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Abstract

y-aminobutyric acid (GABA) is the major inhibitory neurotransmitters in the mammalian
brain. The actions of GABA are mediated by at least two different receptor classes: GABA
type A (GABAa-) and GABA type B (GABAg-) receptors (Sieghart, 1995). GABAA-
receptors are pentameric ligand-gated ion channels (pLGIC) (Olsen & Sieghart, 2008), which
play a crucial role in various physiological as well as pathophysiological processes, and thus
represent the molecular target for clinically applied drugs such as benzodiazepines or
anesthetics (Macdonald & Olsen, 1994).

The binding pocket of the anesthetic etomidate is located in the transmembrane domain at the
o/ B*-interface and comprises amongst others amino acid residues 01M236 and p3M286.

The aim of this diploma thesis was to determine the effect of 5 point mutations of amino acid
residues in the suggested etomidate binding pocket on the modulation of GABA-induced
chloride currents (Icasa) and to compare it to the effect of etomidate on wild-type alB3y2S
and alBly2S receptors. For this purpose, alf3y2S, alBly2S, as well as GABAa-receptors
containing mutated B3-subunits (B3T262S, B3T266A, B3N265S, B3M286W, and B3F289S) in
combination with al- and y2S-subunits were expressed in Xenopus laevis oocytes and
modulation of Igaga trough the resulting channels subsequently analyzed by means of the 2-
microelectrode-voltage-clamp-technique.

Mutating amino acid residues B3F289 to serine as well as f3M286 to tryptophan completely
abolished lgaga enhancement by etomidate (enhancement of lgaga by etomidate at
concentrations <300puM did not significantly differ from 0; p>0.05), while mutating the
adjacent residue BsN265 to serine significantly decreased lgasa €nhancement by etomidate
compared to wild-type a1B3y2S receptors (a1B3y2S: Emax=2395+£133% vs. alB3N265Sy2S:
Emax=1441+54%). In contrast, mutating the threonine residue in positions 262 ($3T262S) and
266 (B3T262A), respectively, did not significantly affect efficacy and potency of Igaga
enhancement by etomidate.

Collectively, my data indicate that suggest that amino acid residues B3N265, 3M286 and

B3F289 play an essential role in efficacy and potency of Icasa enhancement by etomidate.



Zusammenfassung

y-Aminobuttersdaure (GABA) st der wichtigste, inhibitorische Neurotransmitter im
Zentralnervensystem der Sdugetiere und vermittelt seine Wirkung durch mindestens zweli
verschiedene Rezeptorklassen — GABA Typ A (GABAa-) und GABA Typ B (GABAg-)
Rezeptoren (Sieghart, 1995). GABAAa-Rezeptoren gehdren zur Superfamilie der pentameren,
ligandengesteuerten lonenkanélen (pLGIC — pentameric ligand-gated ion channels) oder Cys-
loop Rezeptoren (Olsen & Sieghart, 2008), sind an vielen sowohl physiologischen als auch
pathophysiologischen Prozessen beteiligt und dienen daher als Angriffspunkt fir zahlreiche
klinisch verwendeten Arzneistoffe wie Benzodiazepine oder Anasthetika (Macdonald &
Olsen, 1994).

Das Anésthetikum Etomidat bindet transmembranar am o/B*-interface des GABA-Rezeptors
und beinhaltet unter anderem die Aminoséuren a1M236 and $3M286.

Ziel dieser Diplomarbeit war es, den Effekt ausgewahlter Punktmutationen (B3T262S,
B3T266A, B3N265S, p3M286W und B3F289S) in dieser Bindungstasche auf die Modulation
von GABA-induzierten Chloridstrémen (lgaga) durch Etomidat zu bestimmen und mit der
Modulation von alB3y2S Rezeptoren zu vergleichen. Dafir wurden sowohl mutierte
(a1B3T262Sy2S, alB3T266AY2S, alp3N265Sy2S, alf3M286Wy2S und alp3F289Sy2S) als
auch Wildtyp a1B3y2S und alply2S Rezeptoren in Xenopus laevis Oozyten exprimiert und
die Icasa Modulation mittels der 2-Mikroelelektrodenspannungsklemmtechnik untersucht.
Meine Untersuchungen zeigen, dass Einfihrung der Mutationen 3F289S bzw. 33M286W zu
einem vollstdndigen Wirkverlust von Etomidat fiihrten (Ausmal} der Igasa Modulation in
Konzentrationen von <300uM Etomidat unterschied sich nicht signfikant von 0). Signifikant
reduzierte Modulation von Igaga konnte ebenfalls an a13N265Sy2S Rezeptoren beobachtet
werden (alB3y2S: Emax=2395+£133% vs. alPB3N265Sy2S: Enx=1441+£54%). Im Gegensatz
dazu konnte kein signfikanter Unterschied in der Modulation von Igaga durch die beiden
mutierten Rezeptoren alf3T262Sy2S bzw. alPsT262Sy2S Rezeptoren im Vergleich zu
Wildyp alB3y2S Rezeptoren beobachtet werden.

Meine Daten legen nahe, dass die Aminosauren B3N265, B3M286 und B3F289 eine wichtige
Rolle in der Modulation von Igaga durch Etomidat spielen.



Allgemeiner Teil

1. y-Aminobuttersaure als inhibitorischer Neurotransmitter

Die y-Aminobuttersdure (GABA) ist der wichtigste, inhibitorische Neurotransmitter im
Gehirn der Sdugetiere. Man vermutet, dass bis zu 50% aller Synapsen im Gehirn GABAerg
sind (Sieghart, 1995) bzw. dass GABA von mehr als einem Drittel aller Neuronen als
Transmitter verwendet wird (Ramachandran & Shekhar, 2011). GABA war schon vor ihrer
Entdeckung als Neurotransmitter als Metabolit im Citratzyklus von Pflanzen und Bakterien
bekannt. 1950 jedoch entdeckten die Forscher Roberts und Awapara unabhangig voneinander
erstmals hohe Konzentrationen von GABA im ZNS von Saugetieren. Man vermutete, dass
GABA, anstatt Teil des Signalwegs zu sein, am Metabolismus beteiligt sein musste, da
aufgrund der hohen Konzentration (mehr als 1000x hoher als die der Monoamin-
Neurotransmitter) und auch wegen der relativ einfachen chemischen Struktur den Forschern
die Funktion als Neurotransmitter nicht plausibel erschien (Jorgensen, 2005). Erst in den
1960er Jahren wurde die Rolle der GABA als Neurotransmitter bestétigt (Kravitz et al., 1963;
Otsuka et al., 1966).

Im Gehirn wird GABA Uberwiegend aus Glutamat, dem wichtigsten, exzitatorischen
Neurotransmitter und somit dem Gegenspieler von GABA, unter Katalyse der
Glutaminsauredecarboxylase (GAD, 2 Isoformen synthetisiert — GAD65 bzw. GADG67) (siehe
Abbildung 1).
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Abbildung 1: Biosynthese von GABA (rechts) aus Glutamat (links)



Obwohl GADG5 in héheren Konzentrationen als GAD67 vorkommt, ist dennoch GAD 67 flr
den Grofteil der Biosynthese von GABA verantwortlich (Fon & Edwards, 2001). GABA wird
uber den vesikuldaren GABA-Transporter (VGAT) in Vesikel aufgenommen und gespeichert
und nach Depolarisation des présynaptischen Neurons Calcium-abhangig tber Exozytose in
den synaptischen Spalt freigesetzt (Owens & Kriegstein, 2002). Aus dem synaptischen Spalt
wird GABA mittels GABA-Transporter (GAT1-3) wieder in Neuronen bzw. Gliazellen
aufgenommen; dadurch wird die GABA-vermittelte Neurotransmission beendet (Cherubini &
Conti, 2001).

Wie bereits erwahnt, stellt GABA den wichtigsten, inhibitorischen Neurotransmitter im
adulten Gehirn dar. Daher ist es interessant, dass GABA vor allem wahrend fruher Stadien der
Gehirnentwicklung jedoch exzitatorisch wirkt. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass in frihen
Entwicklungsstadien der Neurone intrazellular hohe Chloridkonzentrationen vorliegen.
Dadurch kommt es nach Bindung von GABA bzw. Offnung des Kanals zu einem Ausstrom
von Chloridionen und somit zu exzitatorischen Effekten. Diese Depolarisation spielt
einerseits eine wichtige Rolle in Bezug auf die Plastizitat der Synapsen, sie steht aber in
Zusammenhang mit verschiedenen Formen von frihkindlichen Epilepsien. Die Homdostase
des Chloridhaushalts wird tber mehrere Mechanismen gesteuert: Es existieren einige Chlorid-
Cotransporter, Austauscher und Kanéle, welche mitunter starken VVerédnderungen wahrend der
Reifung und Entwicklung unterworfen sind. Die beiden wichtigsten sind der Na/K/2CI-Co-
transporter Typ 1 (NKCC1), welcher Chlorid in die Zelle transportiert, und der K/CI-Co-
transporter Typ 2 (KCC2), der Chlorid aus der Zelle pumpt (Ben-Ari et al., 2007; Meldrum &
Rogawski, 2007).


https://de.wikipedia.org/wiki/Cotransport
https://de.wikipedia.org/wiki/Cotransport

2. GABA-aktivierte Rezeptoren

Es konnen prinzipiell 2 verschiedene Gruppen von GABA-aktivierten Rezeptoren

unterschieden werden: GABAAa- und GABAg- Rezeptoren.

2.1 GABAx-Rezeptoren

GABAAa-Rezeptoren gehoren zur GrofRfamilie der Cys-loop-Rezeptoren, die pentamere
ligandengesteurte lonenkanale sind. Dazu zé&hlen auch nikotinische Acetylcholin-Rezeptoren
(nAch), Glycin-Rezeptoren, der Serotonin (5-HT) - Typ 3 Rezeptor (5HTs) und ein Zn?*-
aktivierter lonenkanal. Wahrend die nAch- und 5-HT3-Rezeptoren kationenselektiv sind und
exzitatorische Effekte vermitteln, sind die GABAAa- und Glycin-Rezeptoren anionenselektiv
und, bis auf die erwahnten Ausnahmen wahrend der Entwicklung, von inhibitorischer Natur.
All diese Rezeptoren sind als pentamere, die Membran durchspannende Proteine organsiert,
die hierdurch eine Zentralpore und somit den durch die Membran verlaufenden lonenkanal
bilden_(Olsen & Sieghart, 2008).

2.1.1 Aufbau von GABA,-Rezeptoren

Jede dieser funf Untereinheiten besteht aus einer langen, N-terminalen, extrazellularen und
hydrophilen Doméne von 200-250 Aminosdauren, gefolgt von vier a-helikalen
transmembrandren Domanen (M1-M4) mit einem grof3en intrazellularen Loop zwischen der
M3 und M4-Doméne bestehend aus 85-255 Resten. Das relativ kleine, C-terminale Endstlick
befindet sich auf extrazellularer Seite (siehe Abbildung 2, Seite 10). Der Agonist GABA
bindet extrazellular zwischen den o- wund pB-Untereinheiten, wodurch es zu
Konformationsanderungen kommt, welche die transmembranére Region durchziehen und die
lonenpore 6ffnen (Miller & Aricescu, 2014).

Im humanen Genom konnten Gene flr 19 verschiedene GABAa-Rezeptor-Untereinheiten
identifiziert werden: al-6, p1-3, y1-3, 6, €, 0, w, p 1-3 (Simon et al., 2004). Man nimmt an,
dass die hdufigsten, natiirlich vorkommenden, heteromeren Rezeptoren aus 2 o-, 2 - und
einer anderen, meist einer y-Untereinheit, bestehen. Es kodnnen aber auch Homomere
entstehen. Theoretisch kann eine Vielzahl von verschiedenen GABAAa-Rezeptoren in einer
einzelnen Zelle vorkommen und in einigen Féllen wurden bis zu 8 verschiedene
Rezeptorisoformen in einer Zelle gefunden. Es ist aber unklar, wieviele Isoformen des

GABA-Rezeptors tatsachlich nativ vorkommen (Sigel & Steinmann, 2012).



Der Groliteil der GABAAa-Rezeptoren besteht aus alp2y2-Untereinheiten, gefolgt von
a2B3y2- und a3p3y2-Rezeptoren. Die a4-, a5-, a6-, B1-, y1-, y3-, -, m- bzw. 0-Untereinheiten
inkorporierenden Rezeptoren machen blof3 kleinere Populationen aus (siehe auch Tabelle 1).

Identifizierte Untereinheiten- Untereinheitenkombinationen, Untereinheitenkombinationen, die

kombinationen die mit hoher Wahrscheinlichkeit maoglicherweise nativ vorkommen

nativ vorkommen

alp2y2 alp3y2 pl
a2py2 alpo p2
a3py2 aSp3y2 p3
a4py2 aply/ aplo apyl
04p20 ofp apy3
a4p30 alapy/ola6po apo
aSpy2 ape
a6py2 apyn
a6p26

a6p30

p

Tabelle 1: GABAa-Rezeptoren nach Olsen & Sieghart, 2008.

Durch unterschiedliche Kombinationen der verschiedenen Untereinheiten ergeben sich
verschieden Rezeptorsubtypen. Diese unterscheiden sich stark beziiglich ihrer Topographie
und Entwicklung, ihrer zellularen und intrazellularen Lokalisation, ihrer Rolle in den
verschiedenen Hirnregionen, ihren Regulationsmechanismen und schlielich auch ihrer
Pharmakologie (Olsen & Sieghart, 2008).

Abbildung 2: Cys-loop-Rezeptor. (a) Darstellung des gesamten Rezeptorkomplexes; (b)
Struktur einer einzelnen Untereinheit (Lester et al., 2004) (Copyright © 2004 Elsevier Ltd.)
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2.1.2 Verteilung und Funktion der GABAA-Rezeptoren im Gehirn

GABAAa-Rezeptoren kommen in groBer Dichte im Nervensystem, aber auch in nicht-
neuronalen Geweben vor, wie beispielsweise im Pankreas, Flimmerepithel oder der Retina.
Ihre Funktion in diesen Geweben ist zur Zeit noch nicht volistandig verstanden (Sigel &
Steinmann, 2012).

Die zellulére Lokalisation der Rezeptoren determiniert die Inhibitionsart. Man unterscheidet
hierbei zwischen phasischer und tonischer Inhibition. Unter phasischer Inhibition versteht
man eine schnelle, synaptische Neurotransmission, die hauptséchlich Uber synaptisch
lokalisierte GABAAa-Rezeptoren mit y2-Untereinheiten vermittelt wird, wogegen die tonische
Inhibition Uber Rezeptoren mit d-Untereinheiten, die peri- bzw. extrasynaptisch lokalisiert
sind, vermittelt wird.

Die phasische, synaptisch vermittelte Inhibition ist zeitlich prézise festgelegt - funktioniert
sozusagen als Punkt-zu-Punkt-Kommunikation - und postsynaptische Rezeptoren sind GABA
nur sehr kurz ausgesetzt. Die tonische Inhibition wird vorwiegend von geringeren GABA-
Konzentrationen Uber extrazelluldre Rezeptoren vermittelt (Goetz et al. 2007; Farrant &
Nusser 2005).

Synaptic

Extrasynaptic
afd

Cr-
phasic inhibition

tonic inhibition

Abbildung 3: Phasische und tonische Inhibition (Reddy, 2011) (Copyright © 2011 Reddy)

GABAA-Rezeptoren werden von zahlreichen klinisch verwendeten Arzneistoffgruppen wie
den Benzodiazepinen sowie intravendsen Anésthetika (Etomidat und Propofol) und

Inhalationsandsthetika (u.a. Isofluran, Sevofluran) moduliert. Des Weiteren vermitteln unter
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anderem Barbiturate und Neurosteroide ihre Wirkung tber GABAa-Rezeptoren (Mohler,
2011). GABAAa-Rezeptoren vermitteln im Gehirn rasche, inhibitorische synaptische
Ubertragung. Reduzierte bzw. anormale Aktivitat dieser Rezeptoren wird mit verschiedensten
neurologischen und psychiatrischen Krankheiten wie beispielsweise Schlafstérungen,
Epilepsie, Panikattacken, Schizophrenie, Autismus und Down-Syndrom in Verbindung
gebracht (Rudolph & Méohler, 2014).

2.1.3 Gating

,,Gating” bezeichnet den Prozess der Bindung des Agonistens an den Rezeptor mit
anschlieRender Konformationsanderung und darauffolgender Offnung des lonenkanals. Der
genaue Ablauf des gatings des GABAAa-Rezeptors ist noch vollstandig geklart, doch gibt es
einige Anhaltspunkte. So sind an den Seitenketten des ,,Eingangs® zur Pore Aminosduren mit
—OH-Gruppen zu finden. Diese interagieren mit Wassermolekilen, welche die
Hydrationshille fur Chloridionen bilden. Man nimmt an, dass dies zu einer energetischen
Stabilisierung der Anionen fiuhrt, wenn diese in die Pore eintreten. Der sogenannte
Selektivitatsfilter beschreibt vermutlich den engsten Teil der Pore. Dieser besitzt einige
konservierte, positiv geladene Reste (Arginin und Lysin), welche um das extrazellulare Ende
der M1- und M2-Doménen angeordnet sind. Die Struktur von desensibilisierten und inaktiven
Rezeptoren ist auch noch ungeklart. Hierbei missen physikalische Barrieren ausgebildet
werden, die lonen vom DurchflieBen durch die Pore abhalten.

Fir die Rezeptoraktivierung gibt es zwei Hypothesen. Die erste ist der sog. ,,pin-into-socket-
Mechanismus. Hier stellt ein einzelner Valinrest der extrazellularen Domane (ECD) den
einzigen Kontakt mit der transmembrandren Doméne (TMD) her und dient hierbei als
Drehpunkt, der eine Rotation der ECD nach Bindung eines Agonisten hervorruft und diese
Rotation an M2-Segmente weitergibt. Diese Rotation in M2 erlaubt der Pore, sich an ihrer
engsten Stelle zu erweitern. Ein Kritikpunkt an der ,,pin-into-socket“-Hypothese ist die
Bewegung grofler Bereiche der ECD bzw. einer ganzen Untereinheit, was angesichts
energetischer Uberlegungen unwahrscheinlich scheint.

Die zweite Hypothese ist der sog. ,,conformational wave“-Mechanismus. Hier werden
Konformationsédnderungen an die TMD (ber eine Serie von lokalen Bewegungen, anstatt
einer ganzen Untereinheit, kommuniziert (Kash et al., 2004).

Eine wichtige Region ist die Verbindung zwischen M2 und M3. Dieser M2-M3 linker ist eine

kurze, extrazellulare Schleife, welche die beiden Doméanen verbindet. Wichtige Aminoséuren
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sind Arginin an Position 269 (R269), Leucin an Position 277 (L277) und Lysin an Position
279 (K279).

Loop 2 und Loop 7, beide befinden sich am unteren Ende, sind aufgrund ihrer ortlichen Néhe
zur ECD und TMD ebenso von Bedeutung. Es wird angenommen, dass das gating hier von
elektrostatischen Interaktionen zwischen negativ geladenen Resten der ECD und positiv
geladenen Resten der TMD abhangt. So sind Asparaginséure an Position 57 und 149 (beide
negativ geladen) in den extrazelluldren loops 2 und 7, die wéhrend des gatings n&her
zusammenriicken, sowie Lysin an Position 279 in der transmembranéren Verbindung von M2
und M3 innerhalb der al-Untereinheit identifiziert worden (Kash et al., 2003; Miller &
Aricescu, 2014).

3. GABAg-Rezeptoren
Der GABAg-Rezeptor ist ein heterodimerer, Gj-Protein-gekoppelter Rezeptor, der aus den
beiden Untereinheiten GBR1 und GBR2 besteht und fir langsame und langer andauernde
Inhibition verantwortlich ist. Die Liganden-Bindungsstelle des GABAg-Rezeptors befindet
sich in der extrazellularen Doméne der GBR1-Untereinheit, demgegeniiber erhoht die GBR2-
Doméne, welche selbst keine GABAg-Liganden binden kann, die Bindungsaffinitdt von
GABA zur GBR1 und ist tberdies fiir die Rezeptoraktivierung erforderlich. Die Koppelung
der G-Proteine geschieht an der transmembrandren Region von GBR2. Présynaptische
GABAg-Rezeptoren hemmen die Freisetzung von Neurotransmittern, wohingegen
postsynaptische GABAg-Rezeptoren Neuronen hyperpolarisieren (Geng et al., 2013).
Die Aktivierung der postsynaptischen GABAg-Rezeptoren fiihrt zur Offnung von einwirts
gleichrichtenden K*-Kanilen (,,inwardly rectifying potassium channels“; GIRK oder Kir3),
welche die Spétphase des inhibitorischen, postsynaptischen Potentials determinieren. Die
Aktivierung der prasynaptischen GABAg-Rezeptoren jedoch verringert die Neurotransmitter-
Freisetzung durch die Hemmung von spannungsabhéngigen Ca®*-Kanalen (N- oder P/Q-Typ).
Weiters fuhrt die Aktivierung von GABAg-Rezeptoren zu einer Modulation der cAMP-
Produktion - dadurch kommt es zu vielféaltigen Effekten betreffend cAMP-abhéngiger
lonenkandle und Proteine und schliellich zur Modulation neuronaler und synaptischer
Funktionen (Ben-Ari et al., 2007).
GABAGg-Rezeptoren werden, obwohl sie sich strukturell grundlegend von den GABAAa-
Rezeptoren unterscheiden, auch mit Lern- und Gedéchtnisprozessen sowie Epilepsie,
Angststorungen, Depressionen und kognitiven Defiziten in Verbindung gebracht (Kaupmann
etal., 1997).
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GABAGg-Rezeptoren konnten im Zentralnervensystem, im peripheren Nervensystem und in

peripheren Organen identifiziert werden (Filip et al., 2015).

Signaling

Abbildung 4: GABAg-Rezeptor (Benke 2013) (Copyright © 2013 Elsevier Inc.)

4. GABAA.rHO-Rezeptoren

Friher wurde in der Literatur hdufig auch von GABAc-Rezeptoren — damit waren die
Rezeptoren bestehend aus 3 p-Untereinheit gemeint — gesprochen. Diese Bezeichnung gilt
mittlerweile als nicht mehr zeitgemal und irrefuhrend. Die gegenwartige Nomenklatur fasst
diese Rezeptoren unter dem Begriff GABAa-rHo zusammen. Der Grund fur diese dritte
Gruppe an GABA-Rezeptoren ist folgender: GABAc-Rezeptoren wurden urspringlich als
solche bezeichnet, die, pharmakologisch gesehen, eine dritte Gruppe bildeten. lhre
Eigenschaften passten weder in die ,,A-Gruppe* (= geblockt von Bicucullin), noch in die ,,B-
Gruppe® (=aktiviert von Baclofen). Diese p-Untereinheiten kommen primér in der Retina vor
(Olsen & Sieghart, 2008).

14



5. Liganden am GABA-Rezeptor

5.1 Agonisten

5.1.1 GABA

O

NH
HOM 2

Abbildung 5: Strukturformel von GABA

Die y-Aminobuttersdaure (GABA) ist, wie oben nachzulesen, der wichtigste inhibitorische
Neurotransmitter im Zentralnervensystem. Bei Rezeptoren, die aus o-, pB- und y-
Untereinheiten bestehen, bindet GABA in einem ersten Schritt an eine der 2 Bindungstellen
zwischen der a und B-Untereinheit. Dies fiihrt zu einer Konformationsanderung, welche den
Agonisten  GABA noch  fester in der Bindungstasche fixiert.  Weitere
Konformationsanderungen fithren schlieRlich zur Offnung des lonenkanals (Sigel &
Steinmann, 2012). Die Ligandenbindungsstellen bestehen aus 6 sogenannten ,,loops* (A-F),
wovon die loops A, B und C auf der ,,plus“- oder Hauptseite bzw. B-Untereinheit und D, E
und F auf der ,,minus“- oder Komplimentérseite bzw. a-Untereinheit zu finden sind (Ernst et
al., 2003).

Abbildung 6: GABAa-Rezeptor mit al, p2 und y2 Untereinheit aus extrazellularer Sicht
mit (+) and (-) Seiten und Bindungsstellen fir GABA (Ernst et al., 2003) (Copyright ©
2003 IBRO. Published by Elsevier Ltd.)
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Es gibt zahlreiche Aminosauren, welche fur die Bindung von GABA an den Rezeptor
essentiell sind: Dazu z&hlen unter anderem die aromatischen Aminosduren alF64, f2Y97,
B2Y 157, B2Y205, die hydroxylierten Aminoséuren 32T160, 2T202, 25204, 32209 und die
geladenen Aminoséuren alArg66 bzw. B2Arg207 (Czajkowski & Newell, 2003; Smith &
Olsen, 1995; Czajkowski & Wagner, 2001; Kash et al., 2004).

5.1.2 Muscimol

Abbildung 7: Muscimol

@)
N~ 5-Aminomethyl-isoxazol-3-ol
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Muscimol ist ein psychoaktives Isoxazol aus Amanita muscaria (Fliegenpilz). Es wirkt als
selektiver Agonist an GABAAa-Rezeptoren und ist strukturell mit GABA, aber auch der
Glutaminséure verwandt - bei Muscimol agiert die 3-Hydroxyisoxazol-Gruppe als eine
maskierte Carboxylgruppe. Weiters war Muscimol der erste selektive GABAa-Agonist, mit
dem die Struktur-Aktivitats-Beziehung bei Bicucullin-sensitiven GABAAa-Rezeptoren
definiert wurde.

Muscimol ist ein potenter Agonist am GABAAa-Rezeptor, ein potenter partieller Agonist am
GABAc-Rezeptor und nicht aktiv am GABAg-Rezeptor. Im GABA-Metabolismus ist
Muscimol ein schwaches Substrat bzw. Inhibitor der Wiederaufnahme von GABA, aber kein
Substrat der GABA-Transaminase. Muscimol wird vorwiegend experimentell verwendet,
diente aber auch als Leitstruktur fur die Entwicklung zahlreicher Substanzen, die am
GABAergen System angreifen wie zum Beispiel Tiagabin (GAT-Blocker) oder Gaboxadol
(THIP) (Johnston, 2014).

5.2 Antagonisten

5.2.1 Bicucullin
Die krampfauslosende Substanz Bicucullin — ein natlrlich vorkommendes Alkaloid der

Gattung Lamprocapnos (veralteter Name hierfir ist Dicentra; zu Deutsch: Herzblumen) - ist

seit ihrer ersten Erwahnung vor mehr als 40 Jahren eng mit der Geschichte der GABAA-

Rezeptoren verbunden. Anfangs war man sich noch im Unklaren, welche Rolle GABA im

ZNS Uberhaupt einnimmt und auch welche verschiedenen GABA-Rezeptoren existieren bzw.

wie diese funktionieren. Bicucullin leistete dazu duf3erst wichtige Beitrdge. Heute weil3 man,
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dass Bicucullin kompetitiv die Bindung von GABA an den Rezeptor hemmt und GABA
seinerseits die Bindung von Bicucullin kompetitiv hemmt. Es hat keine Wirkung an GABAg-
und GABAa-rHo-Rezeptoren (Johnston, 2013).

5.2.2 Picrotoxin

Picrotoxin — das Gemisch aus Picrotoxinin und dem relativ inaktiven Picrotin - ist ein nicht-
kompetitiver Antagonist des GABAAa-Rezeptors. Picrotoxin bindet vermutlich in der Pore des
lonenkanals und blockiert dadurch den Chloridflux. Neben GABAAa-Rezeptoren blockiert
Picrotoxin auch Glycin- oder 5-HT3-Rezeptoren (Johnston, 2013).
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5.3 Modulatoren des GABAa-Rezeptors

5.3.1 a-Thujon

CH,
I

O
&j Abbildung 8: e-Thujon

v

H.C” “CH,

Das Monoterpen-Keton a-Thujon, welches in dem bekannten, alkoholischen Getrdnk Absinth
enthalten ist, ist ein nichtkompetitiver Antagonist des GABAa-Rezeptors und wirkt somit
krampfauslésend. Pflanzlichen  Zubereitungen, die Thujone enthalten, wird eine
antinozizeptive, insektizide und anthelminthische Wirkung zugeschrieben. Natirlich
vorkommende Thujone sind eine Mischung aus o- und B-Thujonen, wobei das a-Isomer die
grolere Toxizitdt besitzt. Es kommt in einer Vielzahl von Pflanzen vor, beispielsweise in
Artemisia absinthium (Wermut) und Salvia officinalis (Echter Salbei) (Pelkonen et al., 2013;
Szczot et al., 2012; Hold et al., 2000; Yagle et al., 2003).

5.3.2 Benzodiazepine

Ri\\J R
Ni Abbildung 9: Grundstruktur der Benzodiazepine

—N (R = entsprechende Reste)

Der Name ,,Benzodiazepin®“ kommt von der dieser Wirkstoffklasse zugrunde liegenden
Struktur, welche eine Verbindung aus einem Benzol- und einem Diazepinring ist, wobei bei
letztgenanntem die Stickstoffatome im Allgemeinen an Position 1 bzw. 4 zu finden sind
(Rudolph & Knoflach, 2011). Die Geschichte der Benzodiazepine beginnt Mitte der 1950er
Jahre, als man die klinische Relevanz von Beruhigungsmitteln mehr und mehr erkannte. Der
erste Vertreter der Benzodiazepine war die Substanz Chlordiazepoxid, welche 1960 auf den
Markt kam. Interessant hierbei ist, dass der Zeitraum zwischen der ersten pharmakologischen

Untersuchung und der Markteinfuhrung blol? zweieinhalb Jahre betrug. Da Chlordiazepoxid
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wegen seines sehr bitteren Geschmacks gewisse Grenzen in der Therapie aufwies, war man
auf der Suche nach einer Lésung dieses Problems. Schlussendlich kam es Ende des Jahres
1963 zur Einfihrung des wohl prominentesten Vertreters der Benzodiazepine: Diazepam
(Sternbach, 1979).

Benzodiazepine wirken anxiolytisch, hypnotisch, antikonvulsiv und muskelrelaxierend. Am
héaufigsten finden sie Anwendung zur Anxiolyse und bei der Behandlung von
Schlafstérungen. Nebenwirkungen beinhalten auf der subjektiven Seite Sedierung und auf der
objektiven Seite kognitive und psychomotorische Beeintrachtigungen.

Weitere mogliche Nebenwirkungen umfassen eine schon erwahnte Sedierung, gepaart mit
einem Gefuhl der Schwere und Dysphorie. Dies ist jedoch stark dosisabhangig, lasst aber
aufgrund von Toleranzentwicklung schnell nach. Bei hoheren Dosen treten Unsicherheit,
verwaschene Sprache und Verwirrtheit auf — besonders in der Kombination mit Alkohol.
Ferner wird auch das Gedachtnis beeintrachtigt. Stirze und Huftfrakturen sind ebenso ein
nicht zu unterschitzender Risikofaktor. So kann bei Alteren das Auftreten von Hiiftfrakturen
bei Einnahme von Benzodiazepinen um 50% oder mehr beobachtet werden, gerade auch
wenn andere Medikamente wie Antihypertensiva oder Antidepressiva verabreicht werden.

Es kann auch zu dem Phédnomen der paradoxen Euphorisierung kommen. Hierbei flhrt ein
disinhibitorischer Effekt des Benzodiazepins zu erhdhten Angstzustanden, akuter Erregung
und Hyperaktivitat. Wenn Langzeitanwender &lter werden, werden sie auch empfindlicher
gegeniiber Benzodiazepinen. Dies begriindet sich vermutlich durch eine Abnahme der
Neuronenzahl bzw. der Rezeptoren. Daraus folgt eine groRere Rezeptorbesetzung bei
gleichbleibender Dosis. Eine daraus resultierende Beeintrdchtigung kann auch zu einer
falschen Diagnose von Demenz fiihren — der sogenannten ,,Pseudo-Demenz* (Lader, 2012).
Eine erste Einteilung der Benzodiazepine erfolgt tber ihre Eliminationshalbwertszeit. Kurz-
wirksame Benzodiazepine haben eine mittlere Halbwertszeit von 1-12 Stunden (z.B.
Midazolam, Triazolam), mittellang wirksame eine mittlere Halbwertszeit von 12-40 Stunden
(z.B. Chlordiazepoxid, Flunitrazepam, Temazepam, Nitrazepam) und lang wirksame eine
Halbwertszeit von 40-250 Stunden (z.B. Diazepam, Flurazepam).

Eine weitere Einteilung der Benzodiazepine kann auch Uber die relative Wirkstarke erfolgen.
Die ersten Benzodiazepine waren von niedriger bis mittlerer Wirkstarke, wie zum Beispiel
das lang wirksame Chlordiazepoxid, Oxazepam oder Temazepam. Dank ihrer Wirksamkeit
und relativ geringen Toxizitat wurden sie zu first-line Wirkstoffen bei Schlaflosigkeit und
Angststorungen. Etwas spater wurden die stark wirksamen Benzodiazepine wie Alprazolam,

Lorazepam und Clonazepam entdeckt, welche auch neue Indikationen mit sich brachten. Dazu
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zahlen deren Einsatz bei Panikstérungen, als Beigabe zu selektiven Serotonin Reuptake
Inhibitoren bei Zwangsstorungen und in der Kombination mit Antipsychotika bei akuter
Manie oder Agitation (Griffin et al., 2013).

Die Benzodiazepin-Bindungsstelle formiert sich, wie weiter oben schon erwéhnt, aus einer o-
und einer y-Untereinheit (Ublicherweise y2, welche in ungefahr 90% der GABAA-Rezeptoren
vorkommt) (Rudolph & Knoflach, 2011). Dabei werden nur GABAAa-Rezeptoren moduliert,
welche al-, a2-, a3- oder a5-Untereinheiten besitzen, da nur diese einen fir die Modulation
essentiellen Histidinrest in Position 101 (al) bzw. an korrespondieren Stellen (02-H101, a3-
H126 und a5-H105) besitzen. Im Gegensatz dazu haben a4- bzw. a6-Untereinheiten, welche
nicht auf Benzodiazepine ansprechen, einen Argininrest an der korrespondierenden Stelle
(Rudolph et al., 1999). Die Entstehung von Toleranz bei Benzodiazepinen wird mit o5-
Untereinheiten in Verbindung gebracht und fir die Suchterzeugung sind al-Untereinheiten
verantwortlich (Rudolph & Knoflach, 2011).

5.3.3 Barbiturate

O

X

HIN NH Abbildung 10: Grundstruktur der Barbiturate

O O
R R

Die Geschichte der Barbiturate geht weit zurlick. Adolf von Baeyer synthetisierte die
Barbiturséure erstmals im Jahr 1864, die klinische Einfiihrung erfolgte 1904, den Hohepunkt
markierte der Zeitraum zwischen 1930 und 1940 und in den 1950er Jahren begann langsam
der Rickgang im Einsatz der Barbiturate. Die Grinde hierfur sind das hohe
Abhangigkeitspotenzial und die geringe therapeutische Breite, welche sich durch sehr viele
Todesfalle bemerkbar machte.

Anfangs erreichte man durch Barbituratgabe die besten Resultate in der Behandlung von
Neurosen und Psychosen, spater bei Schlafstorungen und schliellich als erste
ernstzunehmende Therapie bei epileptischen Anféllen. Auch wurde die And&sthesie mit
Barbituraten durchgefihrt. Beispielhafte Vertreter dieser Wirkstoffklasse sind Phenobarbital,
Amobarbital, Pentobarbital, Secobarbital und Thiopental (Lopez-Mufioz et al., 2005).
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Barbiturate greifen hauptsachlich an GABAAa-Rezeptoren an, aber auch an
spannungsabhangigen Ca®*- und Na*-Kanéalen (Mathers et al., 2007).

Barbiturate vermitteln dosisabhéngig unterschiedliche Effekte am GABAAa-Rezeptor: in
geringen Konzentrationen potenzieren sie die die Aktivitat der GABAa-Rezeptoren und
wirken so als allosterische Modulatoren. In héheren Konzentrationen aktivieren Barbiturate
ohne das Vorhandensein von GABA den GABAAa-Rezeptor, wirken somit als ,direkte
Agonisten® und in noch hoheren Konzentrationen schlielich blockieren sie den Chloridkanal
(Thompson et al., 1996; Czajkowski & Sancar, 2011).

Nachfolgend sind beispielhaft die konzentrationsabhéngigen Wirkungen von Pentobarbital

aufgelistet (Jackson et al., 2009):

allosterische Modulation direkte Aktivierung Kanalblock
10-100 uM 100-800 uM 1-10 mM

Es wird angenommen, dass sich die Bindungsstelle der Barbiturate zwischen den M1-, M2-
und M3-Regionen der B-Untereinheit befindet. So kdnnen Barbiturate, im Gegensatz zu
GABA, deren Bindungsstelle sich extrazellular zwischen den a- und B-Untereinheiten
befindet, ebenfalls an Rezeptoren wirken, welche nur aus B-Untereinheiten (B-Homomere)
bestehen (Jackson et al., 2009).

Kirzlich konnte mithilfe eines photoreaktiven Barbiturats gezeigt werden, dass Barbiturate
vermutlich bei a1p3y2-Rezeptoren an die a+/p- bzw. y+/p-interfaces binden. Identifizierte
Aminoséuren inkludieren a1A291, a1Y294, y2S301 sowie $3M227.

5.3.4 Neurosteroide

Abbildung 11: 5a-pregnan-3a-ol-20-on
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Die Bezeichnung ,,Neurosteroid* geht auf den franzosischen Endokrinologen Baulieu zuriick,
der diesen Begriff 1981 erstmals fir diejenigen Steroide verwendete, welche - unabhéngig
von peripheren endokrinen Drisen - de novo im Nervensystem aus Cholesterol synthetisiert
werden (Carver & Reddy, 2013). Neurosteroide greifen sowohl an exzitatorischen NMDA-
Rezeptoren, als auch an inhibitorischen GABAAa-Rezeptoren an.

Die Konzentration von Neurosteroiden im Zentralnervensystem &andert sich standig, da die
lokale Produktion durch physiologische Prozesse (Stress, Schwangerschaft und
Ovulationszyklus) als auch durch Einnahme von psychoaktiven Substanzen wie
beispielsweise Ethanol, y-Hydroxybuttersaure (GHB) und Fluoxetin (Antidepressivum der
SSRI-Klasse) beeinflusst wird und somit Schwankungen aufweist. Anderungen der
Neurosteroid-Konzentration werden mit pathologischen Zustdnden wir postpartum
Depressionen, pramenstruellen Spannungszustanden, Panikattacken und auch Schizophrenie
assoziiert (Lambert et al., 2009).

In den letzten Jahren fand man Hinweise darauf, dass gewisse Neurosteroide beim ,,fine
tuning® der neuronalen Inhibition eine Rolle spielen. Die Zusammensetzung der Rezeptor-
Untereinheiten, Phosphorylierung, als auch der lokale Metabolismus der Steroide
determinieren die Aktivierung von synaptischen und extrasynaptischen GABAa-Rezeptoren.
Als Vertreter eines potenten Neurosteroids, welches GABAa-Rezeptoren anspricht, kann 5a-
pregnan-3a-o0l-20-on genannt werden (siehe Abbildung 11) (Mitchell et al., 2008).
Neurosteroide erhohen in geringen Konzentrationen im nanomolaren Bereich (nM) bei
Vorhandensein von GABA die Wahrscheinlichkeit fiir die Offnung des GABA-gesteuerten
lonenkanals, wirken also als Modulatoren. Zusatzlich wirken diese Steroide in
Konzentrationen von 100 nM direkt aktivierend auf den GABAa-Rezeptor.

Die Neurosteroid-vermittelte GABAAa-Rezeptor Modulation wird nicht durch den
Benzodiazepin-Antagonisten Flumazenil aufgehoben.

Es gibt zwei separate Bindungsstellen fir Neurosteroide — die eine vermittelt modulatorische
Aktivitaten bzw. Potenzierung, die andere ist fur die direkte Aktivierung verantwortlich. Die
modulatorische Aktivitat geht von transmembrandren Doménen der a-Untereinheit aus. Die
direkte Rezeptoraktivierung wird von Aminosdureresten zwischen der o- und B-Untereinheit
vermittelt und wird durch Steroidbindung an die erstgenannte, fur modulatorische Effekte
verantwortliche Bindungsstelle verstarkt. Eine signifikante Rezeptoraktivierung durch
Neurosteroide geschieht erst, wenn beide Stellen besetzt sind (Smart et al., 2007).

Strukturell gesehen bendtigen Neurosteroide eine Hydroxylgruppe am C3a des A-Rings und

eine Ketongruppe an C20 des D-Rings, um am GABAAa-Rezeptor positiv zu modulieren. Eine
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Grundregel besagt auch, dass 5a-reduzierte Steroide Strome potenzieren, wogegen 5p-
reduzierte, geladene Steroide und das Hormon 17-Estradiol zumindest GABAa-Rezeptoren
mit p1-Untereinheiten inhibieren. Steroidhormone verstarken also nicht nur die Wirkung von
GABA, sondern kénnen auch, je nach Struktur und Untereinheiten, den gegenteiligen Effekt
haben. Diese inhibitorischen Neurosteroide wurden von der Gruppe um Akk anhand von pl-
Untereinheiten ndher untersucht. Es konnte eine Einteilung in drei Gruppen gemacht werden,
welche Neurosteroide fir die Rezeptor-Inhibierung verantwortlich sind: 5pB-reduzierte,
ungeladene Steroide, sulfatierte und carboxylierte Steroide und 17p-Estradiol (Akk et al.,
2013).

Threonin an Position 236 der a-Untereinheit und Tyrosin an Position 284 der B-Untereinheit
sind essentiell fur die direkte Aktivierung des Rezeptors, wogegen Glutamin an Position 241
der a-Untereinheit und Asaparagin an Position 407 der a-Untereinheit die Potenzierung des
Effekts von GABA durch Neurosteroide vermitteln (Smart et al., 2006).

Ferner finden sich Hinweise fir potente Wirkungen von Neurosteroiden an GABAA-
Rezeptoren, welche eine &-Untereinheit besitzen. Solche Rezeptoren sind meist

extrasynaptisch lokalisiert (Olsen, 2014).

5.3.5 Anésthetika

In Anbetracht des mehr als 165 jahrigen Einsatzes von modernen Anésthetika im klinischen
Bereich gibt es noch immer offene Fragen in Bezug auf die Mechanismen, wodurch
Narkosemittel ihre Wirkung vermitteln. Die Schwierigkeit darin liegt an der Tatsache, dass
Anasthetika chemisch gesehen eine sehr heterogene Gruppe bilden. Zum Einsatz kommen
Substanzen wie Diethylether, halogenierte Kohlenwasserstoffe (zum Beispiel Isofluran,
Sevofluran, Desfluran), Distickstoffmonoxid (Lachgas), Xenon, Ketamin, Propofol,
Benzodiazepine, Etomidat, Alkohole und Barbiturate (Zhou et al., 2012). Generell versteht
man unter einem Andasthetikum eine Substanz, die Immobilitdt, Amnesie, Muskelrelaxation

und einen reversiblen Verlust des Bewusstseins zu induziert (Franks, 2006).

5.3.5.1 Etomidat

e O
3 Abbildung 12: Strukturformel von R-(+)-Etomidat
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Etomidat ist ein potentes Narkotikum, welches als allosterischer Modulator am GABAAa-
Rezeptor wirkt. Etomidat verstérkt die Aktivierung der Rezeptoren durch GABA — dies fuhrt
zu einer Erhohung der Affinitat bzw. einer Senkung der ECso von GABA. Etomidat aktiviert
in hohen Konzentrationen auch direkt den GABAa-Rezeptor (Stewart et al., 2013) .

Eine wichtige Bindungsstelle fiir Etomidat stellt das transmembranére B+a- interface dar. Mit
Hilfe zweier verschiedener photoaktiver Etomidat-Derivate ([*H]Azietomidat und [*H]TDBzI-
Etomidat]), welche ihre anésthetische Potenz in vivo behalten und die Funktion der GABAA-
Rezeptoren in vitro verstarken, wurden zwei Aminosaurereste - alMet-236 in der M1-
Doméne der az-Untereinheiten und B3Met-286 in der M3-Domane der Bs-Untereinheiten —
wahrend der allosterischen Modulation wie auch beim direkten Offnen des Kanals von
Etomidat irreversibel markiert. Diese beiden Aminosauren befinden sich im oberen Teil, nahe
der extrazelluldren Region der transmembrandren Doméne des GABAAa-Rezeptors an der
B+a- - Schnittstelle und daher unterhalb der GABA-Bindungsstelle (siehe Abbildung 13 und
Abbildung 14) (Cohen et al., 2012; Olsen et al., 2006).

Eine weitere Bindungsstelle fur Etomidat befindet sich an der transmembranen B3+33- -
Schnittstelle von af3-Rezeptoren. Dies erklart auch die allosterische Modulation, welche
Etomidat an homo-oligomeren B3-Rezeptoren hervorruft (Slany et al., 1995). Des weiteren
wird bei einer Aktivierung des Rezeptors durch GABA die Affinitat von Etomidat zu dessen
Bindungsstelle erhoht (Stewart et al., 2013).

Weiters spielt Asparagin an Position 265 (N265) bei f2- und f3-Untereinheiten eine wichtige
Rolle fur die Sensitivitat zu Etomidat. So fiihrt eine Mutation dieses Asparagins zu Methionin
zu einer Reduktion des Effekts von Etomidat (Stewart et al., 2014). Etomidat vermittelt seine
anésthetische Wirkung uber GABAa-Rezeptoren mit B3-Untereinheiten, wahrend flr die
sedierende Wirkkomponente Rezeptoren mit pB2-Untereinheiten verantwortlich sind
(Reynolds et al., 2003).
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Abbildung 13: GABAa-Rezeptor mit Bindungsstellen von GABA, Etomidat/Propofol
und Benzodiazepinen (Wang & Orser, 2011) (Copyright © 2010, Canadian

Anesthesiologists' Society)

Abbildung 14: Schematischer Querschnitt eines alp2y2 GABAa-Rezeptors. Der
Chloridkanal ist grau, die Bindungsstellen von Etomidat sind rot dargestellt

(Stewart et al., 2013) (Copyright © 2013 by The American Society for Biochemistry and
Molecular Biology, Inc.)

5.3.5.2 Propofol

CH; OH CH,

H,;C CH, Abbildung 15: Strukturformel von Propofol

Propofol moduliert nicht nur GABAa-Rezeptoren, sondern aktiviert daneben auch die
Proteinkinase C und blockiert nikotinische Acetylcholin-Rezeptoren wie auch Calcium-
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Kanéle des L-Typs (Chau, 2010). Propofol potenziert den Effekt von GABA bei GABAA-
Rezeptoren, ist aber bei Abwesenheit von GABA grofitenteils unwirksam (Hales & Lambert,
1991).

Wichtige Aminoséuren fir die Bindung von Propofol befinden sich in der B-Untereinheit an
Position 153 (Glutamat) und an Position 196 (Lysin) (Venkatachalan & Czajkowski, 2008).
Ein photoaktives Propofol-Analogon markierte drei Aminoséuren in der $3-al-Schnittstelle —
Methionin an Position 286 (p3M286) und an Position 236 (a1lM236). Diese beiden
Aminosauren sind auch fir die Bindung von Etomidat essentiell (siehe Kapitel 3.3.5.2).
Aullerdem wurde Methionin an Position 227 in der transmembrandren Region der f-
Untereinheit identifiziert (Cohen et al., 2014). Untersuchungen an 3-Homomeren ergaben
vier weitere Aminosauren, welche fir die Bindung von Propofol verantwortlich sind —
Tyrosin an Position 143, Phenylalanin an 221, Glutamin an 224 und Threonin an Position 266
(Akk et al., 2015). Weitere Aminoséurereste, welche den GABAAa-Rezeptor betreffen, finden
sich in der folgenden Tabelle (Chau, 2010; Richardson et al., 2007):

Bl B2 B3 12
Serin 265 Glycin 129 Asparagin 265 Leucin 287
Serin 290 Methionin 286 Asparagin 289

Tyrosin 444

Tabelle 2: Aminosauren fir Propofolbindung nach Chau, 2010
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Problemstellung und Zielsetzung

Das Andasthetikum Etomidat ist ein 32/3-praferierender Modulator von GABAAa-Rezeptoren.
Die Bindungsstellen von Etomidat befinden sich in den transmembrandren Domanen zwi-
schen a und B-Untereinheiten (Olsen et al., 2006).

Ziel meiner Diplomarbeit war es, den Einfluss ausgewahlter Aminosauren, die sich vermut-
lich in dieser Bindungstasche befinden, auf die Modulation von GABA-induzierten Chlo-

ridstrémen (lcasa) zu untersuchen.

Ziele:

1. Expression in Xenopus laevis Oozyten und funktionelle Charakterisierung von
GABAAa-Rezeptoren (Wildtyp und mutierten Kanalen)

e alBly2S

e alB3y2S

o alB3T262Sy2S

o alB3T266Ay2S

e alB3N265Sy2S

o alP3M286Wy2S

e alp3F2895y2S

2. Untersuchung konzentrationsabhangiger Effekte auf die Modulation von lIgaga
durch die mutierten Kanale durch Etomidat und anschliessender Vergleich der
ECso-Werte und maximalen Potenzierung (Emax) mit Wild-Typ a1p3y2S Rezepto-

ren
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Material und Methoden

Alle hier beschriebenen Vorgénge wurden bereits in zahlreichen Diplomarbeiten, die in der
Vergangenheit am Department fiir Pharmakologie und Toxikologie (Universitat Wien) durch-
gefiihrt wurden, beschrieben und sind daher nur geringfugig adaptiert noch einmal zusam-
mengefasst (siche unter anderem die Diplomarbeit von Mag. Verena Hiebl (2013) ,,In vitro
Untersuchung der moglichen beta-selektiven Modulation von GABAA Rezeptoren durch Pipe-

rin-Derivate ).

Verwendete Substanzen, Materialien, Software und Geréte

Chemikalien Hersteller

Tricain (Methansulfonsduresalz des 3- Sigma, Osterreich
Aminobenzoesaureethylesters)

Collagenase 1A Sigma, Osterreich

OR2 (82,5 mM NacCl, 2mM KCI, 1 mM Sigma, Osterreich

MgCl; . H,0, 5 mM HEPES)

ND96 (90 mM NaCl, 1 mM KCI, 1 mM Sigma, Osterreich

MgCl, . 6 H,O, 5 mM HEPES, 1 mM CaCl2)

GABA (y-Aminobuttersdure) Sigma, Osterreich

Diazepam Sigma, Osterreich

Etomidat Sigma, Osterreich
Materialien Hersteller
Borsilikat-Glaskapillaren Harvard Apparatus, UK
Xenopus laevis Frosche NASCO, USA

Software Hersteller

Robosoft Robosoft Corporation, USA
Clampfit 10.2 Axon Instruments Inc., USA
Origin 7.0 Origin Lab Corporation, USA
Clampex 10.2 Axon Instruments Inc., USA
Geréte Hersteller

TURBO TEC O1C Amplifier npi electronics, Deutschland
TECAN Miniprep 60 Tecan, Osterreich
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Xenopus laevis

Xenopus laevis bezeichnet den afrikanischen Krallenfrosch, der auch unter dem Namen
»Apothekerfrosch* bekannt ist. Diese Gattung ist in Stidafrika heimisch und lebt dort in der
Natur in ungunstiger Umgebung. Dies ist einer der Griinde, weshalb sich die Frésche und
auch die Eizellen (Oozyten) fir die Arbeit im Labor sehr gut eignen, da sie relativ
widerstandsfahig sind. Die Oozyten besitzen alle Zellorganellen, Né&hrstoffe, Enzyme und
Substrate, welche fiir die fruhen Stufen der Entwicklung nach der Befruchtung gebraucht
werden. Weiters besitzt die Membranoberflache der Oozyten relativ wenige endogene
lonenkandle.

Die Oozyten von Xenopus laevis sind ein weitverbreitetes System flr die Expression von
Proteinen, vor allem fur Plasmamembranproteine. Dieses System erlaubt die Transformation
von genetischer Information in der Form von DNA oder RNA in das kodierte Protein. Die
Funktion und Modulation eben dieses kodierten Proteins kann daraufhin beobachtet werden.
Es gibt 6 Stufen der Oozytenentwicklung, welche auch zur gleichen Zeit vorkommen kdnnen,
da die Oogenese asynchron verlduft. Die ausgewachsenen Stufen V oder VI werden flr
Expressionsstudien bevorzugt. Diese sind groRe, runde Zellen mit 1,1-1,2 mm Durchmesser.
Die Zellen teilen sich in eine dunkelbraune und eine weil3-gelbliche Hemisphare (siehe
Abbildung 16) (Sigel & Minier, 2005).

Die Xenopus Oozyten sind schon langer als Expressionssytem fur Proteine bekannt. Dazu gibt
es Arbeiten von Gurdon aus dem Jahr 1971 (Gurdon et al., 1971).

Abbildung 16: links - selektierte Oozyten; rechts - Eierstock mit Oozyten, vor
Verdauung (Sigel & Minier, 2005) (Copyright © 2005 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co.
KGaA, Weinheim)
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Abbildung 17: Entnahme der Oozyten (Sigel & Minier, 2005) (Copyright © 2005 WILEY -
VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim)

Praparation der Oozyten und Expression funktioneller GABAA- Rezeptoren

Weibliche Xenopus laevis wurden fir 10-15 Minuten einer 0,2% MS-222 (=
Methansulfonséuresalz des 3-Aminobenzoesdureehtlyesters; = Tricain)-Losung ausgesetzt
und dadurch anésthesiert. Danach wurden Teile des Eierstockes operativ entfernt. Dazu wurde
der Frosch auf ein nasses Tuch gelegt und mit Hilfe zwei kleiner Schnitte erst die Oberhaut,
dann die Bauchmuskelschicht gedffnet und anschlieBend die direkt darunter liegenden
Ovarien entnommen (siehe Abbildung 17). Diese wurden in ein mit OR2-Ldsung gefulltes
Tube gegeben. Die einzelnen Oozyten sind von Follikelgewebe umgeben, welches entfernt
werden muss. Dazu teilt man die Ovarien vorher in kleine ,,H&ufchen* aus ungefihr 10
Oozyten und setzt danach die enzymatische Verdauung an. Dazu stellt man Kollagenase (Typ
1a, Sigma)-Losung (2mg/ml) her, versetzt diese mit den zu verdauenden Oozyten und gibt
dies fur ungefahr 90 Minuten in den Inkubator bei 18°C. Anschliefend folgen mehrere
Waschvorgange mit einer ND96-Losung. Die verdauten und gewaschenen Oozyten der
Stadien V-VI werden fur die spatere Injektion verwendet.

Die Oozyten wurden mit ungefahr 10 — 50 nl einer Losung von Diethylpyrocarbonat-héltigem
Wasser, welches die zu injizierende cRNAs in einer Konzentration von 100 — 2500
ng/ul/Untereinheit enthdlt, injiziert. Die Menge an cRNA wurde mit Hilfe des Nano-Drop
ND-1000 (Kisker-Biotech, Steinfurt, Deutschland) bestimmt. Um die Expression der y-
Untereinheiten  zu  gewdhrleisten  (alp3y2S, alPf3T262Sy2S, alP3T266Ay2S,
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alB3M286Wy2S und alp3F289Sy2S Rezeptoren), wurden die cRNAS in einem Verhaltnis
von 1:1:10 gemischt (Boileau et al., 2002).

Fur die Expression von alPB1y2S-Rezeptoren wurden die cRNAs in einem Verhaltnis von
1:1:10 gemischt (Krishek et al., 1996).

Die Injektion an sich geschah mit einem speziellen pneumatischen Gerat, womit ungefahr 50
nl des cRNA-Gemisches mit Hilfe von Druck in jede Eizelle injiziert wurde. Eine erfolgreiche
Injektion zeigte sich durch Volumenzunahme des Oozyts. Die injizierten Oozyten wurden
anschlieend wieder mit Antibiotika-haltiger ND96-L6dsung bei 18°C im Inkubator gelagert

und konnten nach 24h fur die Messung verwendet werden.

Messlésungen

Die taglich frisch hergestellte GABA-Stammldsung (GABA + ND96) hatte eine
Konzentration von 1mM. Daraus wurden die bei den Messungen verwendeten GABA-
Konzentrationen durch Verdinnen mit ND96 taglich frisch hergestellt.

Etomidat lag als Stammldsung in einer Konzentration von 100mM, geldst in DMSO, vor.
Daraus wurden ebenso die verschiedenen Konzentrationen (0.1 uM, 0.3 uM, 1 uM, 3 uM, 10
uM, 30 puM, 100 puM, 300 uM und 500 puM) durch Verdinnen mit ND96 taglich frisch
hergestellt.

Zwei-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik

Die Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik — oder two-electrode-voltage-clamp (TEVC)
technique — ist die am weitesten verbreitete elektrophysiologische Methode, um Spannungen
bzw. Strome zu messen, welche durch in Xenopus laevis Oozyten exprimierten Kanéle
flieBen. Hierbei werden zwei Elektroden durch die Membran des Oocyten gefiihrt. Eine der
Elektroden, die ,,voltage-electrode®, misst das Membranpotential und schickt dieses Signal an
einen Verstarker, wo dieses Signal mit dem Kontrollpotential von -70 mV verglichen wird.
Die andere Elektrode, die ,,current-electrode, schickt den Strom, welcher sich aus der
Differenz zwischen des von der ,voltage-electrode” gemessenen und des gewiinschten
Membranpotentials von -70 mV ergibt, durch die Membran und zur Referenzelektrode. Die
Elektroden bestehen aus Glas, welches mit einer 2 M KCI-Ldsung geflllt ist. Sie haben einen
elektrischen Widerstand zwischen 1 und 3 MQ. Die Elektroden werden an speziellen
Halterungen angebracht, welche einen Silberdraht besitzen, der mit einer AgCl,-Schicht

uberzogen ist. Dadurch wird das Signal von der KCI-Lésung durch den Silberdraht zum
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Verstarker tbertragen. Ein Stereomikroskop mit einer Kaltlichtquelle wird ber einem Tisch

platziert.

Perfusionssystem

Die elektrophysiologischen Experimente wurden mit der zwei-Elektroden voltage-clamp
Methode unter Verwendung eines TURBO TEC 01C Verstéarkers (NPI Electronic GmbH,
Tamm, Deutschland) bei einem Haltepotential von -70 mV durchgefiihrt. Alle Losungen
wurden mithilfe einer modifizierten Version eines ,,fast-perfusion“-Systems nach Hering
appliziert (Hering, 1998).

Der Oocyt liegt hierbei in einem kleinen Bad (ungeféhr 15 pl), welches mit einer Glasplatte
(Nummer 7 in Abbildung 18) abgedeckt ist. Zwei schrége Einlasskandle (Nummer 1 und 2 in
Abbildung 18) mit einem Durchmesser von <1 mm in dieser Glasplatte ermdglichen den
Zugang fur die beiden Mikroelektroden zum Oozyten (Nummer 10 in Abbildung 18). Dar(ber
befindet sich ein Trichter (Nummer 6 in Abbildung 18) fir die Applikation der Messldsungen.
Die Messlosungen werden mit einem Roboter, dem Miniprep 60 (Tecan, Durham, NC), in den
Trichter appliziert.

Mithilfe eines Computers und der Software ,,Robosoft“ kann somit eine Automatisierung
erreicht werden. Die elektronische Aufzeichnung der Strome erfolgte mit dem Programm
,Clampex 10.2%, die Auswertung mit ,,Clampfit 10.2“ und die weitere Verarbeitung mit
,,0rigin 7.0“ bzw. ,,CoreIDRAW X5 (Baburin et al., 2006).

A)

B)
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Abbildung 18: A) Aufsicht auf die Perfusionskammer; B) schematische Darstellung des
Flusses; C) Foto der Perfusionskammer;

(1) und (2) Mikroelektroden; (3) Applikationsarm; (4) und (5) Abflisse des Trichters; (6)
Trichter; (7) Glasabdeckung; (8) Einlésse fur Elektroden; (9) Pumpe; (10) Oozyte; (11)
Gehause; (12) Abfluss; (13) Referenzelektode

(Baburin et al., 2006) (Copyright © 2006, Springer-Verlag)
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Ergebnisse

Das Ziel meiner Diplomarbeit war die Untersuchung des Effekts 5 ausgewahlter Punktmutati-
onen in der TM2 bwz. TM3 Doméne der B3-Untereinheit auf die Modulation von GABA-
induzierten Chloridstromen (lgasa) durch das Andésthetikum Etomidat mittels der 2-
Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik und eines schnellen Perfusionssystems.

Dafiir wurden sowohl Wildtyp al1p3y2S- bzw. alf1y2S- Rezeptoren als auch mutierte Rezep-
toren alP3T262Sy2S-, alP3N265Sy2S-, alB3T266Ay2S-, alPf3M286Wy2S-, und
alB3F289Sy2S-Rezeptoren in Xenopus laevis Oozyten exprimiert.

1. Pharmakologische Charakterisierung der exprimierten GABAa-Rezeptoren
Fur die pharmakologische Charakterisierung der zu untersuchenden GABAAa-Rezeptoren
wurden die bereits erwahnten Untereinheiten-Kombinationen in Xenopus laevis Oozyten ex-
primiert und mittels 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik und eines schnellen Perfu-
sionsystems GABA-Konzentrationswirkungskurven erstellt. Daftr wurden an jedem Rezep-
torsubtyp ansteigende Konzentrationen von GABA appliziert, die erhaltene Stromamplituden

abgemessen und anschliessend nach folgender Formel normiert:

Amplitude,

X 100
Amplitude

||||||

Amplitudey... Amplitude bei jeweiliger Konzentration
Amplitudemax.. Amplitude induziert von ImM GABA

Die so bestimmmten Werte wurden in ein halblogarithmisches Koordinatensystem eingetra-
gen und durch die Datenpunkte wurde darauf eine sigmoidale Kurve nach der Hill-Gleichung
gelegt. Anhand der so erhaltenen Konzentrationswirkungskurve konnte ich dann die ECso-
Werte, d.h. jene Konzentration, welche den halbmaximalen Effekt ausldst, bzw. die EC3.-
Werte (die anschliessend fir die Untersuchung der Modulation von lgaga durch Etomidat
verwendet wurden) abgelesen werden.

Wie in Abb. 19 gezeigt, unterschieden sich die Konzentrationswirkungskurven fur a1p3y2S,
alPly2S, alp3N265Sy2S und alf3F289Sy2S-Rezeptoren nicht signfikant. Die ermittelten
ECso-Werte lagen fur alp3y2S-Rezeptoren bei 60.5+7.7uM (n=6), fir alply2S-Rezeptoren
bei 44.9+5.7uM (n=7), fur alp3N265Sy2S-Rezeptoren bei 75.7+4.3uM (n=7) und fir
alB3F289Sy2S-Rezeptoren bei 38.9+4.9uM (n=6; p>0.05; statistische Signifikanz gegen
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Wildtyp alB3y2S-Rezeptoren wurde mittels one-way ANOVA mit anschliessendem Dunnet
Mittelwert-Vergleich berechnet; siehe auch Tabelle 3).
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Abbildung 19: GABA-Konzentrations-Wirkungs-Kurven an (m) al1p3y2S-, (o) alply2S-, (¢)
alB3F289Sy2S- und (A) alp3N265y2S-Rezeptoren.

Im Gegensatz dazu kam es durch Einfiuhren der Punktmutationen 3T262S bzw. 3M286W
zu einer signifikanten Erhéhung der GABA-Sensitivitat im Vergleich zu Wildtyp al1p3y2S-
Rezeptoren (alP3y2S: ECs= 60.5+7.7uM vs. alPf3T262Sy2S ECs5=21.4+2.7 puM, n=6,
p<0.001 vs. alp3M286Wy2S ECsp=12.3+1.5 uM, n=8, p<0.0001; siehe Abb. 20).
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Abbildung 20: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von GABA an (o) alf3T262Sy2S — und
(o) a1p3M286Wy2S- Rezeptoren im Vergleich zu a1p3y2S-Kanélen (strichlierte Linie).

Der gegenteilige Effekt konnte durch Einfihren der Punktmutation B3T266A beobachtet
werden: hier fiihrte der Austausch eines Threonin-Restes durch ein Alanin zu einer
signifikanten Reduktion der GABA-Sensitivitdt im Vergleich zum Wildtyp-Rezeptor
(a1B3y2S: ECso= 60.5£7.7uM vs. alp3T266Ay2S: ECso= 116.5+12.7 uM, n=8, p<0.0001,
siehe auch Abb. 21).
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Abbildung 21: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von GABA an a1B3T266Ay2S

Rezeptorsubtyp Substanz ECso (LM) N
alp3y2S GABA 60,5+7,7 6
alB1y2S GABA 44.9+5.7 7

alB3T262Sy2S GABA 21.4%2.7 (***) 6

alB3T266Ay2S GABA 116.5£12.7 (****) 5)

a1B3N265Sy2S GABA 75.7+4.3 7

alB3M286W72S GABA 12.3£1.5 (****) 8

alB3F289Sy2S GABA 38.9+4.9 6

Tabelle 3: Rezeptorsubtypen mit der ECso von GABA, Anzahl der Experimente (= n) und
statistischer Signifikanz berechnet im Vergleich zu a1p3y2S Rezeptoren durch one-way
ANOVA mit anschliessendem Dunnet-Mittelwertvergleich. (***) bedeutet p<0,001 bzw.
(****) p<0,0001.
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2. Effekt ausgewahlter Punktmutationen auf die Modulation von Igaga durch Etomidat
AnschlieRend wurde nun die konzentrations-abhangige Modulation von Igasa (ECs.7 Konzent-
rationen) von Etomidat durch die einzelnen, punktmutierten Rezeptoren untersucht:

Wie in Abb. 22 illustriert, modulierte Etomidat Wildtyp a1p3y2S-Rezeptoren konzentrations-
abhangig: erste statisch signifikante Potenzierung von lcasa Wurde bei Konzentrationen
>0,3M beobachtet; der ermittelte ECso-Wert lag bei 6,5+£0,7uM und die maximale Potenzie-
rung von lgasa (ECs.7) lag bei 2395+133% (n=7, siehe Abb. 22 fiir ein typisches Experi-

ment).
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Abbildung 22: Konzentrations-Wirkungskurve von Etomidat an a1f3y2S-Rezeptoren. Jeder
Datenpunkt repréasentiert den Mittelwert £ SEM von 7 Oozyten von mindestens 2
verschiedenen Froschen. Représentative Strome fur die Potenzierung von lgaga durch die
angezeigten Konzentrationen von Etomidat.
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Austausch der B3-Untereinheit durch die B1-Untereinheit (siehe auch Abb. 23 fur die
ermittelte Konzentrations-Wirkungskurve und ein reprasentatives Experiment) fiihrte zu einer
signifikanten Reduktion der maximalen Modulation des GABA-induzierten Chloridstroms
durch Etomidat (alfly2: Enax=991£58% vs. alB3y2: Emax=2395+133%; p<0,001).
Desweiteren konnte auch eine signfikante Reduktion der ECsp (a1p1y2: EC5=40,2+6,3uM
vs. a1B3y2: EC50=6,5 =+ 0,7uM; p<0,001) beobachtet werden.
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Abbildung 23: Konzentrations-Wirkungskurve von Etomidat an al1f1y2S-Rezeptoren
(strichlierte Linie zeigt im Vergleich dazu die Potenzierung von Igaga durch Etomidat an
alp3y2S-Rezeptoren). Jeder Datenpunkt représentiert hierbei den Mittelwert £ SEM von 6
Oozyten von mindestens 2 verschiedenen Froschen. Reprasentative Stréme fiir die
Potenzierung von Igasa durch die angezeigten Konzentrationen von Etomidat.
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Wie in Abb. 24 gezeigt, resultierte der Austausch des Threonin-Restes in Position 262 durch
einen Serin-Rest in der B3-Untereinheit (B3T262S) zwar in einer signifikanten Reduktion der
maximalen Potenzierung von lgasa durch Etomidat (alB3T262Sy2: Emax=1710+£30% vs.
alB3y2: Emax=2395+133%; p<0,001), wahrend sich der ECso-Werte flir Etomidat aber nicht
signifikant von dem fir Wildtyp «lB3y2-Rezeptoren unterschied (alB3T262Sy2:
ECs0=5,7£0,3uM vs. alB3y2: EC5=6,5 £ 0,7uM; p>0.05).
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Abbildung 24: Konzentrations-Wirkungskurve von Etomidat an alf3T262Sy2S-Rezeptoren
im Vergleich zu olp3y2S-Rezeptoren (strichlierte Linie). Jeder Datenpunkt stellt den
Mittelwert + SEM von 8 Oozyten von mindestens 2 verschiedenen Frdoschen dar. Unter der
Konzentrations-Wirkungskurve ist ein typisches Experiment fir die Modulation von lgaga
durch die angezeigten Konzentrationen von Etomidat dargestellt.
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Einfiihren der Mutation B3N265S fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der maximalen
Potenzierung von lgaga durch Etomidat im Vergleich zu Wildtyp olp3y2S-Rezeptoren
(01B3N265Sy2S: Emax= 1440 £ 54% vs. a1B3y2: Emax=2395+133%; p<0,001); daruberhinaus
kam es durch diese Mutation ebenfalls zu einer signifikante Reduktion der Etomidat ECsg
(a1B3N265Sy2S: EC50=44,7 £ 3,3uM vs. alp3y2: EC5=6,5 £ 0,7uM; p<0,001; siehe auch
Abb. 25 fur die Konzentrations-Wirkungskurve von Etomidat an mutierten o1 3N265Sy2S-
Rezeptoren im Vergleich zu Wildtyp a1B3y2S-Rezeptoren und ein typisches Experiment flr

die Modulation von Igaga durch die mutierten Rezeptoren durch Etomidat.
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Abbildung 25: Konzentrations-Wirkungskurve von Etomidat an a13N265Sy2S-Rezeptoren
im Vergleich zu alPB3y2S-Rezeptoren (strichlierte Linie). Datenpunkte reprasentieren den
Mittelwert £ SEM von 6 Oozyten von mindestens 2 verschiedenen Froschen. Unter der
Konzentrations-Wirkungskurve ist ein reprasentatives Experiment fur die Modulation von
lcasa an alP3N265Sy2S-Kandlen durch ansteigende Konzentrationen von Etomidat gezeigt.
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Wie in Abb. 26 gezeigt, fuhrte der Austausch eines weiteren, benachbarten Threonin-Restes
(B3T266) durch einen Alanin-Rest (33T266A) ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion der
maximalen Modulation von lgasa durch Etomidat (a1B3T266AY2S: Enax= 1949 + 74% vs.
alB3y2: Emax=2395+133%; p<0,05); ahnlich wie bei alPB3T262Sy2S-Rezeptoren, kam es
durch diese Threonin-Mutation auch zu keiner signifikanten Anderung der Etomidat-
Sensitivitdt (a1B3T266Ay2S: ECsp = 4,3+0,3uM vs. . a1p3y2: EC50=6,5 + 0,7uM; p>0,05).
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Abbildung 26: A) Konzentrations-Wirkungskurve von Etomidat an alB3T266Ay2S-
Rezeptoren im Vergleich zu Wildtyp alB3y2S-Rezeptoren (strichlierte Linie). Datenpunkte
reprasentieren den Mittelwert £ SEM von 4 Oozyten von mindestens 2 verschiedenen
Froschen. Unter der Konzentrations-Wirkungskurve ist ein reprasentatives Experiment fur die
Modulation von lgasa an alp3T266Ay2S-Kandlen durch ansteigende Konzentrationen von
Etomidat gezeigt.
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Mutation des Methionin-Restes in Position 286 (B3M286) in der B3-Untereinheit nach
Tryptophan (B3M286W) fuhrte zu einem volligen Verlust der Modulation von Igaga durch
Etomidat. Bei keiner der untersuchten Konzentrationen (0,1-500 uM) konnte ein signifikanter
Effekt (p>0,05) auf Igasa durch al3M286Wy2S-Kanéle bestimmt werden (siehe auch Abb.
27)
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Abbildung 27: Balkendiagramm fur die Konzentrations-Wirkungsbeziehung von Etomidat an
alB3M286Wy2S-Rezeptoren. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + SEM von 7
Oozyten von mindestens 2 verschiedenen Frdschen. Repréasentatives Experiment fiir die
Wirkung von Etomidat in ansteigende Konzentrationen auf Igasa (ECs.7) durch
alp3M286Wy2S-Rezeptoren.
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Ein dhnlicher Effekt konnte auch durch Einfiihren der Punktmutation B3F289S beobachtet

werden: wiederum konnte bei keiner der applizierten Konzentation (>500uM) von Etomidat

eine signikfikante Modulation von lgaga (ECs.7) durch alB3F289Sy2S-Kanéle gemessen
werden (siehe auch Abb. 28).
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Abbildung 28: Balkendiagramm fiir die Konzentrations-Wirkungsbeziehung von Etomidat an
alB3F289Sy2S-Rezeptoren. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + SEM von 7 Oozyten
von mindestens 2 verschiedenen Frdschen. Représentatives Experiment fiir die Wirkung von
Etomidat in ansteigende Konzentrationen auf lgaga (ECs.7) durch a1p3F289Sy2S-Rezeptoren.
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Rezeptortyp | Substanz Emax (%0) ECso (UM)
a1p1y2S Etomidat 991%58 (***) 40,2+ 6,3 (***)
a1372S Etomidat 2395+133 6,5+0,7

«1B3T262Sy2S | Etomidat 1710£30 (***) 5,740,3
a1B3T266Ay2S | Etomidat 1945+74 (%) 4,310,3
a1B3N265Sy2S | Etomidat 1441454 (**%) 44,733 (***)
alB3M286Wy2S | Etomidat 7077 n.d
alB3F289Sy2S | Etomidat 227+ 288 n.d

Tabelle 4: Rezeptorsubtypen mit der Emax und der ECsp, Anzahl der Experimente (= n). Sta-
tistisch signifikante Unterschiede zu Wildtyp al1p3y2S Rezeptoren wurden mittels one-way
ANOVA mittels anschliessendem Dunnet-Mittelwertvergleich berechnet. (*) p<0,05; (**)
p<0,01; (***) p<0,005. Keine von 0 signifikant unterschiedliche Modulation von lgasa durch
Etomidat konnte an den mutierten Rezeptoren a133M286Wy2S bzw. a1p3F289Sy2S ermittelt

werden; Daher werden die Effekte von 500 uM Etomidat gelistet.

45




Diskussion und Conclusio
Das Ziel meiner Diplomarbeit war es, den Einfluf ausgewahlter Punktmutationen in den TM2
bzw. TM3-Domanen auf die Modulation von lgaga durch das Andasthetikum Etomidat zu
untersuchen.
Der GABAA-Rezeptor besitzt spezifische Bindungsstellen fir strukturell diverse Substanzen
wie GABA, Barbiturate, Benzodiazepine oder Anésthetika (Macdonald & Olsen, 1994).
Erkrankungen, welche mit einem Ungleichgewicht des GABAergen Systems einhergehen,
reichen von Angst- und Schlafstorungen tber Depressionen bis hin zu Epilepsie (Mohler,
2012). Auch Lern- und Gedachtnisprozesse sind eng mit dem GABAergen System verknupft
(Méhler et al., 2004). Aufgrund des pentameren Aufbaus des GABAa-Rezeptors aus einem
Pool von insgesamt neunzehn verschiedenen Untereinheiten, und aufgrund des
therapeutischen Potentials, welches aus den vielfaltigen Erkrankungsfeldern resultiert, ist der
GABAAa-Rezeptor besonders interessant (Hines et al.,, 2012). So greifen beispielsweise
Benzodiazepine an die extrazelluldre Region zwischen der a- und y-Untereinheit an (Sieghart,
1995). Andsthetika, wie Etomidat, binden im Gegensatz dazu an die transmembranére
Domane der o/p-Schnittstelle (Olsen & Li, 2011).
Aus der Literatur sind bereits einige Aminoséauren bekannt, welche fiir die Bindung bzw. auch
die Modulation von lIgaga durch Etomidat essentiell sind: Dazu zahlen unter anderem
Methionin an Position 286 innerhalb der transmembrandren Region von B2- und B3-
Untereinheiten ($2/3M286) (Miller & Smart, 2010), Asparagin an Position 265 innerhalb der
zweiten transmembrandren Region der B3-Untereinheit (33N265) (Jurd et al., 2002) und
Methionin an Position 236 innerhalb der al-Untereinheit (a1M236) (Cohen et al., 2012).
Daher sollte ich im Rahmen meiner Diplomarbeit untersuchen, wie sich ausgewéhlte
Punktmutationen der B3-Untereinheit auf die Potenzierung bzw. Modulation des von
Etomidat auf durch GABA-induzierte Chloridstrome (lcasa; GABA EC37) auswirken. Zwei
der untersuchten Punktmutationen wurden ausgehend von der Literatur ausgewahlt
(B3M286W und B3N265S). B3F289 befindet sich eine helikale Drehung unter fM286, ebenso
scheinen B3T262 (ausgwihlte Mutataion 3T262S) bzw. p3T266 (Threonin mutiert nach
Alanin B3T266A) interessant. Weiters wurde der Einflul von B1-Untereinheiten auf die
Modulation von Igaga durch Etomidat untersucht. Ein untersuchter Rezeptor beinhaltete zwei
a- (alle al), zwei B- (unterschieden sich durch Punktmutationen bloR durch eine Aminosdure)
und einer y-Untereinheit (alle y,s). Diese fiinf Punktmutationen und zwei Wildtypen wurden
heterolog in Xenopus laevis Oozyten exprimiert und anschlieBend wurde die Modulation von
lcasa Mit Hilfe der 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik bestimmt.
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Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Wie erwartet, kam es an a1 B3y2s-Rezeptoren zu einer potenten und effizienten Modulation von
Icasa durch Etomidat. Austausch der f3-Untereinheit durch eine f1-Untereinheit (oafiy2s-
Rezeptoren) fuhrte zu signifikanten Reduktion der maximalen Potenzierung von lgasa (Emax);
ebenso konnte eine signikante Reduktion (nahezu 6-fach) der apparenten Affinitat (ECsp)
beobachtet werden. Diese Ergebnisse bestatigen, dass B3-Untereinheiten eine essentielle Rolle
fur die Potenzierung von lgaga durch Etomidat spielen. Einfuhren der Punktmutationen flhrte
in allen untersuchten Rezeptorsubtypen zu einer signifikanten Reduktion der Ema. Der
geringste  Wirkverlust wurde an alPB3T266Ay2S- bzw. alB3T262Sy2S — Rezeptoren
beobachtet. Weiters kam es an diesen beiden mutierten Kanélen auch zu keiner signifikanten
Anderung der Etomidat ECsx.

Deutlich starker ausgepragte Effekte auf die lgasa Modulation durch Etomidat zeigte
Punktmutation B3N265S: Hier kam es beinahe zu einer Reduktion der Emax um 50%,
desweiteren kam es zu  einem  signifikanten  Rechtsverschiebung  der
Konzentrationswirkungskurve fiir Etomidat an alB3N265Sy2S-Rezeptoren im Vergleich zu
Wildtyp alB3y2S-Rezeptoren. Dies zeigt — wie auch bereits aus der Literatur bekannt-, dass
Asparagin an Position 265 innerhalb der B3-Untereinheit essentiell fur eine effektive
Potenzierung von lgaga durch Etomidat ist. Die stérksten Effekte auf die Icasa Modulation
durch Etomidat wurden durch das Einfuhren der Mutationen B3M286W bzw. B3F289S
beobachtet. Etomidat konnte an keinem der beiden mutierten Kandle Ilgaga InN
Konzentrationen >500uM potenzieren: einer der Grinde fur den kompletten Wirkungsverlust
fiir Etomidat an B3M286W konnte die Sperrigkeit des Tryptophan-Restes sein, der Etomidat
den Weg zur Bindungstasche versperrt. Man kann aber auch vermuten, dass durch das
hydrophobe Tryptophan der Kanal sich wie in einem bereits Etomidat-gebunden Zustand
befindet und dadurch nicht mehr weiter modulierbar ist (Stewart et al., 2012). Ebenso gibt es
fir den Verlust fur die Etomidat-Sensitivitit an B3F289S-Rezeptoren verschiedene
Uberlegungen: Bali und Akabas stellten die Hypothese auf, dass sowohl B3M286 wie auch
B3F289, welches genau eine Drehung unter f3M286 liegen soll, in Richtung der Schnittstelle
zur a-Untereinheit ausgerichtet sind (Bali & Akabas, 2009). Hierbei ist denkbar, dass das
relativ polare Phenylalanin einen stabilisierenden Effekt auf das dartiber an 3M286 bindende
Etomidat ausliben konnte. Beim Tausch zu Serin wiirde folglich diese Stabilisierung verloren

gehen und die Potenzierung von Igaga durch Etomidat deutlich abfallen.
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Zusammengefasst kann man also sagen, dass im Rahmen meiner Diplomarbeit die
Wichtigkeit von 3 Aminosaureresten innerhalb der B3-Untereinheit fur die Modulation von
GABA-induzierten Chloridstromen durch Etomidat gezeigt werden konnte: B3N265, f3M286
und B3F289. Threonin an Position 262 und 266, wobei die Position 262 von groferer
Bedeutung ist, scheint ebenso eine Rolle zu spielen, wenn auch der Effekt nicht so hoch
ausfiel wie bei den erstgenannten.

Einige Fragen bleiben aber noch offen: So ware es durchaus von Interesse, weitere
Aminosauren an anderen Positionen (auch in der a-Untereinheit) zu untersuchen. Es sollten
auch die Grinde, weshalb es bei einigen Punktmutationen zu den beobachteten
Veranderungen der Etomidat-Modulation, aber ebenso der verdnderten GABA-Sensitivitaten
gekommen ist, geklart werden. So sind sterische Verédnderungen denkbar, wie auch modgliche
Konformationsédnderungen des Rezeptors, sowohl bei Bindung von GABA als auch von

Etomidat. Diesen Fragen sollten in weiterfiihrenden Untersuchungen nachgegangen werden.
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