle sind, und daher auch exzitatorische Transmission vermitteln,
sind GABAA und Glycin Rezeptoren anionenselektiv und vermitteln inhibitorische Neuro-
transmission.

GABAA Rezeptoren sind pentamere Komplexe, die sich aus 19 verschiedenen Untereinheiten
(derzeit bekannt sind: ai6, P13, Y13, 0, €, 0, 7, p13) zusammensetzen kdnnen (Ebert et al.,
2006; Simon et al., 2004; Rudolph und Knoflach, 2011; Méhler, 2006; Zaugg et al., 2009),
wobei die meisten GABAA Rezeptoren zwei o, zwei p und eine y Untereinheit beinhalten
(Baumann et al., 2002; Sieghart und Sperk, 2002, Rudolph und Knoflach, 2011).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung

eines GABA, Rezeptoren mit vermute-
neurosteroids

barbiturates ten Bindungsstellen diverser Modulato-

ren. Darstellung einer GABAA Rezeptor
Untereinheit (Uusi-Oukari und Korpi,
2010).
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Jede Untereinheit (siehe auch Abbildung 8) hat eine lange extrazellulare N-terminale Doméane
und einen kurzen, extrazelluldaren C-Terminus. Weiters besitzt jede Untereinheit des GABAA
Rezeptors 4 a helikale, transmembrandre Domanen (TM1-TM4) und zwischen TM3 und TM4
einen grolien, intrazellularen loop. Die meisten Agonisten bzw. Liganden binden an die N-
terminale Domane. Die TM2 Domanen aller Untereinheiten bilden die Kanalpore (Henschel
et al., 2008). Typisch fur GABAA Rezeptoren ist auch ein sog. Cys-loop in der N-terminale
Doméne (daher auch die Bezeichnung ,,Cys-Loop Rezeptoren®). Jede der fiinf Untereinheiten
besitzt extrazelluldr eine charakteristische Sequenz von 13 Aminosduren, die von zwei
Cysteinen eingeschlossen ist (Miller und Smart, 2010). Durch eine kovalente Bindung zwi-
schen diesen beiden Cysteinen (Disulfidbriicke) entsteht dieser vorher erwéhnte geschlossene
loop (Sine und Engel, 2006; Goetz et al., 2007; Olsen und Sieghart, 2008).

Untereinheiten

Wie vorher schon erwéahnt, bestehen GABA Kanale aus funf Untereinheiten, die aus einem

Repertoire von 19 Untereinheiten unterschiedlich zusammengesetzt sein konnen: a1, P1-3, Y1-

3,0, & 0, m, p13. (Uusi-Oukari und Korpi, 2010; Rudolph und Knoflach, 2011, Mdhler, 2006).

Die vielen Splice-Varianten mit einbezogen, kénnten deutlich mehr als 10.000 verschiedene
Kombinationen gebildet werden (McKernan and Whiting, 1996). Uber 2000 unterschiedliche
GABAA Rezeptoren konnten allein gebildet werden, wenn nur zwei a, zwei p und eine belie-
bige dritte Untereinheit kombiniert werden wirden (Mdohler, 2006). Trotzdem kdnnen nicht
alle Untereinheiten wahllos miteinander kombiniert werden (Sieghart, 2006).

Die meisten GABAAa Rezeptoren sind aus 2a, 2B und einer y Untereinheit (Verhdltnis 2:2:1)
zusammengesetzt, wobei die vier o und B Untereinheiten abwechselnd angeordnet sind und

durch die y Untereinheit komplettiert werden (sieche Abbildung 8) (Sieghart, 2006). Seltener

beinhalten GABAA Rezeptoren 3, &€ oder m Untereinheiten, die die y Untereinheit ersetzen

konnen. Die 8 Untereinheit ist wiederum ein Ersatz fiir die B Untereinheit (Sieghart, 2006;
Winsky-Sommerer, 2009). Insgesamt betrachtet, treten weniger als 20 Untereinheit Komposi-
tionen haufig auf, wobei a1PB2/3y2, 02Psy2 und asPsy2 zu den drei hdufigsten Kombinationen
zahlen (Md6hler, 2006; Morlock und Czajkowski, 2011). Interessanterweise hat das regionale
Vorkommen im Gehirn Einfluss auf die Zusammensetzung der Rezeptoren (Rudolph und
Knoflach, 2011).
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Untereinheiten-

Regionales Vorkommen

Vorkommen in

Kombination %
a1B2y2 Cortex (Schicht I-V1), Thalamus, Pallidum, 60%
Hippocampus, Amygdala, Substantia nigra, etc.
azB3y2 Cortex (Schicht I-1V), Hippocampus, Striatum, 15-20%
Hypothalamus, Amygdala, etc.
a3Pny2 Cortex, Hippocampus, Nucleus reticularis, 10-15%
Thalamus, Hirnstamm, Locus Coreleus, etc.
asPsys Cortex, Hippocampus, Amygdala, Hypothala- Weniger als 5%
mus, etc.
asf2/3Y20 Cerebellum Weniger als 5%

Tabelle 1: Haufigkeit und regionales VVorkommen verschiedener GABAA Untereinheit Kombinatio-
nen (adaptiert nach Mohler, 2006; Winsky-Sommerer, 2009)

Die Zusammensetzung des GABAA Rezeptors ist deshalb von so grofRer Bedeutung, da tber

die verschiedenen Untereinheiten unterschiedliche Wirkungen hervorgerufen werden (Abbil-

dung 9). Zum Beispiel wird die sedierende Wirkung von Benzodiazepinen iiber die a; Unter-

einheit vermittelt und tiber die a, Untereinheit Anxiolyse. An der Toleranzentwicklung sind

sogar zwei Untereinheiten beteiligt, ndmlich oy und as (Siehe auch Kapitel Benzodiazepine)

(Médhler, 2006). Verschiedene Untersuchungen legen nahe, dass es in Zukunft mdglich sein

sollte, mit fir Untereinheiten-selektiven Substanzen spezifische Wirkungen hervorzurufen.

Zum Beispiel sollte es so mdglich sein, anxiolytische von sedativer Wirkung zu trennen
(Rudoph und Knoflach 2011).
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= Sensorimotor gating
= Cognitive impairment
= Myorelaxation

= Sensorimotor gating

= Suppression of thalamic oscillations
* Myorelaxation

= Antihyperalgesia

Abbildung 9: Pharmakologische Effekte und Verteilung der GABA Rezeptor a Untereinheiten im

Hirn von Maus (Rudolph und Knoflach, 2011)

1.4.2 Die GABA-Bindungsstelle

= Addiction

= Anterograde amnesia

= Anticonvulzant activity

= Premature cortical plasticity

= Anxiolysis

= Antihyperalgesia

= Antidepression

= Cognitive impairments in schizophrenia
= Myorelaxation

Es gibt zwei Bindungsstellen fir GABA an GABAa Rezeptoren, die jeweils extrazellular

zwischen einer a und einer  Untereinheit liegen (Uusi-Oukari und Korpi, 2010; Rudolph und
Knoflach, 2011; Goetz et al., 2007). Jede Bindungsstelle wird durch sechs ,,loops* gebildet.

Loop A, B und C gehdren zur 3 Untereinheit auf der + Seite und loop D, E und F sind auf der

a Untereinheit an der - (komplementéren) Seite lokalisiert (Ernst et al., 2003). Essentiell fur

die Bindung von GABA an GABAA Rezeptoren sind unter anderem (am Beispiel a3, Rezep-

toren; Boileau, 2002):

loop D: Phegs, Arges, Seres

loop E: Argig, lleizo

a1 Untereinheit
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|00p B: Tyr157, Thl’leo

B2 Untereinheit

loop C: Thragy, Seraoa, Tyraos, Argaoz, Serog

Abbildung 10: Schematische Darstellung der GABA Bindungsstelle (Ernst et al., 2003)

1.4.3 Modulatoren von GABAA Rezeptoren

GABAA Rezeptoren werden von einer Vielzahl klinisch relevanter Arzneistoffe (z.B. Benzo-
diazepine), aber auch von diversen anderen Substanzen (z.B. Alkohol) moduliert (Ernst et al.,
2005; Rudolph und Knoflach, 2011; Winsky-Sommerer, 2009)

1.4.3.1 Benzodiazepine

Benzodiazepine sind allosterische Modulatoren von GABAA Rezeptoren, d.h. sie erhéhen
durch eine Konformationsanderung die apparente Affinitat des Rezeptors fir GABA (Anwe-
senheit von GABA fir die Wirkung daher essentiell), fiihren zu einer gesteigerten Kanaloff-
nungsfrequenz und in weiterer Folge zu einem erhdhten Chlorideinstrom bzw. einer geringe-
ren Erregbarkeit (Henschel et al., 2008; Tan et al., 2011).

1957 wurde das erste Benzodiazepin Chlordiazepoxid (Librium) von L.H. Sternbach und
Randall synthetisiert (Gerecke, 1983; Tan et al., 2011; Nemeroff, 2003). Wie in Abbildung 12
dargestellt, besteht die Grundstruktur aus einem Diazepin Ring (Ring B), wobei die zwei

Stickstoffatome meist in Position 1 und 4 angeordnet sind, und einem annelierten Benzen
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Ring (Ring A). An Position 5 héngt typischerweise eine Phenylgruppe (Ring C) (Rudolph und
Knoflach, 2011).

7
. N\j““
\N

S

Abbildung 11: Chlordiazepoxid

Mit der Zeit stellte sich heraus, dass weder die Methylaminogruppe in Position 2, noch das
Oxid am Stickstoffatom in Position 4 eine Notwendigkeit fir die Wirkung darstellen. In An-
lehnung daran, wurden weitere Benzodiazepine synthetisiert wie zum Beispiel Diazepam, das
eine drei- bis zehnfache Wirkstérke von Chlordiazepoxid besitzt (Nemeroff, 2003). (Abbil-
dung 11) Essentiell fir die Wirksamkeit ist der elektronegative Substituent in Position 7. Die
Wirkstarke steigt, wenn Halogene (F, Cl) in Position 2 vorhanden sind, und sinkt bei Halo-
genen in Position 4. In Position 1 scheint eine Methylgruppe die biologische Aktivitdt der

Benzodiazepine zu steigern (Gerecke; 1983).

Benzodiazepine R1 R2 R3 R4
Diazepam CH3 H Cl H
Oxazepam H OH Cl H
Lorazepam H OH Cl Cl
Nitrazepam H H NO2 H

Abbildung 12: Benzodiazepin (5-Phenyl-1,3-dihydro-2H-1,4-benzodiazepin-2on) Analoga
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Weiters kann auch der Benzen Ring A durch einen Thiophen, Pyrazol oder Pyridin Ring er-
setzt werden, ohne dass dabei die Wirkstarke sinkt. Im Ring B kdnnen die beiden Stickstoff-
atome von Position 1,4 auf 1,5 gewechselt werden, wie es bei Clobazam der Fall ist. (Abbil-
dung 12). Der Ring C kann auch durch eine 2 Pyridyl- oder Cyclohexenylgruppe ersetzt wer-
den (Gerecke; 1983).

Seit der Entdeckung von Chlordiazepoxid wurden rund 30 weitere Benzodiazepine
(Oxazepam, Clorazepat, Lorazepam, Alprazolam, Clonazepam, etc.) fur die klinische Ver-
wendung registriert (Tan et al., 2011). Fruh verdrangten sie aufgrund ihrer grofReren therapeu-
tischen Breite die Barbiturate (vor allem als Schlafmittel). In den 70igern und 80igern kam es
sogar zu Rekordverschreibungen (Wafford und Ebert, 2008) und heute zahlen sie noch immer
zu den am héufigsten verschriebenen Arzneimitteln (Rudolph und Knoflach, 2011).

Die Wirkung von Benzodiazepinen zeigt sich in vielen verschiedenen Bereichen: Sie wirken
nicht nur sedierend-hypnotisch (verkiirzen den Schlafeintritt), sondern auch anxiolytisch,
muskelrelaxierend und antikonvulsiv (Rudolph und Knoflach, 2011; Tan et al., 2011; Mdhler,
2011). Weiters induzieren Benzodiazepine anterograde Amnesie, was zumeist als uner-
winschter Nebeneffekt auftritt, in einigen wenigen Situationen (z.B. ambulante Eingriffe)
aber auch von Vorteil sein kann (Tan et al., 2011).

Grundsatzlich gelten Benzodiazepine -wenn in Monotherapie eingesetzt- als sichere Medika-
mente und sollten vor allem fur Kurzzeittherapien genutzt werden (Tan et al., 2011). Ihre
Langzeitverwendung wird kontrovers diskutiert, da es zu Toleranzentwicklung und physi-
scher Abhédngigkeit kommen kann (Rudolph und Knoflach, 2011) Wie die meisten Substan-
zen, die Abhangigkeit hervorrufen, fuhren auch Benzodiazepine zu einem erhdhten
Dopaminspiegel im mesolimbischen, dopaminergen System (Belohnungssystem) (Tan et al.,
2011). Beim abrupten Absetzen der Benzodiazepine kdnnen Entzugserscheinungen wie Angst
oder Ruhelosigkeit auftreten (Nemeroff, 2003).

Benzodiazepine binden zwischen der o und y Untereinheit des GABA A Kanals, also rdumlich
von der GABA Bindungsstelle (zwischen o und B) getrennt. Erwiesenermal3en ist ein Histidin
Rest (H101) innerhalb der a; Untereinheit bzw. gleichermaf3en in ay, oz und as Untereinheit
(H101, H126, H105) fur die Benzodiazepin Wirkung essentiell. GABAA Rezeptoren, die o4
oder ag Untereinheiten beinhalten, werden nicht von Benzodiazepinen moduliert, da sie an-
stelle des Histidins einen Arginin-Rest in der korrespondierenden Position tragen (Tan et al.,
2011; Henschel et al., 2008). Fir die Bindung der Benzodiazepine ist das VVorhandensein ei-
ner y2 Untereinheit mit einem Phenylalaninrest an der Position 77 essentiell (Wingrove et al,
1997).
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a GABA site

BZ site

Histidine
residue

al-H101
az2-H101
a3-H126

Cl pore GABA site a5-H105

Abbildung 13: Bindungsstellen von GABA und Benzodiazepinen am GABA Rezeptor (Rudolph und
Knoflach 2011)

Die Wirkungen der Benzodiazepine korrelieren mit dem Vorhandensein spezifischer a-
Untereinheitenisoformen (Rudolph und Knoflach, 2011; Tan et al., 2011; Md&hler, 2006).

az Untereinheit: Sedierung, Amnesie, antikonvulsiv, Abhangigkeit

ay Untereinheit: Anxiolyse, Muskelrelaxation

ag Untereinheit: Muskelrelaxation

os Untereinheit: Muskelrelaxation, Amnesie

Sedation  Anxiolysis Muscle Anti-convulsive Amnesia Addiction
[33,34] [34,35,38] relaxation [33] [33,36, [8,9]
(35-38] 39,40]

no0oo0oo0 0.0
0 0
0

Clinically relevant effects “Side effects”

Key:
. al . a2 . a3 . ab O px . v X

Abbildung 14: Einteilung der Rezeptoren und ihrer zugeordneten Wirkungen (Tan et al., 2011)
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Man konnte versuchen, durch Molekiil-modelling die Selektivitat fir spezifische Untereinhei-
ten zu erhdhen und so die unerwiinschten Wirkungen der Benzodiazepine zu vermindern (Ru-
dolph und Knoflach, 2011; Tan et al., 2011; Mdhler, 2006).

1.4.3.2 Barbiturate

Eine weitere Arzneistoffgruppe, die den GABAA Kanal modulieren, sind die Barbiturate
(Phenobarbital, Pentobarbital, etc.). Sie wurden friher hdufig zur Behandlung von Angststo-
rungen, Schlaflosigkeit, Muskelspasmen, etc. eingesetzt. Obwohl sie heutzutage fast voll-
kommen von den Benzodiazepinen ersetzt worden sind, finden sie noch immer als Anastheti-
ka (kurz wirkende: u.a. Thiopental) und Antikonvulsiva (lang wirkende: u.a. Phenobarbital)
Verwendung (Lopez-Mufioz et al., 2005; Tan et al., 2011). Barbiturate wurden von den Ben-
zodiazepinen abgel6st wegen der leichten Uberdosierbarkeit der Barbiturate (geringe thera-
peutische Breite). In niedrigen Konzentrationen (M) wirken sie als positiv allosterische Mo-
dulatoren, aber in hoheren Konzentrationen (ab 50 puM) (Henschel et al., 2008) kdnnen sie
den GABA, Kanal direkt ohne Anwesenheit von GABA 6ffnen, was leicht zu einer Uberdo-
sis flhren kann. Interessanterweise beeinflussen sie nicht die Kanal6ffnungsfrequenz, son-
dern die Dauer der Kanaléffnung (Henschel et al., 2008; Sieghart; 2006). Uberdosierung kann
sich unter anderem in Verwirrtheit, Albtraumen, Halluzinationen, Lethargie und Atemléh-
mung daulRern (Ramakrishnan und Scheid, 2007). Ein weiterer Grund fiir das bevorzugte Ein-
setzen von Benzodiazepinen ist das hohe Abhédngigkeitspotential der Barbiturate (Tan et al.,
2011).

1.4.3.3 Steroide und Anéasthetika

Einige Steroide, wie das Anésthetikum Alphaxalon oder die sedativ, anxiolytisch und anti-
konvulsiv wirkenden 3o hydroxylierten, 5a oder 5 reduzierten Metabolite von Progesteron
und Deoxycorticosteron potenzieren bereits im nM Bereich GABA-induzierte Chloridio-

nenstrome (Sieghart; 2006).

H,C
3 _o

o} CH3

CH;

HO
Abbildung 15: Alphaxalon
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Bei Konzentrationen > 1uM, 6ffnen diese Steroide (wie die Barbiturate) den GABA A Kanal
direkt, was auf mindestens zwei verschiedene Steroid Bindungsstellen am GABAAa Rezeptor
hinweist. Anders als BZ (erh6hen Kanal6ffnungsfrequenz) oder Barbiturate (erh6hen Dauer
der Kanal6ffnung) kdnnen Steroide beides erhéhen, die Kanaloffnungsfrequenz und auch die
Dauer der Chlorid Kanal Offnung (Sieghart, 2006).

Gegenteilig wirken hingegen sulfatierte Neurosteroide wie z.B. Pregnenolonsulfat. Sie sind
nicht-kompetitive Antagonisten an GABAA Rezeptoren, fihren zu Exzitation und induzieren
daher in weiterer Folge Angst und Krampanfalle (Sieghart, 2006).

Es gibt Hinweise, dass Grofteils GABAa Rezeptoren mit einer 6 Untereinheit von Neuroste-
roiden moduliert werden, da die Steroidwirkung bei M&usen, denen GABA Rezeptoren mit

einer 6 Untereinheit fehlen, stark reduziert ist (Sieghart, 2006).

HaC
CHs

CH,

HO™"
NaS0;0

30-OH-50- Pregnan-200n Pregnenolonsulfat

Abbildung 16: Links ein GABAA Kanal aktivierendes Progesteron Derivat; rechts das GABA, Kanal
antagonisierende Pregnolonsulfat

Zusatzlich zu den anésthetisch wirkenden Steroiden, Barbituraten und &hnlichen Substanzen
wie Etomidat oder Etazolat, gibt es eine Reihe weiterer Anasthetika verschiedenster chemi-
scher Klassen, die alle den GABAA Kanal modulieren. Die Inhalationsandsthetika Isofluran,
Enfluran oder Halothan steigern in niedrigen und hohen Konzentrationen (UM Bereich) und
die Anasthetika Chlormethiazol oder Propofol in niedrigen uM Konzentrationen den GABAA
Chloridionenfluss. In hohen uM Konzentrationen kann der GABAA Kanal wieder direkt ge-
offnet werden (Sieghart, 2006).

CH; OH  CHg H =
AL
H3C CH3 F
F F F
H

Abbildung 17: Propofol und Enfluran
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Studien zeigen, dass die p Untereinheit eine wichtige Rolle bei der Bindung von Anésthetika

spielt (Henschel et al., 2008).

1.4.3.4 Diverse andere Modulatoren von GABAA Rezeptoren

Loreclezol

Loreclezol ist ein Antiepileptikum, das seine Wirkung iiber die f Untereinheit des GABAAa
Rezeptors hervorruft. Loreclezol hat eine 300-fach hohere Affinitét fiir B, und B3 beinhaltende
Rezeptoren, verglichen mit B; beinhaltenden Rezeptoren. Diese Selektivitat ist tiber eine ein-
zelne Aminosdure (Asparagin) in der TM2 der B Untereinheit bestimmt (Wingrove, 1994;
Sieghart, 2006). Eine Mutationen in der f; Untereinheit (Serin 290 > Asn) fuhrt zu einer
Steigerung der Wirkung von Loreclezol und umgekehrt flihrt eine Mutation in den B, und B3
Untereinheiten (Asn = Ser) zu einem Wirkungsverlust.

Nicht nur Loreclezol, sondern auch Etomidat oder Furosemid wirken am GABA Kanal se-
lektiv iiber B3 Untereinheiten (Sieghart, 2006).

Cl
~ N/N\>
cl \QN
Abbildung 18: Loreclezol

Mefenaminsaure

Mefenaminsaure zeigt in vivo prokonvulsive und antikonvulsive Effekte und in vitro eine ak-
tivierende bzw. inhibierende Wirkung auf GABAA Rezeptoren (Halliwell, 1999). Sie weist
verschiedenste Wirksamkeit und Wirkstarke bei GABAA Rezeptoren mit 3, oder B3 Unterein-

heiten auf, wihrend sie B; beinhaltende Rezeptoren antagonisiert (Sieghart 2006).

H3C CHj
Abbildung 19: Mefenaminsdure
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Furosemid

Furosemid gehort zur Gruppe der Schleifendiuretika und blockiert den Na*/2CI7/K" Kotrans-
porter in der Henle Schleife der Niere. Es antagonisiert aber auch selektiv, reversibel und
nichtkompetitiv den Chloridionenfluss von GABAA Rezeptoren. Die Wirkung ist vom Vor-
handensein von as und B2z Untereinheiten (wie oben schon erwahnt) abhangig (Korpi und
Liddens, 1997).

O
A\ OH )
O
I ﬁ@
OZ? NH
NH,»
Cl

Abbildung 20: Furosemid

1.5 Baldrian

Baldrian (Valeriana) ist eine mehrjahrige, krautige Pflanze, die in Europa, Nordamerika und
Asien heimisch ist (Ang-Lee et al., 2001; Hadley und Petry, 2003). Sie wird ungefahr 50 bis
100 cm hoch, hat gefiederte Bléatter, kleine, rosa-weil3e Bliiten und einen unangenehmen Ge-
ruch (Eadie, 2004). Heutzutage sind mehr als 200 verschiedene Valeriana-Spezies bekannt,
medizinisch verwendet wird jedoch ausschliel3lich Valeriana officinalis (Wheatley, 2005), der
auch in vielen Pharmakopden (Deutsch, Japanisch, Chinesisch, Britisch, Schweiz, Europa,
etc.) aufscheint (Gao und Bjork, 2000). Verwendet wird die Wurzel (Valerianae radix), meist
in Form eines Wasser- oder Ethanol-Extrakts (Gao und Bjork, 2000; Hadley und Petry, 2003).
Mehr als 100 Inhaltsstoffe des Baldrians sind bereits bekannt. Gehalt und Zusammensetzung
hangen stark von saisonalen Bedingungen ab, ebenso von der geographischen Herkunft, dem
Klima und den Methoden der Kultivierung. Daneben ist auch die Art der Extraktion fur die
spatere Zusammensetzung von entscheidender Bedeutung (Gao und Bjork, 2000).

Die Baldrianwurzel enthalt zwischen 0,3 und 0,7% atherisches Ol, das vor allem Monoterpe-
ne (u.a. Borneol und Bornylester, Camphen, Campher, 1,8-Cineol, p-Cymen, Myrcen) und
Sesquiterpene (z.B. L-Bisabolol, Valeranon, Valerenal, Valerenol und Valerenolester) bein-
haltet. Daneben findet man auch die schwer flichtigen

Sesquiterpensduren,  Acetoxyvalerensdaure und  Valerensdure  (0,08-0,3%)  sowie
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Hydroxyvalerensédure. Der charakteristische Geruch des Baldrians stammt von der
Isovaleriansdure, die auch als Zersetzungsprodukt der Valepotriate entsteht.
Weiters findet man im Baldrian Valepotriate, labile VVerbindungen (siehe auch Abbildung 21),
als deren Hauptabbauprodukte geringe Mengen Baldrinale entstehen, aber auch undefinierte
Polymerisate. Die schonend getrocknete Droge enthélt 0,5-2% Valepotriate mit Valtrat als
Hauptkomponente (50-80%). Weitere Inhaltsstoffe der Baldrianwurzel sind u.a. Mono- und
Diepoxylignane, geringe Mengen Alkaloide, Phenolcarbonséuren, Aminoséuren (z.B. GABA,
Tyrosin, Arginin und Glutaminséure), kurzkettige Carbonsduren, freie Fettsduren und Koh-
lenhydrate ((Eadie, 2004; Langer und Kubelka, 2001).

R
Ol

O

/

O O
/ |
Rz R3

Abbildung 21:Valepotriate: Valtrate: R;= Isovaleryl, R,= Isovaleryl, Rs= Acetyl; Isovaltrate: Ry=
Isovaleryl, R,= Acetyl, Rs= Isovaleryl

CHj
H3C
H3C

Abbildung 22: Bornyl-Derivate: Bornyl Acetate: R= CH3;CO

Die ersten Beschreibungen von Baldrian als Heilmittel gehen bereits auf das Jahr 55 vor
Christus (Dioskurides) zuriick. Damals fand Baldrian als Diuretikum und als Arznei zur Re-
gulation des Zyklus Verwendung. Die Anwendung von Baldrian als Heilmittel zieht sich wei-
ter durch das ganze Mittelalter bis heute. Er wurde unter anderem als verdauungsforderndes,
spasmolytisches Mittel bei Bauchkrampfen, als Expectorans, bei Kopfschmerzen und Ubel-
keit eingesetzt (Eadie, 2011). Im Jahre 1592 berichtete Fabio Colanna, der selbst an Epilepsie
litt, Gber die Heilung seiner Krankheit durch die Verwendung von Baldrianwurzel, was vor

allem im 18./19. Jahrhundert zum hdufigen Einsatz der Wurzel bei Epilepsie fuhrte (Eadie,
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2011). Heutzutage ist Baldrian einer der populdrsten Arzneidroge in der Behandlung von
Angst- und Schlafstoérungen (Yuan et al., 2004; Murphy et al., 2010).

Zubereitungen aus Baldrian und auch einzelne Inhaltsstoffe wurden bereits zahlreich in vitro
und in vivo getestet. Unter anderem wurden so GABA,, 5-HTs, und Adenosin (A;) Rezepto-
ren als Targets identifiziert (Dietz et al., 2005; Sichardt et al, 2007). Daraus kann man schlie-
Ren, dass mehrere Mechanismen bzw. mehrere Inhaltsstoffe an der Wirkung des Baldrians
beteiligt sind. Neben Iridoiden (vor allem Valepotriaten), Lignanen, Flavonoiden, dem Mono-
terpen Borneol, das vor allem im &therischen Ol vorherrschend ist, spielen vor allem die
Sesquiterpencarbonsduren eine wichtige Rolle. Valerensdure wurde als Untereinheiten-
spezifischer, positiver Modulator von GABAA Rezeptoren identifiziert (Khom et al., 2007).
Die Modulation von GABAA Rezeptoren (siehe entsprechende Kapitel 1.4.3) I&sst in vivo
unter anderem anxiolytische und antikonvulsive Wirkung vermuten, wobei die anxiolytische
Wirkung bereits an Mausen gezeigt wurde (Benke et al., 2009; Khom et al., 2010).

Viele verschiedene Komponenten ethanolischer Baldrianextrakte steigern einerseits durch
Stimulation der Glutamat Decarboxylase (Bildung von GABA aus Glutamat) und andererseits
durch Hemmung der GABA Transaminase (Abbau von GABA) den GABA Level im Gehirn
(Awad et al., 2007).

1.6 Pfeffer

Pfeffer (Piper) ist eine Gattung der Familie der Piperaceae (Pfeffergewéchse) (Mehmood und
Gilani, 2010; Pedersen et al., 2009). Der Pfefferstrauch ist eine Kletterpflanze und in Sudindi-
en heimisch. Die Frucht des schwarzen Pfeffers (piper nigrum) ist dunkelrot, wenn sie ausge-
reift ist. Geerntet werden jedoch die griinen, noch unreifen Beeren. Nach der Ernte werden sie
kurz in kochendes Wasser getaucht, um die Zellwande der Frucht aufzubrechen. Danach wer-
den die gekochten Kdrner einige Tage in der Sonne getrocknet. Der Samen schrumpft und
wird schwarz (faltige Kugel von 5 mm Durchmesser) (Aggarwal und Kunnumakkara, 2009).

Pfeffer ist eines der haufigsten verwendeten Gewiirze weltweit. Schon 2000 vor Christus fand
er in der indischen Kiiche Verwendung. Er wird wegen seines stechenden, scharfen Ge-
schmacks geschatzt, der auf das Alkaloid Piperin zurlckzufihren ist (Aggarwal und
Kunnumakkara, 2009). Piperin (1-Piperoylpiperidin) ist das Hauptalkaloid des Pfeffers und
Aktivator der transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) Kandle, die 1997 auch als Wir-
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kort des Capsaicins (Inhaltsstoff des Chilis) identifiziert wurden (McNamara et al., 2005;
Wattanathorn et al., 2008; Correa et. al, 2010). Die neuronal vorkommenden TRPV1 Kanéle
sind Kationenkanale, die nach Bindung von Piperin zu einem Anstieg von intrazellularem
Calcium fiihren und Wérme bzw. Schmerz vermitteln (Correa et al., 2010; McNamara et al.,
2005; Okumura et al., 2010).

Pfeffer findet aber nicht nur als Gewirz Verwendung. Er ist bekannt fir seine vielseitigen
Verwendungsmaoglichkeiten in der Volksmedizin (Mehmood und Gilani, 2010; siehe Abbil-
dung 23).
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Abbildung 23: Einsatzgebiete des Pfeffers (Aggarwal und Kunnumakkara, 2009)

Die Wurzel des Pfefferstrauches hat vor allem in Afrika eine lange Tradition als Schlaf indu-
zierendes Mittel und die asiatische Volksmedizin setzt Pfefferkorner als Antiepileptika, Seda-
tiva und Anxiolytika ein. Diese Indikationen des Pfeffers werden durch die Tatsache unter-
stutzt, dass Piperin als Modulator des GABA Rezeptors identifiziert wurde (Pedersen et al.
2009; Zaugg et al., 2009). Die Bindungsstelle ist jedoch noch unbekannt (Pedersen et al.,
2009; Zaugg et al., 2009). Weiters steigert Piperin den Speichelfluss, die Sekretion des Ptya-
lins und regt die Leber zur Gallensdaureproduktion an (Srinivasan, 2007). Zusétzlich zeichnet
sich Piperin durch seine antibakteriellen, analgetischen, antihypertensiven, antioxidativen und

antitumoralen Eigenschaften aus (Aggarwal und Kunnumakkara, 2009).
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Modulatoren von GABAA Rezeptoren sind wichtige Arzneistoffe in der Therapie von Epilep-
sie, von Schlaf- und Angststorungen oder werden auch bei Muskelspasmen eingesetzt. Ihr
Einsatz ist aber mit dem Auftreten von zahlreichen Nebenwirkungen assoziiert. Wie in Kapi-
tel 1.4.3.1 bereits erwéhnt, werden die unterschiedlichen Wirkqualitaten der Benzodiazepine
uber verschiedene Rezeptor-Subtypen vermittelt. Daher hofft man heute, Arzneistoffe entwi-
ckeln zu kdnnen, die Subtyp-selektiv modulieren und daher in vivo nur noch die gewiinschte
Wirkung ohne etwaige Nebenwirkungen erzeugen.

In vorhergehenden Untersuchungen konnten am Department fir Pharmakologie und Toxiko-
logie, Universitadt Wien, zwei Naturstoffe (Valerensdaure und Piperin) in vitro als untereinhei-
tenspezifische GABAA Rezeptor Modulatoren identifiziert werden (Khom et al., 2007; Zaugg
et al., 2010). Im Rahmen meiner Diplomarbeit sollte daher erstmals eine ausfihrliche in vivo
Untersuchung dieser beiden Naturstoffe und einiger, ausgewéhlter Derivate durchgefihrt
werden:

Valerensaure (VA), Valerensédure-Amid (VA-A) und Valerenséaure-Ethylamid (VA-EA) zeig-
ten schon in friiheren Untersuchungen in vivo anxiolytische Wirkung (Khom et al, 2010). Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte nun eine detailierte Charakterisierung von VA und 4
Derivaten (VA-1, VA-3, VA-5 VVund VA-7) in Abhéngigkeit von der verabreichten Dosis (3
mg/kg Korpergewicht (KG), 10 mg/kg KG und 30 mg/kg KG) durchgefihrt werden. Die
Wirkung sollte im Open-Field-Test (OF) 30 Minuten nach intraperitonealer (i.p.) Applikation
untersucht und mit dem Verhalten von Kontrolltieren verglichen werden.

Ebenso sollte die Wirkung von Piperin und einem Piperin Derivat (7) an Mausen nach intra-
peritonealer Applikation im Elevated-Plus-Maze (EPM) Test untersucht werden und mit dem
Verhalten von Kontrolltiere (physiologische Kochsalzlésung) verglichen werden. Piperin und
(7) wurden bei Dosen von 0,1 mg/kg Kérpergewicht (=KG); 0,3 mg/kg KG und 1 mg/kg KG
getestet, (7) zusatzlich bei den Dosen 3 mg/kg KG und 10 mg/kg KG.
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3 Methoden

3.1 Tiere

Far die in vivo Untersuchungen wurden ausschlie3lich ménnliche c57BI6/N Mduse im Alter
von 3 bis 6 Monaten verwendet (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland). Die
Mause wurden in Gruppen zu je 5 Tieren gehalten und hatten freien Zugang zu Futter und
Wasser. Die Haltungsbedingungen waren: Raumtemperatur bei 23 + 1° C; Luftfeuchtigkeit 40
+ 20 % und ein 12-stlindiger Tag/Nacht/Rhythmus (07.00 bis 19.00 Uhr).

Die Durchfiihrung der Versuche wurde vom Bundesministerium fir Wissenschaft und For-
schung unter Befolgung der européischen Konvention zum Schutz von fiir experimentelle
oder andere wissenschaftliche Zwecke verwendeten Wirbeltieren ETS no.: 123 genehmigt
(Khom et al., 2010). Am Vortag der Versuche wurden die Tiere gewogen, markiert und in den
Versuchsraum gebracht. 30 min vor dem Test wurden die Substanz- bzw. Kontrollldsungen
ip. injiziert. Die Injektion der Testlésungen erfolgte in einem Vorbereitungsraum, um die an-

deren Tiere nicht zu storen.

3.2 Injektionslésungen

Die Injektionslésungen wurden aus Stammldsungen von jeweils 1 mg Substanz in 10 pl
DMSO bereitet. Diese wurden mit physiologischer Kochsalzlésung (0.9% NaCl) auf die ge-
wiinschte Konzentration (siehe Abbildungen und Ergebnisteil) verdiinnt. Zur Verbesserung
der Loslichkeit wurde allen Losungen 3% Polysorbat 80 zugesetzt und die DMSO-

Konzentration betrug in der fertigen Losung maximal 10%.

3.3 Open-Field-Test (OF)

Der Open-Field-Test wurde wie von Crawley beschrieben (2007) durchgefthrt. 30 min nach
intraperitonealer (i.p.) Injektion wurde das Verhalten der Mause ber einen Zeitraum von 10
min in einer 50 x 50 cm Box getestet. Die Box war mit Infrarot-Lichtschranken ausgestattet,
die Lichtintensitat wurde auf 150 Lux eingestellt. Nach Empfehlung von EMPRESS (Euro-
pean Mouse Phenotyping Resource of Standardised Screens; http://empress.har.mrc.ac.uk)
wurde die Gesamtflache fur die Auswertung in eine Randzone (bis 8 cm von der Wand), ein
Zentrum (16 % von der Gesamtflache) und die Flache zwischen diesen Zonen = Zwischenzo-
ne unterteilt (siehe Abbildung 24). Die Aufzeichnung und Auswertung der Versuche erfolgte
automatisch mittels ActiMot2 (TSE-Systems, Bad Homburg, Deutschland).
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Abbildung 24: Schematische Darstellung des OF mit Einteilung der Flache in Rand-, Zwischenzone

und Zentrum (16% der Gesamtflache)

3.4 Elevated-Plus-Maze Test (EPM)

Der Elevated-Plus-Maze Test ist in der Angstforschung das am haufigsten verwendete Tier-
model (Hogg, 1996). Der Test ist schnell und einfach durchzufiihren. 30 min nach i.p. Injekti-
on wurde das Verhalten der Mause Uber einen Zeitraum von 5 min auf einer plusférmigen
Testapparatur in einem Meter Hohe beobachtet. Die Testapparatur besteht aus zwei offenen
Armen (OA; 5x30cm), 2 geschlossenen Armen (GA; 5x30cm; Hohe der geschlossenen Arme
10 cm) und einer dazwischenliegenden neutralen Zone (NA; 5x5cm; siehe Abbildung 25). Die
Mause wurden am Beginn des Tests in die NA in einen OA schauend gesetzt. Die Lichtinten-
sitat war dabei auf 180 Lux festgelegt. Die Aufzeichnung und Auswertung der Versuche er-
folgte automatisch mittels VideoMot2 (TSE-Systems, Bad Homburg, Deutschland).
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Abbildung 25: Schematische Darstellung des EPM Tests und Foto der Versuchsapparatur

3.5 Statistische Analyse der Daten

Fr den Vergleich von Kontrollgruppe und Verumgruppe wurde der Student‘s t-Test herange-
zogen. Der Vergleich mehrerer Gruppen erfolgte mittels Einweg-ANOVA (Microsoft Office;
Origin MicroCal). p-Werte <0,05 gelten als statistisch signifikant. Alle Werte werden als Mit-
telwert + SEM angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung der Wirkung von Piperin und des Piperin-
Derivats (7) im Elevated-Plus-Maze (EPM) Test

Im Rahmen meiner Diplomarbeit sollte zum ersten Mal die in vivo Wirkung des kdrzlich
identifizierten GABAA Rezeptor Modulators Piperin (Zaugg et al., 2010) 30 Minuten nach
intraperitonealer (i.p.) Applikation in einem Mausmodell (EPM) untersucht werden. Danach
sollte die Wirkung des neu synthetisierten Derivats (7) ebenfalls im Tiermodell untersucht
und mit den Effekten von Piperin verglichen werden.

4.1.1 Verbrachte Zeit in den offenen Armen (%o)

Wie in Abbildung 26 gezeigt, verbrachten Mause der Kontrollgruppe 29,6 + 2,8% (n=38) der
Gesamtzeit in den offenen Armen (OA) des EPM. Kein Unterschied zur Kontrollgruppe
konnte fur Méuse, denen 0,1 mg/kg KG Piperin injiziert worden war, beobachtet werden. Ers-
te signifikante Effekte zeigte die Applikation von 0,3 mg/kg KG Piperin: Diese Mause ver-
brachten 43 £ 4,2% der Gesamtzeit in den OA (n=22; p<0,05). Saturation des Effekts wurde
bei Applikation von 1 mg/kg KG erreicht (45,7 + 6,3%; n=16; p<0,05).

Ahnliche Effekte konnten bei (7) beobachtet werden (siehe Abbildung 26): Mause, die mit 0,1
mg/kg KG (7) behandelt wurden, verbrachten 18,1 + 4,3% der Gesamtzeit in den OA des
EPM (n=14; p<0,05). Deutlich mehr Zeit verbrachten Tiere in den OA nach Applikation von
0,3 mg/kg KG (38,1 £ 5,1%; n=21) und 1 mg/kg KG (42,2 £ 6,1%; n=15) im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Ein weiterer signifikanter Effekt konnte bei einer Dosierung von 3 mg/kg KG
gemessen werden (46,5 + 6,6%; n=14; p<0,05; vergleiche Tabelle 2).

Interessanterweise kam es nach Applikation von 10 mg/kg KG aber zu keiner weiteren Zu-
nahme der in den OA verbrachten Zeit, sondern im Gegensatz zu einer signifikant kiirzeren
Aufenthaltszeit in den OA im Vergleich zu den Kontrollméusen (14,8 + 5,6%; n=13; p<0,05).

4.1.2 Anzahl der Besuche in den OA und GA des EPM

Weiters wurde im Rahmen des EPM-Tests die Anzahl der Besuche der offenen und geschlos-
senen Arme untersucht. Hier zeigte sich, dass eine Applikation unterschiedlicher Dosierungen
beider Substanzen ((7) und Piperin) keinen signifikanten Effekt (p>0,05) auf die Anzahl der

Besuche der OA induzierte, mit Ausnahme der hdchsten getesteten Dosierung von (7). Hier
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kam es zu einer deutlichen Reduktion der Besuche der OA, verglichen mit der Kontrollgruppe
(Kontrollgruppe: 12,0 £ 0,8 Besuche; n=38 vs. 10 mg/kg KG (7): 7,8 £ 1,1 Besuche; n=13;
p<0,01) (siehe Abbildung 26 und Tabelle 3).

Es konnten keine signifikanten Anderungen der Anzahl der Besuche der geschlossenen Arme
nach Gabe von Piperin und (7) in nahezu allen Dosierungen beobachtet werden. Lediglich 1
mg/kg KG (7) flhrte zu einer signifikanten Reduktion der Anzahl der Besuche der GA vergli-
chen mit der Kontrollgruppe (Kontrollgruppe: 13,9 + 0,7 Besuche; n=38; 1 mg/kg KG (7):
10,5 £ 1,3 Besuche; n=15; p<0,05) (siehe Abbildung 27 und Tabelle 4).

4.1.3 Laufstrecke

Wahrend des Versuches legte die Kontrollgruppe eine durchschnittliche Gesamtstrecke von
1304,2 + 31,6 cm (n=38) zuruck. Wie in Abbildung 27 dargestellt, konnte kein Effekt auf die
Gesamtstrecke nach Applikation von 0,1 und 0,3 mg/kg KG Piperin beobachtet werden. Da-
gegen kam es nach Gabe von 1 mg/kg KG Piperin zu einer signifikanten Reduktion der Lauf-
strecke (1083,4 £ 60,2 cm; n=16; p<0,01).

Interessanterweise legten Méuse, die mit 0,1 mg/kg KG (7) behandelt wurden, ebenfalls eine
signifikant kirzere Laufstrecke (1132,0 + 37,6 cm; n=14; p<0,01) zurlick. Im Gegensatz
dazu konnte bei Méusen, die mit 0,3 mg/kg KG, mit 1 mg/kg KG und mit 3 mg/kg KG (7)
(1258,2 + 58,2 cm; n=21), (1181,0 £ 57,3 cm; n=15) und (1307,0 = 78,7 cm; n=14) behandelt
wurden, kein Effekt auf die Laufstrecke beobachtet werden. Eine weitere signifikante Verrin-
gerung der Laufstrecke wurde hingegen bei 10 mg/kg KG gemessen (1067,1 cm =+ 59,4,
n=13; p<0,01) (siehe Tabelle 5).
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Abbildung 26: Effekt von Piperin (A,C) und seinem Derivat (7) (B,D) auf das Verhalten von
c57BI/6N Mdusen im EPM Test. Die Balken in den oberen zwei Diagrammen zeigen die Mittelwerte
der Aufenthaltsdauer (% der Gesamtzeit des Versuchs) der Tiere bei den angegebenen Dosen Piperin
(A; schwarze Balken), (7) (B; schwarze Balken) in den offenen Armen (OA) des EPM im Vergleich
zur Kontrollgruppe (weiRer Balken). Die Balken in den unteren beiden Diagrammen zeigen die An-
zahl der Besuche der Tiere in den OA bei den angegebenen Dosen Piperin (C; schwarze Balken) bzw.
(7) (D; schwarze Balken) im Vergleich zur Kontrollgruppe (weil3er Balken). Die abgebildeten Werte
sind Mittelwerte + SEM von mindestens 10 Versuchstieren. (*) bedeutet statistisch signifikant
(p<0.05); (**) bedeutet statistisch signifikant (p<0.01).
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Abbildung 27: Effekt von Piperin (A,C) und seinem Derivat (7) (B,D) auf das Verhalten von
c57BI/6N Mausen im EPM Test. Die Balken in den oberen beiden Diagrammen zeigen die Anzahl der
Besuche der geschlossenen Arme (GA) nach Applikation der angegebenen Dosen Piperin (A; schwar-
ze Balken) bzw. (7) (B; schwarze Balken) im Vergleich zur Kontrollgruppe (weil3er Balken). Die Bal-
ken in den unteren beiden Diagrammen zeigen die zurtickgelegte Gesamtstrecke bei den angegebenen
Dosen Piperin (C; schwarze Balken) bzw. (7) (D; schwarze Balken) im Vergleich zur Kontrollgruppe
(weiler Balken) im EPM Test. Die abgebildeten Werte sind Mittelwerte + SEM von mindestens 10
Versuchstieren. (*) bedeutet statistisch signifikant (p<0.05); (**) bedeutet statistisch signifikant
(p<0.01).
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(mZ}ﬁZrITG) ZEE o IO V':\lgzuiwsgii:e (mg/ l(<;) KG) ZET I 0 1 O V':\Pszue::?:s?ﬁzrre
0 (=Kontrolle) 296+£28 38
0.1 29,8 +4.2 12 0,1 18,1 +4,3 14
0,3 43,0+4,.2 22 0,3 38,1+5,1 21
1 45,7 +6,3 16 1 42,2 +6,1 15
3 46,5+ 6,6 14
10 148 +5,6 13

Tabelle 2: Zeit (%), die die Tiere nach Applikation der angegebenen Dosen in den OA des EPM ver-
brachten. KG...Korpergewicht

Piperin Anzahl der Be- Anzahl der @) Anzahl der Be- Anzahl der
(mg/kg KG) suche der OA | Versuchstiere | (mg/kg KG) suche der OA Versuchstiere
0 (=Kontrolle) 12,0+0,8 38
0,1 121+14 12 0,1 10,4 +2,0 14
0,3 13,711 22 0,3 144+1,3 21
1 13,1+1,3 16 1 140+172 15
3 13,7+14 14
10 78+11 13
Tabelle 3: Anzahl der Besuche der OA nach Applikation der angegebenen Dosen

(KG...Kdrpergewicht)

Piperin Anzahl der Be- Anzahl der @) Anzahl der Be- Anzahl der
(mg/kg KG) suche in GA Versuchstiere | (mg/kg KG) suche in GA Versuchstiere
0 (=Kontrolle) 13,9+0,7 38
0,1 14,8 +2,0 12 0,1 151+15 14
0,3 10,6 +0,8 22 0,3 113+11 21
1 11,1+1.72 16 1 105+1,3 15
3 124+14 14
10 132+15 13
Tabelle 4: Anzahl der Besuche der GA nach Applikation der angegebenen Dosen

(KG...Korpergewicht)
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Piperin Laufstrecke Anzahl der @) Laufstrecke Anzahl der
(mg/kg KG) incm Versuchstiere | (mg/kg KG) incm Versuchstiere
0 (=Kontrolle) 1304,2 + 31,6 38

0,1 1327,7 £ 66,8 12 0,1 1132,0 £ 37,6 14

0,3 1304,5 + 46,3 22 0,3 1258,2 + 58,2 21

1 1083,4 £ 60,2 16 1 1181,0+ 57,3 15

3 1307,0 £ 78,7 14

10 1067,1 £ 59,4 13

Tabelle 5: Im EPM =zuriickgelegte Strecke (cm) nach Applikation der angegebenen Dosen
(KG...Kdrpergewicht)

4.2 Untersuchung der Wirkung von Valerensaure (VA) und
ausgewahlten VA-Derivaten im Open-Field-Test (OF)

Im Rahmen meiner Diplomarbeit wurden auch erstmalig Valerensaure und 4 Derivate (VA-1,
VA-3, VA-5 und VA-7) 30 Minuten nach intraperitonealer Applikation im OF getestet.

4.2.1 Laufstrecke

Wie in Abbildung 28 A-E (weilRer Balken) gezeigt, legte die Kontrollgruppe eine Gesamtstre-
cke von durchschnittlich 39,0 + 1,7 m (n=16) im OF zurtick.

Bei allen untersuchten Dosen Valerensaure (VA) konnten keine signifikanten Unterschiede
bezuglich der zuriickgelegten Laufstrecke festgestellt werden (Kontrolle: 39,0 + 1,7m; n=16
vs. 3 mg/kg KG VA: 41,4 £ 2,3m; n=13; 10 mg/kg KG VA: 39,1 + 1,7m; n=12; 30 mg/kg KG
VA: 39,8 +2,1m; n=12; p>0.05; siehe Abbildung 28 A).

Gleiches gilt auch fir Mause, denen 3 mg/kg KG VA-1 verabreicht wurden (Kontrolle: 39,0 +
1,7m; n=16 vs. 3 mg/kg KG VA-1: 40,4 £ 2,1m; n= 10; p>0.05). Dagegen legten Mause, die
mit 10 mg/kg KG VA-1 (22,0 £ 3,1m; n=14; p<0,01) und 30 mg/kg KG (20,7 + 23m; n=12;
p<0,01) eine signifikant kirzere Strecke im Vergleich zur Kontrollgruppe zurtick.

Wie in Abbildung 28 C illustriert, wurden fir VA-3 ahnliche Ergebnisse erhalten. Die zu-
ruckgelegte Laufstrecke von Mausen, die mit 3 mg/kg KG VA-3 behandelt wurde, unter-
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schied sich nicht signifikant (p>0,05) von der der Kontrollgruppe (Kontrolle: 39,0 + 1,7m;
n=16 vs. 3 mg/kg KG VA-3 35,7 + 1,4m; n=13; p>0,05). Dagegen flhrten Applikationen von
10 bzw. 30 mg/kg KG VA-3 zu einer signifikanten Reduktion der Laufstrecke (10 mg/kg KG
VA-3: 32,8 £1,8m, n=12; p<0,05 und 30 mg/kg KG VA-3: 29,7 + 2,0m; n=12; p<0,01).
Hingegen flhrte die Verabreichung von VA-5 und VA-7 (3 mg/kg KG VA-5: 38.0 = 2,1m;
n=12; 10 mg/kg KG VA-5: 38,6 = 1,6m; n=13; 30 mg/kg KG VA-5: 39,0 + 2,2m; n=10;
p>0,05; 3 mg/kg KG VA-7: 37,2 + 1,8m; n=10; 10 mg/kg KG VA-7: 37,0 £ 1,9m; n=12; 30
mg/kg KG VA-7: 35,1 +2,0m; n=13; p>0,05;) zu keiner signifikanten Anderung der Laufstre-
cke im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 28 D und Abbildung 28 E).

4.2.2 Zeit im Zentrum

Die Kontrollgruppe verbrachte wéhrend des Versuches durchschnittlich 47,9 £ 5,3s (n=16)
im Zentrum des OF (siehe Abbildung OF 24).

Wie in Abb. 29 A-E dargestellt, unterschied sich die Zeit, die M&use nach Applikation der
untersuchten VA-Derivate (3-30 mg/kg KG) im Zentrum des OF verbrachten, nicht signifi-
kant von der der Kontrollméuse.

Ein Trend zu einem ldngeren Aufenthalt im Zentrum konnte lediglich bei Mdusen, die mit 3
mg/kg KG VA (58,8 + 12,1s; n=13), 3 mg/kg KG VA-1 (58,9 + 17,4s; n=10) und 10 mg/kg
KG VA-1 (69,0 + 10,9s; n=14), 3 mg/kg KG VA-5 (59,9 + 11,8s; n=12) und vor allem bei 3
mg/kg KG VA-7 (73,8 £ 16,1s; n=10) im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden.

4.2.3 Rearings

Die Kontrollgruppe richtete sich innerhalb der Versuchszeit durchschnittlich 175,3 + 15,1mal
(n=16) auf.

Wie in Abb. 30 A gezeigt, kam es zu keiner signifikanten Beeinflussung der Anzahl der Rea-
rings (=vertikale Aktivitat, Aufrichten des Tieres) nach Applikation von allen Dosierungen
VA (3-30 mg/kg KG), lediglich Mause, die mit 3 mg/kg KG VA behandelt worden war, zeig-
ten einen Trend zu verstarkter vertikaler Aktivitat (202,2 + 27,7 Rearings; n=13; p>0,05). Bei
héheren Dosen dagegen kam es wieder trendmalig zu weniger Rearings (Kontrolle: 175,3 £
15,1 Rearings; n=16; vs. 10 mg/kg KG VA: 139,6 + 10,8 Rearings; n=12 und 30 mg/kg KG
VA: 152,8 £ 16,5 Rearings; n=12; siehe Abbildung 30).
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Eine leichte Reduktion (p>0,05) der Zahl der Rearings konnte nach Applikation von 3 mg/kg
KG VA-1 (140,1 £+ 14,8 Rearings; n=10) beobachtet werden. Eine signifikante, starke Ab-
nahme der Rearings zeigte sich dann nach Applikation von 10 mg/kg KG und 30 mg/kg KG
VA-1 (10 mg/kg KG: 58,6 + 14,1 Rearings; n=14; p<0,01 und 30 mg/kg KG: 47,2 + 7,1 Rea-
rings; n=12; p<0,01; siehe Abbildung 30 B).

Wie in Abbildung 30 C ersichtlich, induzierte bei Verabreichung von VA-3 lediglich eine
Dosis von 30 mg/kg KG (111,1 + 16,4 Rearings; n=12; p<0,01) eine signifikante Reduktion
der Anzahl der Rearings, wahrend sich bei niedrigeren Dosierungen keine signifikanten Ef-
fekte zeigten.

Die Applikation von VA-5 bewirkte hingegen bei allen Dosierungen keinen signifikanten
Effekt auf die Anzahl der Rearings (Kontrollgruppe: 175,3 + 15,1 Rearings; n=16 vs. 3 mg/kg
KG VA-5:143,9 £ 17,3; n=12; 10 mg/kg KG VA-5: 163,8 £+ 13,7; n=13; 30 mg/kg KG VA-5:
191,8 + 22,9; n=10; p>0,05; Abbildung 30 D).

Keine signifikante Anderung der Anzahl der Rearings zeigte sich ebenfalls nach Applikation
von VA-7, lediglich bei Behandlung mit 3 mg/kg KG VA-7 zeigte sich ein Trend zu mehr
Rearings (191,0 £ 49,0; n=10; siehe Abb. 30 E).

4.2.4 Rearings im Zentrum

Wie man der Abbildung 31 entnehmen kann, richteten sich die Versuchstiere durchschnittlich
15,6 £ 3,3mal (n=16) im Zentrum des OF auf.

Bei Dosen von 3 mg/kg KG Valerensdure kam es zu einer Erhéhung der Anzahl der Rearings
im Zentrum auf 22,9 + 10,1mal (n=13; p>0,05), jedoch zeigte sich bei Dosen von 10 mg/kg
KG eine signifikante Reduktion der Rearings im Vergleich zur Kontrollgruppe (Kontroll-
gruppe: 15,6 + 3,3 Rearings, n=16 vs. 10 mg/kg KG VA: 7,7 = 1,7 Rearings, n=12). Eine
verminderte vertikale Aktivitat konnte auch bei der hdchsten Dosis VA gemessen werden (30
mg/kg KG: 8,8 +3,5 Rearings; n=12).

Bei Applikation von VA-1 konnten bei einer Dosis von 3 mg/kg KG und 10 mg/kg KG keine
signifikanten Effekte im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden (Kontrollgruppe:
15,6 £ 3,3 Rearings, n=16; vs. 3 mg/kg KG VA-1: 7,2 £3,1; n= 10; 10 mg/kg KG VA-1: 12,2
+ 3,6 Rearings; n=14; p>0,05). Bei der hdchsten Dosierung von VA-1 (30 mg/kg KG) kam es
hingegen zu einer signifikanten (p<0,01) Reduktion der durchschnittlichen Anzahl der Rea-

rings im Zentrum, ndmlich auf 1,7 = 0,5 Rearings (n=12).
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Bei Verwendung von VA-3 konnte bei allen Dosierungen eine Verringerung der vertikalen
Aktivitat beobachtet werden, bei 3 mg/kg KG VA-3 signifikant im Vergleich zur Kontroll-
gruppe (Kontrollgruppe: 15,6 + 3,3 Rearings, n=16 vs. 3 mg/kg KG VA-3: 7,5 + 2,0 Rearings;
n=12; p<0,05)

Keine signifikanten Anderungen der Anzahl der Rearings im Zentrum zeigte sich bei allen
Dosierungen von VA-5 (3 mg/kg KG VA-5: 12,3 + 3,8 Rearings; n=12; 10 mg/kg KG VA-5:
10,7 £ 3,0 Rearings; n=13; 30 mg/kg KG VA-5: 15,1 + 7,2 Rearings; n=10).

Zu einer erhohten vertikalen Aktivitat der M&use kam es nach Injektion von 3 mg/kg KG VA-
7 im Vergleich zur Kontrollgruppe (Kontrollgruppe: 15,6 + 3,3 Rearings, n=16 vs. 3 mg/kg
KG VA-7: 29,6 + 11,0 Rearings; n=10; p>0,05). Im Gegensatz dazu konnte bei htheren Do-
sen VA-7 eine Abnahme der Anzahl der Rearings im Zentrum beobachtet werden (10 mg/kg
KG VA-7:11,9 +5,3; n=12; 30 mg/kg KG VA-7: 7,6 + 2,2; n=13).
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- Lau-fstrecke Zeitim Rearings Rearings im | Anzahl d-er
inm Zentrum Zentrum | Versuchstiere

Kontrolle 39,0+1,7 479+53 | 1753+151 15,6 £3,3 16
VA 3 mg/kg 414+23 58,8 +12,1 | 202,2+27,7 | 229%10,1 13
VA 10 mg/kg 39,1+1,7 46,0+6,2 | 139,6 £10,8 7,717 12
VA 30 mg/kg 39,8+2,1 450+8,2 | 152,8 £16,5 8,8+£35 12
VA-1 3 mg/kg 40,4+21 589+174 | 140,1+14,8 72+£31 10
VA-1 10 mg/kg 22,0+3,1 69,0+ 10,9 | 58,6141 122+3,6 14
VA-1 30 mg/kg 20,7+£2.3 44.0+£12,0 472+7,1 1,7+£05 12
VA-3 3 mg/kg 35714 36,6+49 | 1845+148 75+20 13
VA-3 10 mg/kg 328+£1,8 36,3+£9,1 | 168,8+158 8,1+25 12
VA-3 30 mg/kg 29,7+£20 399+88 | 111,1+16,4 6,1+3,7 12
VA-5 3 mg/kg 380+£21 599+11,8 | 1439+17,3 12,3+3,8 12
VA-5 10 mg/kg 386+1,6 47,0+5,6 | 163,8 13,7 10,7+ 3,0 13
VA-5 30 mg/kg 39,0+2,.2 49,4+106 | 1918+229 151+7,2 10
VA-7 3 mg/kg 37,2+18 73,8+16,1 | 191,0+49,0 | 29,6 +11,0 10
VA-7 10 mg/kg 370+19 446 +7,3 | 1658+22,0 119+5,3 12
VA-7 30 mg/kg 351+20 35,1+6,6 | 168,9+110 7,6+22 13

Tabelle 6: Laufstrecke in m, Zeit im Zentrum, Anzahl der Rearings, Anzahl der Rearings im Zentrum
nach Applikation der angegebenen Substanzen in unterschiedlichen Dosierungen; die Dosierungen
beziehen sich auf 1kg Kdrpergewicht der Maus
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Abbildung 28: Effekt von Valerensdaure und ausgewahlter Derivate auf die gesamte Laufstrecke von
c57BI/6N Mdusen im OF. Die Balken zeigen die gesamte, zuriickgelegte Strecke (m) nach Applikati-
on der angegebenen Dosen VA (A; schwarze Balken), VA-1 (B; schwarze Balken), VA-3 (C; schwar-
ze Balken), VA-5 (D; schwarze Balken) und VA-7 (E; schwarze Balken), im Vergleich zur Kontroll-
gruppe (weiBer Balken). Die abgebildeten Werte sind Mittelwerte + SEM von mind. 10 Versuchstie-
ren. (*) bedeutet statistisch signifikant (p<0.05); (**) bedeutet statistisch signifikant (p<0.01).
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Abbildung 29: Effekt von Valerenséure und ausgewdhlter Derivate auf die von ¢57BI/6N Mausen im
Zentrum des OF verbrachte Zeit. Die Balken zeigen die Zeit m Zentrum (s) nach Applikation der an-
gegebenen Dosen VA (A; schwarze Balken), VA-1 (B; schwarze Balken), VA-3 (C; schwarze Bal-
ken), VA-5 (D; schwarze Balken) und VA-7 (E; schwarze Balken), im Vergleich zur Kontrollgruppe
(weilBer Balken). Die abgebildeten Werte sind Mittelwerte £ SEM von mind. 10 Versuchstieren. (*)
bedeutet statistisch signifikant (p<0.05); (**) bedeutet statistisch signifikant (p<0.01).
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Abbildung 30: Effekt von Valerensdure und ausgewéhlter Derivate auf die Anzahl der Rearings von
c57BI/6N Mausen. Die Balken zeigen die Anzahl der Rearings nach Applikation der angegebenen
Dosen VA (A; schwarze Balken), VA-1 (B; schwarze Balken), VA-3 (C; schwarze Balken), VA-E5
(D; schwarze Balken) und VA-7 (E; schwarze Balken),
Balken). Die abgebildeten Werte sind Mittelwerte + SEM von mind. 10 Versuchstieren. (*) bedeutet
statistisch signifikant (p<0.05); (**) bedeutet statistisch signifikant (p<0.01).

im Vergleich zur Kontrollgruppe (weil3er
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Abbildung 31: Effekt von Valerensdaure und ausgewahlter Derivate auf die Anzahl der Rearings von
c57BI/6N Mduse im Zentrum. Die Balken zeigen die Anzahl der Rearings im Zentrum nach Applika-
tion der angegebenen Dosen VA (A; schwarze Balken), VA-1 (B; schwarze Balken), VA-3 (C;
schwarze Balken), VA-5 (D; schwarze Balken) und VA-7 (E; schwarze Balken), im Vergleich zur
Kontrollgruppe (weilRer Balken). Die abgebildeten Werte sind Mittelwerte + SEM von mind. 10 Ver-
suchstieren. (*) bedeutet statistisch signifikant (p<0.05); (**) bedeutet statistisch signifikant (p<0.01).
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5 Diskussion

5.1 Piperin und Derivat (7)

Im Rahmen meiner Diplomarbeit wurde zum ersten Mal die in vivo Wirkung von Piperin 30
Minuten nach intraperitonealer Applikation (i.p.) in einem Mausmodell (EPM-Test) unter-
sucht. Danach wurde die Wirkung des neu synthetisierten Derivats (7) ebenfalls im Tiermo-
dell untersucht und mit den Effekten von Piperin verglichen.

Wie in Abbildung 26 ersichtlich, verbrachten M&use ab Dosen von 0,3 mg/kg KG Piperin
signifikant mehr Zeit in den offenen Armen des EPM verglichen mit der Kontrollgruppe, was
als anxiolytisches Verhalten gedeutet werden kann. Weiters konnte bei einer Dosis von 1
mg/kg KG Piperin eine signifikante Reduktion der Laufstrecke beobachtet werden. Prinzipiell
lieRe ein solcher Effekt (verkirzte Laufstrecke im Vergleich zur Kontrollgruppe) auf sedie-
rende Eigenschaften der Substanz schlieRen, zumal Piperin die Aktivitat von GABAA Rezep-
toren potenziert und GABAA Modulatoren in vivo daher meist auch zu einer Sedierung fuh-
ren. Piperin ist jedoch kein selektiver Ligand von GABAA Rezeptoren, sondern greift neben
zahlreichen anderen Targets auch an TRPV1 Kandlen an. Diese Kanale sind flr die Vermitt-
lung von Wérme und Schmerz verantwortlich (Correa et al., 2010; McNamara et al., 2005;
Okumara et al., 2010). Daher koénnte die reduzierte Aktivitat der Mause auch als Hinweis auf
Aktivierung von TRPV1 Kanélen sein: Dies wirde bedeuten, dass sich die Tiere aufgrund
gesteigertem Schmerzempfinden und verénderter Korpertemperatur weniger bewegten.
Nichtsdestotrotz kann man eine GABAA vermittelte Reduktion der Laufstrecke, z.B. Sedie-
rung, nicht ausschlieBen. Dieser Fragestellung sollte in weiteren Untersuchungen noch nach-
gegangen werden.

Wie Piperin zeigte sein Derivat (7) in den Dosen von 0,3 mg/kg KG und 1 mg/kg KG anxio-
Iytische Wirkung. Die Mause verbrachten signifikant mehr Zeit in den offenen Armen des
EPM verglichen mit der Kontrollgruppe. Anders als bei Piperin war der maximale Effekt von
(7) bei 1 mg/kg KG noch nicht erreicht, daher wurden auch héhere Dosierungen untersucht.
Eine weitere Steigerung des anxiolytischen Effekts konnte nach Injektion von 3 mg/kg KG (7)
erreicht werden. Interessanterweise kam es nach Applikation von 10 mg/kg KG zu keiner
weiteren Steigerung der anxiolytischen Wirkung, sondern zu einem dramatischen Abfall der
Anxiolyse (siehe Abbildung 26). Diese Gruppe verbrachte signifikant weniger Zeit in der OA
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dies wurde bedeuten, dass (7) in niedrigen Dosierungen
zwar anxiolytisch, in héheren (ab 10 mg/kg KG) dagegen anxiogen wirkt. Eine andere Erkl&-

rung flr das Ergebnis konnte eine veranderte Grundaktivitat der M&use sein: Um die Anzahl
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der Versuchstiere moglichst gering zu halten, wurden die Tiere mehrfach verwendet. Zwi-
schen den einzelnen Versuchen lag ein testfreies Intervall von mindestens 14 Tagen. In dieser
Zeit sollten einerseits bereits applizierte Substanzen vollstandig eliminiert sein, andererseits
sollte die Maus den Versuchsablauf vergessen haben und somit wie eine neue Maus zu ver-
wenden sein. Daher kann man das Ergebnis von 10 mg/kg KG (7) auch dahingehend interpre-
tieren, dass entweder Ged&chtniseffekte das Verhalten der Tiere negativ beeinflusst haben
oder (7) moglicherweise eine lange Halbwertszeit hat und die hohe Dosis bis zum ndchsten
Versuch noch nicht vollkommen abgebaut war.

Um eine endgiltige Einschdtzung des anxiolytischen Potentials von (7) zu treffen, sollten
daher noch weitere VVersuche mit unbehandelten Mdusen unternommen werden.

So lasst sich zusammenfassend

sagen, dass durch Derivatisierung von Piperin ein neuer Ligand von GABAA Rezeptoren ent-
stand, der anxiolytisch, aber nicht sedierend wirkt.

5.2 Valerensaure und Valerensaure-Derivate

Im Rahmen meiner Diplomarbeit wurden auch erstmalig Valerensdure und einige Derivate
(VA-1, VA-3, VA-5 und VA-7) 30 Minuten nach intraperitonealer Applikation im OF getes-
tet.

In vorhergehenden Untersuchungen konnten anxiolytische Effekte von VA (Benke et al.,
2008; Khom et al., 2007) und zwei Derivaten VA-EA und VA-A bei 3 mg/kg KG bereits ge-
zeigt werden (Khom et al., 2010). VA und VA-A wurden zusatzlich noch detaillierter unter-
sucht: Hierbei war aufféllig, dass beide Substanzen in héherer Dosierung keine anxiolytische
Aktivitat zeigten. Mause, die mit VA-A behandelt worden waren, zeigten dabei eine signifi-
kant reduzierte, motorische Aktivitat, die durch eine geringere Zahl der Besuche der geschlos-
senen Arme und auch eine kirzere Gesamtlaufstrecke gekennzeichnet war. Im Gegensatz
dazu kam es bei Behandlung mit VA zu keiner signifikanten Anderung der Laufstrecke. Da-
raus kann man ableiten, dass bei VA-A eventuell die anxiolytische Wirkung durch eine paral-
lel dazu auftretende Sedierung iiberdeckt wurde, wihrend der ,,Verlust* der anxiolytischen
Potenz von VA bei héheren Dosierungen zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht bekannt ist
(Khom et al., 2010). Eine mdgliche Erklarung liefern die damals durchgefihrten in vitro Ex-
perimente mit in Xenopus laevis exprimierten GABAa Rezeptoren: Auch hier kam es in héhe-
ren Konzentrationen zu einem massiven Verlust der Wirksamkeit von VA. In vitro wurde

dieser Verlust der Aktivitét iiber einen moglichen ,,open-chanel-block* von GABAa Rezepto-
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ren durch VA erkléart (Khom et al., 2007; Khom et al., 2010). Ob dies auch in vivo stattfindet,
waére zwar naheliegend, ist aber noch nicht untersucht worden.

Dies bedeutet, dass VA nicht sediert, andere VA-Derivate moglicherweise aber doch. Daher
wurden in meiner Diplomarbeit (und in der Diplomarbeit von Kollegin cand.Mag.pharm.
Helga Dobernig) verschiedene VA-Derivate untersucht. Hierbei war aufféllig, dass nur VA-1
und VA-3 sedierend wirkten. VA-5, das sich von VA-3 nur durch eine weitere Methylgruppe
unterscheidet, zeigte keinen Effekt auf die motorische Aktivitat der Tiere. VA-7 zeigte bei
den untersuchten Dosierungen ebenfalls keinen Effekt auf die Laufstrecke, fiihrte aber zu ei-
ner (nicht signifikanten) Erh6hung der Zeit im Zentrum. Dies bedeutet, dass basierend auf
diesen Untersuchung von den untersuchten VA-Derivaten nur VA-7 Potential als
Anxiolytikum zeigt. Eine weitere interessante Beobachtung war, dass in Abhangigkeit von der
GroRe des Molekuls, &hnlich wie in in vitro Untersuchungen, auch in vivo die sedierende
Wirkkomponente stark abgenommen hat.

So lasst sich zusammenfassend sagen, dass basierend auf diesen Untersuchungen noch keine
genaue Aussage getroffen werden kann, welches der VA-Derivate am ehesten Potential zur
Entwicklung eines Anxiolytikums zeigt. Als Sedativum kédme vor allem VA-1 in Frage. Je-

doch sind hierflr definitiv noch weitere Untersuchungen erforderlich.
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6 Zusammenfassung

HINTERGRUND: y-Aminobuttersdure (GABA) ist der wichtigste inhibitorische Neuro-
transmitter im zentralen Nervensystem (ZNS) der S&ugetiere. Bindung von GABA an den
GABA Typ A (GABA,) Rezeptor fiihrt zu einer Offnung der Kanalpore, wodurch negativ
geladene Chloridionen ins Zellinnere strdmen und so zu einer Hyperpolarisation fiihren.
GABAA Rezeptoren werden von einer Vielzahl klinisch relevanter Arzneistoffe (z.B. Benzo-
diazepine, Anasthetika) moduliert. Neben diesen Substanzen greifen aber auch zahlreiche
Naturstoffe wie z.B. Piperin oder Valerensédure am GABAa Rezeptor an.

ZIELSETZUNG: Im Rahmen meiner Diplomarbeit sollte erstmals eine in vivo Untersu-
chung von Piperin, Valerenséure und einiger, ausgewéhlter Derivate (VA-1, VA-3, VA-5 und
VA-7 und einem Piperinderivat (7)) durchgefuhrt werden.

METHODEN: Verhaltenspharmakologische Charakterisierung von GABAA Rezeptor Li-
ganden 30 min nach intraperitonealer Applikation im EPM und OF Test.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION:

Piperin und Derivat (7) konnten als anxiolytisch wirkende Substanzen im EPM identifiziert
werden, wobei der Effekt von Derivat (7) starker ausgepragt war. Zusatzlich zeigte Derivat
(7) keine Beeintrachtigung der Aktivitét der Tiere.

Valerensdure, die in vorherigen Untersuchungen bereits als anxiolytisch wirkender Ligand
von GABA identifiziert wurde (Khom et al., 2010), zeigte auch im OF keine Sedierung.
Nach Applikation von 10 bzw. 30 mg/kg KG VA-1 und VA-3 kam es zu einer signifikanten
Reduktion der Aktivitat der Mduse, wahrend kein Effekt von VA-5 und VA-7 beobachtet
werden konnte. Daraus kann man schlie3en, dass VA-5 und VA-7 vermutlich Anxiolyse ohne
begleitende Sedierung vermitteln. VA-1 und VA-3 scheinen anxiolytisch und sedierend zu
wirken.

Zahlreiche, vertiefende Untersuchungen zur Wirkung der VA-Derivate sind noch notwendig.
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