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A) ALLGEMEINER TEIL
1. DAS GABAerge SYSTEM
1.1. Die Rolle der y-Aminobuttersaure im zentralen Nervensystem

GABA (y-Aminobuttersdure) stellt den wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter im
zentralen Nervensystem von Saugetieren dar. Ungefahr 17-20 % aller Neuronen im Gehirn
sind GABAerg (Somogyi et al., 1998). Die y-Aminobuttersdure ist ein duBerst flexibles
Molekil, das in der Lage ist, in mehreren energiearmen Konformationen zu existieren
(Chebib et al., 1999; Johnston, 1996). GABA ist eine nicht-proteinogene Aminosaure, die aus
vier Kohlenstoffatomen besteht. Diese kommt in nahezu allen prokaryotischen und

eukaryotischen Organismen vor (Bown et al.; 1997).

O
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Abb. Nr. 1: Strukturformel von GABA

OH

1.2. Bereitstellung von GABA

Gebildet wird GABA aus Glutamat unter Katalyse durch die Glutaminsdaure-Decarboxylase
(GAD) (Hevers et al., 1998). Aus einem exzitatorischen (erregenden) Transmitter wird somit
ein inhibitorischer (hemmender) Transmitter synthetisiert. Das Enzym GAD wird im ZNS nur
in GABAergen-Neuronen exprimiert. Freigesetzte GABA gelangt teilweise in Gliazellen
(Astrozyten), wo sie durch die GABA-Transaminase in Glutamin (GLN) umgewandelt wird.
Dieses wird darauf folgend in die GABAergen Nervenendigungen aufgenommen. Glutamin
wird durch die Glutaminase zu Glutamat hydrolysiert. Aus Glutamat kann anschlieRend
wieder durch Decarboxylierung GABA synthetisiert werden, welches in der Folge aus dem

Axoplasma in die Speichervesikel aufgenommen wird (Aktories et al., 2009).
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1.3. Neurotransmission

Glutamat steuert eine Reihe von exzitatorischen Kandlen (AMPA-, Kainat- und NMDA-
Kandle), welche unterschiedliche funktionelle und strukturelle Eigenschaften aufweisen
(Roche et al., 1994). lhrer Funktion im Gehirn wird durch GABA-aktivierte-Anionenkanale
entgegengewirkt. Die Freisetzung von GABA aus Prasynapsen induziert einen Chloridstrom
(durch GABA,-Rezeptoren) entlang eines Konzentrationsgradienten aus dem synaptischen
Spalt in die Zelle. Dieser Chlorid-Einstrom hyperpolarisiert die postsynaptische Membran. Es
resultiert eine Steigerung des Ruhemembranpotentials von -65 auf -70 mV. Dies fihrt zu
einem inhibitorischen, postsynaptischen Potential (IPSP) (siehe Abb. Nr. 3, Oben).

Glutamat wird ebenfalls aus Prasynapsen freigesetzt. Es induziert eine Depolarisation der
postsynaptischen Membran, wodurch AMPA-Rezeptoren (A) aktiviert werden. Diese
Depolarisation geht in ein exzitatorisches, postsynaptisches Potential (EPSP) Uber. Eine
hinreichend starke bzw. wiederholte Glutamat-Stimulierung induziert ein Aktionspotential,
wenn die Depolarisation einen Schwellenwert von -55 mV erreicht. Solch starke
Depolarisation bewirkt die Freisetzung von Mg?*. Dieses blockt NMDA-Rezeptoren (N) und
offnet spannungsabhangige Ca’*-Kanile. Beides fuhrt dazu, dass Ca?* in die Zelle stromt,
wodurch eine Reihe zell-spezifischer Antworten ausgelost wird (z.B. Aktivierung der

Proteinkinase C oder Caz+/CaImoduIin—abhéngige Prozesse) (siehe Abb. Nr. 3, Mitte).

Gleichzeitige Freisetzung von GABA und Glutamat aus Prasynapsen bewirkt eine Offnung von
GABA,- und AMPA-Rezeptoren. Die dadurch entstehende Depolarisation ist jedoch fiir eine

Aktivierung spannungsabhingiger Ca®*-Kanile oder eine Freisetzung von Mg®" aus NMDA-
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Rezeptoren nicht ausreichend. EPSP und IPSP verhindern in diesem Fall gemeinsam die
Entstehung eines Aktionspotentials in den Postsynapsen. Die Konsequenzen der Aktivierung
von GABAergen-Chloridkandlen hdangen einerseits von der Lokalisation der Synapsen an den
Neuronen (dendritische, axonische oder somatische) ab, andererseits von der Verzweigung

der Prasynapsen (siehe Abb. Nr. 3, Unten) (Liddens et al., 1995).
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kil (Buhl et al., 1994).

1.3.1. Inhibitorische Neurotransmission durch GABA

Die wichtigste Funktion GABAerger Inhibition ist das Auslésen von schneller, synaptischer
(phasischer) Neurotransmission. Neben dieser Aktion sind GABA-Rezeptortypen auch an
tonischer Inhibiton beteiligt, welche durch kontinuierliche Aktivierung extrasynaptischer
GABA,-Rezeptoren bewirkt wird (Semyanov et al.,, 2004). Die Abgrenzung zwischen
phasischer und tonischer Inhibition ist jedoch unscharf; es wurde festgestellt, dass phasische,

Jlangsame” Inhibition durch ein Ubergreifen von Transmitter an ,perisynaptischen’ und



extrasynaptischen Rezeptoren erfolgen kann. Dieses Phdanomen wird durch ein

»Spillover” des Transmitters erzeugt (Nusser et al., 1998; Wei et al., 2003).

GABA-vermittelte phasische Transmission wird bei hohen GABA-Konzentrationen (0,3-1,0
mM) erzeugt (Mody et al., 1994; Gaiarsa et al., 2002). Diese Menge an GABA verbleibt dabei
nur sehr kurz im synaptischen Spalt (<1 ms) (Nusser et al., 2001; Mozrzymas et al., 2003).
Freigesetze GABA kann mit postsynaptischen GABAs-Rezeptoren interagieren. Durch das
Koppeln von GABA mit den Rezeptoren werden diese in den aktiven Zustand versetzt,
wodurch eine inhibitorische, postsynaptische Stromung (IPSC) auftritt (Chen et al., 2000).
Perisynaptische GABAj-Rezeptoren werden in der Folge durch ,Transmitter-
Spillover” aktiviert (Wei et al., 2003). Daraus resultiert, dass phasische GABA-Freisetzung

nicht nur synaptische GABAs-Rezeptoren aktiviert.

Viele Zellen werden durch tonische Stromungen aktiviert. Diese werden durch mikromolare
GABA-Konzentrationen erzeugt. Solch niedrige GABA-Konzentrationen sind jederzeit im
Extrazelluldrraum vorzufinden (Tossman et al., 1986). Die Ladung, die bei tonischer
Aktivierung der Rezeptoren auftritt ist dreimal starker als bei phasischer Inhibition, obwohl
die Frequenz von phasischen Ereignissen viel groRer ist (Nusser et al., 2002; Semyanov et al.,

2003; Rossi et al., 2003).

1.4. Inaktivierung von GABA

Durch eine carriervermittelte Aufnahme wird freigesetzte GABA inaktiviert. Sie wird
entweder zuriick in die GABA-Axone oder in Gliazellen (Astrozyten) transportiert. Wird GABA
mit Hilfe von Carrier aufgenommen, kann sie erneut in den Vesikeln gespeichert werden.

Der Abbau erfolgt durch das Enzym GABA-Transaminase. Dieses katalysiert die Umwandlung
von 4-Aminobuttersdure und 2-Oxoglutarat zu Succinatsemialdeyd und Glutamat.
Succinatsemialdehyd wird anschliefend durch die Succinatsemialdehyd-Dehydrogenase zu
Bernsteinsdure oxidiert, welche in den Citratcyclus eintritt und somit als wichtige

Energiequelle zur Verfligung steht (Bown et al., 1997; Aktories et al., 2009).
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Der Einsatz von GABA-Analoga hat es ermoglicht drei wichtige GABA-Rezeptoren

identifizieren:

=  GABAj-Rezeptoren
=  GABAg-Rezeptoren
=  GABAc-Rezeptoren
(Chebib et al., 1999; Johnston, 1996).

2. DER GABAg-REZEPTOR

Zu

Dieser Rezeptortyp steht nicht im direkten Zusammenhang mit dieser Arbeit, deshalb wird er

zur Vervollstandigung im Folgenden nur kurz beschrieben. Alle weiteren Kapitel legen das

Hauptaugenmerk auf GABA-Rezeptoren sowie deren Stellung im ZNS.

GABAg-Rezeptoren zdhlen zur Familie der metabotropen (heptahelikalen) Rezeptoren. Diese

kommen im ZNS von Saugetieren in Thalamus, Cerebellum, in der GroRhirnrinde und dem

Riickenmark vor (Bowery et al., 1987; Chu et al., 1990).



Als Agonisten an GABAg-Rezeptoren agieren GABA, (R)-(-)-Baclofen, ein Spasmolytikum und
ein Phosphinsdure-Analogon von GABA. Bei diesem Analogon handelt es sich um (3-amino-
propyl)phosphinsaure, das auch als CGP27492 bezeichnet wird. Die Phosphon- und
Sulfonsaureanaloga von (R)-(-)-Baclofen, Phaclofen und Saclofen agieren als Antagonisten an

diesen Rezeptoren (Kerr et al., 1995).

W'\R
HO
H,
H
R=H CGFZT4e2
{R1-i-}-Baglofen
Cl
ﬁ- o}
H.N P H,MN
: |~on F ﬁ"“m-l
OH X o}
Abb. Nr. 5: Strukturformeln der Agonisten und
Antagonisten am GABA;-Rezeptor (Bowery et
al., 2002).
Phaclofen X=H Saclofen

GABAGg-Rezeptor-Agonisten zeigen eine Reihe von pharmakologischen Effekten:
= Muskelrelaxierung
= antitussive Effekte
= Bronchorelaxierung
= verstadrkte gastrointestinale Motilitat
= Epileptogenese
= Antinociception
= Hypotension
= kognitive Beeintrachtigungen
=  Hemmung der Magensauresekretion

=  Hemmung der Freisetzung von Hormonen



GABAg-Rezeptor-Antagonisten kdnnen hingegen abhangig von der verabreichten Dosis die

Entstehung von Krampfen hemmen (Bowery et al., 2002).

Auf den GABAg-Rezeptor haben die typischen GABA-Rezeptor-Liganden, wie Bicucullin oder
Picrotoxin, keinen Einfluss. GABAg-Rezeptoren interagieren mit mehreren unterschiedlichen
Effektorsystemen. Sie koppeln mit G;/G,-Proteinen, weshalb sie auch als G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren bezeichnet werden. lhre Aufgabe besteht in der Aktivierung einwarts,
gleichgerichteter K'-Kanile (Ki) und der Hemmung spannungsabhingiger Ca’*-Kanile

(Bowery et al., 2002; Bettler et al., 2004).

GABAg-Rezeptoren kénnen auch als Heterodimere, mit den Untereinheiten GABAg; und
GABAg, vorkommen. GABAg; scheint fiir die Rezeptoraktivierung von Bedeutung zu sein.
Agonisten binden an eine Untereinheit von GABAg;, wodurch eine Konformationsanderung
im Proteinkomplex resultiert. Dadurch wird GABAg, dazu veranlasst, die G-Protein-
Signalkaskade zu aktivieren. GABAGg; stellt jene Komponente des Rezeptors dar, die mit G-

Proteinen (GTP-hydrolysierenden Proteinen) verlinkt ist (Bowery et al., 2002).

3. IONOTROPE REZEPTOREN

lonotrope Rezeptoren sind lonenkanadle, die durch Liganden beeinflusst werden, weswegen
man sie auch oft als ligandengesteuerte lonenkanile bezeichnet. Das Offnen und SchlieRen
dieser Rezeptoren wird durch das Andocken von Hormonen und Neurotransmittern
gesteuert (Aktories et al. 2009).
Zur Familie der ligandengesteuerten lonenkanéle (LGIC), die aus Pentameren aufgebaut sind
(siehe Abb. Nr. 6), zahlen:

=  GABA4- und GABAc-Rezeptoren

= nikotinische Acetylcholinrezeptoren (nAChR)

= Glycin-Rezeptoren (GlyR)

= 5-HT;-Rezeptoren

= Zn’*-aktivierte lonenkanile
(Corringer et al., 2000; Lukas et al., 2006; Breitinger et al., 2002; Davies et al., 1999;
Thompson et al., 2006; Davies et al., 2003).



Abb. Nr. 6: Schematische Darstellung eines
ligandengesteuerten lonenkanals (Haefely, 1987).

Obig genannte Rezeptoren unterscheiden sich strukturell von zwei zusatzlichen LGIC-
Familien: den tetrameren Glutamat-Rezeptoren (P2X) und den Purin-Rezeptoren, welche
Trimere bilden (Chen et al., 2006; Khakh et al., 2001; Khakh et al., 2006).

Es gibt einen weiteren Punkt, durch den sich die Rezeptoren der LGIC-Familie unterscheiden:
nACh-Rezeptoren, 5-HT; -Rezeptoren und die Zn**-aktivierten lonenkanile haben die
Gemeinsamkeit, dass sie kationenpermeabel sind, wogegen GABA,-Rezeptoren sowie die
Glycin-Rezeptoren Permeabilitat flir Anionen aufweisen. Solche Rezeptoren sind folglich aus
Proteinen aufgebaut, die die Membran fiinfmal durchspannen, wobei eine zentrale Pore
gebildet wird, durch die lonen die Membran durchdringen kénnen.

Sie alle weisen ahnliche Sequenzen und funktionelle Domanen auf, mit denen sie sich in der
Membran verankern. Weiters verfiigen sie iber Bindungsstellen fiir Agonisten, sowie fir
diverse allosterische Liganden. Jede Untereinheit (siehe Abb. Nr. 7 A und B) besteht aus
einer langen N-terminalen, hydrophilen, extrazellularen Region, sowie aus vier
transmembranédren a-Helices (M) mit einer groRen intrazelluldren Schleife zwischen M3 und
M4 und endet mit einem relativ kleinen extrazellularen C-Terminus (Corringer et al., 2000;
Sine et al., 2006). Es wird angenommen, dass diese interzelluldare Schleife ein Target fir
Proteinkinasen darstellt. Mit Hilfe dieser Region kdénnen sich die Rezeptoren mit dem
Cytoskelett verankern. Wie bereits erwahnt, liegen sowohl die C-terminale als auch die N-
terminale Region extrazellular an der Zelloberfliche; ein Teil der Bindungsstellen fir
Agonisten und Antagonisten liegt innerhalb der N-terminalen Region (Macdonald et al.,

1994). Peters et al. haben auRerdem herausgefunden, dass eine a-helicale Domane
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innerhalb der cytoplasmatischen Schleife M3-M4 (Abb. Nr. 7A) einen Einfluss auf die
lonenleitung hat (Peters et al., 2005).
M2 bildet die Verkleidung des lonenkanals, wobei moglicherweise auch M1 beteiligt ist

(Corringer et al., 2000; Sine et al., 2006).

A A single subunit in the ACh receptor-channel
NH,
M1 M2 M3 Md
| )]' / COOH

Extraceliular side

NS

000000 ~

/

\

B Hypothetical arrangement of subunits in
one channel

Cytoplasmic side

Extracellular
side

Abb. Nr. 7: A) Darstellung einer Untereinheit B)
Anordnung der Untereinheiten im Rezeptor
(JM Davies, Uni Minchen).

Cytoplasmic
side

4. DER GABAA-REZEPTOR

4.1. Die Rolle des GABAA-Rezeptors im zentralen Nervensystem

Die meisten physiologischen Tatigkeiten der y-Aminobuttersaure werden via GABA,-
Rezeptoren generiert. Diese Rezeptoren stellen Cl-lonen-Kanile dar. Eine Offnung kann
durch die Bindung von GABA erfolgen, moduliert werden sie jedoch von einer Vielzahl
pharmakologisch und klinisch wichtiger Substanzklassen, wie zum Beispiel Benzodiazepinen
oder Anasthetika (Sieghart, 1995). Ein Teil der klinisch-relevanten Effekte dieser Substanzen
wird erzeugt, indem sie mit verschiedenen allosterischen Bindungsstellen an GABAx-

Rezeptoren Wechselwirkungen eingehen.

Basierend auf der pharmakologischen Wirkung dieser Substanzen hat sich herausgestellt,
dass GABA-Rezeptoren bei einer Vielzahl von Tatigkeiten involviert sind, dazu zahlen:

= Kontrolle der Erregbarkeit im Gehirn



= Regulierung von Angst

= Ess- und Trinkgewohnheiten

= in der zirkadianen Rhythmik

=  Wahrnehmung

= Vigilanz

= Erinnerungsvermogen

= lernen
(Fritschy et al. 1999; Olsen et al., 1997; Nutt et al.; 1990; Pratt et al., 1992; Berridge et al.,
1995; Cooper et al., 1989; Turek et. al., 1988; Wagner et al., 1997; lzquierdo et al., 1991;
Paulsen et al., 1998; Sarter et al., 1988).

4.2. Funktion von GABA-Rezeptoren

GABA,-Rezeptoren sind, neben den obig genannten Tatigkeiten, auch fir die Funktion der
Basalganglien, der  Gewahrleistung schneller, synaptischer sowie tonischer,
extrasynaptischer Inhibition innerhalb und zwischen den verschiedenen Basalganglien-
Kernen essentiell (Smith et al., 1998; Misgeld 2004; Tepper et al., 2004).

Sie sind (gemeinsam mit Glycin-Rezeptoren) im ZNS von Vertebraten auch fir das Auftreten
der schnellen, inhibitorischen und synaptischen Transmission verantwortlich. GABAx-
Rezeptoren sind nicht nur fir CI, sondern auch fiir HCOs; permeabel. Das
Permeabilitatsverhaltnis von HCO5;/Cl entspricht ungefihr 0,2:0,4 (Kaila et al., 1997). HCO3’
wandert aus der Zelle heraus und bewirkt eine milde Depolarisation (das Umkehrpotential
von HCO; betragt -12 mV). In ausgereiften Zellen tritt CI” Gblicherweise in die Zellen ein und
Uberschreitet diese milde Depolarisation. Es bewirkt eine starke, inhibitorische
Hyperpolarisation; das ClI-Umkehrpotential ist 15-20 mV negativer als das
Ruhemembranpotential. Der CI'-Gradient wird durch K*/CI-Cotransporter aufrechterhalten.
Abhédngig von der intrazelluldren Cl-Konzentration, kann die Aktivierung von GABA,-
Rezeptoren zu einem CI-Efflux und Depolarisation fiihren. Dies ist der Fall, wenn K*/ClI-
Kotransporter nicht in ausreichender Menge vorhanden sind um CI” effizient aus der Zelle zu

transportieren (Rivera et al., 2005).
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4.3. Struktur von GABA-Rezeptoren

GABA,-Rezeptoren bestehen, wie bereits erwahnt, aus finf Untereinheiten, die sich aus
einer groflen N-terminalen extrazellularen Domane, vier transmembrandren Domanen (TM)
und einer grofRen intrazelluldren Schleife zwischen TM3 und TM4 zusammensetzen (Abb. Nr.

8) (Nayeem et al., 1994; Schofield et al., 1987; Tretter et al., 1997).

& 3 : Abb. Nr. 8: Rezeptorstruktur: Darstellung der

N transmembrandren Domédnen sowie des
extrazelluldr befindlichen N- und C-Terminus
(Jacob et al., 2009).

Die grolSe extrazelluldare N-terminale Domane besteht aus ungefahr 200 Aminosauren, deren

Form durch eine Cystein-Disulfidbriicke (so genannte Cys-Loop) beeinflusst wird (Simon et al,
2004). Der Selektivitatsfilter befindet sich am intrazelluldren Ende der TM2-Doméne und
inkludiert einen Teil des TM1-TM2-Loop. Die lonenselektivitdt des Rezeptors wird dabei
durch die B-Untereinheiten bestimmt (Jensen et al., 2002). Der TM3-TM4-Loop tragt
Kontaktstellen fiir die Anheftung von regulierenden Proteinen. Diese sind fiir das
Vorhandensein des Rezeptors an Synapsen und die Modulation seiner Aktivitat
verantwortlich (Kittler et al., 2003).

Modelle von GABA,-Rezeptoren stimmen nicht vollstindig mit experimentellen Daten
Uberein, aber durch sie sind experimentelle Beobachtungen bildlich darstellbar. Dadurch
kann beispielsweise die Lokalisation der Liganden-Bindungsstellen anschaulich gemacht
werden (Sieghart, 2006).

Im Jahr 2001 wurden durch Rontgenkristallographie die Strukturen der N-terminalen
Domaédne des nACh-Rezeptors und dem Acetylcholin-bindenden-Protein (AChBP) aufgeklart
(Brejc et al.,, 2001). Dieses Protein formt homopentamere Kanale, die der extrazelluldren

Domadne des nACh-Rezeptors gleichen. Diese Erkenntnis wurde genutzt um vergleichbare
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Modelle der extrazellularen Domane des GABAx-Rezeptors zu erstellen (Ernst et al., 2003).
Dadurch wird die Annahme bestatigt, dass an GABAx-Rezeptoren zwei Bindungstaschen fiir
GABA existieren (siehe Abb. Nr. 9). Diese Taschen werden durch sechs, so genannte
,Loops” geformt, die als Loop A, B, C, D, E und F bezeichnet werden. Loop A, B, und C
gehoren der B-Untereinheit (an der Plus-Seite) an, Loop D, E und F der a-Untereinheit (an
der Minus-Seite).

Auch die Bindungstasche fiir Benzodiazepine wird von diesen Loops umrahmt. Sie besteht
aus den Loops A, B und C der a-Untereinheit und den Loops D und E der y-Untereinheit
(Ernst et al., 2003). Die Grenzflache im Rezeptor-Modell weist zwischen den Untereinheiten
der Rezeptorenfamilie noch zusatzlich Aushohlungen auf, die jenseits der extrazellular
gefundenen Bindungstaschen liegen (Ernst et al., 2005; Sieghart et al., 2005). Diese befinden
sich an der Kontaktstelle zwischen der extrazelluldren und der transmembrandaren Domane
(letztere ist nicht vollstandig in der Membran inseriert) und reichen bis zur Kontaktstelle der

Untereinheiten innerhalb der Lipiddoppelschicht (Ernst et al., 2005).

Abb. Nr. 9: Modell der extrazelluldren
Domanen des GABA,-Rezeptors;
extrazelluldre Ansicht. (Ernst et al., 2003).

4.4, Diversitat von GABAA-Rezeptoren

Wie bereits erwahnt bestehen GABAA-Rezeptoren aus flinf Untereinheiten. Bis jetzt konnten
sechs a, drei B, drei y, eine §, eine ¢, eine 1, eine B8 und drei p-Untereinheiten des Rezeptors
aus dem Nervensystem von Saugetieren geklont und sequenziert werden. Diese

Zusammenstellung von 19 verschiedenen Untereinheiten ist die groRte unter den
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lonenkanal-Rezeptoren von Saugetieren (Barnard et al., 1998; Sieghart et al., 2002). Diese
Vielfalt an Untereinheiten spricht flr eine enorme Heterogenitat des Rezeptors (Sieghart et

al., 2002).
4.5. Untereinheiten der GABA,-Rezeptoren und deren Lokalisation

GABAj-Rezeptoren sind weitldaufig im gesamten Gehirn verbreitet. Diverse Studien haben
gezeigt, dass jede dieser Untereinheiten eine individuelle, regionale und zellulare
Lokalisation im Gehirn aufweist (Laurie et al., 1992; Persohn et al., 1992; Wisden et al., 1992;
Fritschy et al.,, 1992; Pirker et al., 2000). Rezeptoren, die aus a(1-3)-, B- und y-
Untereinheiten bestehen, kommen direkt an den Synapsen vor. Jene, die sich aus a(4-6)-, B-,
y- bzw. 6-Untereinheiten zusammensetzen treten vorwiegend extrasynaptisch auf (Abb. Nr.

10) (Jacob et al., 2009).

00— 0d

afy  aPy  apy wpy opd  opd Abb. Nr. 10: Lokalisation der der
verschiedenen Rezeptor-Subtypen (Jacob

Synaptic receptors Extrasynaptic receptors et al.,, 2009).

mediating phasic inhibition mediating tonic inhibition

Manche Typen von Zellen enthalten nur einige wenige GABAs-Rezeptor-Untereinheiten,
andere hingegen exprimieren viel mehr, wenn nicht sogar alle GABAa-Rezeptor-
Untereinheiten. Wenn all diese Untereinheiten wahllos miteinander koassemblieren wiirden,
konnten mehr als 150.000 GABAa-Rezeptor-Subtypen mit  unterschiedlicher
Zusammensetzung und Konstellation der Untereinheiten geformt werden (Burt et al., 1991).
GABA-Rezeptoren konnen bis zu fiinf verschiedene Untereinheiten enthalten. Es muss
jedoch angemerkt werden, dass nicht alle Kombinationen der Untereinheiten im Gehirn

gebildet werden kdnnen. Dennoch wird angenommen, dass moglicherweise mehr als 500
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individuelle GABAx-Rezeptoren im Gehirn existieren (Sieghart et al., 2002). Nur wenige
dieser Rezeptoren treten in groRBer Anzahl auf. Die Mehrheit der nativen Rezeptoren besteht
aus a-, B- und y-Untereinheiten (Abb. Nr. 11). In den weniger bedeutenden Rezeptor-
Subtypen scheinen 6-, ¢- und m-Untereinheiten die y-Untereinheiten zu ersetzen,
wohingegen die 6-Untereinheiten moglicherweise die B-Untereinheiten ersetzen (Sieghart et
al., 2002).

Rezeptoren, die aus a-, B- und y-Untereinheiten bestehen, beinhalten meist zwei a-, zwei B-
und eine y-Untereinheit, wobei die vier abwechselnden a- und B-Untereinheiten von der y-
Untereinheit verbunden werden (Baumann et al., 2002; Chang et al., 1996; Ernst et al., 2003;
Farrar et al., 1999; Im et al., 1995; Tretter et al., 1997).

Abb. Nr. 11: Darstellung des am hé&ufigsten exprimierten
GABA,-Rezeptors (Jacob et al., 2009).

Von p-Untereinheiten wurde urspriinglich angenommen, dass sie nicht mit anderen GABA,-
Rezeptor-Untereinheiten assemblieren (Cutting et al.,, 1991; Enz et al., 1998). p-
Untereinheiten kénnen sowohl homo- als auch heterooligomere Kandle mit anderen p-
Untereinheiten bilden, welche die Eigenschaften der GABAc-Rezeptoren aufweisen
(Bormann, 2000). Seit jedoch festgestellt wurde, dass p-Untereinheiten strukturell gesehen
der Familie der GABAx-Rezeptor-Untereinheiten angehoéren, wird vom IUPHAR-Komittee
vorgeschlagen, dass Rezeptoren, die p-Untereinheiten aufweisen als spezielle Gruppe der
GABA,-Rezeptoren klassifiziert werden sollen (Barnard et al., 1998). Aufgrund dessen sollten
GABA(-Rezeptoren nicht als solche bezeichnet werden. Da jedoch diese Bezeichnung in der
Literatur noch stark dominiert, werden sie in Anlehnung daran, in dieser Arbeit ebenfalls mit

diesem Terminus versehen.
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4.6. Unterschiede des GABAA-Rezeptors zum GABAc-Rezeptor

GABA-Rezeptoren sind Chlorid-Kandle, welche rasche synaptische Hemmung vermitteln
(Chebib et al., 1999). Sie zahlen zwar wie GABAx-Rezeptoren zu den ionotropen Rezeptoren,
unterscheiden sich jedoch von diesen in ihrer Biochemie, Pharmakologie und Physiologie
wesentlich (siehe Abb. Nr. 12). Im Gegensatz zu GABAs-Rezeptoren werden sie weder durch
Bicucullin geblockt, noch durch Benzodiazepine, Steroide oder Barbiturate moduliert.
Stattdessen werden GABAc-Rezeptoren durch cis-Aminocrotonsaure (CACA) aktiviert und
selektiv durch (1,2,5,6-tetrahydropyridin-4-yl)-methylphosphin-saure (TPMPA) (Abb. Nr. 13)
geblockt (Johnston, 1996; Bormann et al., 1995).

GABA CACA Baclafen

Barbiturates
B@Deqiﬁne TPMPA Barbiturates /— GABA TAEA Baelaten
Bicuculline TEMPA
Nelresteroids ——— BenzodiaZepines
Neurosteroids Ve Benzodiazepines
ol-6
GABA, p1-4
GABA,, ¥4
&
E
Picrotoxinin p) -« Protein kinase T

\'?:' -« Protein kinase

trends in Fhammacological Sciences Picrotoxinin

Abb. Nr. 12: Darstellung der Unterschiede zwischen dem GABA.- und dem GABA,-Rezeptor (Bormann,
2000).

0
|1} 0
o HaN* c
Ha'N CHy e Abb. Nr. 13: Strukturformeln der Liganden am
TPMPA (4) TACA (5) GABA-Rezeptor (Chebib et al., 1999).

GABA ist an GABAj-Rezeptoren weniger wirksam als an GABAc-Rezeptoren. GABAc-
Rezeptoren sind ca. zehnmal mehr sensitiv fiir ihren physiologischen Agonisten; die Hill-
Slopes von GABAc-Rezeptoren sind steiler, was moglicherweise fiir das Vorhandensein von

fiinf Liganden-Bindungsstellen spricht (Bormann 2000; Feigenspan et al., 1998).

Das Kennzeichen fiir GABAc-Rezeptoren ist, dass sie sich aus p-Untereinheiten

zusammensetzen. Heterolog exprimiert, formen diese Untereinheiten homooligomere
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Kandle mit einer charakteristischen Pharmakologie (Johnston, 1996; Bormann et al. 1995;
Cherubini et al., 1997; Feigenspan et al., 1998; Cutting et al., 1991; Enz et al., 1998; Enz et al.,
1999). Funktionelle GABAc-Rezeptoren kommen vorwiegend in Retina, Riickenmark, Colliculi
superiores, Hypophysen und Gastrointestinaltrakt vor (Johnston et al., 2003). Da jedoch p1-
Untereinheiten hauptsachlich in der Retina exprimiert werden, stellen die GABAc-
Rezeptoren in anderen Regionen des ZNS homooligomere Kanale aus p2-Untereinheiten dar

(Enz et al., 1998; Enz et al. 1999; Wegelius et al., 1998).

Obwohl GABA-Rezeptoren weit weniger haufig im ZNS vorkommen als GABAs-Rezeptoren,
stellen sie ein viel selektiveres Target fir Pharmaka dar, als GABA-Rezeptoren (Johnston et
al., 2003). Die Hauptindikationen fir Liganden an GABAc-Rezeptoren sind Seh- und
Schlafstérungen, sowie kognitive Defizite. Es wird angenommen, dass Liganden an GABAc-

Rezeptoren auch bei Kurzsichtigkeit eine Wirkung zeigen (Froestl et al., 2004).

4.7. Der Lebenszyklus des GABA-Rezeptors

Das Auftreten diverser Erkrankungen im ZNS (z.B. Epilepsie, Angststérungen, Schizophrenie,
Depression, etc.) steht unweigerlich mit Storungen in der Expression von GABA-Rezeptoren
in  Zusammenhang. Die Expression unterliegt zellularen Mechanismen, welche die
Ansammlung der Rezeptoren an der neuronalen Plasmamembran regeln. Beim Auftreten
von ZNS-Erkrankungen ist es daher wichtig zu verstehen, wie die Neuronen die Steuerung
von Assemblierung, Trafficking, Akkumulierung und Funktion der verschiedenen GABAx-
Rezeptor-Subtypen bewerkstelligen. Einen Uberblick tiber den Lebenszyklus von GABA,-

Rezeptoren bietet Abbildung Nr. 14 (ndhere Details folgen):
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m GABA, receptor () GABARAP () RACK-1 () PKCI Abb. Nr. 14: Lebenszyklus des GABA,-
@ rsr O gephyn (O Fict G p130 Rezeptors (Kittler et al., 2003).

4.7.1. Assemblierung von GABAA-Rezeptoren

GABAj-Rezeptoren werden durch die verschiedenen Untereinheiten im endoplasmatischen
Retikulum (ER) zusammengebaut. Dieser Prozess ist wichtig fir die Bereitstellung der
enormen Diversitat von GABAx-Rezeptoren an neuronalen Zelloberflichen. Wie bereits
erwahnt sind theoretisch zahlreiche Kombinationen der Untereinheiten moglich, tatsachlich
verlasst nur eine begrenzte Anzahl dieser Kombinationen das ER, welche schliefSlich Zugang
zur neuronalen Zelloberfliche erlangen. Die Expression und Assemblierung der
Untereinheiten muss im ER sorgfaltig geregelt werden. Dies geschieht durch ER-ansassige
Chaperone, wie zum Beispiel Calnexin. Fehlerhaft gefaltete Proteine werden jedoch im ER
zuriickbehalten und letztendlich in Proteasomen abgebaut (Jacob et al., 2009). Dieser ER-
assoziierte Abbau (ERAD) bewirkt die Anheftung der Ubiquitinkette (dient als
Erkennungsmerkmal fiir den Abbau) und schlieRlich den Zerfall des Proteins durch das
Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) (Yi et al., 2007).

Die neuronale Aktivitat ist entscheidend fiir die Regulierung der Ubiquitinierung von GABA -
Rezeptoren im ER, welche den Abbau durch UPS zur Folge hat. Permanente Hemmung der

neuronalen Aktivitat bewirkt enorm starke Ubiquitinierung von GABAA-Rezeptoren innerhalb
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des ERs, wodurch deren Insertion in die Plasmamembran stark reduziert wird (Saliba et al.,

2007).

Das Schicksal ubiquitinierter GABAx-Rezeptoren wird auch durch die Ubiquitin-like Proteine
Plic-1 und Plic-2 beeinflusst (siehe Abb. Nr. 15). Diese sind in der Lage den Abbau
ubiquitinierter Subraten zu verhindern. Plic-1 bindet Uber seine Ubiquitin-assoziierte
Domane (UBA) an a- und B-Untereinheiten von GABA-Rezeptoren. Dadurch kann Plic-1 die
Halbwertszeit von GABAj-Rezeptoren steigern. Das Resultat davon ist, dass die Zahl der
Rezeptoren, welche zur Membraninsertion zur Verfligung stehen, stark steigt. Plic-1 hat
jedoch keine Auswirkungen auf die Endocytoserate der Rezeptoren. Die Aufgabe dieses
Proteins besteht darin, GABA-Rezeptoren an inhibitorischen Synapsen anzureichern

(Bedford et al., 2001).

4.7.2. Trafficking

Nach der Assemblierung im ER werden die GABAs-Rezeptoren durch Transporter in den

Golgi-Apparat befordert, wo sie separat in Vesikeln gepackt werden. In dieser Form kann

Transport und Membraninsertion erfolgen. An diesem Prozess (siehe Abb. Nr. 15) sind eine

Menge Rezeptor-assoziierter Proteine beteiligt (Jacob et al., 2009).
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Abb. Nr. 15: Beteiligte Proteine am Trafficking-Prozess der GABA,-Rezeptoren (Tretter et al., 2008).

Das GABA-Rezeptor-assoziierte Protein (GABARAP) interagiert mit den y-Untereinheiten des
GABA,-Rezeptors. Es bindet aber auch an Mikrotubuli und den N-Ethylmaleinimid-sensitiven
Faktor (NSF) (Kittler et al., 2001; Wang et al., 2000). GABARAP kommt im Golgi-Apparat und
in intrazelluldren Vesikeln vor, nicht jedoch in GABAergen Synapsen (Kittler et al., 2001;
Wang et al., 1999). Dies weist darauf hin, dass seine Aufgabe im intrazelluldaren Transport

von GABA,-Rezeptoren liegt.

NSF ist ein Protein, dass bei der intrazelluldren Fusion von Vesikeln beteiligt ist (Zhao et al.,
2007). Der NSF kann mit den B-Untereinheiten des GABAs-Rezeptors koppeln. Man hat
herausgefunden, dass eine Uberexpression des NSF die Zahl der GABAs-Rezeptoren an der
Zelloberfldche stark reduziert (Goto et al., 2005).

GABARAP und NSF sind gemeinsam am friihen Trafficking des GABAA-Rezeptors beteiligt.
Jedoch muss ein Gleichgewicht zwischen GABAA-Rezeptoren und NSF herrschen. Dieses wird
gestort, wenn die Lipid-Modifizierung des GABARAP in den Neuronen behindert wird. Dies
flihrt zu einem verminderten Trafficking der Rezeptoren zur Plasmamembran (Chen et al.,

2007).
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Auch Phospholipase C-verwandte, katalytisch inaktive Proteine (PRIP) spielen beim
Trafficking eine Rolle. PRIP sind 1,4,5-Triphosphat-bindende Proteine (Kanematsu et al.,
2000). Sie sind in der Lage sowohl an GABARAP, als auch an die intrazellularen Doménen der
B-Untereinheiten von GABAjs-Rezeptoren zu binden (Uji et al.,, 2002). Weiters wurde
herausgefunden, dass PRIP-Molekiile als briickenbildende Proteine zwischen GABARAP und
y2-enthaltenden Rezeptoren fungieren (Mizokami et al., 2007). Deshalb sind PRIP und
GABARAP am Trafficking von GABAx-Rezeptoren zur synaptischen Membran involviert.
PRIP agieren in der Kontrolle der GABAx-Rezeptor-Funktion. Sie sind an folgenden drei
Mechanismen beteiligt:

= dem Trafficking

= der Modulation bei der Phosphorylierung (B-Untereinheiten sind das Target fiir die

Proteinkinase C und die cAMP-abhadngige Proteinkinase A)
= der Internalisierung der GABA,-Rezeptoren

(Kittler et al., 2003).

Palmitoylierung hat eine kovalente Bindung der gesattigten Fettsdure Palmitat zur Folge und
spielt eine groRe Rolle beim Protein-Trafficking an inhibitorischen und exzitatorischen
Synapsen (Huang et al., 2005). Cystein-Reste innerhalb der intrazelluldren Domanen der y-
Untereinheiten stellen Substrate fir die Palmitoylierung dar. Die Palmitoyl-Acyl-Reste
werden zu den y-Untereinheiten durch das Golgi-spezifische-DHHC-Zinkfinger-Protein (GODZ)
transferiert. Die Aufgabe von GODZ liegt wahrscheinlich in der Kontrolle des GABAx-
Rezeptor-Trafficking und der Beférderung der Rezeptoren zur Plasmamembran (Keller et al.,

2004).

Am Trafficking in intrazelluldaren Vesikeln sind zwei weitere Proteine beteiligt: GRIF1 und
BIG2. GRIF1 (oftmals als TRAK2 bezeichnet) interagiert vor allem mit B2-Untereinheiten von
GABAs-Rezeptoren (Beck et al.,, 2002). BIG2 (Brefeldin A-hemmender-GDP/GTP-
Austauschfaktor 2) bindet hingegen an die B3-Untereinheiten des Rezeptors. BIG2 ist im

trans-Golgi-Netzwerk in groBen Konzentrationen vorhanden (Charych et al., 2004).
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4.7.3. Clusterbildung von GABAs-Rezeptoren an Synapsen

Nach der Wanderung durch den sekretorischen Pathway werden die GABA-Rezeptoren in
die Plasmamembran inseriert. Sie kénnen nun Zugang zu inhibitorischen, postsynaptischen
oder extrasynaptischen Arealen erlangen. Dies hangt von der Zusammensetzung der
Untereinheiten ab (Jacob et al., 2009).

Gephyrin ist bei der Regulierung der Clusterbildung von GABAA-Rezeptoren an
inhibitorischen Synapsen von groRRer Bedeutung. Dabei handelt es sich um ein
multifunktionelles Protein, das urspriinglich mit Glycin-Rezeptoren assoziiert wurde (Pfeiffer
et al.,, 1982). Gephyrin ist weiters ein Tubulin-bindendes Protein, welches den GABAx-
Rezeptor mit dem Cytoskelett verknlpft. Es stabilisiert Rezeptoren-Cluster iber die a2- bzw.
y2-Untereinheiten. Es wird angenommen, dass innerhalb der y2-Untereinheit eine Domane
existiert, die fur die Ansammlung von GABAs-Rezeptoren an postsynaptischen Arealen
bedeutend ist (Essrich et al., 1998).

Die Clusterbildung der Rezeptoren kann jedoch auch unabhangig von Gephyrin erfolgen.

Es wurde nachgewiesen, dass Radixin, ein Protein der ERM (Ezrin/Radixin/Moesin)-Familie,
im Besonderen mit der intrazelluldaren Domadne von a5-Untereinheiten interagiert. Durch
diese Interaktion wird die a5-Untereinheit mit dem Actin-Cytoskelett verkniipft (Loebrich et

al., 2006).

4.7.4. Endocytose von GABA,-Rezeptoren

GABA,-Rezeptoren unterliegen einer sehr umfangreichen Endocytose, wobei Clathrin eine
wichtige Rolle spielt (siehe Abb. Nr. 16). Clathrin-abhangige Endocytose ist der wichtigste
Internalisierungsmechanismus fiir neuronale GABA,-Rezeptoren (Kittler et al., 2000). Die
intrazellularen Domanen der B- und y-Untereinheiten interagieren dabei mit dem Clathrin-
Adapter-Protein-2-Komplex (AP2). Die AP2-Bindungsstelle enthalt Areale, die von
Proteinkinase A und Proteinkinase C phosphoryliert werden konnen. Durch die
Phosphorylierung wird die Bindung der p2-Untereinheit von AP2 gehemmt. Sind die
Rezeptoren in Clathrin-umhillte Vesikeln gepackt, kdnnen sie sich entweder regenerieren
und wieder in die Plasmamembran inseriert werden, oder sie werden zu Lysosomen

degradiert. Das Recycling der Rezeptoren wird durch das Huntingtin-assoziierte Protein
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(HAP1) bewerkstelligt. Moglicherweise liegt seine Aufgabe auch darin, den lysosomalen

Abbau der Rezeptoren zu verhindern (Jacob et al., 2009).
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Abb. Nr. 16:
Endocytose/Recycling von
GABA,-Rezeptoren; CCV —
Clathrin umhiilltes Vesikel
(Jacob et al., 2009).

4.8. Funktionen der GABA-Rezeptor-Subtypen

4.8.1. a-Rezeptor-Subtypen

Bei der Suche nach Liganden, welche selektive Wirkungen zeigen, und ein geringeres
Nebenwirkungs-Profil aufweisen (mit Affinitat fir die Benzodiazepin-Bindungsstelle), werden
GABA,-Rezeptor-Subtypen schon lange als viel versprechendes Target betrachtet. Hierfir
wurden Maus-Linien geschaffen, in denen al-, a2- oder a3-Rezeptor-Subtypen nicht sensitiv
fir Diazepam sind (Mohler et al., 2002). In diesen a-Untereinheiten wird eine Punktmutation
induziert. Dadurch duBern sich bei den Tieren mit Mutation nicht die klassischen Effekte von
Diazepam. Dies wird durch den Vergleich mit Diazepam-behandelten Wild-Typ-Mausen

erkenntlich (Sieghart, 2006).
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4.8.1.1. Effekte, die durch al-Rezeptor-Subtypen auftreten

Das Anwenden von mutierten Maus-Linien demonstriert, dass durch oal-enthaltende
Rezeptoren Sedierung, anterograde Amnesie und teilweise antikonvulsive Effekte von
Diazepam vermittelt werden (Crestani et al., 2000; Léw et al., 2000; McKernan et al., 2000;

Rudolph et al., 1999).

4.8.1.2. Effekte, die durch a2-Rezeptor-Subtypen auftreten

Ahnliche Methoden zeigen, dass Diazepam durch Koppeln an a2-enthaltende Rezeptoren
anxiolytische, muskelrelaxierende und hypnotische Effekte bewirkt (Rudolph et al., 2004;
Sieghart et al., 2005). Diese Erkenntnisse konnten durch den Elevated-Plus-Maze-Test und
den Light/Dark-Choice-Test gewonnen werden. Die Entwicklung von Anxiolytika, die
tagsliber eingenommen werden kdnnen und dabei keine Benommenheit bewirken, hat hohe

Prioritat (Low et al., 2000).

4.8.1.3. Effekte, die durch a3-Rezeptor-Subtypen auftreten

GABA,-Rezeptoren, die sich aus a3-Untereinheiten zusammensetzen weisen eine schwache
Funktion bezliglich der Muskelrelaxation auf (Rudolph et al., 2004; Sieghart et al., 2005).
Aullerdem gibt es Hinweise fiir eine Involvierung dieses Rezeptor-Subtyps in der Entstehung
von Angst. Inverse Agonisten, die selektiv flir a3-enthaltende Rezeptoren sind, fiihren Angst
herbei (Atack et al., 2005; Wafford et al., 2004; Whiting 2003). Langen et al. hingegen haben
festgestellt, dass Agonisten mit moglicher Selektivitdt fliir a3-enthaltende Rezeptoren
anxiolytische Effekte hervorrufen (Langen et al., 2005). Zur Klarung dieser Diskrepanz sind

daher weitere Experimente nétig.

4.8.1.4. Effekte, die durch a5-Rezeptor-Subtypen vermittelt werden

Eine Punktmutation, die fiir eine Blockade der Interaktion von Diazepam mit a5-Rezeptor-
Subtypen sorgt, beseitigt auch die erinnerungsbeeintrachtigen Effekte von Diazepam

(Crestani et al., 2002; Yee et al., 2004). In dhnlicher Weise demonstrierten Collinson et al.,
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dass Mause mit einem Mangel an a5-Untereinheiten eine gesteigerte Lern- und
Erinnerungsfahigkeit aufweisen (Collinson et al., 2002). AuBerdem erzielen selektive,
partielle, inverse Agonisten an a5-enthaltenden GABA,-Rezeptoren
wahrnehmungssteigernde  Fahigkeiten. Sie bewirken jedoch keine konvulsiven,

prokonvulsiven oder anxiogenen Effekte (Chambers et al., 2004).

4.8.2. B-Rezeptor-Subtypen

4.8.2.1. Effekte, die durch B2-Rezeptor-Subtypen auftreten

Fiir die Erforschung der Funktion der verschiedenen B-Untereinheiten in GABA-Rezeptoren
wurde eine ahnliche Herangehensweise gewadhlt, wie fir die Untersuchung der a-
Untereinheiten. Die Punktmutation B2(Asn265Ser), die in Gene von B2-Untereinheiten
induziert wurde, bewirkt, dass B2-enthaltende GABAs-Rezeptoren weniger selektiv fiir das
Injektionsnarkotikum Etomidat sind (Belelli et al., 1997; Hill-Venning et al., 1997; Reynolds et
al., 2003). Dieser einzelne Aminosaure-Austausch hat keine Auswirkungen auf die normale
GABAerge Funktion. Rezeptoren, die jedoch diese Mutation enthalten sind nicht mehr
sensitiv fur die sedativen, ataktischen und hypothermischen Effekte von Etomidat. Diese
Erkenntnisse weisen darauf hin, dass diese Wirkungen durch P2-enthaltende GABA,-
Rezeptoren vermittelt werden. Diese Punktmutation beeintrachtigt aber nicht die
anasthetischen Effekte von Etomidat, was bedeutet, dass diese Effekte durch andere B-

Untereinheiten vermittelt werden (Sieghart, 2006).

4.8.2.2. Effekte, die durch B3-Rezeptor-Subtypen auftreten

Fiir die Untersuchung der Funktionen von B3-enthaltenden Rezeptoren, wurde die Mutation
B3(Asn265Met) in B3-Untereinheiten von Mausen generiert. Experimente zeigen, dass
Etomidat und Propofol einen Verlust des Umkehrkorrektur-Reflexes bewirken. Die Dauer des
Reflex-Verlustes in den Mutanten-Mdausen zeigte sich im Vergleich zu den Wild-Typ Mausen
stark reduziert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass B3-Untereinheiten in GABAa-
Rezeptoren die vorrangigen Mediatoren fiir die anasthetischen Effekte von Etomidat sind

(Jurd et al., 2003).
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4.9. Pharmakologie der GABA-Rezeptoren

Bei GABA-Rezeptoren ist nicht nur eine direkte Aktivierung oder Inhibition tiber die GABA-
Bindungstasche moglich, es kann auch passieren, dass sie allosterisch moduliert werden. Im
Folgenden sind Substanzklassen aufgezahlt, die als solche Modulatoren agieren:

- Benzodiazepine

Barbiturate

Steroide

Anasthetika

Krampfgifte

Weiters existieren zahlreiche andere Substanzen, die allosterische Liganden an GABAx-
Rezeptoren darstellen (Korpi et al., 2002; Sieghart 1995).

Bisher konnten nur drei individuelle Bindungsstellen an GABAA-Rezeptoren in Radioliganden-
Bindungsstudien gut erforscht werden: die GABA/Muscimol-, die Benzodiazepin-, und die
TBPS/Picrotoxinin-Bindungsstelle (Sieghart 1995). In diesen Studien konnte festgestellt
werden, dass die Verbindungen mit den radioaktiv markierten Liganden kompetitiv
interagieren. Dadurch konnte die Bindung mit den entsprechenden Stellen identifiziert
werden. Die Interaktion aller anderen Verbindungen mit GABA-Rezeptoren kann nur durch
Elektrophysiologie oder dem genauen Studieren der allosterischen Effekte dieser Substanzen,
an der [*H]Muscimol-, [3H]Benzodiazepin- oder [3SS]TBPS-Bindungsstelle, erforscht werden.
Diese Techniken klaren jedoch nicht darliber auf, ob die allosterischen Effekte der
unterschiedlichen Liganden Uber gleiche oder separate Bindungsstellen vermittelt werden.
Somit weill man bis dato nicht, wie viele allosterische Bindungsstellen an GABA,-Rezeptoren

tatsachlich existieren (Sieghart, 2006).

4.10. Agonisten, Antagonisten und inverse Agonisten an GABA,-Rezeptoren

Verbindungen, die die Effekte von GABA verstarken, werden als allosterische Agonisten
bezeichnet. Diese Verbindungen vermitteln angstlosende, antikonvulsive,
muskelrelaxierende und sedativ-hypnotische Wirkungen. Verbindungen, die den GABA-
induzierten Chlorid-Fluss allosterisch reduzieren, werden inverse Agonisten genannt. Diese

bewirken genau den gegenteiligen Effekt als ein Agonist. Sie wirken anxiogen, prokonvulsiv
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und verbessern Vigilanz, Lernen und Erinnerungsvermogen. Verbindungen, die als
Antagonisten fungieren, stabilisieren den Zustand von GABAj-Rezeptoren. Es kommt zu
keiner direkten Anderung des GABA-induzierten Chlorid-Stroms. Antagonisten vermitteln in
den meisten Fallen keine eigenen typischen Wirkungen, aber sie verhindern die Interaktion
von Agonisten oder inversen Agonisten mit den Rezeptoren (Sieghart, 1995).

Zusatzlich zu vollen Agonisten und inversen Agonisten, die eine maximale Steigerung oder
Reduktion von GABAergen Stromen erzeugen, gibt es Verbindungen, die schwachere Effekte
vermitteln — diese werden als partielle Agonisten oder partielle, inverse Agonisten
bezeichnet. Die Effizienz eines Agonisten oder inversen Agonisten kann an den
verschiedenen Rezeptor-Subtypen unterschiedlich stark ausfallen. Eine Verbindung kann an
einem Rezeptor-Subtyp als voller Agonist, hingegen an einem anderen Rezeptor-Subtyp als
partieller Agonist agieren (Barnard et al., 1998; Hevers et al., 1998; Puia et al., 1991; Wafford
et al., 1993). Genauso besteht die Moglichkeit, dass sich eine Substanz an einem Rezeptor
als partieller Agonist, an einem anderen hingegen als Antagonist oder partieller, inverser

Agonist verhalt (Hevers et al., 1998; Puia et al., 1991; Wafford et al., 1993).

4.10.1. Die GABA-Bindungstasche

Bisher konnten mehrere Aminosdurereste identifiziert werden, welche fiir das Koppeln mit
GABA oder Muscimol entscheidend sind (Smith et al., 1995). Wie bereits erwahnt befindet
sich die GABA-Bindungstasche an der Kontaktstelle einer a- und einer B-Untereinheit. Bisher
sind jedoch nur wenige Verbindungsklassen bekannt, die als Liganden an der GABA-
Bindungstasche agieren (Frglund et al., 2002).

Studien an rekombinanten GABAs-Rezeptoren weisen darauf hin, dass bekannte, volle
Agonisten (die eine dhnliche Effizienz wie GABA zeigen) oder Antagonisten keine signifikante
Selektivitat fiir die GABAs-Rezeptor-Untereinheiten an der GABA-Bindungstasche zeigen
(Adkins et al., 2001; Ebert et al., 1994; Liiddens et al., 1995). Der Einsatz dieser Substanzen
ist mit einer Vielzahl von Nebenwirkungen verbunden. Volle GABA-Agonisten, die die ClI*-
Kanile wahllos zum Offnen bringen, bewirken eine Hemmung vieler neuronaler Systeme,
welche mit der Funktion des Gehirns interferieren. GABA-Antagonisten bewirken in diesen

Arealen das Auftreten von Angst und Krampfen (Sieghart, 2006).
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4.10.2. Interaktion von Benzodiazepinen mit GABA-Rezeptoren

Benzodiazepine wie Diazepam sind die starksten antikonvulsiven, muskelrelaxierenden,
sedativ-hypnotischen und anxiolytischen Verbindungen im klinischen Gebrauch (Woods et
al.,, 1992). Sie steigern die Wirkung von GABA an GABA-Rezeptoren in dem sie die GABA
induzierte Offnungszeit von Cl-Kanidlen verlingern. Benzodiazepine modulieren diese
Rezeptoren allosterisch (Study et al., 1981).

Benzodiazepine und andere Verbindungen, die mit der Benzodiazepin-Bindungsstelle
koppeln sind in der Lage die GABAerge Aktivitdat kontinuierlich zu regulieren. Diese
Verbindungen konnen jedoch nicht den Influx von Cl-lonen bei Abwesenheit von GABA
hervorrufen (Macdonald et al.,, 1994; Study et al.,, 1981). Eine weitere Eigenschaft der
Benzodiazepine ist, dass sie einen extrem niedrigen Toxizitatsgrad aufweisen, was einer
grolRen therapeutischen Breite gleichkommt.

Mutagenese-Studien haben auch hier zahlreiche Aminosdurereste an o- und y2-
Untereinheiten rekombinanter GABA,-Rezeptoren identifiziert, die fir das Andocken von
Benzodiazepinen und anderen Verbindungen, die mit der Benzodiazepin-Bindungsstelle
interagieren, wichtig erscheinen. In diesen Studien kam man zu dem Schluss, dass die
Benzodiazepin-Bindungsstelle an der Kontaktstelle einer a- und y2-Untereinheit lokalisiert
sein muss (Sigel, 2002). An dieser Stelle muss angemerkt werden, dass Liganden existieren,
die an die Benzodiazepin-Bindungsstelle andocken, trotzdem in der Lage sind, in Kontakt mit
GABA,-Rezeptoren zu treten, die lediglich aus a und B-Untereinheiten zusammengesetzt
sind (Im et al., 1995; Khom et al., 2006; Thomet et al., 1999; Walters et al., 2000).

Die meisten der Rezeptorsubtyp-selektiven Verbindungen, die bisher identifiziert wurden,
interagieren mit der Benzodiazepin-Bindungsstelle von GABAs-Rezeptoren. Da diese an der
Kontaktstelle von a- und y-Untereinheiten lokalisiert ist, sind die Bindungseigenschaften der
Substanzen klarerweise von den Typen der Untereinheiten (a und y) abhangig. Wie bereits
erwahnt existieren im Nervensystem von Sadugetieren sechs verschiedene a- und drei
verschiedene y-Untereinheiten, wodurch es moglicherweise 18 unterschiedliche GABAx-
Rezeptor-assoziierte Benzodiazepin-Bindungsstellen gibt. Die meisten Substanzen, die mit
der Benzodiazepin-Bindungsstelle in Kontakt treten, sind entweder inaktiv oder nur schwach
aktiv an Rezeptoren, die y1-Untereinheiten enthalten (Hevers et al., 1998; Puia et al., 1991).

Die gangigen Benzodiazepine (und auch andere Substanzen, die sich strukturell zwar von
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Benzodiazepinen unterscheiden, dennoch mit der Benzodiazepin-Bindungsstelle interagieren)
vermitteln ihre Effekte in erster Linie via GABAA-Rezeptoren, die eine Konstruktion folgender
Untereinheiten aufweisen:

- alPy2

- a2Py2

- a3py2

- a5By2
Diazepam, Bromazepam, Flunitrazepam oder Clonazepam, die zu den klassischen
Benzodiazepinen zdhlen, koppeln nicht mit Rezeptoren, die die Untereinheiten a4By2 und
a6By2 aufweisen (Hevers et al., 1998; Sieghart 1995; Wafford et al., 1996).
Imidazobenzodiazepine, wie z.B. Ro15-4513 oder Flumazenil interagieren dennoch mit
GABA,-Rezeptortypen die aus a4By2 und ab6By2 Untereinheiten bestehen und auch mit den
vier obig genannten Kompositionen (Huang et al., 2000; Sieghart, 1995; Zhang et al., 1995).
Nur einige Substanzen, die gdngig eingesetzt werden, wie beispielsweise das sedativ-
hypnotische Zolpidem koppelt bevorzugt an Rezeptoren, die al-Untereinheiten besitzen
(Hevers et al., 1998). Hingegen ein anderer Ligand an der Benzodiazepin-Bindungsstelle, L-
838,417 (triazolo[4,3-b]pyridazin), der als partieller Agonist fungiert, bevorzugt Rezeptoren,
die a2-, a3- und a5-Untereinheiten aufweisen. L-838,417 verstarkt also nicht die Antwort
von GABA an al-enthaltenden Rezeptoren (McKernan et al., 2000).
Die Substanz SL651.498 bewirkt angstlindernde und muskelrelaxierende Effekte, ahnlich wie
die Benzodiazepine, aber sie verursacht deutlich weniger unerwiinschte Nebenwirkungen.
SL651.498 verhalt sich als voller Agonist an rekombinanten GABAA-Rezeptoren mit a2- oder
a3-Untereinheiten. An jenen, die al- oder a5-Untereinheiten besitzen, verkorpert SL651.498
jedoch einen partiellen Agonisten (Griebel et al., 2003; Licata et al., 2005).
Wie sich aus den genannten Beispielen erkennen lasst, weisen die Verbindungen eine
gewisse Affinitat fir Rezeptoren mit bestimmter Komposition an Untereinheiten auf bzw.
kann eine einzige Substanz, abhangig von der Zusammensetzung der Untereinheiten,

unterschiedliche Effekte auslosen.
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4.10.3. Effekte von Barbituraten an GABA-Rezeptoren

In elektrophysiologischen Studien hat sich herausgestellt, dass Barbiturate, wie
Pentobarbital, Phenobarbital oder Secobarbital, die Effekte von GABA steigern, indem sie die
durchschnittliche Offnungszeit des Chloridkanals verliangern. Allerdings haben sie keinen
Einfluss auf die Leitfahigkeit und Offnungsfrequenz des Kanals (Study et al., 1981). Die
Effekte von Barbituraten an GABA-Rezeptoren sind wie die der Anasthetika unterschiedlich
stark ausgepragt (Olsen, 1982). Bei grofReren Konzentrationen als 50 uM sind Barbiturate
sogar bei Abwesenheit von GABA in der Lage, den GABAA-Rezeptor assoziierten Chloridkanal
direkt zum Offnen zu bringen (Hevers et al., 1998; Korpi et al., 2002; Sieghart 1995). Noch
héhere Barbiturat-Konzentrationen fiihren zu einer Anderung des Desensibilisierungsgrades
der Rezeptoren, was auf das Vorhandensein von mehreren Interaktionsstellen fir
Barbiturate an GABA-Rezeptoren deutet (Sieghart, 1995). Aufgrund von Studienergebnissen
wird angenommen, dass die Bindungsstelle fir sedativ-hypnotische Barbiturate eine andere
ist, als jene flir GABA, Benzodiazepine oder TBPS.

Barbiturate werden heute aufgrund von Problemen der Sicherheit in der Anwendung
(geringe therapeutische Breite, starke Abhangigkeit) nur mehr fiir sehr spezielle
Anwendungen verschrieben. Heutzutage kommen sie hauptsachlich als Sedativa und
Antiepileptika, sowie zur Notfallbehandlung von Krampfanfallen, welche in Zusammenhang

mit Tetanus oder Eklampsie stehen, zum Einsatz (Lopez-Mufioz et al., 2005).

4.10.4. Interaktion von Anasthetika mit GABA,-Rezeptoren

Eine Reihe von Anasthetika (Inhalations- und Injektionsnarkotika) aus unterschiedlichen
chemischen Klassen modulieren ebenfalls GABAA-Rezeptoren (Franks et al., 1994; Rudolph et
al., 2004; Sieghart 1995). Inhalationsnarkotika, wie Isofluran, Enfluran oder Halothan,
bewirken bei hohen mikromolaren bzw. niedrigen millimolaren Konzentrationen GABA-
induzierte Chlorid-Strome. Bei den gebrduchlicheren Anasthetika, wie Chlormethiazol oder
Propofol, reichen fiir diesen Effekt bereits niedrige mikromolare Konzentrationen aus. Bei
hohen Konzentrationen dieser Substanzen konnen sie, ahnlich wie Barbiturate, eine direkte

Offnung des GABAa-Rezeptor-assoziierten Chloridkanals erzielen. Solch induzierte Chlorid-
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Stréme koénnen durch Picrotoxinin und Bicucullin, einem kompetitiven GABA-Antagonisten,

aufgehoben werden (Hevers et al., 1998; Sieghart, 1995).

Das Binden von Andsthetika an GABAj-Rezeptoren scheint von der Anwesenheit von [3-
Untereinheiten in den Rezeptoren abhdngig zu sein. Die Lokalisation der Bindungsstelle
konnte bisher nicht eindeutig identifiziert werden. AulRerdem ist unklar, ob die
verschiedenen Andasthetika, Barbiturate und Steroide ihre Effekte Uber dieselbe oder
unterschiedliche Bindungsstellen vermitteln. Zusatzlich zu GABA,-Rezeptoren interagieren
Anasthetika auch mit Glutamat- und nACh-Rezeptoren (Franks et al., 1994; Hevers et al.,
1998). Jedoch stellen GABAA-Rezeptoren die wichtigsten Kandidaten fiir die Vermittlung von

anasthetischen Effekten in vivo dar (Sieghart 2006).

4.10.5. Interaktion von Steroiden mit GABAA-Rezeptoren

Verschiedene Steroide, wie das anasthetisch wirkende Alphaxalon, die sedativ-hypnotisch,
anxiolytisch  und antikonvulsiv  wirkenden Metabolite von Progesteron und
Desoxycorticosteron, stellen ebenfalls Modulatoren an GABAs-Rezeptoren dar. Bei
nanomolaren Konzentrationen bewirken sie einen GABA-stimulierten Chlorid-Fluss, bei
Konzentrationen > 1uM erzeugen sie dhnlich wie die Barbiturate eine direkte Offnung des
GABAj-Rezeptor-assoziierten Chlorid-Kanals. Aufgrund dessen werden zwei verschiedene
Steroid-Bindungsstellen an GABA,-Rezeptoren vermutet (Belelli et al., 2005; Lambert et al.,
1995; Lambert et al., 2001; Sieghart 1995). Resultate von diversen Experimenten deuten auf
eine separate Bindungsstelle fiir Steroide hin. Diese entspricht nicht der Bindungsstelle von
GABA, Benzodiazepinen, Barbituraten oder TBPS (t-Butylbicyclophosphorothionat) (Belelli et al.,
2005; Lambert et al., 2001; Sieghart 1995). Der Ort der Steroid-Bindungsstelle wurde bis jetzt
noch nicht identifiziert (Sieghart, 2006).

Steroide, die mit dem Rezeptor interagieren erhohen sowohl die Frequenz als auch die
Dauer der Offnung des Chlorid-Kanals (Peters et al., 1988).

Zusatzlich zu den obig genannten Steroiden, die die Effekte von GABA an GABA-Rezeptoren
verstarken, existieren weitere Steroide, wie Pregnenolonsulfat und Dehydroepiandrosteron
(DHEA), die an diesen Rezeptoren als nichtkompetitive Antagonisten agieren. Diese Stoffe

inhibieren GABA-induzierte Chlorid-Strome und zeigen exzitatorisches Potential an
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Neuronen (Lambert et al., 2001; Sieghart, 1995). Auch in diesem Fall ist unklar, ob diese
beiden Substanzen mit der gleichen oder mit unterschiedlichen Bindungsstellen koppeln, als
die Steroide, die GABAerge Effekte an den Rezeptoren steigern (Sieghart, 2006). Neuroaktive
Steroide sind auch befahigt homooligomere Rezeptoren, die sich aus B-Untereinheiten
zusammensetzen, zu modulieren. Es sind weder a- noch y-Untereinheiten fiir deren
Interaktion mit  GABAj-Rezeptoren erforderlich  (Sieghart, 1995). Mit Hilfe
elektrophysiologischer Studien konnte dariiber hinaus festgestellt werden, dass die Effekte
der Neurosteroide an synaptischen GABA,-Rezeptoren in den verschiedenen Gehirnregionen
relativ unterschiedlich ausfallen. Als Grund fiir diese verschiedenen Effekte werden mehrere
Moglichkeiten diskutiert:

- Expression individueller GABA-Rezeptor-Subtypen

- Phosphorylierung

- Ortlicher Steroid-Metabolismus

(Belelli et al., 2005; Lambert et al., 2001; Pinna et al., 2000).

In anderen Studien wird die Wichtigkeit von Rezeptoren, die aus 6-Untereinheiten bestehen,
betont. In der Untersuchung von Mausen, bei denen 6-Untereinheiten in den Rezeptoren
fehlten, zeigten sich die Wirkungen von Neurosteroiden in drastisch reduziertem AusmaR
(Mihalek et al., 1999). Auch Stell et al. konnten nachweisen, dass Steroide bevorzugt &-

enthaltende-GABAA-Rezeptoren stimulieren (Stell et al., 2003).

4.10.6. Die Bindungsstelle von TBPS (t-Butylbicyclophosphorothionat)

TBPS und Picrotoxinin sind Konvulsiva, die GABA-induzierten Chlorid-Fluss nicht-kompetitiv
hemmen, indem sie an eine oder mehrere Stellen innerhalb oder nahe des Chloridkanals
binden (Korpi et al, 2002). Die Bindung von [3°S]TBPS kann durch Picrotoxinin,
Pentylentetrazol, konvulsive Barbiturate und wahrscheinlich auch durch eine Vielzahl von
Insektiziden (z.B. Lindan oder Dieldrin) kompetitiv gehemmt werden (Maksay et al., 1985;
Maksay et al., 1985a,b; Korpi et al., 2002). AuRerdem kann die Bindung von TBPS allosterisch
durch GABA selbst oder andere Agonisten an der GABA-Bindungstasche inhibiert werden.
Andererseits wird das Koppeln von TBPS mit GABAs-Rezeptoren durch die Anwesenheit

anderer Konvulsiva, wie z.B. B-Carbolinen, erleichtert (Korpi et al., 2002; Sieghart, 1995).
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Diese Ergebnisse stimmen mit der Annahme Uberein, dass die hochaffine TBPS-
Bindungsstelle mit der geschlossenen Konformation des Chloridkanals assoziiert sein muss,

was bedeutet, dass TBPS in seiner Bindungstasche eingeklemmt wird (Sieghart, 2006).

4.11. Ethanol

Obwohl Ethanol die meist missbrauchte psychoaktive Droge darstellt, sind seine Effekte auf
Gehirnfunktionen wenig erforscht. Eine Vielzahl von Rezeptoren wird durch Ethanol
funktionell modifiziert. Dazu gehoren Glutamat-, Serotonin-, Glycin- und GABAA-Rezeptoren,
sowie die K+(ir)—KanéIe. Effekte von Ethanol an diesen Targets konnten allerdings nur bei
ziemlich hohen Konzentrationen (> 60 mM) registriert werden. Ethanol ist zehnmal mehr
effektiv an GABAs-Rezeptoren der Konstellation a4Bd bzw. a6B6, die f2- Untereinheiten
anstelle von p3-Untereinheiten aufweisen. Diese Rezeptoren sind wahrscheinlich
extrasynaptisch lokalisiert. Es besteht die Maoglichkeit, dass Ethanol in niedriger
Konzentration primar via extrasynaptische Rezeptoren (a4pf3& oder a6B36) tatig ist

(Sundstrom-Poromaa et al., 2002; Wallner et al., 2003).

4.12. Andere Substanzklassen, die Interaktionen mit GABA,-Rezeptoren eingehen

4.12.1. Substanzen mit Affinitat zu a-enthaltenden Rezeptoren

4.12.1.1. Diuretika

Manche Substanzklassen, wie beispielsweise Diuretika, interagieren mit neuartigen, bisher
nicht identifizierten Bindungsstellen an GABAA-Rezeptoren, die a-Untereinheiten enthalten.
Korpi et al. haben herausgefunden, dass das Schleifendiuretikum Furosemid eine 100-fach
hohere Selektivitat fiir a6- als fir al- enthaltende Rezeptoren aufweist (Korpi et al., 1995).
Diese Substanz hemmt neben a6- auch a4-enthaltende Rezeptoren, allerdings in einem
geringeren AusmaR (Knoflach et al., 1996; Korpi et al., 1997).

In ahnlicher Weise agiert auch das kaliumsparende Diuretikum Amilorid mit GABA,-
Rezeptoren, die a-Untereinheiten aufweisen. Es zeigt keine Abhdngigkeit von B- oder y-

Untereinheiten (Fisher, 2002).
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4.12.1.2. y-Butyrolactone

y-Butyrolactone verstarken in alB2y2-transfizierten Zellen und Neuronen des Kleinhirns
GABA-Antworten. Diese Effekte zeigten sich jedoch nicht in a6B2y2-transfizierten Zellen
(Mathews et al., 1994).

4.12.1.3. Antibiotika

Ein Analogon des Antibiotikums Norfloxacin (Abb. Nr. 17) zeigt Effekte an a2p2y2L-
Untereinheiten, welche in HEK-293-Zellen exprimiert werden. Diese Substanz scheint GABA,-
Rezeptoren Uiber eine unerforschte Bindungsstelle (die nicht der von TBPS, GABA,
Benzodiazepinen, Barbituraten, Neurosteroiden, etc. entspricht) zu modulieren. Dieses
Norfloxacin-Analogon induziert anxiolytische Effekte mit einer maximalen Effizienz, wie man
sie von Diazepam kennt. Anders als Diazepam, erzeugt diese Substanz jedoch keine ZNS-

dampfenden Wirkungen bei mehreren getesteten Dosen (Johnstone et al., 2004).

| Abb. Nr. 17: Analogon von Norfloxacin (Sieghart, 2006).

4.12.2. Substanzen mit Affinitat zu B-enthaltenden Rezeptoren

4.12.2.1. Loreclezol, Etomidat, DMICM, Furosemid

Verschiedene Studien zeigten, dass das Antikonvulsivum Loreclezol, das Hypnotikum
Etomidat, das B-Carbolin DMCM (methyl-6,7-dimethoxy-4-ethyl-beta-carbolin-3-carboxylat)
und das Diuretikum Furosemid eine hohere Affinitat zu PB2- bzw. B3-enthaltenden
Rezeptoren aufweisen als zu B1-enthaltenden Rezeptoren (Wafford et al., 1994; Belelli et al.,

1997).
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4.12.2.2. NSAR

Verschiedene nicht-steroidale-antirheumatische  Substanzen wie Mefenaminsaure,
Flufenaminsdure, Tolfenaminsdure, Nifluminsdaure oder Diflunisal, zeigen unterschiedliche
Effizienz und Potenz an GABA,-Rezeptoren, die B2- oder B3-Untereinheiten besitzen. An
Rezeptoren, bestehend aus Bl-Untereinheiten, agieren diese Substanzen als Antagonisten

oder inverse Agonisten (Smith et al., 2004).

Weiters existieren noch andere Substanzen, die mit GABAs-Rezeptoren interagieren. Da
diese nicht in Zusammenhang mit dieser Arbeit stehen, werden sie hier nur zur
Vervollstandigung erwahnt und nicht naher beschrieben.

In friheren Studien wurde festgestellt, dass auch Avermectin (Antibiotikum), Melatonin,
Polyamine, Antidepressiva, Clozapin (Neuroleptikum), Mutterkornalkaloide und
Antiepileptika, wie Carbamazepin oder Phenytoin mit GABA,-Rezeptoren interagieren
(Hevers et al., 1998; Korpi et al., 2002; Sieghart 1995).

AuBerdem stellen zweiwertigen Kationen Liganden an diesen Rezeptoren dar: Zn**, cd*, Ni%*,
Mn®* und Co®'. Fir diese wurden mehrere Bindungsstellen an GABAA-Rezeptoren
identifiziert (Fisher et al., 1998; Horenstein et al., 1998; Hosie et al., 2003; Korpi et al., 2002;
Sieghart 1995). Auch dreiwertige Kationen wie La*" und Lanthanoide und Anionen wie CI’

sind in der Lage GABAA-Rezeptoren zu modulieren (Korpi et al., 2002; Sieghart, 1995).

4.13. Liganden pflanzlichen Ursprungs

Viele Substanzen, die primar zur Erforschung von GABA-Rezeptoren eingesetzt wurden, sind
pflanzlichen Ursprungs. Dazu zahlen beispielsweise die Antagonisten Bicucullin (aus Dicentra
cucullaria — Kapuzen-Herzblume) und Picrotoxin (aus Anamirta cocculus - Scheinmyrte),
sowie der Agonist Muscimol (aus Amanita muscaria - Fliegenpilz). Mittlerweile ist ein breites
Spektrum an Pflanzeninhaltsstoffen bekannt, die ionotrope GABA-Rezeptoren modulieren.
Die meisten dieser Substanzen sind in der Lage die Blut-Hirn-Schranke zu (iberwinden,
wodurch sie Einfluss auf Gehirnfunktionen haben (Johnston et al., 2006). Selbst GABA stellt

einen wichtigen Pflanzeninhaltsstoff dar (Bouche et al., 2004).
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In der heutigen Gesellschaft ist die Nachfrage fir Phytopharmaka und ,functional food’ stark
gestiegen. Ein Grund dafir ist wahrscheinlich, dass noch immer die weit verbreitete
Meinung existiert, dass ,natilirliche Substanzen” grundsatzlich sicherer sind als synthetisch
hergestellte Stoffe. Viele toxische Chemikalien sind jedoch pflanzlichen Ursprungs und der
GroRteil der Therapeutika wird durch chemische Synthese gewonnen. Fir den
Therapieerfolg ausschlaggebend ist jedoch die molekulare Struktur und die Dosis einer

Substanz, nicht ob sie synthetischen oder pflanzlichen Ursprungs ist (Topliss et al., 2002).

4.13.1. Flavonoide

Obst, Gemiise sowie samtliche Getranke (z.B. Tee und Rotwein) sind Hauptquellen fir
Flavonoide (Aherne et al., 2002). Viele Flavonoide sind Polyphenole, welche starke
Antioxidantien darstellen (Heim et al., 2002). Urspriinglich wurden sie in Verbindung mit
GABA,-Rezeptoren gebracht, als drei Isoflavane eine Hemmung von Diazepam zeigten (Luk
et al., 1983). Das potenteste dieser war 3’,7-Dihydroxyisoflavan. Daraufhin wurden viele
Flavonoide direkt aus Pflanzen isoliert (siehe Abb. Nr. 18), welche die Bindung von
Benzodiazepinen an neuronalen Membranen beeinflussen (Marder et al., 2002). Dazu zahlen

3’,7-Dihydroxyisoflavan, Amentoflavon, Apigenin, 6-Methylapigenin und Oroxylin A.
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Amentoflavon und Apigenin agieren als negative Modulatoren, Hispidulin stellt einen
positiven Modulator an GABAA-Rezeptoren dar (Johnston et al., 2006).

Apigenin ist ein Flavonoid, das in zahlreichen Pflanzen vorkommt, beispielsweise in der
Kamille (Matricaria recutita). Es zeigt bei Mausen im Elevated-Plus-Maze eindeutig
anxiolytische Effekte. Die klassischen Benzodiazepin-Wirkungen, wie Sedierung,
Muskelrelaxierung, werden allerdings nicht durch Apigenin vermittelt (Viola et al., 1995).
Hispidulin wurde gemeinsam mit Apigenin aus Salbei (Salvia officinalis) isoliert. Es hat einen

30mal starkeren Effekt als Apigenin (Kavvadias et al., 2003).

4.13.2. Phenolische Substanzen

Die Rinden und Stangel verschiedener Magnolia-Arten werden in der Traditionellen
Chinesischen Medizin (TCM) schon lange zur Behandlung von Erkrankungen, wie
Angststorungen, eingesetzt. Die Biphenole Honokiol und dessen Isomer Magnolol (Abb. 19)
bewirken im ZNS muskelrelaxierende und sedative Effekte. Von den Substanzen, die aus
Magnolia officinalis isoliert wurden, erwies sich Honokiol am wirksamsten (Kuribara et al.,
1999). Dieses Biphenol ist in der Lage, GABAs-Rezeptoren in-vitro zu modulieren (Ai et al.,
2001; Squires et al., 1999). Taferner et al. untersuchten Derivate und Analoga von Honokiol
an verschiedenen GABA,-Rezeptor-Subtypen, welche in Xenopus-laevis-Oozyten exprimiert
wurden. Dabei erwiesen sich zwei der untersuchten Verbindungen als starkere Modulatoren
als Honokiol. AuBerdem zeigten diese eine Subtyp-Selektivitat fir a2- bzw. a3-enthaltende
GABAj-Rezeptoren (Taferner et al., 2011).

Auch im Elevated-Plus-Maze zeigen sich bei niedriger Honokiol-Dosis anxiolytische Effekte
bei Mausen. Der anxiolytische Effekt wird durch den Benzodiazepin-Antagonisten Flumazenil
und den GABA,-Rezeptor-Antagonisten Bicucullin aufgehoben. Der Vorteil dieses Biphenols
gegeniiber Diazepam ist, dass es bei anxiolytischer Dosis weder physische Abhangigkeit,

Depressionen noch Amnesie hervorruft (Kuribara et al., 1999).
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4.13.3. Terpenoide

Terpenoide kommen sehr haufig in Pflanzen vor, speziell in dtherischen Olen. Das am
haufigsten eingesetzte Terpenoid bei Studien an GABA-Rezeptoren ist das Sesquiterpen-
Lacton Picrotoxinin. Es stellt einen nicht-kompetitiven Antagonist an GABAA-Rezeptoren dar
(Chebib et al., 2000). a-Thujon (Abb. 20), ein Inhaltsstoff in Artemisia absinthium, ist ein
Konvulsivum, welches einen negativen, allosterischen Modulator an GABAa-Rezeptoren
darstellt (Hold et al., 2000). Das strukturell dhnliche Thymol (Abb. 20) wirkt hingegen als

positiv, allosterischer Modulator (Priestley et al., 2003).

/ T
mh_,-ij F:,/Lb/] Abb. Nr. 20: Strukturformeln der
f;_\_ A Monoterpenoide o-Thujon und
Thi Thymol (Johnston et al., 2006).
o jone Thyrmal

Bilobalid, ein Sesquiterpen-Lacton aus Gingko biloba, weist strukturelle Ahnlichkeiten zu
Picrotoxinin auf. Es agiert als Antagonist an GABAA-Rezeptoren. Sowohl Bilobalid, als auch
Picrotoxinin (Abb. Nr. 21) scheinen innerhalb des Chloridkanals mit dem Rezeptor zu koppeln,
weshalb sie negative, allosterische Modulatoren darstellen (Huang et al., 2003). Picrotoxinin
ist ein Konvulsivum, Bilobalid hingegen ein Antikonvulsivum (Sasaki et al., 1999a). Bilobalid
wirkt wahrscheinlich wegen der Hemmung der Glutamat-Freisetzung antikonvulsiv. Das
Fehlen der konvulsiven Wirkung einer Substanz, scheint fir die Verbesserung der

Gedachtnisleistung sehr wichtig zu sein (Jones et al., 2002).
0
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4.13.3.1. Valerensaure

Valerensdure (VA) (Abb. 22), ein Sesquiterpen, wirkt an GABAs-Rezeptoren als partieller
Agonist (Yuan et al.,, 2004). Sie wird als die am starksten wirksame Komponente von

Baldrianextrakten in der Pflanzenheilkunde betrachtet. In vivo reduziert sie

37



nachgewiesenermallen angstliches Verhalten (Benke et al.,, 2009). VA kommt nur in
Valeriana officinalis vor. In den haufiger verbreiteten Spezies Valeriana wallichii und

Valeriana edulis ist sie nicht vorhanden (Fernandez et al., 2004).

g
Py
: Abb. Nr. 22: Strukturformel der

Valerensaure (Johnston et al., 2006).

Valerenhc acid

Valerensdure stellt einen Untereinheit-selektiven Modulator an GABAA-Rezeptoren, welche
B2- bzw. B3-Untereinheiten besitzen, dar. An Bl-enthaltenden Rezeptoren hat sie jedoch,
auller bei sehr hohen Konzentrationen, keinen signifikanten Effekt auf GABA-induzierte
Chloridstrome (Khom et al., 2007). Khom et al. synthetisierten zehn Valerensaurederivate,
wobei die Carboxylgruppe der VA modifiziert wurde. Diese Derivate wurden anschlieBend
sowohl in vitro als auch in vivo untersucht. Valerensdaure wurde mit verschiedenen Amiden
unterschiedlicher Lipophilie und Sperrigkeit, konjugiert. Alle diese Derivate bewirkten eine
Steigerung des GABA-induzierten Chloridstroms. In vitro bewirken jedoch kurzkettige,
aliphatische VA-Amide, wie VA-Methylamid und VA-Ethylamid, einen stdrkeren GABA-
induzierten Chloridstrom als Valerensaure selbst.

Das unsubstituierte VA-Amid stellte sich als effektivste Substanz in vitro heraus. Auch in vivo
(bei Mausen im Elevated Plus Maze) zeigte es die starkste anxiolytische Wirkung (Khom et al.,

2010).

4.14. Gating-Mechanismus von GABAA-Rezeptoren

Wie alle Liganden-gesteuerten lonenkandle wandeln auch GABA-Rezeptoren chemische in
elektrische Signale um. In weniger als einer Millisekunde wird durch das Andocken von zwei
winzigen GABA-Molekiilen, zwischen den a- und den pB-Untereinheiten eine
Konformationsanderung im oligomeren Rezeptor induziert. Aufgrund dessen resultiert eine
Offnung der zentralen Pore des lonenkanals (Baumann et al., 2003). Dieser bemerkenswerte

Prozess wird als ,Gating” bezeichnet (Xiu et al., 2005).
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Die Basis fiir ein Modell wie Gating funktioniert ist, dass spezifische lonenpaare prazise
Kontrolle Gber den Gating-Mechanismus ausiiben (Kash et al., 2003; Xiu et al., 2005). Im Fall
von GABAx-Rezeptoren sind an diesem Mechanismus zwei flexible Loops in Membrannahe,
Loop 2 und Loop 7 (=Cys-Loop), involviert. Kash et al. kreierten ein ,lonenpaar-Modell“,
welches durch spezifische Mutagenese in der al-Untereinheit von GABAs-Rezeptoren
entdeckt wurde. Es wurde herausgefunden, dass fir optimales Gating elektrostatische
Interaktionen zwischen negativ geladenen Resten in Loop 2 und 7 (Asp57 und Asp149) und
einem positiv geladenen Rest in der Region, die TM2 und TM3 (Lys279) verlinkt, nétig sind.
In der B2-Untereinheit von GABAA-Rezeptoren sind Interaktionen zwischen einem sauren
Rest in Loop 7 (Asp146) und einem basischen Rest in der Pre-Transmembran-Domane-1
(Lys215) von Bedeutung. Sie verhelfen dem Agonisten zum Koppeln mit dem Rezeptor (Kash
et al., 2004).

Xiu et al. sind jedoch der Ansicht, dass kein spezifisches lonenpaar das Gating beeinflusst,
sondern dass eine Gruppierung von Ladungen entscheidend fiir das Funktionieren von

Gating ist (Xiu et al., 2005).

Es wurde auch angenommen, dass beim Gating eines Liganden an GABA,-Rezeptoren, eine
so genannte ,Pin-into-socket“-Interaktion auftritt. Diese Annahme entstand, als die Struktur
des ACh-Rezeptors von T. marmorata publiziert wurde (Miyazawa et al. 2003). Die ,,Pin-into-
socket“-Interaktion beeinflusst das Gating beim ACh-Rezeptor. Die Autoren suggerieren,
dass sich Loop 2 in einer Position befindet, die es ihm ermdglicht an eine hydrophobe Stelle
zu docken, welche durch die End-Reste (Ser269—Pro272 in der a-Untereinheit) der M2-
Domaéne gebildet wird. Dieser ,Pin-into-socket“-Mechanismus wurde auch an Glycin- und
GABA,-Rezeptoren untersucht. Der ,Pin“ in ACh-Rezeptoren stellt Val46 in Loop 2 der a-
Untereinheit dar. Weitere Untersuchungen zeigen jedoch, dass aquivalente ,Pin“-Reste in
GABA,- und Glycin-Rezeptoren keine ausschlaggebenden Faktoren im Gating-Prozess

darstellen (Cederholm et al., 2009).
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4.15. Involvierung des GABAergen Systems in der Pathogenese diverser

Krankheitsbilder

Die Funktion des ZNS basiert auf einer ausgewogenen Balance zwischen exzitatorischer und
inhibitorischer Neurotransmission. Wie bereits erwdhnt, sind hauptsachlich GABAerge
Neurone fir die inhibitorische Kontrolle verantwortlich. Wenn jedoch diese Balance
zugunsten der GABAergen Transmission nicht aufrechterhalten werden kann, kommt es zum
Auftreten von Anxiolyse, Sedierung, Amnesie, Ataxie und zum Verlust des Bewusstseins.
Andererseits kommt es bei Dampfung des GABAergen Systems zu Erregungs-, Angst- und
Unruhezustanden, Schlaflosigkeit, gesteigerter Reaktivitdit oder auch zu epileptischen
Anfallen. Diese pharmakologischen Erscheinungen deuten darauf hin, dass die inhibitorische
Neurotransmission bei Erkrankungen des ZNS involviert ist. Ein GABAerges Defizit ist sehr
wahrscheinlich die Ursache fiir Insomnie, Angststérungen, Epilepsie und Schizophrenie
(Mo6hler, 2002; Mohler et al., 2005; Olsen et al.,, 1999). Dariber hinaus gibt es Hinweise
dafir, dass auch eine genetische Pradisposition, neben einem Defizit an GABA-Rezeptoren,
das Auftreten von Angst- und Panikzustanden, Insomnie, sozialen Storungen, Depressionen,
affektiven Stérungen und Alkoholabhangigkeit beglinstigt (Feusner et al., 2001; Loh et al.,
2000; Parsian et al., 1999; Taylor et al., 2003).

4.15.1. Angst und Depressionen

Angst und Depression sind sowohl bei Menschen, als auch bei Tieren das Resultat von
periodisch wiederkehrendem Stress. Der Mechanismus fir die Entstehung von Angst ist dazu
gedacht, unseren Fokus schnell auf eine drohende Gefahr zu lenken. Auerdem wird durch
diesen Mechanismus unser Verhalten so beeinflusst, dass wir uns unverziiglich dieser
Bedrohung abwenden. Die Emotion Angst veranlasst zur Risikoabwagung bei auftretender
Gefahr. Aufgrund der Ungewissheit tber die Konsequenzen der Gefahr, werden wir in einen
zerstreuten Zustand versetzt, was zu Ubererregbarkeit fiihrt (Baldwin et al., 2005; Baldwin et
al., 2010). In Studien wurde auBerdem erkannt, dass angstliche Individuen dazu neigen,

emotional unklare Impulse als Bedrohung zu interpretieren (Bishop, 2007).
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Angststorungen lassen sich in finf Typen kategorisieren:
= Generalisierte Angststorungen
= Panikstdrungen
= Zwangsheurosen
= Soziale Phobien

= Posttraumatische Psychosen

Spezifische Phobien werden gesondert betrachtet (American Psychiatry Association, 1994).

Manische Depressionen sind komplexe, weitlaufige Erkrankungen, welche ein breites
Spektrum an Anomalien inkludieren, wie zum Beispiel, gedriickte Stimmung, Anhedonie,
Schlafstérungen, Abgeschlagenheit, Verlust der Selbstschatzung, negatives Denken oder
Selbstmordgefahrdung (Anderson et al., 2008). Angststérungen und Depressionen
Uberlappen sich und treten haufig gemeinsam auf; es liegt eine hohe Co-Morbiditadt vor (Roy
et al.,, 1995). Bemerkenswert ist, dass sowohl die Symptome von Angst, als auch von
Depression durch die selbe Therapie (z.B. durch SSRIs, Benzodiazepine) gelindert werden
kénnen (Baldwin et al., 2005; Anderson et al., 2008). Dies weist darauf hin, dass gemeinsame
neurobiologische Dysfunktionen bei der Entstehung beider Krankheitsbilder involviert sind.

Stérungen im GABAergen System spielen hierbei ein wichtige Rolle (Mdhler, 2012).

Das GABAerge System ist bei der Entstehung von Angstzustanden stark integriert. Die
Wirkung von Pentylentetrazol beruht auf einer Hemmung der Funktion von GABA,-
Rezeptoren. Durch dessen Anwendung werden extreme Angstzustidnde sowie traumatische
Erinnerungen hervorgerufen (Kalueff et al., 1997). Hingegen fiihrt eine Steigerung der
GABAergen Transmission (z.B. durch Benzodiazepine) zu einer Hemmung der

Angstentstehung (Mohler, 2006).

Bei vielen Patienten mit Angststérungen wurde ein Mangel an GABAa-Rezeptoren
festgestellt. Diese Tatsache wurde in einem Tiermodell reproduziert. Die y2-Untereinheit ist
dafir verantwortlich, dass die GABAa-Rezeptoren in der subsynaptischen Membran
verankert werden. Als man bei Mausen die Menge an Genen fiir die y2-Untereinheit

reduzierte, konnte festgestellt werden, dass sich deutlich weniger GABA,-Rezeptoren an den
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neuronalen Membranen angesammelt hatten. Ein solches Rezeptor-Defizit konnte auch in
anderen Gehirnregionen (GroRhirnrinde, Corpus amygdaloideum und Hippocampus), die bei
Angstprozessen involviert sind, festgestellt werden. Der Corpus amygdaloideum besteht
vorwiegend aus GABA-Neuronen. Riorelli et al. stellten fest, dass a3-Knockout-Mause
depressives Verhalten &uBerten (Riorelli et al.,, 2008). GABAerge Inhibierung wird
hauptsachlich iber a2-enthaltende GABA-Rezeptoren bewirkt. Wie bereits erwahnt, wird
durch diesen Rezeptortyp Anxiolyse vermittelt. Aufgrund dessen, stellt der Corpus
amygdaloideum ein wesentliches Ziel fiir Benzodiazepin-induzierte Anxiolyse dar (Marowsky
et al., 2004; Low et al., 2000). Das GABAerge System bietet also sowohl flr Angststérungen,
als auch fiir Depressionen neue therapeutische Mdéglichkeiten, welche auf selektiven a2- und
a3-GABA,-Rezeptor-Modulatoren basieren (Moéhler 2012). Durch deren Einsatz lieRen sich
die die Ublichen Nebenwirkungen der klassischen Benzodiazepine, wie Sedierung und

Abhangigkeit, vermeiden (Anderson et al., 2008).

4.15.2. Epilepsie

Epileptische Anfdlle kdnnen als krampfartige, stark synchrone, elektrische Entladungen im
Gehirn beschrieben werden. Diese sind die Folge von starker Erregung oder zu geringer
Inhibition in der Region, der eine solch krankhafte Entladung entspringt.
Klinische Untersuchungen weisen darauf hin, dass GABA sowohl bei der Pathogenese als
auch bei der Therapie von Epilepsie eine wichtige Rolle spielt. Diese Tatsache beruht auf
folgenden Erkenntnissen:
= |n Tiermodellen mit genetisch bedingter als auch erworbener Epilepsie, konnten
Anomalien in GABAerger Funktion festgestellt werden.
= Bei Epilepsie liegt nachgewiesenermallen eine herabgesetzte GABA-vermittelte
Inhibierung und reduzierte Glutamat-Decarboxylase-Aktivitdt vor; folglich konnten
nur geringe GABA-Konzentration in der Cerebrospinalfliissigkeit gefunden werden.
=  GABA-Agonisten unterdriicken Krampfe, GABA-Antagonisten verursachen sie.
= Pharmaka, die die Synthese von GABA hemmen, bewirken ebenfalls Krampfe.
= Effektive Antikonvulsiva, wie Benzodiazepine oder Barbiturate, steigern GABA-

vermittelte Inhibierung (Treiman, 2001).
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During et al. haben herausgefunden, dass auch die Zahl der GABA-Transporter im
Hippocampus von Epileptikern stark reduziert ist, sodass die nicht-vesikulare GABA-
Freisetzung im Hippocampus von Epileptikern nicht so kraftig ausfallt als bei Gesunden. Die
unzureichenden Mengen an GABA fiihren in der Folge zum Auftreten von Krampfen (During

et al., 1995).

Bei der Therapie der Epilepsie kommen, neben klassischen Antiepileptika, auch Vigabatrin
und Tiagabin zum Einsatz. Diese wurden speziell dazu entwickelt, um die synaptische GABA-
Konzentration zu erh6hen und somit die Entstehung von Krampfen zu vermeiden.

Vigabatrin ist ein irreversibler Inhibitor der GABA-Transaminase, welche fiir den Abbau von
GABA zu Succinatsemialdehyd zustdandig ist. Tiagabin bewirkt hingegen die Reuptake-
Hemmung von GABA in die Neuronen und Gliazellen. Obwohl sich diese beiden Pharmaka im
Wirkungsmechanismus (Abb. Nr. 23) unterscheiden, bewirken sie beide auf unterschiedliche

Art und Weise einen Anstieg der GABA-Konzentration im Gehirn (Treiman, 2001).
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Abb. Nr. 23:
Wirkungsschema von
Tiagabin und Vigabatrin
(Suzdak et al., 1995).
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4.15.3. Die Rolle von GABA bei Schizophrenie

Allgemein kann man Schizophrenie als eine krankhafte, kognitive Storung bezeichnen, die ca.
bei 1% der Bevolkerung vorkommt. Zum Auftreten des Krankheitsbildes kommt es meist in
der spaten Jugend bzw. im frithen Erwachsenenalter. Bisher gibt es keine Beweise, dass
Schizophrenie aufgrund von Kindheitstraumen oder Stress auftritt. Vielmehr scheinen

fundamentale Umweltfaktoren eine Rolle zu spielen (Hall, 1998).
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Die neuronalen Mechanismen, die bei Schizophrenie stattfinden, sind derzeit noch
unbekannt. Eine Hypothese besagt jedoch, dass sich eine verringerte neuronale GABA-
Konzentration und reduzierte Neurotransmission in kognitiven Beeintrachtigungen
niederschlagen, wie sie bei Schizophrenie der Fall sind. Diese Hypothese wurde in
zahlreichen in vivo Studien untersucht, wobei Vergleiche mit gesunden Probanden
durchgefiihrt wurden. Yoon et al. haben festgestellt, dass Schizophrene um ca. 10%
geringere GABA-Konzentrationen aufweisen, als Gesunde. Die Folge davon ist eine
reduzierte neokortikale GABA-Transmission, welche eine Beeintrachtigung von kognitiven
Prozessen bewirkt. Aufgrund dessen existiert eine direkte Verkniipfung zwischen Stérungen

des GABA-Systems und kognitiven Defiziten bei Schizophrenen (Yoon et al., 2010).

4.15.4. Schlafstérungen

Eine storungsfreie GABAerge Transmission im thalamokortikalen Kreislauf ist die
Vorraussetzung fiir die Generierung von Tiefschlafphasen, welche ein Merkmal fir
physiologischen Schlaf darstellen. Hingegen ist ein GABAerges Defizit mit Insomnie verkniipft.
Dies wurde bei einem Patienten mit heterozygoter Mutation der B3-Untereinheit des
GABA,-Rezeptors festgestellt (Buhr et al., 2002). Rekombinante, humane a1B3(R192H)y2S-
GABA,-Rezeptoren zeigten in Untersuchungen eine langsamere Desensibilisierungsphase als
alB3y2S-enthaltende GABAs-Rezeptoren. AuBerdem fand die Deaktivierung in mutierten
Rezeptoren schneller statt. Diese Befunde sprechen fiir eine eventuell verringerte GABAerge
Inhibierung, welche zur Insomnie beitragt (Mohler, 2006).

Dass GABAerge Inhibierung in Zusammenhang mit Schlaf steht, wird weiters dadurch
bestatigt, weil durch die Gabe von Liganden der Benzodiazepin-Bindungsstelle stérungsfreier
Schlaf ermoglicht wird. Klassische Hypnotika bewirken eine Unterdriickung der REM-Phase
und Frequenzanderungen im EEG (Reduzierung der Tiefschlafphasen). Dieser Effekt wird
durch GABAA-Rezeptoren, bei denen die al-Untereinheit fehlen, vermittelt (Tobler et al.,
2001).

Fiir die Behandlung von Insomnie wurde nach Substanzen gesucht, welche vergleichbare
EEG-Muster erzeugen, wie sie bei physiologischem Schlaf der Fall sind. Benzodiazepine sind
fir die Therapie der Insomnie ungeeignet, da sie starke Veranderungen im EEG induzieren.

Man ist jedoch auf das GABA-Mimetikum Gaboxadol (THIP - 4,5,6,7-tetrahydroisoxazolo-
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[5,4-c]pyridin-3-ol) gestoRen, das in vitro bevorzugt mit a4B35-GABAs-Rezeptoren
interagiert und in vivo das Auftreten von Tiefschlafphasen beginstigt (Brown et al., 2002;

Lancel et al., 1999; Stornstovu et al., 2003).

4.15.5. Involvierung des GABA-Systems bei Alkoholismus

UbermaRiger Alkoholkonsum kann unterschiedliche Verhaltensmuster zur Folge haben, wie
zum Beispiel kognitive Beeintrachtigungen, Koordinationsschwierigkeiten, Toleranz und
Abhadngigkeit. Diese Effekte treten aufgrund komplexer Aktionen im Gehirn auf, an denen
zahlreiche Proteine beteiligt sind (Davies, 2003; Follesa et al., 2006; Harris 1999; Krystal et al.,
2006). Ein bevorzugtes Target von Ethanol stellt der GABA-Rezeptor dar (Barnard et al.,
1998).

Bei der ,Collaborative Study on the Genetics of Alcoholism” (COGA) wurden humane Allel-
Variationen untersucht, sowie morphologische, physiologische und psychologische Daten
von Alkoholikern gesammelt, um Gene zu identifizieren, die das Risiko flir Alkoholismus
erhohen. Dabei wurden mehrere Cluster von GABAa-Rezeptoren identifiziert, die im
Zusammenhang mit Alkoholabhangigkeit stehen: Es wurde eine Region auf Chromosom 4p
mit Alkoholismus assoziiert. Diese enthdlt Gene, welche fiir die GABAa-Rezeptor-
Untereinheiten y1, a2, a4 und B1 codieren (Reich et al., 1996; Reich et al., 1998). Weiters
wurden Gen-Cluster flir GABAs-Rezeptoren an Chromosom 5 und Chromosom 15q gefunden,
die ebenfalls mit Alkoholismus assoziiert werden (Dick et al., 2004).

Diese Erkenntnisse weisen darauf hin, dass das GABA-System moglicherweise an der
Regulierung des Alkoholkonsumverhaltens und der Entstehung von Abhangigkeit beteiligt ist.
Aufgrund dessen, konnte in Zukunft der GABAA-Rezeptor als Target flir die Therapie von

Alkoholismus betrachtet werden (Lobo et al., 2008).
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B) PRAKTISCHER TEIL

5. PROBLEMSTELLUNG UND ZIELSETZUNG

Angst- und Schlafstérungen werden heutzutage sowohl in den USA als auch in Europa zu den
am haufigsten auftretenden neuropsychiatrischen Erkrankungen gezahlt (Andlin-Sobocki et
al., 2005; Kessler et al., 2005). Solch seelische Erkrankungen stellen einige der groflen
Gesundheitsprobleme in der westlichen Welt dar, welche nicht nur enorme Kosten im
Gesundheitswesen verursachen, sondern in vielen Fallen auch zu Arbeitsunfahigkeit bis hin

zu friihzeitiger Mortalitat beitragen (WHO Report, 2004).

Wie bereits erwahnt, stehen zur Behandlung von Angst- und Schlafstérungen, sowie
Depressionen zahlreiche anxiolytisch-wirksame Substanzen zur Verfliigung. Benzodiazepine
und SSRIs (Selektive Serotonin Reuptake Inhibitoren) zdhlen zu den Substanzklassen, welche
am haufigsten in Arztpraxen verschrieben werden. Allerdings sind diese Substanzklassen in
vielerlei Hinsicht suboptimal: die Einnahme von SSRIs hat einen stark verspateten
Wirkungseintritt zur Folge, weiters zeichnet sich nach Beendigung der Medikation eine
beachtlich hohe Rezidivrate ab. AuBerdem fiihren sie haufig starke, unerwiinschte
Wirkungen hervor. Benzodiazepine wirken hingegen sedierend und bergen ein grol3es Risiko
flir Toleranz- und Abhéangigkeitsentwicklung, wodurch sie sich nicht zur Dauertherapie
eignen. Daher wird bereits seit 20 Jahren an der Entwicklung neuer Anxiolytika gearbeitet

(Cryan et al., 2011; Plag et al., 2009; Ravindran et al., 2010).

Auch am Department flir Pharmakologie und Toxikologie wird seit einigen Jahren mit groRen
Bemuihungen und Erfolg nach selektiveren Substanzen gesucht, welche Liganden am GABA,-
Rezeptor darstellen, ein geringes Nebenwirkungsprofil aufweisen und daher den
Ublicherweise verschriebenen Arzneimitteln in der Behandlung von Angst- oder

Schlafstérungen liberlegen sein konnten.

Das Ziel dieser Diplomarbeit ist daher, das Wirkungsprofil kirzlich identifizierter GABA,-
Rezeptor-Liganden (SM-1) beziglich Anxiolyse und Sedierung mit Hilfe eines Tiermodells zu

untersuchen.
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Im Zuge der Wirkstoffentwicklung werden anxiolytische Eigenschaften von Substanzen in der
Anfangsphase hauptsachlich mit Hilfe verhaltenspharmakologischer Tests an Nagetieren
nachgewiesen (Steckler et al., 2008). Nagetiere spielten immer schon eine zentrale Rolle in
der neuropsychiatrischen Forschung. Vor allem Ratten stellten lange Zeit die Spezies der
Wahl fir viele Versuche dar. In den letzten beiden Jahrzehnten wurden jedoch immer
haufiger Mause als Versuchsobjekte eingesetzt, da sie vielerlei Vorteile gegeniliber Ratten
aufweisen, wie zum Beispiel die geringere KorpergroRe (wichtig fiir die Dosierung) und

minimale Anspriiche an Platz und Futter (Cryan et al., 2005).

In der Angstregulierung weisen Menschen und Mause evolutiondar bedingt viele
neuroanatomische, neurochemische und verhaltensbezogene Gemeinsamkeiten auf.
Sowohl beim Mensch, als auch bei der Maus ist das Gehirn in cerebrale Hemispharen mit
Vorderhirn (Prosencephalon), Zwischenhirn (Diencephalon), Mittelhirn (Mesencephalon),
Rautenhirn (Rhombencephalon) und Kleinhirn (Cerebellum) gegliedert (Tecott, 2003).

Obwohl das menschliche Gehirn 2.700-fach groRer ist als das murine Gehirn und die humane,
extensive GrofBhirnrinde &dulerst komplex gefaltet erscheint, sind die subkortikalen
Strukturen, wie Mandelkern, Hippocampus, Thalamus und Hypothalamus bei beiden Spezies
gleichermaBen in der Abwicklung von Angstprozessen beteiligt (siehe Abb. Nr. 24) (Cryan et
al., 2005; Jones, 2009). Samtliche Gehirnregionen von Mensch und Maus sind demnach

phylogenetisch verwandt (Belzung et al., 2007; Pine, 2009).
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Ebenfalls duBern sich bei Angstzustianden bei beiden Spezies typische Anzeichen, wie Kampf-
und Fluchtreaktionen, Abwendung, Schreckstarre, Harnabgang/Defakation,
Aufmerksamkeit/Wachsamkeit, Ubererregbarkeit und Muskelanspannung (Sartori et al.,

2011).

6. METHODEN

6.1. Verwendete Versuchstiere

Um potentiell anxiolytische bzw. sedierende Effekte der im Rahmen dieser Diplomarbeit zu
untersuchenden Derivate festzustellen, wurde das Mausmodell c57BI/6N (bezogen von
Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Beim c57BI/6N-Stamm handelt
es sich um die bekannteste und meist eingesetzte Maus-Linie in der Angstforschung
(Bouwknecht et al., 2008). Der Einsatz von c57BI/6N-Mausen ermoglicht es, Substanzeffekte
durch deren Verhaltensweise eindeutig zu erkennen. Dies ist auf das maRige,
natlirlicherweise vorhandene Angstverhalten der Tiere zurlickzufiihren (Crawley et al., 1982;

Crawley, 2008).

Die Durchfiihrung der Versuche wurden vom Bundesministerium fiir Wissenschaft und
Forschung unter Befolgung der europdischen Konvention fiir den Schutz von experimentelle
oder fir andere wissenschaftliche Zwecke verwendete Wirbeltiere ETS no.: 123 genehmigt

(Khom et al., 2010).

Alle in dieser Diplomarbeit beschriebenen Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Frau

Mag. Juliane Hintersteiner durchgefihrt.

Verwendet wurden ausschlieBlich mannliche Mause im Alter von drei bis sieben Monaten.
Das Geschlecht spielt eine groRe Rolle, da der Ostrogen-Zyklus weiblicher Tiere und die
damit verbundenen Schwankungen der Ostrogen- und Gestagenspiegel einen Einfluss auf

das Angstverhalten haben (Walf et al., 2007).
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Die Mause wurden jeweils zu flinft in einem Kafig mit freiem Zugang zu Futter und Wasser,
unter Einhaltung eines genauen Licht/Dunkel-Rhythmus (Beleuchtung von 07:00 bis 19:00
Uhr) bei ca. 23 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 40 +/- 20 % gehalten.

Jeweils am Tag vor dem Versuch wurde das Gewicht der Tiere bestimmt, anhand dessen die
zu untersuchende Dosis berechnet wurde (Abstimmung auf das Kérpergewicht). Am Tag des
Versuchs wurden die verdiinnten Substanzen bzw. Kochsalzlésung (Kontrolle) exakt 30
Minuten vor der Platzierung der Maus in die Versuchsanordnung intraperitoneal (i.p.)

appliziert.

6.2. Herstellung der Injektionslésungen

Die untersuchten Substanzen wurden von der Technischen Universitdt Wien (Institut fir
angewandte Synthesechemie, Prof. Mihovilovic) synthetisiert. Die Derivate sollten in finf
Dosen in vivo untersucht werden: 0,3/ 1/ 3/ 10 und 30 mg/kg Korpergewicht. Um die
entsprechenden Konzentrationen zu erhalten wurde mit 0,9 % Kochsalzlésung verdiinnt. Um
vollstandige Loslichkeit der Substanz zu gewahrleisten, wurde in jedem Fall 3 % Polysorbat80
und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) beigemengt. Das Injektionsvolumen (in ul) wurde fir
jede Maus mit Kérpergewicht in Gramm x 10 errechnet. Die bendétigten Injektionslosungen

wurden an jedem Versuchstag frisch bereitet.

6.3. Formen von Verhaltenstests an Mausen

Angstbezogene Verhaltenstests kdnnen grob in zwei Klassen eingeteilt werden:
= Unkonditionierte Tests (ethologisch basierte Handlungsweisen)

= Konditionierte Tests (erlernte Handlungsweisen)

Wahrend ein unkonditionierter Test das natirliche und instinktive Verhalten der Maus
ausnitzt und sie mit angeborenem, aversivem Verhalten reagiert (wie z.B. Abwendung von
grofRen, hell beleuchteten Flachen), setzt ein konditionierter Test Lernperioden voraus, in
denen belohnende Stimuli mit aversiven, leicht schmerzenden Stimuli kombiniert werden

(Sartori et al., 2011).
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In dieser Arbeit wird der Fokus ausschlieRlich auf unkonditionierte Verhaltenstests gelegt,
wie den Elevated-Plus-Maze Test und den Light/Dark-Choice Test. Bei diesen handelt es sich
um wissenschaftlich anerkannte Tests, die dazu dienen sollen, potentielle anxiolytische

Eigenschaften von Substanzen aufzudecken.

6.4. Im Rahmen der Diplomarbeit durchgefiihrte Verhaltenstests

6.4.1. Elevated-Plus-Maze Test (EPM-Test)

Der Elevated-Plus-Maze Test ist der am haufigsten verwendete Verhaltenstest an Nagetieren.
Er dient der Beurteilung anxiolytischer sowie anxiogener Effekte von Pharmaka oder
Steroidhormonen, wird aber auch zur Erfassung von angstbezogenem Verhalten und der
dadurch auftretenden Mechanismen in den verschiedenen Gehirnregionen eingesetzt. Der
EPM-Test basiert auf der natirlichen Antipathie der Mause fiir offene Flachen und Héhe und
deren Vorliebe fir umschlossene Areale (Lister 1987; Walf et al., 2007).

Die Versuchsanordnung besteht aus einem erhdhten Labyrinth (ein Meter tiber dem Boden,
gefertigt aus grauem Kunststoff), welches ein Plus formt und daher vier Arme aufweist. Von
diesen Armen sind zwei als offene und zwei als umschlossene Flachen arrangiert. Offene und
geschlossene Arme liegen dabei jeweils gegeniber (siehe Abb. Nr. 25). Jeder dieser Arme ist
30 cm lang und 5 cm breit. Die Wandhohe der umschlossenen Arme betrdagt 15 cm. Die

Lichtquelle Uber der Versuchsanordnung wird auf 180 Lux mit Hilfe eines Luxmeters

eingestellt.

Abb. Nr. 25: Foto der
Versuchsanordnung
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6.4.1.1. Durchfihrung des EPM-Tests

Dieser Verhaltensassay wird folgendermallen durchgefiihrt: Die Versuchsanordnung wird
zuerst grindlich mit Alkohol 30 % gereinigt, anschlieBend wird die Maus im Zentrum des
Labyrinths (neutrales Areal) platziert, sodass sie ihr Gesicht dem offenem Arm zuwendet
(dies sollte bei jedem Versuch derselbe Arm sein). Das Verhalten des Tieres wird
anschlieBend finf Minuten lang durch ein Videolberwachungssystem (Video-Mot 2)
aufgezeichnet.

Diese Zeitspanne wird deshalb gewahlt, da bereits bei den Erstdurchfiihrungen des Tests
erkannt wurde, dass Nager die starkste Abscheu fiir die offenen Arme vorwiegend in den

ersten finf Minuten nach Platzierung in der Anordnung zeigten (Walf et al., 2007).

6.4.1.2. Erfasste Parameter

Registriert wird beim EPM-Test sowohl die verbrachte Zeit (ausgedriickt in %; ,Time in
open/closed arms in % of total Time“) im jeweiligen Arm, als auch die Anzahl der Eintritte
von der Maus in offene bzw. umschlossene Arme (,Entries”). Ebenso ist die Erfassung der
zurlickgelegten Laufstrecke Uber die gesamte Versuchsdauer (ausgedriickt in cm; , Distance

total“) bedeutend fir die Bewertung von Substanzeffekten.

6.4.2. Light/Dark-Choice Test

Der Light/Dark-Choice Test basiert einerseits auf der angeborenen Aversion von Nagetieren
fir hell-beleuchtete Areale, andererseits auf deren instinktiven, explorativen Verhalten in
einer neuartigen Umwelt, welche in Fall dieser Versuchsanordnung stark beleuchtet ist.

Wie beim EPM-Test tritt auch bei diesem Test fir das Tier eine natlrliche Konfliktsituation
auf, da es einer unvertrauten, fremdartigen Umgebung ausgesetzt ist. Der Konflikt besteht
zwischen der Neigung zu explorieren und der anfanglichen Tendenz das Unbekannte zu
meiden. In diesem Verhaltenstest wird die Erkundungstatigkeit sowohl durch beide
Tendenzen (Neugier an neuer Umgebung und Abneigung gegenliber dieser) reflektiert

(Crawley et al., 1980).

51



Der Light/Dark-Choice Test besteht aus einer Glasbox (50 x 50 cm Flache), welche zu zwei
Drittel hell beleuchtet ist (400 Lux — Kontrolle mit Luxmeter), wobei das verbleibende Drittel
aus einer schwarzen Box besteht. Diese weist eine Offnung auf, durch welche sich die Maus
vom hellen zum dunklen Kompartiment (und umgekehrt) bewegen kann.
Arzneimittelinduzierter, gesteigerter Aufenthalt im grofRen, beleuchteten Kompartiment (=
aversiver Bereich) ist dabei ein Zeichen von Anxiolyse. Ebenfalls spricht gesteigertes
Wechseln zwischen den beiden Kompartimenten, ohne dass sich jedoch eine gesteigerte
Bewegungsaktivitat bemerkbar macht, fiir anxiolytisches Potential.

Unbehandelte Mause halten sich hingegen bevorzugt in der dunklen Box (= geschuitzter,

sicherer Bereich) auf (Bourin et al., 2003).

6.4.2.1. Durchfiihrung des Light/Dark-Choice Tests

Nach jedem Versuch wird die gesamte Fliche des Testareals griindlich mit Alkohol 30 %
gereinigt und eventueller Faces/Urin entfernt. Der Test wird gestartet, in dem man die Maus
ins helle Areal mit Gesicht zur Offnung der dunklen Box platziert. Infrarot-Sensoren
registrieren die Bewegungen des Tieres wodurch zehn Minuten lang entscheidende

Parameter zur Bewertung der Anxiolyse erfasst werden.

6.4.2.2. Erfasste Parameter

Ublicherweise wird im Light/Dark-Choice Test die Anzahl der Transitionen von einem ins
andere Kompartiment (,Entries Light Area/Dark Area“) und die Uber die Versuchsdauer
zurlickgelegte Laufstrecke (in cm; ,Distance Light Area/Dark Area“) (wie beschrieben in
Crawley 1981, 1985; Crawley et al., 1980). Weiters wird die Aufenthaltszeit (ausgedriickt in
Sekunden; , Duration Light Area/Dark Area”) im dunklen bzw. beleuchteten Raum gemessen,
sowie eventuelle, aufrichtende Korperhaltungen der Mause (,,Rearings”; Indiz fur kdrperliche
Aktivitat, Exploration) (Walf et al., 2007). Diese Parameter werden computer-kontrolliert mit
Hilfe von Infrarotlicht-Sensoren erfasst. Dies bedeutet, dass ein Analyser die
Unterbrechungen der Lichtschranken registriert und die Information zu einem Computer
(verwendetes System: ActiMot2, TSE-Systems, Bad Homburg, Deutschland) lbertragt (wie

beschrieben in Young et al., 1991 a,b).
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6.4.2.3. Bedeutung des Light/Dark-Choice Tests

Dieser Test kann bei der Bewertung des anxiolytischen Effekts einer Substanz duBerst
hilfreich sein. Die Vorteile liegen darin, dass er unkompliziert durchzufiihren ist und vor der
Durchfiihrung fir die Tiere weder Lernperioden noch Futterentzug notwendig sind. Der
Versuch bedient sich demnach ausschlielich natiirlicher Stimuli (Belzung et al., 1987).
Dieser Verhaltenstest wird jedoch limitiert, da er falsch-positive Ergebnisse liefern kann,
wenn eine Substanz zu einer Steigerung der Bewegungsaktivitat der Maus fiihrt. Es treten
auch Probleme auf, wenn das beleuchtete Kompartiment fir die Maus unzureichend aversiv
erscheint: die wichtigste Vorraussetzung fiir diesen Versuch ist, dass ein harter Kontrast
zwischen den beiden Kompartimenten besteht (Kontrolle der Lux).

Der Light/Dark-Choice Test wurde in den letzten Jahren stark modifiziert (z.B. eine Halfte der
Versuchsanordnung hell-beleuchtet, die andere Halfe abgedunkelt). Dadurch kommt es auch
zu Unterschieden in der Durchfihrung und Messung in verschiedenen Laboratorien.
Unterschiedliche Ergebnisse stellen die Validitat einiger praklinischer Untersuchungen in
Frage. Die Losung dieses Problems liegt darin, auch nichtsignifikante Effekte genauer zu
betrachten. Es scheint daher schwierig, die Gliltigkeit dieses Tests, bezliglich der Starke von
Substanzeffekten beim Vergleich jener in dhnlichen Verhaltenstests, in denen sich die

Substanz als effektiv zur Angststorungs-Therapie erweist, abzuschatzen (Bourin, 1997).

7. ERGEBNISSE

7.1. Ergebnisse von Derivat A im EPM-Test

Um herauszufinden, welche Wirkung das Derivat A in vivo aufweist, wurde das Verhalten der
damit behandelten c57BI/6N-M3&use zuerst im Elevated-Plus-Maze Test beobachtet:
Abbildung Nr. 26 A stellt die mittlere Zeit in % dar, welche die Tiere in den offenen Armen
der Versuchsanordnung verbracht haben. Bereits nach der niedrigsten verabreichten Dosis
zeichnet sich ab, dass die M3use weniger Scheu vor offenen Flachen aufwiesen: Bei 0,3/1/3
mg/kg KG hielten sich die Tiere um ca. 20 % langer in den offenen Armen auf.

Diesbezlglich wird bei allen verabreichten Dosen statistische Signifikanz erreicht (im

Vergleich zur Saline-Applikation), siehe auch Tabelle 1.
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Abbildung Nr. 26 B zeigt die mittlere, zurlickgelegte Totallaufstrecke (in cm) Uber die

durchgefiihrte Versuchszeit von fiinf Minuten im EPM-Test nach der jeweils verabreichten

Dosis (in mg/kg KG). Es wurde nach allen verabreichten Dosen (auch nach Injektion

physiologischer Kochsalzlosung; ,,Saline”) durchschnittlich eine Totallaufstrecke von 11-13 m

zuriickgelegt. Wie sich aus Tabelle 1 erkennen ldsst, kommt es jedoch nach der

Substanzinjektion, im Vergleich zur Saline-Injektion, zu einer leichten, nicht signifikanten

Steigerung der zuriickgelegten Totallaufstrecke.
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Abb. Nr. 26 A: Effekt von Derivat A auf das Verhalten von c57BI/6N M&usen im EPM-Test: Die Balken
zeigen die mittlere Aufenthaltszeit der Mause auf den offenen Armen (+ SEM) nach den jeweils
verabreichten Dosen; **=statistisch signifikant (p<0,02).
Abb. Nr. 26 B: Die Balken zeigen die mittleren Totalstrecken der Md&use (+ SEM) nach den jeweils
verabreichten Dosen.

Dosis Time of Open Arms Distance Total Anzahl
(mg/kg KG) (%) (cm) Versuche (n)

SALINE 30,47 + 3,65 1168,94 £ 59,17 21
0,3 50,56 £ 6,37 1291,14 + 68,85 9

1 50,53 + 6,46 1207,64 + 68,52 12

3 52,51 +4,92 1264,93 £ 69,98 12

10 41,14 +2,24 1314,73 + 46,29 10

30 47,55+ 5,05 1166,48 + 59,02 10

Tabelle 1: Zusammenfassung der Ergebnisse von Derivat A im EPM-Test. Die erfassten
Parameter sind in Mittelwerten + SEM angegeben.
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7.2. Ergebnisse von Derivat A im Light/Dark-Choice Test

Nach Verabreichung von Derivat A in der niedrigsten zu testenden Dosis (0,3 mg/kg KG) zeigt
sich eine verlangerte Aufenthaltszeit im beleuchteten Kompartiment um ca. 36% (siehe Abb.
Nr. 27 A). Nach Injektion der nachsthéheren Dosis (1 mg/kg KG) ist die verbrachte Zeit im
Hellen, im Vergleich zur Saline-Injektion, sogar signifikant langer. Analog dazu, verbrachten
die Tiere weniger Zeit im dunklen Areal (Daten nicht gezeigt). Auch die Zahl der Eintritte ins
helle Areal hat sich bereits bei 0,3 mg/kg KG leicht erhoht, bei der Dosis von 1 mg/kg KG liegt
eine statistisch signifikante Steigerung (p<0,05) vor. Bei den hoheren, verabreichten Dosen

nimmt dieser Trend aus unbekannter Ursache ab — diese wird jedoch erforscht.

Nach Injektion von 0,3 und 1 mg/kg KG kam es nicht nur zu einer verlangerten
Aufenthaltszeit im Hellen; folglicherweise steigerte sich auch die zuriickgelegte Laufstrecke
im hellen Areal, wie Abb. Nr. 27 C zeigt. Interessanterweise hat sich jedoch auch die
zuriickgelegte Totallaufstrecke (Abb. Nr. 27 D) nach den ersten beiden verabreichten Dosen
signifikant (p<0,01) erh6ht. Dies ist moglicherweise ein Indiz flir Hyperaktivitat der Tiere.
Nach den Ubrigen getesteten Dosen hatten sich die gemessenen Totallaufstrecken wieder

reduziert.
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Abb. Nr. 27 A: Effekt von Derivat A auf das Verhalten von C57BI/6N M&usen im L/DC-Test: Die Balken zeigen die
mittlere Aufenthaltszeit der M&duse im hellen Areal in Sekunden (+ SEM) nach den jeweils verabreichten Dosen;
Abb. Nr. 27 B: Die Balken zeigen die mittlere Anzahl der Eintritte ins helle Areal (+ SEM) nach den jeweils
verabreichten Dosen;

Abb. Nr. 27 C: Die Balken zeigen die mittleren Laufstrecken der M&use im hellen Areal in cm (x SEM) nach den
jeweils verabreichten Dosen;

Abb. Nr. 27 D: Mittlere Totallaufstrecken in cm (+ SEM) nach den jeweils verabreichten Dosen werden gezeigt;
*=statistisch signifikant (p<0,05); **=statistisch signifikant (p<0,01).
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Anzahl

Duration LA Distance LA Distance Total Entries LA
(s) (cm) (cm) Versuche
(n)
SALINE | 175,16 + 15,48 2609,82 + 189,41 6568,12 + 246,85 | 26,15+ 2,35 27
0,3 239,51 £ 36,14 3744,28 + 339,60 | 8000,58 £369,71 | 33,5816,36 12
1 264,39 + 21,67 4805,14 + 672,37 9210,74 £723,59 | 72,25+ 21,65 12
3 199,36 + 19,89 2990,43 £ 250,10 7334,30 £ 292,54 | 36,92+ 11,92 12
10 190,22 + 20,75 2978,55 + 86,71 7401,02 £ 334,72 | 36,00 4,35 12
30 166,73 £ 4,23 2639,88 + 140,89 7178,11 £ 216,56 | 32,42+1,10 12

Tabelle 2: Zusammenfassung der Ergebnisse von Derivat A im L/DC-Test. Die erfassten Parameter sind in
Mittelwerten + SEM angegeben.

7.3. Ergebnisse von Derivat B im EPM-Test

Derivat B wurde ebenfalls zuerst im EPM-Test, anschlieBend im Light/Dark-Choice Test
untersucht. Im Gegensatz zu Derivat A wurde diese Substanz jedoch nur in vier Dosierungen
untersucht.

Bezliglich der Aufenthaltszeit in offenen Armen konnte nach der Gabe von 0,3 mg/kg KG
eine deutliche Steigerung erfasst werden (signifikant, p<0,05). Nach Injektion von 3 und 10
mg/kg KG verweilten die Mause jedoch nur mehr zu ca. 1/3 der Zeit in den offenen Armen
im Vergleich zu den Mausen, welchen Saline injiziert wurde.

Die zurlickgelegte Totallaufstrecke zeigte sich zwar nach der Verabreichung von 0,3 mg/kg
KG schwach verlangert (nicht signifikant), nach allen weiteren getesteten Dosen wurde
hingegen eine kontinuierlich und signifikant verkiirzte Totallaufstrecke registriert. Bei der
hochsten verabreichten Dosis explorierten die Tiere gar um 70% weniger als nach Saline-
Injektion.

Beobachtet werden konnte, dass die korperliche Aktivitat der Tiere mit

gesteigerter Dosis immer starker abnahm.
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Abb. Nr. 28 A: Effekt von Derivat B auf das Verhalten von C57BI/6N Mausen im EPM-Test: Die Balken zeigen
die mittlere Aufenthaltszeit der Mause in den offenen Armen (+ SEM) nach den jeweils verabreichten Dosen;
*=statistisch signifikant (p<0,05), **=statistisch signifikant (p<0,001)

Abb. Nr. 28 B: Die Balken zeigen die mittleren Totalstrecken der Mause (+ SEM) nach den jeweils
verabreichten Dosen; *=statistisch signifikant (p<0,02), **=statistisch signifikant (p<0,001).

Dosis Time of Open Distance Total Anzahl Versuche

(mg/kg KG) Arms (cm) (n)
(%)

SALINE 30,47 £ 3,65 1168,94 + 59,17 21
0,3 47,09 + 6,38 1208,92 + 61,13 12
1 39,13+ 10,93 882,69 + 87,81 12
3 10,09 £ 4,21 734,29 + 88,99 12
10 10,06 + 4,06 361,41 + 37,51 12

Tabelle 3: Zusammenfassung der Ergebnisse von Derivat B im EPM-Test. Die erfassten Parameter sind
in Mittelwerten £ SEM angegeben.

7.4. Ergebnisse von Derivat B im Light/Dark-Choice Test

Bei der Durchfuhrung des Light/Dark-Choice Tests konnte nach der Gabe von 0,3 mg/kg KG
nicht nur eine etwas langere Aufenthaltszeit im hellen Areal, sondern auch mehr Besuche in
diesem registriert werden. Nach den weiteren drei applizierten Dosen kam es zu einer
kontinuierlichen Abnahme der verweilten Dauer im Hellen. Die Anzahl der Eintritte ins helle
Areal schwankt nach den ersten drei getesteten Dosen; nach Injektion von 10 mg/kg KG

besuchten die Mduse dieses nur mehr halb so oft, als nach Saline-Injektion.
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Sowohl die zuriickgelegte Totallaufstrecke als auch die Laufstrecke im hellen Kompartiment

reduzierte sich nach jeder Dosiserh6hung (nach 10 mg/kg KG signifikant).
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Abb. Nr. 29 A: Effekt von Derivat B auf das Verhalten von C57BI/6N Mausen im L/DC-Test: Die Balken zeigen die
gemittelte Aufenthaltszeit der M&duse im hellen Areal in Sekunden (+ SEM) nach den jeweils verabreichten

Abb. Nr. 29 B: Die Balken zeigen die gemittelte Anzahl der Eintritte ins helle Areal (+ SEM) nach den jeweils
verabreichten Dosen; *=statistisch signifikant (p<0,05)
Abb. Nr. 29 C: Die Balken zeigen die gemittelten, zurlickgelegten Laufstrecken der Mause im hellen Areal in cm
(£ SEM) nach den jeweils verabreichten Dosen; **=statistisch signifikant (p<0,001)

Abb. Nr. 29 D: Gemittelte, zuriickgelegte Totallaufstrecken in cm (+ SEM) nach den jeweils verabreichten Dosen
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Anzahl

Duration LA Distance LA Distance Total Entries LA
(s) (cm) (cm) Versuche
- __(n) |

SALINE 175,16 + 15,48 | 2609,82 + 189,41 | 6568,12 + 246,85 | 26,15+ 2,35 27
0,3 182,76 £ 25,58 | 2284,89 + 250,67 | 5729,49 + 300,07 | 27,58 + 3,87 12

1 172,85 +26,59 | 2219,66 +224,69 | 5810,58 + 416,83 | 24,75+ 3,54 12

3 162,52 +33,35 | 2098,92 +397,79 | 5763,19 + 446,58 | 31,67 +9,69 12
10 87,90 + 26,17 1059,57 + 262,37 | 4233,33+642,58 | 13,92+ 2,83 12

Tabelle 4: Zusammenfassung der Ergebnisse von Derivat B im L/DC-Test. Die erfassten Parameter sind
in Mittelwerten + SEM angegeben.

8. DISKUSSION

Das Ziel dieser Diplomarbeit war, in vivo Effekte von Derivaten des Naturstoff SM-1, welche
am Department fur Pharmakologie und Toxikologie als Modulatoren am GABA-Rezeptor
identifiziert wurden, anhand des Verhaltens von c57Bl/6N-Ma&usen, zu untersuchen.

Von GABAa-Rezeptoren weil man, dass sie eine zentrale Rolle in der Kontrolle der
Erregbarkeit des ZNS spielen. Kommt es zu Stérungen in der Balance zwischen hemmender
und erregender Neurotransmission im ZNS, duBern sich typische Krankheitsbilder, wie zum
Beispiel Angst- oder Schlafstorungen (Mohler, 2002; Mohler et al., 2005). GABA-Rezeptoren
stellen zur Therapie solcher Erkrankungen einen wichtiges Target dar. Ein groBer Vorteil
hierfir ware der Einsatz selektiverer Substanzen, welche keine schwerwiegenden
Nebenwirkungen, wie Toleranz- und Abhangigkeitsentwicklung, mit sich bringen.

Aufgrund der Subtyp-Selektivitat und der anxiolytischen Wirkung in-vitro und in vivo, stellen
die SM-1 und deren Derivate interessante Anwarter fir die Entwicklung potentieller
Arzneistoffe dar (Khom et al., 2010).

Die im Rahmen dieser Diplomarbeit untersuchten Substanzen zeigten unterschiedliche

Effekte im Tiermodell.

Das Verhalten der Maus im Elevated-Plus-Maze Test (z.B. Aufenthalt in offenen Armen)
spiegelt sich in einem Konflikt, zwischen der Vorliebe von Nagern fir geschiitzte Areale
(umschlossene Arme) und ihrer angeborenen Motivation neues Terrain zu erkunden, wider.

Nicht-angstliches Verhalten (mehr Eintritte und/oder langerer Aufenthalt in offenen Armen)
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kann simultan mit dem AusmaR an gesteigerter korperlicher Aktivitat bewertet werden. Die
Anzahl der Eintritte in die Arme ist jedoch kein aussagekraftiger Hinweis auf gesteigerte
korperliche Aktivitat; hierfir muss auch die gemessene Laufstrecke beachtet werden (Walf

et al., 2007).

Die Behandlung der Mause mit Derivat A hatte einen deutlich langeren Aufenthalt in den
offenen Armen der Versuchsanordnung zur Folge. Die Substanz bewirkte auch eine leicht
gesteigerte lokomotorische Aktivitat. Dies sind Hinweise darauf, dass die Angst der Nager
vor offenen Flachen gemindert wurde, was wiederum bedeutet, dass Derivat A
anxiolytisches Potential aufweist. Die Durchfiihrung eines weiteren Verhaltenstests hat diese
Vermutung bestatigt: Auch bei der Untersuchung von Derivat A im Light/Dark-Choice Test
konnte sowohl eine signifikant langere Aufenthaltszeit im hell-beleuchteten Areal, als auch
eine gesteigerte Anzahl von Eintritten in dieses registriert werden. Ebenso konnte nach den
ersten beiden getesteten Dosen eine signifikant langere Laufstrecke gemessen werden. Dies
konnte einerseits auf Hyperaktivitdt hindeuten, andererseits auf eine verstarkte Exploration
der Tiere in der fir sie neuartigen Umgebung, da anxiolytische Substanzen oftmals zu einer
Steigerung der Exploration fiihren kénnen (Hascoét et al., 1998). Um diese Ursache zu klaren,
ist die Durchfiihrung anderer Tests, welche die Erfassung motorischer Aktivitat und

Exploration erlauben (z.B. Open-Field Test), vonnoten.

Bei der Testung von Derivat B im EPM-Test, zeichnete sich eine dosisabhdngige Reduktion
der Totallaufstrecke ab, was bedeutet, dass die motorische Aktivitat der Tiere durch die
Substanzinjektion gemindert wurde. Ist dies der Fall, spricht man von einer Sedierung. Da die
Mause jedoch nach Verabreichung von 0,3 und 1 mg/kg KG deutlich mehr Zeit in den
offenen Armen verbrachten, kann ein anxiolytischer Effekt von Derivat B nicht
ausgeschlossen werden, obwohl die Tiere nach den hoheren applizierten Dosen signifikant
kiirzer in den offenen Armen verweilten (Vgl. Saline-Injektion). Anxiolyse ldsst sich nach
diesen hohen Dosen aus den Ergebnissen (siehe Kapitel 7.3 und 7.4) nicht mehr erkennen,
da sie mit hoher Wahrscheinlichkeit durch den stark sedierenden Effekt maskiert wird.
Derivat B bewirkte auch im Light/Dark-Choice Test eine deutlich Reduktion der Laufstrecken
(bei 10 mg/kg KG statistisch signifikant), was ebenfalls auf einen sedierenden Effekt

hindeutet.
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Obwohl sich die Zahl der Besuche im Hellen nach 0,3 und 3 mg/kg KG leicht erhdhte (nicht
signifikant), lasst sich bei der Untersuchung von Derivat B in diesem Verhaltensassay eine
mogliche Anxiolyse nicht eindeutig erkennen, da sie durch die sedierende Wirkung in diesem
Test, ebenso wie im EPM-Test, liberdeckt wird. Die Ergebnisse des EPM-Tests deuten jedoch

sehr auf ein anxiolytisches Potential von Derivat B hin.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein erster Schritt zur Wirkung dieser Derivate in vivo
getatigt werden. Es bleiben zum derzeitigen Standpunkt allerdings noch viele Fragen offen,
welche in weiteren Untersuchungen geklart werden missen. SchlielRlich ist ungewiss, ob
diese Substanzen ebenfalls das Problem der Abhangigkeits- und Toleranzentwicklung mit

sich bringen.

Es ware interessant, wie stark die Substanzeffekte nach peroraler Verabreichung ausfallen,
da diese Substanzen im Rahmen dieser Arbeit das Verhalten im Tiermodell nur nach
intraperitonealer Applikation untersucht wurden. Bei der durchgeflihrten Applikationsart
wird im Gegensatz zu der fiir diese Therapeutika Ublichen Art der Verabreichung (peroral)
der First-Pass-Effekt in der Leber umgangen. Nach peroraler Applikation muss mit extensiver,
hepatischer Metabolisierung und in der Folge mit stark aktiven bzw. inaktiven Metaboliten
gerechnet werden; durch letztere kénnte sich wiederum die Bioverfligbarkeit erheblich
verschlechtern. AuBerdem miisste nachgewiesen werden, ob diese Derivate die notigen
Eigenschaften (Lipophilie, etc.) mit sich bringen, die Blut-Hirn-Schranke zu tiberwinden, um
in ausreichender Konzentration den Wirkort zu erreichen.

Unklar ist auch, ob die Substanzen ausschlieBlich (iber das GABAerge System wirken. Es kann
nicht ausgeschlossen werden, dass die untersuchten Substanzen auch in andere molekulare

Ebenen eingreifen.

Weitere Untersuchungen werden zeigen, ob sich diese Derivate in der Angst- bzw.
Schlafstérungstherapie profilieren kénnen. Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
GABA,-Rezeptor-Modulatoren haben sich in vivo als sehr erfolgsversprechende Substanzen

erwiesen.
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9. ZUSAMMENFASSUNG

y-Aminobuttersdure ist der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter im Gehirn von
Saugetieren, welcher mit GABAa-Rezeptoren interagiert. Fehlfunktionen von GABA,-
Rezeptoren filhren zu Erkrankungen wie beispielsweise Insomnie oder Angststorungen.
Diese werden Ublicherweise mit GABA,-Rezeptor-Modulatoren therapiert. Allerdings weisen
viele dieser Substanzen ein unglinstiges Nebenwirkungsprofil aufgrund ihrer unspezifischen
Wirkung auf. Daher besteht medizinischer Bedarf fiir selektive GABAs-Rezeptor Modulatoren.
Solche kommen auch in Pflanzen vor.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden dosisabhangige Effekte auf das angst-assoziierte Verhalten
zweier Naturstoffderivate an ¢57BI/6N-M3&usen untersucht. Das Verhalten der Tiere wurde
30 Minuten nach intraperitonealer Substanzapplikation anhand des Elevated-Plus-Maze-
Tests (EPM-Test) und des Light/Dark-Choice Tests (L/D-Choice-Test) erfasst. Jene Tiere, die
mit > 0,3mg/kg Korpergewicht (KG) Derivat A behandelt wurden, verbrachten circa 20 %
mehr Zeit in offenen Armen (OA) des EPM als die Kontrollgruppe. Auch im L/D-Choice Test
verbrachten die mit Derivat A behandelten Mduse mehr Zeit im hellen Areal. AuBerdem
wurde eine gesteigerte Anzahl von Eintritten, sowie signifikant langere Laufstrecken im
Hellen erfasst, was fir anxiolytisches Potential des Derivates A spricht.

Demgegenliber reduzierte sich nach Applikation von Derivat B nach nahezu allen Dosen in
beiden Tests die Aktivitat, was fur eine Sedierung spricht. Nur nach Gabe von 0,3 mg/kg KG
verbrachten die Tiere signifikant mehr Zeit in offenen Armen des EPM-Tests. Das ldsst
vermuten, dass der anxiolytische Effekt moglicherweise durch die starke Sedierung
Uberlagert wird. Aufgrund meiner Ergebnisse stellen die beiden Derivate interessante

Anwarter fur weitere Untersuchungen dar.
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10. ABSTRACT

y-aminobutyric acid (GABA) is the main inhibitory neurotransmitter in the mammalian brain
interacting with GABA type A (GABA,) receptors. Dysfunction of GABA, receptors result in
disorders such as insomnia or anxiety which are commonly treated with GABA, receptor
modulators. However, most of these drugs suffer from side effects due to their relatively
unspecific action. Therefore, there is a medical need for selective GABA, receptor ligands.
Such selective compounds can be also found in plants.

In this study, the dose-dependent effects of natural compound derivatives on c57BI/6N
mice’ anxiety-related behavior were investigated 30 minutes after intraperitoneal
application making use of the elevated plus maze test (EPM) and the light/dark/choice test
(the L/D-Choice). Animals treated with doses > 0.3mg/kg bodyweight (BW) of derivative A
spent approximately 20% more time in the open arms (OA) of the EPM compared to control
littermates. Likewise, in the L/D-Choice test, compound-treated mice spent more time in the
lit area. Additionally, the number of entries and the distance traveled in the lit area were
significantly increased indicating the anxiolytic potential of this compound.

In contrast, application of derivative B significantly reduced overall ambulation at nearly all
doses in both tests suggesting sedative effects. Only at 0,3mg/kg BW mice spent significantly
more time in the OA of the EPM suggesting that the anxiolytic effects of this compound
might be camouflaged by the concomitant sedation. Based on my data, these two

derivatives may be promising candidates for further research.
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