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1. Einleitung

1.1. y-Aminobuttersdure (GABA)

y-Aminobuttersaure (GABA) ist der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter im Ge-
hirn der Saugetiere (Sieghart et al., 1999; Olsen und Sieghart, 2008). GABA dient bei
ungefahr 20-50% der neuronalen Synapsen als Neurotransmitter. Erstmals wurde
GABA vor einem halben Jahrhundert im Gehirn von S&ugetieren identifiziert. Zwi-
schen 1950 und 1960 gab es starke Evidenz dariiber, dass GABA als inhibitorischer
Neurotransmitter, sowohl im Nervensystem von Vertebraten als auch von Invertebra-
ten, fungiert (Roberts, 1988). Zum Beispiel enthielt ein Extrakt, der aus einem Sauge-
tiergehirn entnommen wurde, eine Substanz, die die Impulsgenerierung in Neuronen
von Flusskrebsen blockierte. Diese Substanz wurde nachtraglich als GABA identifi-
zZiert. In Krebstieren wurde gezeigt, dass GABA in inhibitorischen Neuronen 100-fach
hoher konzentriert, als in exzitatorischen Neuronen, vorkommt und dass als Antwort
auf Nervenstimulation inhibitorische Nervenendigungen GABA sezernieren. Die Iden-
tifikation von biosynthetischen und metabolischen Stoffwechselwegen fir GABA hat
gezeigt, dass die Synthese, Freisetzung, Wiederaufnahme und der Metabolismus
dieser Substanz im Nervensystem ablaufen. GABA zeigte bei der Applikation in Ner-
ven- und Muskelzellen sowohl bei Vertebraten als auch bei Invertebraten, inhibitori-
sche Effekte und generierte Anderungen in der Leitfahigkeit mit lonenempfindlichkei-
ten, &hnlich denen, die nach der Aktivierung von inhibitorischen Nerven, beobachtet
wurden. Schlie3lich, in den 1970er Jahren wurde GABA in Nervenendigungen von
Saugetieren lokalisiert und Antikdrper gegen GABA-biosynthetische Enzyme befan-
den sich bevorzugt in bekannten inhibitorischen Neuronen (Owens und Kriegstein,
2002).

Im Saugetiergehirn wird GABA primar durch Glutamat synthetisiert. Diese Reaktion
wird durch die zwei Glutamatséauredecarboxylase (GAD)-enzyme GAD 65 und GAD
67, bewirkt. GABA wird in synaptische Vesikel Uber vesikuldre Neurotransmitter-
transporter (VGAT) geladen und von Nervenendigungen durch calciumabhéngige
Exocytose freigesetzt. Es sind auch nicht-vesikulare Formen der GABA Sekretion
beschrieben, welche insbesonders wahrend der Entwicklung von grol3er Bedeutung
sein kénnen (Wang und Kriegstein, 2009).

Die Effekte von GABA kdnnen entweder durch die Aktivierung von ionotropen oder

metabotropen Rezeptoren, die sich pra-oder postsynaptisch befinden, vermittelt wer-



den. GABAerge Signale werden durch Wiederaufnahme des Neurotransmitters in die
Nervenendigung und/oder in umgebende Gliazellen durch eine Klasse von Plasma-
membran GABA Transportern (GATs) beendet. Schlussendlich wird GABA durch
eine Transaminierungsreaktion, die durch die GABA Transaminase (GABA-T) kataly-

siert wird, metabolisiert.
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Abb. 1. Synthese von GABA aus Glutamat (Jorgensen, 2005)
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Abb.2. Metabolismus der y-Aminobuttersaure (Zwanzger und Rupprecht, 2005)



Es existiert eine groRe Anzahl an GABA-produzierenden Neuronen im Gehirn. Im
Neocortex sind die meisten GABA-enthaltenden Neuronen lokale Interneuronen mit
wenigen Dendriten. Diese Neuronen sind Uber der gesamten kortikalen Lamina ver-

teilt (Owens und Kriegstein, 2002; Takayama und Inoue, 2004).

1.1.1. GABA als exzitatorischer Neurotransmitter

Obwohl GABA den wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter darstellt, gibt es
Hinweise darauf, dass GABA auch exzitatorisch wirken kann.

Die ersten intrazellularen Aufzeichnungen im Zentralnervensystem von Wirbeltieren
haben gezeigt, dass die Aktivierung von inhibitorischen Neuronen in einer Hyperpola-
risation resultiert. Dies fiihrte zu der Annahme, dass Inhibition dadurch bewirkt wird,
indem das Membranpotential verandert wird. Die Schwelle zur Auslésung eines Akti-
onspotentials wird gehoben, die Zelle wird folgich schwerer erregt. Auf der anderen
Seite haben Experimente im Nervensystem von Krebstieren gezeigt, dass Inhibition
durch einen Anstieg der Membranleitfahigkeit produziert werden kann, was entweder
mit keiner Anderung im Membranpotential assoziiert ist oder sogar mit Depolarisati-
on. Trotzdem bewirken GABA-vermittelte Signale in reifen kortikalen Zellen in fast
allen Fallen eine Inhibition. Diese Beobachtungen zeigen also, dass eine Anderung
des Membranpotentials nicht unbedingt den wichtigsten Faktor beim inhibitorischen
Prozess darstellt. Das Schlisselelement bei synaptischer Inhibition ist der Anstieg
der Membranleitfahigkeit fir bestimmte lonen und dies fiihrt dazu, dass die Schwelle
fur die Auslosung von depolarisierenden Aktionspotentialen erhght wird (Owens und
Kriegstein, 2002).

Dieser Ansatz verlangt generell eine schnelle chloridabh&ngige GABA-vermittelte,
synaptische Inhibition. In reifen Zellen betragt das Gleichgewichtspotential fur Chlori-
dionen -60 bis -70 mV, was normalerweise weit unter der Aktionspotentialschwelle (-
40 bis -50 mV) liegt. In reifen, kortikalen Neuronen kann GABA, Rezeptor vermittelte
synaptische Inhibition effektiv durch Depolarisierung der Membran bewirkt werden.
Die Situation in unreifen Neuronen kann jedoch unterschiedlich sein. In noch entwi-
ckelnden Neuronen bewirkt die Aktivierung von GABA, Rezeptoren eine robuste
Membrandepolarisierung, die in einigen Fallen eine direkte Aktionspotentialentladung
hervorrufen kann. Diese Depolarisierung von frihen GABA, Rezeptoren resultiert in
einer hohen intrazellularen Chloridkonzentration ([CI]) von unreifen Neuronen und
einem Membranpotential, das deutlich negativer als Ec, ist. Mit der neuronalen Ent-
wicklung sinkt die Chloridkonzentration und das Umkehrpotential wird negativer, was

wiederum den inhibitorischen Effekt von GABA erlaubt. Diese Daten zeigen, dass



wahrend der Entwicklung Zellen womdglich von einem Stadium der Chloridakkumu-

lation bis hin zu einer Chloridverdrangung gehen (Owens und Kriegstein, 2002).

1.2. GABA-aktivierte Rezeptoren

GABA aktiviert sowohl ionotrope GABA, als auch metabotrope GABAg Rezeptoren.

Fraher sprach man auch noch von ionotropen GABA: Rezeptoren, die nun aber nach

Beschluss der IUPHAR auch zur Gruppe der GABA, Rezeptoren gezadhlt werden
(Barnard et al., 1998; Olsen und Sieghart, 2008Db).

GABA, -

Cr GABA; -

Abb. 3. Schematische Darstellung des GABA, und des GABA: Rezeptor-Chloridkanals

(Owens und Kriegstein, 2002)

1.2.1. GABAA Rezeptor
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Abb. 4. Uberblick tiber
die bekannten GABA,
Rezeptoruntereinheiten
(Goetz et al., 2007)

GABA, Rezeptoren gehoren, wie z.B. der nikotinerge Acetylcholin
(Ach) Rezeptor, der Serotonin Subtyp 3 (5-HT3) Rezeptor und der
Glycin-glutamat-purinorezeptor P,X, zur Familie der ligandenge-
steuerten lonenkanale (Chebib, 1999; Olsen und Sieghart, 2009).
GABA, Rezeptoren bestehen aus funf Protein-Untereinheiten, die
zu verschiedenen Klassen gehoren. Es gibt 19 verschiedene Gene
fur GABA, Rezeptor-Untereinheiten. 16 davon sind a6, B1.3, Y1.3, O,
€, 8, m, kombiniert als GABA,, 3 davon sind p Untereinheiten, die
einst als GABA: bezeichnet wurden (Korpi et al., 2002a; Simon et
al., 2004; Whiting, 2006).



Die Heterogenitat des GABA, Rezeptors ist die Grundvoraussetzung fir dessen
pharmakologisches Profil. Die Kombination der einzelnen Untereinheiten unterschei-
det sich in den Zellen des gesamten Nervensystems und daher auch in ihrer Funkti-
on (Barnard et al., 1998; Mohler, 2006).

Ein extrazellulares Binden zweier GABA Molekile zwischen der a und der B Un-
tereinheit ist fur ein effizientes Offnen des GABA, Rezeptorkanals notwendig. Wird
GABA aus dem extrazellularen Raum entfernt und geht demzufolge die Bindung ver-
loren, so schaltet der Rezeptorkanal vom offenen zurtick in den geschlossenen Zu-
stand. Der Kanal kann, gefolgt von einer Desensibilisierungsperiode, nach einer da-
rauffolgenden Bindung wieder geoffnet werden. Die Zeitspanne dieser Ubergéange ist
von der Zusammenstellung der Untereinheiten des GABA, Rezeptors abhangig und
von der Verfugbarkeit von extrazellularer y-Aminobuttersaure. Bindet GABA, so
kommt es zu einer Konformationsanderung, die in einem Anstieg der Chlorid (CI)-
und, in einem geringeren Ausmal, in der Bikarbonat (HCO3)-Permeabilitat resultiert.
Neuronen enthalten geringe intrazellulare Chloridmengen (~8mM) aufgrund eines
auRerst starken Chloridverdrangungsmechanismuses, dem K*-CI-Cotransporter 2
(KCC2). Durch diesen Mechanismus ist das Gleichgewichtspotential von Chlorid ge-
ringer als das ruhende Membranpotential (~ -70mV). Die Offnung des GABA, Rezep-
torkanals bewirkt demnach einen Chlorideinstrom und eine Hyperpolarisation des
neuronalen Membranpotentials (Henschel et al., 2008).

Wegen ihrem weitverbreiteten Vorkommen im gesamten Nervensystem, spielen
GABA, Rezeptoren eine essentielle Rolle in praktisch allen physiologischen Funktio-
nen des Gehirns und sind somit Ziel vieler klinisch und pharmakologisch relevanter
Arzneistoffe bzw. Substanzen (Olsen und Sieghart, 2008b).

Der endogene Agonist des GABA, Rezeptors ist GABA, daneben kann der GABA4
Rezeptor auch von Muscimol aktiviert werden. Typische Blocker von GABA, Rezep-
toren sind dagegen Bicucullin und Picrotoxin (Macdonald und Olsen, 1994; Sieghart,
1995).

1.2.1.1. Struktur und Vorkommen des GABAA Rezeptors

Alle Mitglieder der Cys-loop pentameren LGIC(Ligand-Gated-lon-Channel)-
Superfamilie besitzen einen &hnlichen Aufbau. Die funf Untereinheiten (Pentamer)
bilden eine zentrale Pore -den lonenkanal- durch die Membran. (Sieghart et al.,
1999).

10



Abb.5. Schematischer Aufbau einer GABA, Rezeptoruntereinheit (Cenderholm et al., 2009)

Jede Untereinheit besteht aus einer langen N-terminalen extrazellularen hydrophilen
Region, die ungefahr 200 Aminosduren beinhaltet und eine Cystein-Disulfidbriicke
besitzt (der sognannte ,Cys-loop®) (Goetz et al., 2007).

Diese extrazellulare Region beinhaltet einen Teil der Agonisten/Antagonisten Bin-
dungsstelle (Mdhler, 2006). Sie ist aus zehn 3-Strdngen aufgebaut. Die B-Stréange 1,
2, 3, 5, 6 und 8 machen den inneren B-Sheet aus. Der aul3ere B-Sheet (B-Strange 4,
7, 9 und 10) und der innere B-Sheet interagieren und sind als ein B-Sandwich ange-
ordnet (Cenderholm et al., 2009).

Der N-terminalen Doméne folgen vier transmembranare (TM) a - Helices von unge-
fahr 20 Aminosauren mit einem langen intrazellularen Loop zwischen TM3 und TM4.
Viele GABA, Rezeptoren haben eine ahnliche Aminosauresequenz in der TM2 Do-
mane. Finf dieser TM2 Doménen formen den lonenkanal. TM1, TM3 und TM4 gren-
zen TM2 von der Lipidmembran ab (Goetz et al., 2007). Der intrazellulare Loop kann
von variabler Lange sein (Mohler, 2006). Das Ende des GABA, Rezeptors bildet eine
kurze extrazellulare C-terminale Domane (Sieghart et al., 1999). Nachdem sich der
N-Terminus und der C-Terminus von GABA, Rezeptoren auf3erhalb der Zellmemb-
ran befinden, ist der intrazellulare Loop zwischen TM3 und TM4 die wichtigste Do-
méane fur das Interagieren mir der intrazellularen Umgebung (Chen und Olsen, 2007).
Dieser intrazellulare Loop enthalt zahlreiche Interaktionsstellen fir Proteine und auch
verschiedene Phosphorylierungsstellen um den Rezeptorumsatz und die Membran-
clusterung zu modulieren. Die Bindung des GABA, Rezeptors an den Adaptin-
Komplex AP2 wird durch den intrazellularen Loop der  und der y Untereinheit ver-
mittelt. Ein spezifisches Leucinmotiv in der B Untereinheit (LL 343/344) ist fur die
Rezeptorinternalisierung wichtig. Die y, Untereinheit bindet an einige Proteine inklu-
sive dem Gephyrin. Gephyrin ist ein Tubulin-bindendes Protein, das den Rezeptor

mit dem Cytoskelett verbindet. Es wurde gezeigt, dass Gephyrin und die y, Unterein-
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heit fur den Umsatz und die Clusterung des GABA, Rezeptors auf der postsynapti-
schen Seite wichtig ist. Ein weiteres Protein, welches den Rezeptor auf der Zellober-
flache stabilisiert, ist das Ubiquitin-ahnliche Protein Plic-1. Plic-1 erleichtert die Ex-
pression des GABA, Rezeptors auf der Zelloberfliche ohne dabei die Rate der Re-
zeptorinternalisierung zu beeintrachtigen. Es wirkt in der Weise, indem es durch des-
sen carboxyterminale ubiquitin-assoziierte Doméane an den intrazellularen Loop der a
und B Untereinheit bindet. Internalisierte Rezeptoren werden entweder schnell zuriick
an die Zelloberflache recycled oder in einem langsameren Schritt durch lysosomale
Enzyme abgebaut (Henschel et al., 2008).

pY159 wY159
pY200 pY157

.
pY241 pT202
pT244 oV211

Abb.6. Schematische Darstellung einer GABA, Rezeptoruntereinheit (Smith und Olsen,
1995).

1.2.1.2. Bindungsstellen

Der GABA, Rezeptor besitzt zahlreiche Bindungsstellen (Sieghart, 1993; Smith und
Olsen, 1995; Mohler et al., 2002), wobei zwei davon zwischen den beiden a / 3 Un-
tereinheiten die GABA Bindungsstelle bilden und die Bindungsstelle zwischen den a /
y Untereinheiten von Benzodiazepinen angegriffen wird (Luddens et al., 1994; Sigel
und Buhr, 1997; Sharkey und Czajkowski, 2008).

Wie alle ligandenaktivierte Kanale, wandelt der GABA, Rezeptor chemische Bot-

schaften in elektrisches Signal um. In weniger als einer Millisekunde induziert die
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Bindung zweier kleiner GABA Molekile zwischen der a und der B Untereinheit eine
Konformationséanderung im Rezeptor und 6ffnet somit den zentralen lonenkanal.

Dieser Prozess wird ,gating“ bezeichnet (Goetz et al., 2007).

agonist site 1

benzodiazepine
binding site

agonist site 2

Abb.7. Bindungsstellen des GABA, Rezeptors (Baumann et al., 2003).

Studien belegen die Tatsache, dass beide Bindungsstellen von GABA besetzt wer-
den mussen, um den Kanal effizient zu 6ffnen. Im Gegensatz dazu genugt bei dem
Antagonisten Bicucullin die Besetzung einer Bindungsstelle, um eine Kanal6ffnung
zu verhindern. Wie kann demnach erklart werden, dass diese zwei Bindungsstellen
unterschiedliche Eigenschaften fir Agonisten, aber ahnliche Eigenschaften fir kom-
petitive Antagonisten zeigen? Jeder Agonist oder Antagonist knlipft an etliche Atome
im Rezeptor. Die Tatsache, dass beide Bindungsstellen sich an der Oberflache von
der a / B Untereinheit befinden aber unterschiedliche Eigenschaften aufweisen kann
durch einen feinen Unterschied in der Konformation dieser beiden Bindungsstellen,
was wiederum von der Natur der angrenzenden Untereinheiten abhangt, erklart wer-
den (Baumann et al., 2003).

Die Bindungstasche von GABA befindet sich auf der Oberflache der extrazellularen
aminoterminalen Doméne der Untereinheit und wird aus sechs Loops geformt (A-F).
Loops A, B und C tragen eine der beiden Untereinheiten, Loops D, E und F die be-
nachbarte Untereinheit. Das Binden von GABA induziert eine strukturelle Anderung
innerhalb der Bindungstasche. Diese strukturelle Umgestaltung wird dann als eine
Konformationswelle auf den Kanal Ubertragen. Der Kanal wird getffnet und Chloridi-

onen wandern durch die Kanalpore in die Zelle. Es wird angenommen, dass die Ami-
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nosaurereste der Loops A-E im Inneren der Bindungstasche mit dem Liganden inter-
agieren. Die Rolle von Loop F wird momentan kontrovers diskutiert. Dieser Loop ist
vermutlich fur die Ligandenbindung essentiell, spielt aber keine direkte Rolle bei der
Transduktion. Es ist moglich, dass Loop F eine unterschiedliche Aufgabe bei der
Aktivierung der einzelnen Untereinheiten hat. Eine Theorie ist, dass Loop F ein Teil
des Mechanismuses darstellt, der dazu dient, den Liganden Richtung Bindungstas-
che zu locken. Strukturmodelle zeigen, dass Loop C und Loop F in der Primarse-
guenz der Untereinheit nebeneinander liegen und etwa sechs verbindende Reste
besitzen. Es ist also denkbar, dass diese beiden Loops eng gekoppelt sind und dem-
nach jegliche Umstrukturierungen in Loop C auch direkt auf Loop F Ubertragen wer-
den und umgekehrt. Einig ist man bei der Tatsache, dass Loop F zwei funktionelle
Regionen hat. Die eine Halfte von Loop F ist mit der Bindung eines Molekils, die
andere Halfte mit der Aktivierung des Kanals assoziiert (Khatri und Weiss, 2010).

Die Umordnung in Loop F kdnnte auch damit zusammenhangen, dass dieser Loop
sich zwischen Loop A und C befindet. Er verbindet auch Loop A und C der benach-
barten Bindungsstellen. Demzufolge ist Loop F in der Lage, allosterischen Kopplun-

gen zwischen angrenzenden Bindungsstellen zu Ubertragen.

Abb.8. Darstellung der sechs Loops der extrazellularen N-terminalen Doméne (Khatri und
Weiss, 2010).

Die Aminogruppe von GABA befindet sich in der Bindungstasche in der Nahe von
Loop C und die Carboxylgruppe in der Nahe von Arginin 158 in Loop E. Loop C ent-
halt Aminosaurereste, die fur die Ligandenbindung essentiell sind. Zum Beispiel

spielt das Tyrosin eine direkte Rolle in der Stabilisierung des Agonistenmolekils,
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mdglicherweise durch 1 Elektronen aus dessen aromatischen Ring. Loop C unter-
scheidet dabei nicht zwischen Agonist und Antagonist. Zuséatzlich scheint Loop F in
der vy, Untereinheit die allosterische Modulation von Benzodiazepinen in a;f.y, Re-
zeptoren zu vermitteln (Khatri et al., 2009).

Loop E grenzt an den N-terminalen Cys-Cys-Loop, der wahrscheinlich mit dem Lin-
ker zwischen TM2 und TM3 durch eine Salzbriicke interagiert und so zu einer Kanal-
offnung fihrt. Konkreter gesagt, durch Isomerisierung eines Prolins im TM2-TM3
Loop von der trans in die cis Konformation kénnte die strukturelle Anderung der N-
terminalen Domane mit der strukturellen Umordnung der TM2, die die Pore 6ffnet, in
Verbindung stehen (Khatri et al., 2009).

Die derzeitige ,conformational change wave“ Hypothese besagt, dass die Bindung
eines Liganden eine Rotation der B-Sheets um eine Achse, die durch den Cys-loop
geht, einleitet. Aufgrund dieser Rotation werden der Cys-loop und Loop 2 verscho-
ben. Eine Bewegung des TM2-TM3 Loops bewirkt dann eine Drehung der TM2 Do-
mane und fuhrt dadurch zu einer Trennung dieser beiden Helices. Die Pore wird ge-
offnet und Chloridionen kénnen flie3en (Cenderholm et al., 2009).

Der Aminosaurerest F64 (Phenylalanin) in der a; Untereinheit ist fir die GABA Affini-
tat zur Kanal6ffnung und fir die kompetitive Antagonistenaffinitat wichtig. Es wurde
auch gezeigt, dass Tyrosin Y157, Threonin T160, T202 und Y205 auf der B, Un-
tereinheit wichtig fur die GABA Affinitat sind und dass diese Aminosaurereste direkt
an der Bindung beteiligt sind und nicht an der darauffolgenden Konformationsande-

rung, welche eine Kanaldffnung bewirkt (Sigel und Buhr, 1997).

Abb.9. Modell der extrazellularen Doménen eines pentameren GABA, Rezeptors bestehend

aus zwei a, zwei 3 und einer y, Untereinheit (Ernst et al., 2003).
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1.2.1.3. Kombinationsmdéglichkeiten von GABAA Rezeptor-Untereinheiten
Studien haben gezeigt, dass y-Untereinheiten nicht mit anderen y-Untereinheiten kombi-
niert werden kdnnen, genauso wenig mit & Untereinheiten. Es konnte eine allgemeine
Stéchiometrie von 2a-2B3-1y oder 1 & Untereinheit ermittelt werden (Sieghart und Sperk,
2002; Olsen und Sawyer, 2004). a;8.y2. Rezeptoren sind die am haufigsten vorkommen-
den GABAA Rezeptoren im Gehirn (Sieghart, 1999; Baumann et al., 2001; Olsen und
Sieghart, 2008). Genauso scheinen a,By2, azBy2, A4BY2, AsPY2, AePY2, 04RO und agBd hau-
fig vorzukommen, jedoch in geringerem Ausmalf® (Olsen und Sieghart, 2008). Es gibt
auch Hinweise, dass GABA, Rezeptoren nur aus a und 3 Untereinheiten bestehen kon-
nen. Im Gegensatz dazu stehen die a; Rezeptoren, die hauptsachlich mit yy, y», yz oder &
Untereinheiten aufzufinden sind. An dieser Stelle muss erwahnt werden, dass der a;f3,-
Rezeptor fur GABA sensitiver ist im Vergleich zu a,B3,y.—Rezeptoren (Sieghart et al.,
1999). Eine bewiesene Stdchiometrie von a,3,-Rezeptoren ist 2a:3B und 3a:23 (Rosen
et al., 2007). Ein weiterer Beweis fur die Existenz von GABA, Rezeptoren bestehend nur
aus a und B Untereinheiten sind etliche y, knock-out Mause sowie & knock-out Mause
(Olsen und Sieghart, 2008).

axBxYﬁS
| 0,05B,%,

P51,

Abb.10. Darstellung der Haufigkeit des Vorkommens der bekannten GABA, Rezeptor-
Subtypen (Nutt, 2006).
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1.2.1.4. Untereinheiten und Vorkommen

Die unterschiedlichen Kombinationen der GABA, Rezeptor Untereinheiten, die im
Gehirn gefunden wurden, werden hauptséchlich dadurch bestimmt, welche Zelltypen
welche Gene exprimieren und welche Kombinationen die verschiedenen Untereinhei-
ten innerhalb einer gewissen Zelle bevorzugen (Sieghart et al., 1999).

Einige Untereinheiten, wie a;, 1 und B, sowie y, werden im gesamten Gehirn von
Saugetieren gefunden, obwohl Unterschiede in deren Verteilung festgestellt wurden.
Andere Untereinheiten wie a6, y1, und d sind auf spezifische Regionen begrenzt,
wie die cerebralen Granulazellen flr as. Neben dieser regionalen Diversitét gibt es
zusatzlich unterschiedliche Kombinationen der Untereinheiten innerhalb derselben
Zelle, was wiederum zu unterschiedlichen subzellularen Lokalisationen des Rezep-
tors fuhrt. Zum Beispiel ist die y Untereinheit flir die postsynaptische Transmission
wichtig, wahrend hingegen Rezeptoren die a,, as, ag oder & Untereinheiten enthalten,
extrasynaptisch lokalisiert sind (Henschel et al., 2008).

Punktmutationen in der TM2 Doméane (TM2-15’) beweisen die Existenz von Rezep-
tor-Subtypen mit spezifischen B Untereinheiten. B, Untereinheiten existieren auch,
kommen aber seltener vor als andere 3 Untereinheiten (Sieghart et al., 1999).

0, € und 1T Untereinheiten scheinen die y Untereinheit in GABA, Rezeptoren ersetzen
zu konnen, wahrend hingegen die 8 Untereinheit moglicherweise die f Untereinheit
Zu ersetzen vermag. Im Gegensatz dazu steht die p Untereinheit, die sich, wie es
scheint, mit keiner Klasse von GABA, Rezeptoren kombinieren lasst. Es ist jedoch
bis jetzt auch nicht geklart, ob die 3 p Untereinheiten alle untereinander in einem
Rezeptor kombiniert werden kénnen (Sieghart et al., 1999). p Untereinheiten werden
hauptséchlich in der Retina exprimiert (Olsen und Sieghart, 2008). p; Rezeptoren
sind nicht sensitiv fir Benzodiazepine oder andere intraventse Anasthetika. Aus-
nahme sind hier neuroaktive Steroide (Walters et al., 2000). p; Untereinheiten formen
den GABAc Rezeptor (Khatri und Weiss, 2010). Dieser homomere GABAc Rezeptor
hat theoretisch funf Bindungsstellen fir GABA, obwohl vermutlich nur drei GABA
Molekile gebraucht werden um die Pore zu 6ffnen (Khatri et al., 2009).

a4 und og Untereinheiten gehen bevorzugt Kombinationen mit & Untereinheiten ein
(Goetz et al., 2007). & Untereinheit enthaltende Rezeptoren zeigen eine hbhere Sen-
sitivitat fir den Agonisten GABA im Vergleich zu anderen GABA, Rezeptor Subtypen
(Mohler, 2006). GABA, Rezeptoren, gepaart mit a, oder ags und vor allem mit 33 Un-
tereinheiten, die zusatzlich eine ® Untereinheit enthalten, sind sensitiver als y, enthal-
tende Rezeptoren fur Anasthetika, Neurosteroide, GABA Analoge (wie Gaboxadol)
und Ethanol (Olsen und Sieghart, 2008; Wallner et al., 2006). & Untereinheiten finden

sich ausschliel3lich extrasynaptisch im Kleinhirn und sind maf3schneidernd fur die
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tonische Inhibition aufgrund ihrer hohen Affinitat fir GABA und der langsamen De-
sensibilisierungskinetik (Moéhler, 2006). Schnelle synaptische (phasische) Inhibition
wird primar durch y, - enthaltende Rezeptoren vermittelt. & Untereinheit enthaltende
Rezeptoren, peri- oder extrasynaptisch lokalisiert, werden tonisch durch GABA akti-
viert (Bateson, 2004; Goetz et al., 2007).

TONIC J \I._

afs ¥ - /f _ACEABE_D
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Abb. 11. Schematische Darstellung phasischer und tonischer GABAerger Inhibition (Goetz et
al., 2007)

1.3. Tonische Inhibition

Synaptische Ubertragung ist die schnellste chemische Kommunikation innerhalb des
Kdrpers, verlangt aber die Anwesenheit von zwei Synapsen zwischen zwei kommu-
nizierenden Zellen. GABAerge Synapsen waren lange daflir bekannt, schnelle inhibi-
torische Aktivitat in Form von inhibitorischen postsynaptischen (phasischen) Stromen
zu generieren. Wahrend des letzten Jahrzehntes wurde das Interesse an diffuser,
inhibitorischer Neurotransmission immer gré3er. Diese wird durch GABA, Rezepto-
ren vermittelt, die aul3erhalb von Synapsen liegen und welche durch GABA aus dem
extrazellularen Raum aktiviert werden. Diese Form der Inhibition wird als tonische
Inhibition bezeichnet. Diese wurde in einer Vielzahl an Neuronen im Kleinhirn, Hirn-
rinde, Thalamus, Hippokampus und Rickenmark gefunden. Nur vier Typen von hete-
ropentameren GABA, Rezeptoren, die entweder die &, as, B oder € Untereinheit ent-
halten oder Rezeptoren, die nur aus a und 3 Untereinheiten aufgebaut sind, vermit-
teln individuell oder in Kombination, tonische Inhibition (Goetz et al., 2007).

Theoretisch kdnnte eine groRe Anzahl an unterschiedlichen GABA, Rezeptor Un-

tereinheiten miteinander kombiniert werden. Es wird jedoch davon ausgegangen,
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dass im ZNS nur bestimmte Subtypen GABA, Rezeptoren bilden (Sieghart et al.,
1999; Olsen und Sieghart, 2008; Olsen und Sieghart, 2009).

Eine Kenntnis von der Struktur und Funktion von GABA, Rezeptoren ist dementspre-
chend wichtig, weil dadurch auch die allosterische Modulation von klinisch wichtigen
ZNS-Substanzen erklart werden kann. Mikrodomanen innerhalb der Rezeptor-
Protein-Struktur, die leicht variieren, aber eine grof3e Bedeutung bei den einzelnen
Rezeptor-Untereinheiten haben, spielen dabei eine grof3e Rolle (Olsen und Sieghart,
2008).

1.4. GABAA Rezeptor-vermittelte ZNS-Krankheiten

1.4.1. Schlafstérungen

Aufgrund neurophysiologischer, insbesondere elektroenzephalographischer Mes-
sungen konnen verschiedene Schlafarten unterschieden werden: der orthodoxe,
»synchronisierte“ Schlaf (NREM-Schlaf) und der paradoxe oder REM-Schlaf. Der
REM (Rapid Eye Movements)-Schlaf ist einerseits durch starke elektrische Aktivitat
charakterisiert, wahrend andererseits sonstige Parameter dem Tiefschlaf entspre-
chen (minimaler Muskeltonus, hohe Weckschwelle). Die Dauer des orthodoxen und
des REM-Schlafes nimmt mit zunehmendem Lebensalter ab. Alte Menschen benoti-
gen weniger Schlaf als junge. Diese Tatsache ist fir die Beurteilung von Schlafsto-
rungen bedeutsam.

Der Schlafende ist auReren Reizen gegeniber unempfindlicher, auRerdem ist das
Bewusstsein aufgehoben. Doch bestehen zwischen Schlaf und Narkose prinzipielle
Unterschiede: Schlaf ist ein lebensnotwendiger, aktiver Prozess, bei dem in fast allen
Organen Regenerations-und Aufbauvorgénge ablaufen, bei der Narkose handelt es
sich dagegen um eine Hemmung zentralnervioser Funktionen. Im Schlaf sind die
Schutzreflexe (z.B. Hustenreiz) erhalten, in der Narkose aufgehoben. Ein Schlafen-
der ist jederzeit erweckbar, ein Narkotisierter nicht.

Gesichert ist, dass GABA und Adenosin an der Induktion und Aufrechterhaltung des
Schlafes beteiligt sind. Histamin wirkt dagegen durch Erregung von H; Rezeptoren
schlafhemmend (Mutschler et al., 2008).
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1.4.2. Angststorungen

Studien Uber Jahre hinweg haben ergeben, dass die Amygdala und die Bettkerne der
Stria terminalis eine wichtige Rolle bei Angst und Unruhe spielen. Diese beiden Re-
gionen haben jedoch eine unterschiedliche Wirkung beziglich Angst. Die Amygdala
ist dafur bekannt, eine sogenannte konditionierte Angst zu vermitteln, wéhrend hin-
gegen die Bettkerne der Stria terminalis bei der Antwort von kontext-abhangigen
Angst wichtiger sind. Die Anwesenheit der a, Untereinheit in der Amygdala weif3t
darauf hin, dass diese Untereinheit eine Rolle bei Amygdala-vermittelten Angst spielt.
Es stellt sich hier jedoch die Frage, in welcher Weise Angst, im Vergleich von a, ge-
genuber a3 Untereinheiten, assoziiert ist. Studien haben nichtselektive Benzodiazepi-
ne (wie Diazepam) mit selektiven Benzodiazepinen (Imidazopyridine) verglichen und
sind zu dem Ergebnis gekommen, dass nichtselektive Benzodiazepine einen anxioly-
tischen Effekt bei a,, jedoch keinen Effekt bei as; zeigen. Im Gegensatz dazu stehen
selektive Benzodiazepine, die durchaus einen anxiolytischen Effekt in Tierversuchen
zeigten. Sollte dieser Effekt auch fir menschliche Angst gelten, kénnte mit weniger
Nebenwirkungen, wie sie jetzt mit nichtselektiven Benzodiazepinen existieren, ge-

rechnet werden (Dias et al., 2005).

1.4.3. Epilepsie

Krampfanfélle tauchen héufig wahrend des ersten Lebensjahres auf. Antikonvulsive
Medikation wird dafir verwendet, eine Vielzahl an neurologischen Erkrankungen zu
behandeln und wird auch oft wahrend der Schwangerschaft oder bei Kindern einge-
setzt. Die Auswirkungen der antiepileptischen Medikation auf die neuronale Entwick-
lung und spéatere kognitive Funktionen sind erwédhnenswert. Antikonvulsiva senken
die neuronale Erregung durch mehrere Mechanismen, inklusive der Potenzierung
von GABA, Rezeptoren, der Inhibition von NMDA- und AMPA/kainat-type Gluta-
matrezeptoren, Natriumkanalblockierung oder Inhibition von spannungsabhangigen
Calciumkanalen. Medikamente (wie Ethanol und Allgemeinanasthetika) zeigten nach
Applikation weitverbreitete Apoptose. Es existieren auch Beweise flr kognitive- so-
wie Lerndefizite bei Menschen nach friiher antiepileptischer Medikation. Besonders
bei Medikamenten, die die GABA, Rezeptoraktivitdt erhéhen, wurden einige negative
Effekte fir Kognition beobachtet. Die Gabe von Phenobarbital zum Beispiel wéhrend
der Schwangerschatft, insbesondere im dritten Trimester, wurde mit kognitiven Defizi-
ten und niedrigeren sprachlichen Intelligenzwerten im spéteren Kindes- und Erwach-

senenalter assoziiert (Henschel et al., 2008)
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Epilepsie wird bei Menschen diagnostiziert, die zwei oder mehr grundlose Krampfan-
falle erleben. Es ist eines der haufigsten neurologischen Erkrankungen, die 0,5-1%
der Weltbevolkerung betrifft. Es wird angenommen, dass viele Epilepsieformen eine
genetische Basis haben und sich in ihrer Starke unterscheiden. Es gibt die relativ
gutartige Abcence-Epilepsie des Kindesalters (CAE) bis zum ernsten Epilepsiesyn-
drom Dravet Syndrome (DS). Der Begriff generalisierte Epilepsie mit fiebrigen
Krampfanféllen (GEFS+) wurde Familien zugrundegelegt, in denen mehrere Mitglie-
der fiebrige Krampfanfalle oder andere generalisierte Epilepsiesyndrome erleben.
Obwohl komplexe polygenetische Vererbung wahrscheinlich mit den meisten geneti-
schen Epilespiesyndromen assoziiert ist, verursachen auch monogenetische Mutati-
onen von transmembranéaren lonenkanalen Epilepsie. Mutationen von lonenkanalen,
die entweder direkt oder indirekt die exzitatorische Neurotransmission erhéhen oder
die inhibitorische Neurotransmission erniedrigen, wiirden im Gehirn eine Ubererreg-
barkeit verursachen und prédisponieren somit Patienten zu Krampfanféallen (Macdo-
nald et al., 2010).

GABA, Rezeptor-
Dysfunktion

Genetische Epi-

Strukturelle Eigen-

Mutation schaften

lepsiesyndrom

Beeintrachtigte Oligome-
. risierung, ER Retention,
v2(R82Q) CAE/FS N-terminus von y2/@2 verminderte Oberfla
Untereinheitgrenzflache ;
chenexpression, ver-
minderte Stréme
Verminderte mittlere
Offnungszeiten, be-
V2(K328M) GEFS+ M2-M3 loop schleun%te Deaktivie-
rung,
Verminderte mittlere
S(E177A) GEFS+! Angrenzend an den Cys- C)ffnun_gszeiten, l_)e_—
Loop schleunigte Deaktivie-
rung
Verminderte mittlere
Zwischen Cys-Loop und Offnungszeiten, be-
6(R220H) GEFS+ M1 N-Terminus schleunigte Deaktivie-
rung
2 Insertion einer neutralen Veranderte Strom-
V2(R177G) FS AS am N-Terminus Kinetik
Missfaltung, veranderte
3 Insertion einer geladenen Struktur, Verminderte
a,(A322D) JME AS in M3 Oberflachenexpression,
verminderte Strébme
- Signaloentid Missense- Abnormgle N-vermittelte
B3(P11S) CAE*, autism 9 pMp . Glykosylierung und ver-
utation ; a
minderte Stréme
Signalpeptid Missense- Abnormgle N-vermittelte
B3(S15F) CAE Mutati Glykosylierung und ver-
utation ; n
minderte Stréme
B3(G32R) CAE N-Treminus Missense- Abnormale N-vermittelte
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Mutation Glykosylierung und ver-
minderte Stréme
ER-Retention, dominan-
5 Intrazellularer Loop zwi- te, negative Reduktion
¥2(Q390X) GEFS+/DS schen M3 und M4 von Wildtyp-Rezeptoren,
verminderte Stréme
1st residue of mature pep- | Fihrt wahrscheinlich zu
¥2(Q40X) DS tide NMD®
Intrazellularer Loop zwi- Fuhrt wahrscheinlich zu
¥2(Q429X) GEFS* schen M3 und M4 NMD
NMD gefolgt durch E-
0,(S326fs328X) CAE Frameshift und PTC in M3 RAD’ von subunit pro-
tein
GA+82R.I(.32(IV86 CAE/FS Splice-donor site intron 6 SO." PT.C an 5th/7th exon
—G) junction verursachen
Beeintrachtigte Bindugn
GABFB‘:; gaplo- CAE Exon la promoter von N-Oct-3 transkripti-
yp onsaktivator

Tabelle adaptiert nach Macdonald et al., 2010

Tabelle 1 : Die Tabelle zeigt die GABA, Rezeptor Dysfunktionen, verursacht durch Mutatio-
nen, die mit genetischen Epilepsiesyndromen assoziiert sind

' GEFS+ : generalized epilepsy with febrile seizures plus
° FS : febrile seizures

® JME : juvenile myoclonic epilepsy

* CAE : childhood absence epilepsy

°> DS : Dravet Syndrome

® NMD : Nonsense-mediated mRNA decay

"ERAD : endoplasmic reticulum-associated degradation

Rezeptoren, welche a, Untereinheiten enthalten, reprasentieren einen kleinen Pro-
zentsatz von der GABA, Rezeptorpopulation im Gehirn von Saugetieren. Die a, Un-
tereinheit ist kolokalisiert mit y, Untereinheiten im Hippocampus und Thalamus und
die Assemblierung dieser beiden Untereinheiten scheint eine wichtige Rolle in der
Epileptogenesis zu spielen. Tiermodelle von Epilepsie beobachteten einen stetigen
Anstieg von a4B,y> Rezeptoren in den Granulazellen des Gyrus dentatus mit einer
parallel laufenden verminderten Expression von a,3,0 Rezeptoren (You et al., 2010).
Ein Anstieg in GAT-1-positiven Interneuronen wurde im Neocortex von Ratten nach
corticotropinfreisetzenden, hormoninduzierten Krampfanfallen beschrieben, sowie ein
vorubergehender Anstieg von GAT-3 mRNA (nicht aber vom Protein) Expression im
Tiermodell eine Stunde nach dem letzten Krampfanfall. Diese Beobachtungen deu-
ten darauf hin, dass Krampfaktivitat mit einer Upregulation von neocorticaler GAT
Expression einhergeht. Daten von transgenen Mausen, die GAT-1 Uberexprimieren,
weisen eine erhdohte Empfindlichkeit gegentber chemisch induzierten Krampfen auf,

obwohl sie keine spontane Krampfaktivitéat zeigen. Verstarkter GAT-1 vermittelter
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GABA Transport, der mit Krampfen in genetischen, epileptischen Mausen assoziiert

ist, unterstitzt diese Theorie (Conti et al., 2004).

1.5. Modulation von GABAA Rezeptoren

Allgemein werden positiv allosterische Modulatoren am GABAA Rezeptor in der Me-
dizin weit verbreitet eingesetzt. Beispiele dafir sind die Einleitung und Aufrechterhal-
tung der Allgemeinanasthesie, die Behandlung von Angststérungen, der allgemein
gesteigerten Erregbarkeit, Epilepsie oder Schlafstérungen.

Eine Eigenschaft aller allosterischen Modulatoren ist die Tatsache, dass sie fur ge-
wohnlich nur bei submaximal aktivierenden GABA-Konzentrationen wirken (<1mM)
und bei Abwesenheit von GABA keine Wirkung zeigen. Viele Substanzen greifen an
einer anderen Stelle als der GABA Bindungsstelle des GABA, Rezeptors an. Diese
Substanzen verandern die Struktur der GABA Bindungsstelle in der Weise, dass sie
die Affinitdt von GABA bezlglich Kanaldffnung entweder erhéhen (positiv allosteri-
sche Agonisten wie z.B. Diazepam) oder erniedrigen (negativ allosterische Agonisten
wie B-Carboline) (Goetz et al., 2007).

1.5.1. Benzodiazepine

1.5.1.1. Allgemeines

Die Haupteffekte von Benzodiazepinen (bekannte Vertreter: Diazepam, Triazolam,
Flunitrazepam, Clobazam, Alprazolam oder Midazolam) beruhen auf Sedierung,
Anxiolyse, Unterdriickung von Krampfanfallen und Muskelrelaxation. Sedierung wird
Uber a; Untereinheiten, Anxiolyse Uber a, Untereinheiten und Muskelrelaxation tber
a, und a; Untereinheiten vermittelt. Benzodiazepine brauchen Rezeptoren vom Typ
apyz (z.B. aiBay2, a2B2y2, aiBsy2) um wirken zu kdnnen. Ihre Bindungsstelle befindet
sich zwischen der a und der y, Untereinheit des GABA, Rezeptors (Sigel und Buhr,
1997; Ernst et al., 2003). Substanzen, die an der Benzodiazepin-Bindungsstelle wir-
ken, sind klassische Benzodiazepine wie Diazepam aber auch chemisch unter-
schiedliche Substanzen wie Imidazopyridine (Zolpidem). Entsprechend dem Ligan-
den fuhrt die Benzodiazepin-Bindungsstelle unterschiedliche Effekte aus. Benzodia-

zepin-Antagonisten wie Flumazenil unterdriicken die Wirkung beider Agonisten (posi-
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tiv allosterische Modulatoren) und inverser Agonisten (negativ allosterische Modula-
toren) (Goetz et al., 2007).
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Abb.12. Schematische Darstellung der Agonisten Bindungsstellen innerhalb des GABA, Re-
zeptors (Nutt, 2006)

1.5.1.1.1. Unerwiinschte Wirkungen

Bei gelegentlicher Anwendung und niedriger Dosierung sind unerwiinschte Neben-
wirkungen selten. Bei chronischer Einnahme und hoéherer Dosierung kommt es zu
Sedierung, Midigkeit, Schwindelgefiihl, Muskelschwéache, Ataxie, Reaktionszeitver-
langerung, Verwirrtheit und Gedachtnisstérungen. Bei éalteren Patienten kénnen
Stlirze und Huftbriiche aufgrund von Benzodiazepineinnahme resultieren. Die Fahr-
tlichtigkeit kann bereits in therapeutischer Dosis beeintrachtigt sein. Es kann zur Re-
duzierung der Selbstkontrolle, Nachlassen kognitiver Fahigkeiten, Verminderung der
Reaktionsgeschwindigkeit und Stérung motorischer Funktionen fiihren. Besonders
bei gleichzeitiger Einnahme von anderen Hypnotika oder in Kombination mit Alkohol
sind Erinnerungslicken sowie motorische Koordinationsprobleme mdglich (Norman
et al., 1997).
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1.5.1.1.2. Abhangigkeit

Eine langere Einnahme von Benzodiazepinen ist mit der Entwicklung einer Abhan-
gigkeit assoziiert. Neben der Entwicklung einer kérperlichen Abhangigkeit scheint die
anxiolytische und beruhigende Wirkung der Benzodiazepine auch eine psychische
Abhangigkeitsentwicklung zu begulinstigen. Bei abruptem Absetzen der Benzodiaze-
pineinnahme wurden typische Entzugssymptome (wie Angst, Kopfschmerzen, Tre-
mor, Schlafrigkeit sowie Depressionen) beobachtet. Entzugserscheinungen bei
kurzwirksamen Benzodiazepinen nach abruptem Absetzen sind normalerweise hefti-

ger als bei langwirksamen (Heberlein et al., 2009).

1.5.1.1.3. Kontraindikationen

Aufgrund der muskelrelaxierenden Wirkung sind Benzodiazepine bei Patienten mit
Myastenia gravis kontraindiziert. Ebenso kénnen Benzodiazepine die Lage von Pati-
enten mit respiratorischen Atemproblemen verschlechtern. Bei der Anwendung von
Benzodiazepinen in der Schwangerschaft ist Vorsicht geboten. Sie werden fir ge-
wohnlich im ersten Trimester der Schwangerschaft nicht empfohlen. In der
Spatschwangerschaft sind Atemdepression sowie Versorgungsschwierigkeiten des
Kindes moglich. Da Benzodiazepine mit der Muttermilch ausgeschieden werden,
konnen sie vom Saugling aufgenommen werden und folglich Nebenwirkungen her-

vorrufen (Norman et al., 1997).

1.5.1.1.4. Pharmakokinetik

Die einzelnen Benzodiazepine unterscheiden sich hinsichtlich ihrer pharmakokineti-
schen Eigenschaften. Sie werden durch verschiedene Isoformen der Cytochrom
P450 Enzyme biotransformiert (Mandrioli et al., 2008). Alle Benzodiazepine gelangen
schnell ins Gehirn. Es gibt jedoch Unterschiede in den Halbwertszeiten (Rey et al.,
1999). Es gibt Evidenz dariiber, dass éltere Menschen Benzodiazepine langsamer
metabolisieren und damit hohere Plasmakonzentrationen resultieren (Greenblatt et
al., 1991).
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1.5.1.2. Wirkungsmechanismus

Benzodiazepine und analoge Verbindungen greifen am GABA-System an, und zwar
in der Weise, dass sie die hemmende Funktion GABAerger Neuronen verstarken. Es
wurden spezifische modulatorische Bindungsstellen fur Benzodiazepine an den a-
Untereinheiten von GABA, Rezeptoren im gesamten Zentralnervensystem, in hoher
Dichte vor allem in der frontalen und okzipitalen Hirnrinde, im Hippocampus und im
Kleinhirn, gefunden. Benzodiazepine reagieren dabei unselektiv mit verschiedenen
a-Untereinheiten von GABA, Rezeptor-Subtypen. Sie wirken an diesen Bindungs-
stellen als Agonisten. Durch Interaktion mit ihren Bindungsstellen wird die Affinitat
von GABA zu deren Bindungsstelle, die Teil des Chloridkanals ist, erhdht. Die Ben-
zodiazepine steigern somit durch allosterische Wechselwirkung die Bindungsaffinitat
von GABA zu ihren Rezeptoren und verstarken dadurch die GABA-Wirkung. Diese
kommt dadurch zustande, dass die Offnungswahrscheinlichkeit von Chloridkanalen
erhoht wird, wodurch vermehrt Chloridionen in die Zelle einstromen. Dies fuhrt zu
einer Hyperpolarisation der entsprechenden Zellen mit der Folge einer verminderten
Erregbarkeit (Mutschler et al., 2008).

Substanzen, die eine Selektivitat flir a;fy, Rezeptoren aufweisen, zeigen bevorzugt
sedative und hypnotische Eigenschaften, im Gegensatz zu Rezeptoren vom Typ
aBY., asPy. oder asPy,, die hauptsachlich anxiolytisches Potential haben (Méhler,
2006; Olsen und Sieghart, 2008).

Benzodiazepine bewirken bereits in nanomolaren Konzentrationen einen Chlo-
ridstrom durch GABA,. Rezeptorkandle. Man beobachtet Sedierung in niedrigeren
Dosen, sowie anasthetische Effekte bei hohrerer Dosierung. Allgemein kann man
sagen, dass a;By, Rezeptoren die sedativen und teilweise antikonvulsiven Eigen-
schaften vermitteln, sowie die muskelrelaxierende Wirkung und anterograde Amne-
sie. Die anxiolytische Wirkung wird, wie erwahnt, primar durch a,py, Rezeptoren und,

bei hoher Rezeptoranzahl, auch durch azBy, Rezeptoren (Walters et al., 2000).
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a; a; as as Y2 B Bs o

Effekte der Benzodiaze-

pine :
Sedierung + - - - +
Anxiolyse - + -+ .
Amnesie + +
Muskelrelaxation - +

Einschrankung motori-
scher Funktionen

antikonvulsiv + - - -
Alkoholverstarkung - +
Anéasthetische Effekte + + + +
Angst +
Lernen/Gedéachtnis + +

Tabelle adaptiert nach Rudolph U, 1999

Tabelle 2 : Die Wirkungen ausgewéhlter GABA, Rezeptor Untereinheiten

1.5.1.3. Angriffsort

Benzodiazepine greifen bevorzugt an Rezeptoren vom Typ a1y, a,By, aszBy. oder
asBy. an. Die verantwortlichen Aminosauren befinden sich innerhalb der N-
terminalen Domane der a und der y Untereinheit (Walters et al., 2000; Baur und Si-
gel, 2005).

Sie zeigen hingegen keine Aktivitat an a,By, und agBy, Rezeptoren und eine verrin-
gerte Aktivitat an Rezeptoren, welche y; oder y; Untereinheiten enthalten. (Olsen und
Sieghart, 2008). Die Resultate vieler biochemischer Untersuchungen und Mutatati-
onsstudien schreiben die Diazepamsensitivitat primar dem Austausch einer einzigen
Aminosaure zu. In der Diazepam-sensitiven a Untereinheit wird ein Histidin in der
Position H101 durch ein Arginin, dass sich an aquivalenter Stelle bei a4 und ag Un-
tereinheiten befindet, ersetzt. Eine Mutation von Histidin zu Arginin in Position 101
bei den Untereinheiten a;, a,, as und as verhindert die Bindung von Benzodiazepi-
nen. Die Benzodiazepin-insensitiven a, und ag Untereinheiten enthalten naturgemar

ein Arginin an der homologen Position (You et al., 2010).
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Die Benzodiazepin-Bindungstasche ist gré3er als die von GABA. Sie kommuniziert
mit dem Cystein-loop der a Untereinheit und zieht sich hinunter bis zu dem memb-
rannahen Teil, der mdglicherweise Seitenketten von der Verbindung zwischen der
transmembranaren Region 2 und 3 der a Untereinheit enthalt (Goetz et al., 2007).
Hauptangriffsort der Benzodiazepine ist das limbische System. Die vom limbischen
System ausgehende emotionsbedingte Aktivierung des ,Wach-Systems* in der For-
matio reticularis wird unterdriickt. Es kommt zu einer indirekt schlafférdernden Wir-
kung. Benzodiazepine erleichtern das Einschlafen, erhdhen die Weckschwelle und
verringern die Haufigkeit des gelegentlichen Aufwachens. Der Schlaf ist tief und erfri-
schend bei kurzzeitiger Anwendung. Haufiges Anwenden hingegen fuhrt zur Gewoh-
nung (Forth et al., 2001).

Studien haben eine Unterteilung zwischen zwei Gruppen von Rezeptoren vorge-
schlagen. Die Gruppe, welche die Untereinheiten a;, a,, az und as beinhalten, ist
sensitiv fur klassische Benzodiazepine wie Diazepam, wahrend hingegen Rezepto-
ren mit a, oder ag Untereinheiten Diazepam-insensitiv sind. Eine Studie zeigte je-
doch, dass Diazepam und Flunitrazepam GABA induzierte Stréme potenziert, die
von a4f33y2. Rezeptoren, exprimiert in Xenopus leavis Oozyten, vermittelt werden. Sie
zeigte auch, dass die beobachteten Effekte anscheinend von der Isoform der 8 Un-
tereinheit abhangen. Im Gegensatz zu Rezeptoren, die B; Untereinheiten enthalten,
weisen a4B1y2 und asB.y,. Rezeptoren eine solche Modulation nicht auf. Obwohl die
B Untereinheit davor nicht in der direkten Bindung von Benzodiazepinen einge-
schlossen war, wird die gesamte Rezeptorstruktur wahrscheinlich durch die Anwe-
senheit aller Untereinheiten im Pentamer geformt, zumal diese die unterschiedlichen
Eigenschaften in den Oberflachen der Bindungsstellen erteilen. Weiters wurde be-
wiesen, dass die Effekte dieser Liganden in einem &ahnlichen Konzentrationsbereich
auftauchen, wie sie schon flr den a;f.,y,. Rezeptor berichtet wurden. In einer vor-
hergehenden Studie jedoch wurde kein Beweis flr Modulation durch klassische Ben-
zodiazepine an menschlichen a,Bsy.. Rezeptoren, die in Saugetierzellen exprimiert
wurden, gefunden. Ubereinstimmend mit friheren Daten wurde auch keine hohe
Bindungsaffinitdt von Diazepam oder Flunitrazepam bei derselben Untereinheit, ex-
primiert in HEK293, entdeckt. Weiters modulierte keiner dieser Liganden GABA ver-
mittelte Stréme, die in diesen Saugetierzellen exprimiert wurden. Obwohl Ergebnis-
se, die in unterschiedlichen rekombinanten Systemen durchgefihrt werden, norma-
lerweise vergleichbar sind, wurden hier eindeutige Unstimmigkeiten beschrieben.
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Modulation durch Benzodiazepine auf
die a4Bsy2 Untereinheit ein oozytenspezifisches Phanomen sein kdnnte (You et al.,
2010).
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Folgende Aminosaurereste werden als Teil der Bindungstasche fir Benzodiazepin-
liganden gesehen, bzw. befinden sie sich in deren Nahe: Histidin 101, Tyrosin 159,
Glyin 200, Threonin 206 und Tyrosin 209 auf der a; Untereinheit und Phenylalanin
77, Alanin 79, Threonin 81 und Methionin 130 auf der y, Untereinheit. Die Region um
Yo-Phenylalanin 77 zeigte Betasheet-Strukturen und unterliegt Konformationsénde-
rungen bei der Kanal6ffnung. Viele der erwahnten Aminosaurereste sind homolog zu
Aminosaureresten auf der a; und der B, Untereinheit, die an der Formation der Bin-
dungsstelle fir GABA teilnehmen oder sie befinden sich in deren Nahe. Die oben
aufgelisteten Aminosauren, die entweder die Benzodiazepin-Bindungsstelle oder die
GABA Bindungsstelle formen, sind alle homolog zu den Aminosaureresten, die die
Bindungsstelle fur Acetylcholin auf dem nikotinergen Acetylcholinrezeptor bilden.
Untersuchungen deuten drauf hin, dass der Phenylrest von klassischen Benzodiaze-
pinen in der Nahe von y,-Phenylalanin 77 und a;-Histidin 101 lokalisiert sein kdnnte.
Weiters wurde gezeigt, dass die Aminosaurereste in der Position 101 der a; Un-
tereinheit den allosterischen Effekt der Liganden der Benzodiazepin-Bindungsstelle
kontrollieren (Berezhnoy et al., 2004).

Die meisten Bindungsstudien wurden mit humanen embryonischen Zellen (HEK) 293
durchgefuihrt. Diese Experimente haben zahlreiche Aminosaurereste auf Isoformen
der a-Untereinheit identifiziert, welche die Bindungsaffinitat der Liganden auf der
Benzodiazepinbindungsstelle beeinflussen. Wenn Glutaminsaure 225 in der a; Un-
tereinheit zu einem Glycin (das sich an derselben Stelle in a;G200 befindet), mutiert,
verzehnfacht sich die Bindungsaffinitat z.B. fiir Zolpidem. Der Austausch von Histidin
101 durch ein Arginin in der a; Untereinheit (a;H101R) fiihrt, wie erwdhnt, zu einem
kompletten Verlust der Bindung von Diazepam oder Zolpidem. Genauso verédndern
zusatzliche Aminosaurereste wie Isoleucin 210 (entspricht dem Valin V211 in a;) die
Bindungstasche fir Benzodiazepine. Der Austausch eines Tyrosinrestes in Position
159 der a; Untereinheit durch ein Serin resultiert in einem Verlust der Bindung des
Antagonisten Flumazenil. Ersetzt man Tyrosin a;Y209 durch Phenylalanin auf der
einen Seite und Serin oder Alanin auf der anderen Seite, so wird die Bindungsaffini-
tat fur Flumazenil auch gesenkt bzw. aufgehoben. Zwei Aminosauren in der y, Un-
tereinheit zeigen ausgepragte Anderungen in der Spezifitat der Rezeptorbindung: der
Aminosaurerest 77 und 130. Die y,F771 (Phenylalanin gegen Isoleucin) Mutation be-
wirkt einen kompletten Verlust der Bindungsaffinitat fir Zolpidem, wahrend die hohe
Affinitat des Benzodiazepins Flunitrazepam erhalten bleibt. Ein Austausch von Phe-

nylalanin gegen Tyrosin erh6éht die Affinitat von Zolpidem. Die Mutation y,M130L
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(Methionin gegen Leucin) fuhrt zu einem bis zu 51-fachem Verlust der Affinitat far
Zolpidem (Sigel und Buhr, 1997).

Abb.13. Modell der Benzodiazepin-Bindungstasche zwischen der a und der y Untereinheit
(Ernst et al., 2003)

1.5.1.4. Antagonisten

Vorteilhaft ist, dass mit dem Benzodiazepin-Antagonisten Flumazenil die Wirkung
von Benzodiazepinen am Rezeptor spezifisch aufgehoben werden kann. Flumazenil
verdrangt Benzodiazepine kompetitiv von deren Bindungsstelle am GABA-
Benzodiazepin-Barbiturat-Chloridkanal-Rezeptor-Komplex. Dadurch ist es mdoglich,
die Vigilanz von Patienten gezielt zu steuern und eventuelle, durch Benzodiazepine
verursachte Atemstorungen zu beseitigen. Flumazenil kann ferner bei Uberdosierun-
gen von Benzodiazepinen angewandt werden (Forth et al., 2001).

Flumazenil interagiert mit GABA, Rezeptoren vom Typ aiB.y2s und verhindert somit
eine Modulation von GABA-induzierten Stromen verursacht durch Benzodiazepine.
Eine Studie beschaftigte sich mit der Fragestellung, ob Flumazenil auch an a;B.y:
Rezeptoren die Wirkung von Benzodiazepinen (Triazolam, Clotiazepam) verhindert.
Die Studie fuhrte zu dem Ergebnis, dass Flumazenil nicht in der Lage ist, die Effekte
von Triazolam und Clotiazepam an a;B.y; Rezeptoren zu unterbinden. Diese Daten

deuten darauf hin, dass Flumazenil entweder keine oder eine nur sehr schwache
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Affinitat fur die Bindungsstelle in a;3,y; Rezeptoren besitzt: Eine andere Theorie ist,
dass Flumazenil bei diesen Rezeptoren womaoglich mit einer anderen Bindungsstelle
als der fur Triazolam und Clotiazepam interagiert. Die erste Behauptung wird mit der
Untersuchung bestétigt, dass die Bindungsaffinitat fir Flumazenil etwa 1000-fach in
GABA, Rezeptoren, welche die Mutation y,F771 enthalten, reduziert wird. Bei dieser
Mutation wird das Phenylalanin in Position 77 der y, Untereinheit durch die korres-

pondierende Aminosaure (Isoleucin) der y; Untereinheit ersetzt (Khom et al., 2006).
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Barnard et al., 1998

1.6. Barbiturate

Barbiturate beeinflussen auch die Aktivitat von GABA, Rezeptoren. Sie erhéhen die
Dauer der Kanaloffnung ohne einen Einfluss auf die Offnungsfrequenz oder die Ka-
nalleitfahigkeit zu haben. Mehrere Interaktionsstellen der Barbiturate mit dem GABA4
Rezeptor wurden bis jetzt untersucht. Konzentrationen tber 50 uM 6ffnen den GA-
BA, Rezeptor assoziierten Chloridkanal direkt in Abwesenheit von GABA und in ho-
heren Konzentrationen andern sie die Desensibilisierung des Rezeptors (Henschel et
al., 2008).

Barbiturate haben ihre frihere Bedeutung als Schlaf- und Beruhigungsmittel verlo-
ren. Sie durfen bei Schlafstérungen und zur Sedierung nicht mehr eingesetzt werden.
Aus der grof3en Gruppe der Barbiturate werden in der Anédsthesie nur noch das N-
methylierte Barbiturat Methohexital (Brevimytal® Natrium) und Thiopental (Thiopental
Rotexmedica, Thiopental Inresa, Trapanal®) eingesetzt. Wegen der schlechten Halt-
barkeit der wassrigen Losung kommen sie als Natriumsalze in Form von Trocken-

ampullen in den Handel und werden als 1 bzw. 2,5 %ige, stark alkalische Ldsung
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intravends injiziert. Glnstig ist, dass die narkotische Wirkung der beiden Wirkstoffe
sehr rasch eintritt, am Ende der Narkose es nur selten zu Erregungszustanden oder
zum Erbrechen kommt, nach klinisch tblichen Dosen die Patienten rasch wieder
erwachen und auch Zwischenfélle selten vorkommen. Barbiturate bzw. Thiobarbitu-
rate fuhren durch Angriff am ,GABA-Benzodiazepin-Barbiturat-Chloridkanal-
Rezeptor-Komplex® — allerdings an anderen Bindungstellen als die Benzodiazepine —
zu einem verstarkten Einstrom von Chloridionen und damit zu einer Hyperpolarisati-
on von Nervenzellen. In hoherer Dosierung unterdriicken sie zuséatzlich zentralnervo-
se Prozesse. Nachteilig ist, dass Barbiturate und Thiobarbiturate nicht analgetisch
wirken. Im subnarkotischen Dosisbereich rufen sie sogar eine erhdhte Schmerzemp-
findung (Hyperalgesie) hervor. Wegen Gefahr vegetativer Reaktionen auf Schmerz-
reize durfen daher chirurgische Eingriffe bei einer Barbiturat- bzw. Thiobarbiturat-
Narkose nur bei gleichzeitiger ausreichender Gabe von stark analgetisch wirkenden
Substanzen durchgefiihrt werden. Die Atmung wird dosisabhéngig unterdriickt, bei
Uberdosierung kann es zu einer vollstandigen LAhmung des Atemzentrums kommen.
Am Herzen wirken Barbiturate und Thiobarbiturate negativ inotrop, das Herzzeitvo-
lumen nimmt ab, weshalb die Herzfrequenz reflektorisch steigt. Barbiturate kénnen
ferner zu Histaminfreisetzung aus Gewebemastzellen fiihren. Darlber hinaus be-
gunstigen sie das Ausldsen von Bronchospasmen. Methohexital wird grof3tenteils in
der Leber zu unwirksamen Metaboliten biotransformiert. Aus Thiopental entsteht
durch partiellen Austausch des Schwefels gegen Sauerstoff das relativ lang wirkende
Pentobarbital. Methohexital und Thiopental sind zur Narkoseeinleitung sowie zu-
sammen mit analgetisch wirkenden Substanzen bei kurzdauernden chirurgischen
Eingriffen indiziert (Mutschler et al., 2008).

Es wurden nachteilige Effekte auf Kognition und Intelligenz nach einer Barbiturataus-
setzung wahrend der ersten drei Lebensjahre beobachtet (Henschel et al., 2008).
Pentobarbital kann die GABA, Rezeptoren a:f33y,, 0183, Bay. und 5 direkt aktivieren.
Wildtyp p Untereinheiten sind fur Barbiturate insensitiv. Unterschiedlicher Austausch
von Tryptophan W238 in der TM3 Domane der p; Untereinheit macht den homome-
ren Rezeptor fur Pentobarbital sensitiv. Genauso macht die Mutation p; (1314S-
Isoleucin gegen Serin) in TM2 den Kanal sensitiv flr Pentobarbital, nicht jedoch fur
Propofol (Injektionsnarkotikum) und Pregnanolon (Neurosteroid) (Korpi et al., 2002a).
Weiters hangt die Modulation von GABA, Rezeptoren durch Pentobarbital auch von
der 3 Untereinheit (besondere Bedeutung hat dabei die TM2 Doméne) ab. Die Muta-
tion Bs (N265S-Asparagin gegen Serin) macht den normalerweise Pentobarbital-
sensitiven homomeren Rezeptor insensitiv. Dasselbe gilt fir die weniger sensitiven

homomeren B; Rezeptoren. AuRerdem scheint auch ein Glycinrest in der extrazellu-
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laren Domane von TM1 der B, (und weniger der der a,) Untereinheit fir die steigern-
de und direkte Wirkung von Pentobarbital (und Propofol) wichtig zu sein. Studien mit
Bs/p1 Chimaren deuten darauf hin, dass die Bindungsstelle flir Pentobarbital sich C-
terminal von der Mitte der TM2 Domaéane befindet. Es sollte hinzugefligt werden, dass
die a Untereinheit von heteromeren Rezeptoren auch die Sensitivitat fir eine direkte
Aktivierung durch Barbiturate beeinflusst. Die ag Untereinheit ist dabei die sensitivste
(Korpi et al., 2002a).

Methohexital
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Martone et al., 1991

1.7. Allgemeinanéasthetika

Bei Allgemeinanasthetika unterscheidet man Inhalationsnarkotika und Injektionsnar-

kotika. Folgende Vertreter sind bekannt:

Inhalationsnarkotika : Injektionsnarkotika:
Halothan N-methylierte Barbiturate; Thiobarbiturate
Enfluran Etomidat
Isofluran Propofol
Sevofluran Ketamin
Desfluran 4-Hydroxybuttersdure
Opiode (Fentanyl, Alfentanil, Sufentanil,
Lachgas (N,O) Remifentanil)
intravends applizierbare Benzodiazepine
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Tabelle adaptiert nach Mutschler et al., 2008

Tabelle 3: Einteilung der Allgemeinanésthetika

Die meisten dieser Anasthetika Gben drei separate Effekte an GABA, Rezeptoren
aus: in geringen Konzentrationen modulieren sie GABA-induzierte Stréme, wahrend
sie in hoheren Konzentrationen den Rezeptor direkt, in Abwesenheit von GABA, akti-
vieren. Bei noch hoheren Konzentrationen unterbinden viele Ané&sthetika sowohl
GABA- als auch Anasthetika-induzierte Strome. Diese unterschiedlichen Wirkungen
lassen darauf zurlckschlieRen, dass GABA, Rezeptoren mehrere verschiedenartige
Bindungsstellen enthalten. Zumindest fur einige Anésthetika ist ihre Bindungsstelle
eine andere als die GABA Bindungsstelle. Ubereinstimmend damit wurde gezeigt,
dass die Konformation vom M3-Segment oder von der Proteindomane, welche diese
umgibt, unterschiedlich ist in Anwesenheit von potenzierenden und aktivierenden
Konzentrationen von Propofol, einem haufig verwendeten Allgemeinanésthetikum.
Einzelkanalstudien haben ahnliche Leitfahigkeiten gezeigt, aber eine unterschiedli-
che Kinetik nach Aktivierung durch GABA und durch Allgemeinanésthetika. Dies
fuhrte zu der Annahme, dass obwohl die Bindungsstelle der Anasthetika eine andere
ist als die GABA Bindungsstelle, der Zustand der gedffneten Kanalstruktur ein &hnli-
cher sowohl in Anwesenheit von GABA als auch von Anasthetika, ist. (Rosen et al.,
2007). Studien tber GABA-unabhangige Wirkung von Propofol sind zu der Erkennt-
nis gekommen, dass die a Untereinheit eine bedeutende Rolle fiir Propofol spielt. Es
wurde keine direkte Aktivierung von a4B:y, Rezeptoren beobachtet, aber eine hohere
Wirkung in agBsy» als in a;Bsy, Rezeptoren, obwohl Propofol eine héhere Wirksamkeit
in der Potenzierung von GABA Effekten in dem letztgenannten Rezeptor zeigt. Carl-
son et al. (2000) fand heraus, dass die a;(G233F-Glycin gegen Phenylalanin) Mutati-
on den maximalen Effekt von Propofol vermindert. In a,B3(N265M-Asparagin gegen
Methionin)y, und a,B3(M286W-Methionin gegen Tryptophan)y, Rezeptoren ist die
potenzierende Wirkung von Propofol erniedrigt, aber nur a,B3(N265M-Asparagin ge-
gen Methionin)y, Rezeptoren zeigen auch eine verminderte direkte Aktivierung durch
Propofol (Korpi et al., 2002a).
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34



1.8. Neurosteroide

Neuroaktive Steroide modulieren den GABA, Rezeptor in vielen Gehirnregionen.
Natirlich vorkommende Steroidmetabolite bilden sich lokal im Gehirn: 5a- Reduktase
wandelt Progesteron in 5a-DP (Dihydroprogesteron), das wiederum von der 3a-
hydroxysteroid-oxidoreduktase zu Allopregnanolon (3a5a-THP) reduziert wird. Allo-
pregnanolon aktiviert den GABA, Rezeptor. Neurosteroide besitzen keine absolute
Spezifitat fur bestimmte Kombinationen von Rezeptoruntereinheiten (Goetz et al.,
2007).

Steroide werden sowohl in der Peripherie als auch im Gehirn synthetisiert. Im Gehirn
heil3en sie dann Neurosteroide. Sie sind dafur bekannt, langsam entwickelnde Effek-
te auf die Stimmungslage und das Verhalten zu besitzen. Sie agieren direkt mit dem
GABA, Rezeptor indem sie die synaptische Transmission modulieren. Wie bei den
Barbituraten geht man bei Steroiden davon aus, dass sie mindestens zwei unter-
schiedliche Bindungsstellen am GABA, Rezeptor haben. Diese Behauptung wird
durch dosisabhangige Wirkungen mancher Steroide bestétigt. Bei Konzentrationen
im nanomolaren Bereich erhéhen Alphaxalon und einige andere Metabolite von Pro-
gesteron die GABA-induzierte Chloridleitfahigkeit. In hdheren Konzentrationen
(=100nM) wird der GABA, Rezeptor direkt, in Abwesenheit von GABA, aktiviert. Die
neuroaktiven Steroide wie Allopregnanolon und Allotetrahydrodeoxycorticosteron
(THDOC) sind potente positive allosterische Modulatoren von GABA, Rezeptoren mit
sedativen, anxiolytischen und antikonvulsiven Eigenschaften. Dariliber hinaus sind
sulfatierte Neurosteroide wie Pregnanolonsulfat und Dehydroepiandrosteronsulfat
negative GABA, Rezeptormodulatoren und bewirken angstauslésende und konvulsi-
ve Effekte (Henschel et al., 2008).

In vitro Experimente haben bewiesen, dass GABA, Rezeptoren auf niedrige Steroid-
konzentration sensitiv sind. Niedrige Konzentrationen kommen physiologisch vor.
Diese natirlich vorkommenden Neurosteroidspiegel sind nicht statisch, sondern an-
dern sich zum Beispiel wahrend Stress oder im letzten Schwangerschaftsabschnitt
oder nach dem Konsum verschiedener psychoaktiver Mittel wie z.B. Ethanol. Be-
ricksichtigt man die Tatsache, dass GABA, Rezeptoren ubiquitar im gesamten Ner-
vensystem von Saugetieren exprimiert werden, konnte erwartet werden, dass solche
Anderungen des Neurosteroidspiegels eine generalisierte Erhéhung neuronaler Inhi-
bition bewirken wirden. Diese Effekte wéren jedoch physiologisch nicht vereinbar.
Es gibt jedoch Beweise dafir, dass GABA-potenzierende Wirkungen der Neurostero-

ide nur in gewissen Gehirnregionen vorkommen und durchaus neuronspezifisch sind.
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Die Auswirkungen der Pregnansteroide sind &hnlich denen anderer positiv allosteri-
scher Regulatoren des GABA, Rezeptors und zwar haben sie auch anxiolytische,
antikonvulsive, und sedative Eigenschaften. In hohen Dosen bewirken sie sogar eine

Allgemeinanasthesie.

Die Effekte der Neurosteroide auf die einzelnen Untereinheiten des GABA, Rezep-

tors:

a Untereinheit:

Die Isoformen der a Untereinheit (a.¢) beeinflussen die GABA-modulatorische Wir-
kung von 3a, 5a-THP nicht stark, wenn sie mit $; und y,_ Untereinheiten in Xenopus
leavis Oozyten exprimiert werden. Demzufolge werden GABA-hervorgerufene Effek-
te, die durch a,B:y> und asB1y2 Rezeptoren vermittelt werden, schon bei relativ niedri-
gen Konzentrationen (3nM) von 3a, 5a-THP signifikant potenziert. Dagegen wird bei
asB.y> Rezeptoren ein ahnlicher Einfluss von 3a, 5a-THP erst bei 10 nM beobachtet.
AulRerdem ist eine Steroidkonzentration von 30nM notwendig, um die Wirkung der
korrespondierenden Rezeptoren mit a,-, a4~ oder as Untereinheiten signifikant zu
erhdhen. Es sollte jedoch hinzugefligt werden, dass die Steroidsensitivitdt von a4 —
enthaltenden Rezeptoren auch von den anderen Untereinheiten des Rezeptors ab-
hangt, da z.B. & Untereinheit enthaltende Rezeptoren eine hohe Sensitivitat fur Ste-

roide aufweisen (Lambert et al., 2003).

B-Untereinheit:

Anders als bei Allgemeinanésthetika und Antikonvulsiva, deren Wirkung stark von
den B-Isoformen abhéangig ist, zeigen sie bei Neurostreroiden eine geringe Beeinflus-
sung auf die Modulation von GABA (Lambert et al., 2003).

y-Untereinheit:

Die Anwesenheit einer y Untereinheit innerhalb des GABA, Rezeptorkomplexes ist
zwar essentiell fir die Wirkung der Bezodiazepine in sub-mikromolaren Konzentrati-
onen, aber sie ist nicht notwendig fur eine Wirkung der Neurosteroide. Dies beweist
ein Vergleich der Modulation von GABA Effekten durch 3a, 5a-THP bei a;8; und
a:B1y. Rezeptoren. Der Vergleich zeigte einen héheren Effekt der Steroide bei af3;
Rezeptoren in der Weise, dass der GABA-hervorgerufene Effekt Giber dem maximal
moglichen Effekt von GABA erhdht wurde. Die Isoform der y-Untereinheit hat wenig

bis keinen Effekt auf die maximale GABA-modulatorische Wirkung von 3a, 5a-THP
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aber sie hat einen signifikanten Einfluss auf die Wirkung (ECso) der Steroide bei phy-
siologischen Konzentrationen (3-30nM). Neurosteroide sind bei y; enthaltenden Re-

zeptoren nicht wirksam (Lambert et al., 2003).

g-Untereinheit:

Es wurde berichtet, dass die e-Untereinheit insensitiv fur Pregnansteroide ist, obwohl
Steroide durchaus eine sichtbare direkte Aktivierung des GABA, Rezeptors induzie-
ren. Eine Interpretation dieser direkten Aktivierung legt die Beobachtung zugrunde,
dass der Einbau einer e-Untereinheit innerhalb des Rezeptorkomplexes einen konsti-
tutiv aktiven GABA, Rezeptor generiert. Somit ist nicht klar, ob das Steroid den Re-
zeptor direkt aktiviert oder als ein Modulator dabei spielt, spontane Kanal6ffnungen
zu erhdéhen (Lambert et al., 2003).

O Untereinheit:

Neurosteroide steigern die Affinitat von GABA an GABA. Rezeptoren, die & Un-
tereinheiten enthalten (Glykys und Mody, 2007). Zum Beispiel ist der a,3:0 Rezeptor
hochsensitiv im Vergleich zum korrespondierenden a,B3y, Rezeptor. In vivo Studien
mit Mausen, bei denen die & Untereinheit genetisch geléscht wurde, zeigten abge-
schwéchte antikonvulsive und anésthetische Effekte der Neurosteroide. Weiters ist
erwahnenswert, dass fir bestimmte Neuronen wie zerebrale Granulaneuronen, ge-
zahnte Granulazellen des Hippokampus und Neuronen des ventrobasalen Komple-
xes der Thalamus, & Untereinheit enthaltende Rezeptoren sich extrasynaptisch be-
finden und durch ihre hohe Affinitat fir GABA einen erheblichen Teil zu der tonischen
Inhibition, die in diesen Neuronen vorkommen, beitragen. Es wird demnach immer
klarer, dass solche tonischen Strome einen beachtlichen Einfluss auf die neuronale
Signalweiterleitung ausiiben und diese Rezeptoren somit ein wichtiges Target fur
Neurosteroide sein konnten (Lambert et al., 2003).

Immer mehr Daten liefern den Beweis, dass eine Phosphorylierung einen zusatzli-
chen Beitrag dazu leistet, die Interaktion der Neurosteroide mit GABA, Rezeptoren
dynamisch zu regulieren. Die Auswirkung der Phosphorylierung von GABA, Rezep-
toren ist komplex und abhéngig von der Art der Kinase, der Zusammenstellung der
Untereinheiten des Rezeptors und von den Aminosaureresten, die phosphoryliert
werden. Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsreaktionen kdnnten einen Ein-
fluss auf die Funktion von GABA, Rezeptoren haben und zusatzliche Effekte auf den
Rezeptorumsatz und Rezeptorassemblierung. Die GABA-modulatorischen Effekte
von Neurosteroiden auf rekombinanten GABA, Rezeptoren werden durch Phorboles-

ter erleichtert, die fur die Proteinkinase C (PKC) eine Rolle spielen. Es ist also be-
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wiesen, dass eine Phosphorylierung die Interaktion von Neurosteroiden mit synapti-
schen GABA, Rezeptoren beeinflussen kann. Aus den bisherigen Daten kann man
entnehmen, dass die Auswirkung der Phosphorylierung auf die Neurosteroidmodula-
tion von synaptischen GABA. Rezeptoren neuronspezifisch zu sein scheint. So sind
z.B. gezahnte Granulazellen im Hippokampus insensitiv gegeniber 3a, 5a-THP und
3a, 5B-THP. Diese Granulazellen wiederum sind auf3erst sensitiv gegentiber nano-
molaren Konzentrationen von Ganaxolon, ein metabolisch stabiles Analogon von 3a,
5a-THP (Lambert et al., 2003).

Nandrolone

Die chemischen Strukturen einiger synthetischer und endogener Neurosteroide (Lambert et
al., 2003).

1.9. Diverse

1.9.1. Muscimol, Bicucullin, Picrotoxin

Allgemein werden GABA, Rezeptoren selektiv durch den GABA Agonisten Muscimol
aktiviert und kompetitiv durch den GABA Antagonisten Bicucullin geblockt. Rezepto-
ren mit p Untereinheiten sind Bicucullin und Barbiturat-insensitiv, da sie eine eigene
spezielle Pharmakologie besitzen. Picrotoxin blockiert den GABA, Rezeptor nicht-

kompetitiv, wahrscheinlich bindet es seitlich im Kanal (Goetz et al., 2007).
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1.9.2. Kationen

1.9.2.1. Zink Zn**

Der Effekt von Zn?" auf GABA, Rezeptoren wurde bisher intensiv studiert. Die Effekte
unterscheiden sich je nach Art und Reife der Neuronen und nach der Zusammenstel-
lung der Untereinheiten der GABA, Rezeptoren (Korpi et al., 2002a).

Wenige allosterische Modulatoren befinden sich natiirlich im Gehirn (Zn?*, Neuroste-
roide). Zn?* inhibiert den GABA, Rezeptor und wird zusammen mit anderen Neuro-
transmittern wie GABA und Glutamat freigesetzt. In rekombinanten GABA, Rezepto-
ren hat Zn®* eine 3400-mal starker inhibierende Wirkung an af Rezeptoren als an
apy.. Demnach senkt die y, Untereinheit die Empfindlichkeit von GABA, Rezeptoren
fiir Zn** (Goetz et al., 2007).

05330 GABA, Rezeptoren sind flr Zn?** Inhibition am sensitivsten, wobei ein Aus-
tausch der & Untereinheit durch eine y Untereinheit die Sensitivitat reduziert. Dartiber
hinaus mindert auch eine Substitution der ag Untereinheit durch eine a; Untereinheit
den Effekt von Zn**. Auch eine Mutation in TM2 (H292A-Histidin gegen Alanin) in
homomeren Bs; und heteromeren a,B3(H292A) Rezeptoren inhibiert die Wirkung von
Zn** und somit kann man darauf schlieRen, dass dieser Aminosaurerest fiir die Bin-
dung von Zn* innerhalb des anionspezifischen Kanals von GABA, Rezeptoren wich-
tig sein muss. Auch die a Untereinheit in a,33y2. Rezeptoren beeinflusst die Sensitivi-
tat und Wirksamkeit der Zn®* Inhibition, wobei durch a; eine hohere Sensitivitat aber
eine geringere Wirksamkeit als durch a, und az vermittelt wird. All diese Daten deu-
ten darauf hin, dass zn?* Bindungsstellen besitzt, die durch Interaktion der verschie-

denen Untereinheiten geformt werden (Korpi et al., 2002a).
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1.9.2.2. Lanthan La**

Studien haben gezeigt, dass La®*" GABA-aktivierte Stréme in nativen und rekombi-
nanten GABA, Rezeptoren erhoht, indem es die Sensitivitdt vom Rezeptor fir GABA
steigert. GABA, Rezeptoren sind fiir La®>" in einer a Untereinheit abhéngigen Weise
sensitiv. La>" potenziert Stréme von a;Bzy,. Rezeptoren, wahrend hingegen asBsy2L

Strdme schwach und die von ag330 stark inhibiert werden (Korpi et al., 2002a).

1.9.3. Ethanol

Ethanol beeinflusst viele Kanale, inklusive dem N-methyl-D-aspartat (NMDA) Gluta-
matrezeptor. Die Wirkung von Ethanol auf GABA, Rezeptoren dagegen wurde lange
Zeit kontrovers diskutiert. So schien die Modulation von GABA, Rezeptoren durch
geringe Ethanolkonzentrationen von der Anwesenheit einer y,_Untereinheit abhéngig
zu sein. Die acht zusatzlichen Aminosauren der y, Variante enthalten, verglichen mit
der kurzeren y,s Variante eine spezifische Phosphorylierungsstelle fir PKC (Protein-
kinase C) in dessen intrazellularem Loop zwischen TM3 und TM4. Eine andere Ver-
mutung ist, dass Ethanol die Funktion des GABA, Rezeptors direkt Giber diese Phos-
phorylierungsstelle beeinflusst und bei htheren Konzentrationen Uber eine andere
Stelle im Rezeptor. An dieser Stelle muss jedoch erwahnt werden, dass einige Stu-
dien keinen Unterschied in der Potenzierung von GABA Effekten durch Ethanol bei
den beiden Isoformen fanden (Korpi et al., 2002a).

Gesichert ist heute, dass niedrige Ethanolkonzentrationen (ungefahr 3mM) spezifisch
die GABA Wirkung von 0,86 und a¢Bd Rezeptoren in Xenopus leavis Oozyten poten-
zieren. Dieser Effekt ist von der B Untereinheit anhangig. Bz Untereinheiten stellen
dabei die groRte Empfindlichkeit fir Ethanol dar (Goetz et al., 2007; Wallner et al.,
2006).

1.9.4. Furosemid

Das Schleifendiuretikum Furosemid mindert GABAerge Effekte in neuronalen Zellpo-
pulationen auf unterschiedliche Art und Weise. Furosemid interagiert mit der Auf-
rechterhaltung des CI" Gradienten mit Hilfe des gut beschriebenen Chlorid/Kation-
Cotransporters. Ebenso blockiert Furosemid den Kalium/Chlorid Cotransporter
KCC2, der an der Entstehung des Gradienten fiir Chloridionen beteiligt ist, der fur die

Hyperpolarisationswirkung durch GABA, Rezeptoren wichtig ist.
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GABA, Rezeptor Effekte im Cortex cingularis werden nicht automatisch nach Appli-
kation von Furosemid beeinflusst, sondern eher nach anhaltender Furosemidperfusi-
on. Furosemid antagonisiert schnell und reversibel GABA Effekte von rekombinanten
asB23y2, Nicht aber von agP1y. Rezeptoren oder dem weit verbreiteten a;B,y, Rezeptor
in Xenopus leavis Oozyten. Studien mit verschiedenen 3 Variationen in agByy. haben
gezeigt, dass die Interaktion mit Furosemid identisch ist fir agB.y, und agsBsy. Rezep-
toren, wahrend hingegen [3; enthaltende Rezeptoren fir Furosemid insensitiv sind.
Demzufolge wir die Furosemid Sensitivitdt sowohl durch ag als auch durch die B3
Untereinheiten bestimmt. Durch Studien vermutet man, dass Furosemid-sensitive

GABA, Rezeptoren in Neuronen des Hippocampus vorkommen (Korpi et al., 2002a).

Furosemid (Korpi et al., 2002a).
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2. GABAg Rezeptor

Im Gegensatz zu schnellen Effekten Uber ionotrope GABA, Rezeptoren, wird lang-
same inhibitorische Neurotransmission durch metabotrope GABAg Rezeptoren ver-
mittelt (Owens und Kriegstein, 2002). GABA kann die Erregbarkeit der Zellmembran
auch verhindern, indem K* Kanale geéffnet und Ca** Kanale geschlossen werden
(Jorgensen, 2005).

Gegen Ende der 70er und Anfang der 80er Jahre gab es erste Evidenz fur Bicucullin-
insensitive und chloridunanbhéngige GABA-vermittelte Effekte im Gehirn. Spater
erkannte man, dass diese Wirkung nicht von ionotropen GABA, Rezeptoren, sondern
durch metabotrope GABAg Rezeptoren vermittelt wird. GABAz Rezeptoren gehodren
zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Sie sind sowohl pra- als auch
postsynaptisch lokalisiert und verwenden an diesen Stellen unterschiedliche Mecha-
nismen, um die Zellerregbarkeit zu regulieren. Prasynaptische Inhibition entsteht
durch GABAg Rezeptor vermittelte Reduktion von Calciumstromen an den Nerven-
endigungen und eine darauffolgende Reduktion der Transmitterfreisetzung. Wahrend
hingegen postsynaptische Inhibition durch GABAg Rezeptoren eine Aktivierung von
Kaliumstromen, die eine Hyperpolarisation am Neuron bewirken, entsteht (Owens
und Kriegstein, 2002; Bettler und Tiao, 2006; Ulrich und Bettler, 2007).

GABAg; Rezeptor vermittelte postsynaptische Potentiale sind kaliumabhéngig und
hyperpolarisieren fur gewohnlich die Membran bis hin zum Gleichgewichtspotential
fur Kaliumionen (unter -70 mV). Diese Potentiale produzieren eine geringere Ande-
rung in der Membranleitfahigkeit als GABA, Potentiale. Sie sind aber stark inhibito-
risch, weil sie das Auslésen eines Aktionspotentials erschweren (Owens und Krieg-
stein, 2002).

Es wurden funf Hauptgruppen von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren identifiziert,
die jedoch keine Sequenzéhnlichkeit aufweisen. Allerdings haben diese Rezeptoren
eine zentrale Kerndoméne gemeinsam, die aus sieben transmembranaren Helices
aufgebaut ist und die fir die G-Proteinkopplung verantwortlich ist. GABAg Rezepto-
ren sind Vertreter der Klasse C G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Klasse C Rezep-
toren besitzen zwei besondere Eigenschaften, die fur ihre Regulation und Funktion
wichtig sind. Die erste Besonderheit vieler Klasse C Rezeptoren ist die Anwesenheit
einer langen extrazellularen Doméane, an die natirliche Liganden binden kdénnen. Die
zweite spezifische Eigenschaft ist ihre grundlegende dimere Form (Goudet et al.,
2009).
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Abb.14. Schematische Darstellung des GABAg Rezeptor-Chloridkanals (Owens und Krieg-
stein, 2002)

GABAg Rezeptoren sind Heteromere, die durch Assemblierung von GABAg; mit GA-
BAg, Untereinheiten geformt werden. GABAg Rezeptoren sind Mitglieder einer Unter-
familie der KCTD (potassium channel tetramerization domain-containing)-protein.
KCTD Proteine 8, 12, 12b und 16 zeigen ein unterschiedliches Expressionsprofil im
Gehirn von Saugetieren und assoziieren stark mit dem Carboxyterminus von GABAg;
Rezeptoren zu Tetrameren. Diese Coassemblierung &ndert die Eigenschaften von
GABAg1 2 Kernrezeptoren. Die KCTD Proteine erhthen die Wirksamkeit von Agonis-
ten und modifizieren deutlich die G-Protein-gekoppelte Signalubermittlung von Re-
zeptoren durch Beschleunigung des Effektes und indem sie die Desensibilisierung in
einer KCTD-subtypspezifischen Weise fordern. Zusammenfassend kann man sagen,
dass KCTD Proteine Hilfs-Untereinheiten von GABAg Rezeptoren darstellen, die die
Pharmakologie und die Kinetik der Rezeptorwirkung festlegen (Schwenk et al.,
2010).

Die GABAg; Untereinheit ist fur die Ligandenerkennung verantwortlich, ist aber nicht
fahig, die Zelloberflache zu erreichen bzw. G-Proteine zu aktivieren. Im Gegensatz
dazu steht die GABAg, Untereinheit, die zwar nicht in der Lage ist GABA zu binden,
die jedoch fur die G-Proteinkopplung verantwortlich ist. Folglich missen GABAg; und
GABAg; assoziiert sein, um einen funktionsgeméalen Rezeptor zu formen (Goudet et
al., 2009).
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Abb.15. GABAg Rezeptor, bestehend aus den Untereinheiten GABAg; und GABAg; (Goudet
et al., 2009).

Kurzlich wurden Mause mit nicht funktionierenden GABAg Rezeptoren generiert. Die-
se entwickelten eine spontane Epilepsie und Abnormalitaten im Verhalten, Hyperal-
gesie inkludiert sowie beeintrachtigte Gedachtnisleistungen. Ihre Gehirnmorphologie

schien jedoch normal zu sein (Owens und Kriegstein, 2002).
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3. Problemstellung und Zielsetzung

Benzodiazepine binden zwischen der a;,3 oger 5 Und der y, Untereinheit an GABAA
Rezeptoren. GABA, Rezeptoren mit y, Untereinheiten sind Gber das gesamte Gehirn
verteilt, wahrend man GABA, Rezeptoren mit y; Untereinheiten nur an wenigen Stel-
len wie z.B. in der Amygdala, im Globus pallidus und dem Bettkern der Stria termina-
lis findet.

Eine der wichtigsten Funktionen der Amygdala und der Bettkern der Stria terminalis
ist die Entstehung von Angst. Zuséatzlich spielt die Amygdala auch eine wesentliche
Rolle bei Gedachtnissvorgangen und bei der Wiedererkennung von Situationen.

Der Einsatz der meisten Benzodiazepine bzw. Benzodiazepin-&hnlichen Liganden
beruht auf einer potenten und effizienten Modulation von GABA, Rezeptoren mit y,
Untereinheiten. GABA, Rezeptoren mit y; Untereinheiten werden im Gegensatz dazu
nicht von Benzodiazepinen erkannt.

Einige fur die Bindung der Benzodiazepine an GABA, Rezeptoren essentielle bzw.
fur die Modulation von GABA-induzierten Chloridstrémen (lgaga) Notwendige Amino-
sauren wurden bereits identifiziert: Eine wichtige Rolle spielen dabei ein Histidin-Rest
der Benzodiazepin-sensitiven a-UE (a102His; Duncalfe et al., 1996), ein Phenylala-
nin- bzw. ein Methionin-Rest der vy, Untereinheit (y,77Phe und y,130Met; Wingrove
et al.,, 1997). In den homologen Positionen der Benzodiazepin-insensitiven y;-
Untereinheit findet man dagegen einen Isoleucin (y.lle79) bzw. einen Leucin-Rest
(y1Leul32).

* * * o o .
35...SLquYDNKLRPDIGVrPTVIETDVYVNSIGPVdeNHEYTIDIiFAQTWfDSRLKFNSTM[(VL
33.‘.nL].EGYDNKLRPDIGVkPTlIhTDm‘IVNSIGPVnaINHEYTIDIfFAQmWYDrRLKFNSTiK\FL
35..‘k1'..1reYDkKLRPDIGikPTVIdvDi_YVNSIGPVssINHEYqIDIfFAQTWtDSRLrFNSTHKiL

L * Ok L ° *
9 MLNSNMVGKIWIPDTFFRNSrKsDAHWITTPNR|/LLRIWNDGRVLYTLRLTINAECYLQLHNFPE ...

97 rLNSNMVGKIWIPDTFFRNSKkKaDAHWITTPNRIMLRIWNDGRVLYSLRLTIAdAECQLQLHNFP, ..
100 tLNSNMVGLlIWIPDTiFRNSktaeAHWITTPNGLILRIWNDGKILYTLRLTINAECQLQLHNFP ., ..

Abb.16. Die Schliisselaminoséduren der y-Untereinheiten des GABA, Rezeptors, welche die
Ligandenbindung der Benzodiazepinbindungsstelle bewirken (Wingrove et al., 1997).

Im Rahmen meiner Diplomarbeit soll daher untersucht werden, ob diese beiden Res-
te fir die verminderte bzw. fehlende Modulation von Igasa durch Benzodiazepine ver-
antwortlich sind bzw. kann man durch Mutation dieser Reste (yil79F bzw.

y1l79FxL132M) eine mit y, vergleichbare Modulation von Igaga erreichen?
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Dies sollte im Rahmen dieser Arbeit mit 3 ausgewahlten Liganden (Zaleplon, Tria-

zolam, Midazolam) untersucht werden. Daflr sollten folgende Experimente durchge-

fuhrt werden:

=

N

Expression von a,B,Y2, 0oB2y1, AoPB2y1l79F und a,B,y1179FXL132M Rezeptoren
in Xenopus laevis Oozyten und Messung der GABA-induzierten Strdme mit-
tels der 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik

Erstellung einer Zaleplon Konzentrations - Wirkungkurve an a,B,y, 0BV,
aB2v1179F axB.y1179FXL132M Rezeptoren und Vergleich der potentiell unter-
schiedlichen Effekte an verschieden Rezeptor-Subytpen bzw. mutierten Re-
zeptoren

Erstellung einer Triazolam Konzentrations - Wirkungkurve an axB.y2 02B2y1,
axB2y1l79F axB.y1179FXL132M Rezeptoren und Vergleich der Effekte an den
zwei natirlich vorkommenden Rezeptor-Subtypen (a.B.y2. und ayB.y;) und
zwei mutierten Rezeptoren

Erstellung einer Midazolam Konzentrations - Wirkungkurve an a,3,Y2, 2B2y1.
a2B2y1179F ayB.y1179FXL132M Rezeptoren und Vergleich der potentiell unter-
schiedlichen Effekten an verschieden Rezeptor-Subytpen bzw. mutierten Re-

zeptoren
0 CH, H,C N H;C N
N
AN N N /
cl O —N cl —N
N
N AN O cl .
.
\
Zaleplon Triazolam Midazolam

46



4. Methoden

Zur Untersuchung von elektrischen Membranvorgangen werden in der Elektrophysio-
logie verschiedene Messtechniken verwendet. Fir meine Untersuchungen wurde die
2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik gewahlt. Diese Technik ermoglicht es,
transmembranare lonenstrome bei konstant gehaltenem Membranpotential zu mes-
sen.

Xenopus leavis Oozyten sind heute ein Standardobjekt fir die Expression und funkti-
onelle Untersuchung von lonenkanalen und Membranrezeptoren. Gurdon et al. ent-
deckten schon 1971 die Fahigkeit funktioneller Expression exogener mRNA- Spezies
durch Injektion der mRNA in das Zytoplasma der Froschoozyten.

4.1. Oozytenpraparation:

Weibliche Xenopus laevis Frosche (NASCO, USA) wurden 15-30 min lang in einer
0,2 %igen Losung von Tricain (= Methansulfonsduresalz des 3- Aminobenzoeséu-
reethylesters; MS-222) andsthetisiert. Daraufhin wurde vorsichtig mit einer Pinzette
Follikelgewebe operativ entnommen.

Das Follikelgewebe wurde in einer Petrischale mit OR2- Ldsung (82,5 mM NaCl, 2
mM KCI, 1 mM MgCI2- 6H20, 5 mM HEPES; pH=7,5 (1M NaOH)) tbergefuhrt. Dann
wurde es zuerst mechanisch zerkleinert und danach fir etwa 90 min in einer Colla-
genase- Losung inkubiert (2mg Collagenase Sigma Typ IA/ml OR2), um das Binde-
gewebe und die Follikelzellen zu entfernen (Boyle et al., 1991; Goldin 1993).

Durch diese Kollagenasebehandlung konnte rasch eine grof3e Anzahl von einzelnen
Oozyten prapariert werden. Da Calcium durch die Aktivierung unspezifischer Pro-
teasen toxisch wirkt (Goldin, 1993), mussten die Oozyten vor und vor allem aber
nach der Kollagenase-Behandlung griindlich mit OR2- Lésung gewaschen werden.
Danach wurden sie in ND96- Losung (90 mM NacCl, 1 mM KCI, 1 mM MgCI2- 6H20,
1 mM CaCl2, 5 mM HEPES; pH=7,4 (1M NaOH)) transferiert.

Nach einer weiteren Inkubationszeit von einigen Stunden wurden Stadium V-VI
Oozyten (Durchmesser 1000-1200 puM) ausgewahlt, da diese sich am besten zur
Injektion eignen (Goldin, 1993).
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Abb.17 Weiblicher Xenopus leavis Frosch

http://www.mcdb.Isa.umich.edu/images/research/areasoffocus/neurobiology/neuropicture.jpg

4.2. cRNA-Vorbereitung:

Poly(A+)cRNA-Transkripte von linearisierter cONA wurden in pCMV- Vektor kloniert.
cRNAs, die fir die einzelnen Untereinheiten kodierten, wurden in DEPC5 (Diethylpy-
rocarbonat) gelost.

4.3. Injektion von cRNA:

Bei der Injektion von cRNA in den Oozyten musste auf ausreichende, mechanische
Stabilitat geachtet werden, um die Oozyten nicht zu verletzten. Vor der Injektion wur-
den die einzelnen cRNAs, die fur die verschiedenen Untereinheiten kodieren, im
Verhaltnis 1:1:10 fur die zu untersuchenden Rezeptoren gemischt. Meine Rezeptoren
waren aoPoyss, aPay1, 0B2y1l79F und oaof,y1179Fx132M. Etwa 10 bis 50 nl dieser L6-
sung wurden mithilfe eines pneumatischen Injektionsgerétes in die einzelnen Oozy-

ten injiziert (d.h. bis der Oozyt deutlich an GroRe zugenommen hatte).
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Nach der Injektion wurden die Oozyten fur weitere 24 Stunden bei 18° in ND96 +
Penicillin 100 U/ml und Streptomycin (100 pg/ml) inkubiert und konnten danach fir

die Messungen verwendet werden.

Abb.18. Xenopus leavis Oozyten

http://www.innovations-report.de/bilder_neu/10964_ionenkanal_2.jpg

4.4. Messldsungen:

Eine Stammldsung von Midazolam, Triazolam und Zaleplon (Konzentration 10 mM)
wurde in 100 % Dimethylsulfoxid (DMSO) hergestellt. Eine 1 mM GABA- Stamml6-
sung musste jeden Tag frisch bereitet werden (5.15 mg GABA in 50 ml ND 96). Bei
den Testlosungen war zu beachten, dass die DMSO- Konzentration 0.3% nicht tber-
stieg. Losungen fur die Messungen mussten ebenfalls taglich frisch zubereitet wer-
den.
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Abb.19. Zwei-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik

4.5. 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik (Voltage Clamp):

Der Versuchsaufbau fur die 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik von Xe-
nopus laevis Oozyten ist in Abbildung 19 schematisch dargestellt.

Die Versuchsanordnung besteht aus einer intrazellularen Elektrode (V) zur Messung
des transmembranaren Potentials, einem Ruckkopplungsverstarker, der die Abwei-
chung des tatsachlichen Potential zum bendtigten Potentials (Haltepotential) misst
und einer zweiten, intrazellularen Elektrode (1), die den um das Haltepotential zu er-
reichen bzw. konstant zu halten benétigten Strom in den Oozyten injiziert (,voltage
clamp®- Prinzip).

Der Verstarker funktioniert nach dem Prinzip der negativen Ruckkopplung, da der
Uber die zweite Mikroelektrode injizierte Strom jeweils mit umgekehrtem Vorzeichen

zum von der Zellmembran generierten Aktionsstrom flief3t (Hille, 1992).

4.6. Perfusionssystem:
Die Messungen wurden in einer modifizierten Messkammer eines schnellen Perfusi-

onssystems nach Baburin et al. (2006) durchgefuhrt.
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Abb.20. Schematischer Aufbau der Messkammer (Baburin et al., 2006)
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5. Ergebnisse

5.1. GABA Dosis-Wirkungskurven

Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollte der Effekt ausgewahlter Benzodiazepin Modu-
latoren auf Wildtyp und mutierte GABA, Rezeptoren untersucht werden. GABA, Re-
zeptoren wurden in Xenopus leavis Oozyten exprimiert und die Modulation von lgaga
mithilfe der 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik untersucht.

Da die Experimente bei konstanter und geringer GABA Konzentration durchgeftihrt
werden sollten, mussten im Vorfeld GABA Dosis-Wirkungskurven erstellt und die
Parameter ECs.;o und ECs, ermittelt werden.

Die gemittelten Amplituden wurden nach folgender Formel normiert:

Amplitude,
Amplitude__,

X 100
Amplitude,... Amplitude bei jeweiliger Konzentration
Amplitdenax.. Amplitude induziert von 1mM GABA

Die Werte wurden in ein Koordinationsystem (siehe Abbildung 21A) eingetragen.
Durch die Datenpunkte konnte danach eine sigmoidale Kurve nach der Hill-
Gleichung gelegt werden. Die ECsy beschreibt jene Konzentration, die 50% des ma-
ximalen Effektes auslost.

Poyes 72.65 +5.27 8-14 pM 1.48 + 0.09 4

Poyiiror 62.15 + 15.4 4-11 uM 1.36 £ 0.22 4

Ny.... Hill-Koeffizient

n....... Anzahl der Experimente

Tabelle 4: Zusammenfassung der Parameter ECso; ECs.10, Ny und Anzahl der Experimente

der GABA Dosis-Konzentrationskurven durch die angeflihrten GABA, Rezeptoren Subtypen
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Nach der Charakterisierung der pharmakologischen Eigenschaften der GABA, Re-
zeptorsubtypen aBoyas, 02B2v1, 02B2v1179F, auBoyi179FXL132M (inklusive Ermittlung
der ECyo bzw. ECs.19 Konzentrationen), konnte nun in weiterer Folge der Einfluss der
Punktmutationen auf die Modulation von Igaga durch die ausgewahlten Liganden un-

tersucht werden.
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5.2. Zaleplon

Bevor der Einfluss der Punktmutation y;179F bzw. der Doppelmutation y;179FxL132M
auf die Modulation von Igaga durch Zaleplon untersucht wurde, musste der Effekt von
Zaleplon auf y; und y,s Rezeptoren untersucht werden.

Wie in Abbildung A gezeigt, konnte bei a,B,y; Rezeptoren kein signifkanter Effekt von
Zaleplon auf Igaga (ECs.19) beobachtet werden (p>0.05, n=6). Dagegen induzierte
Zaleplon eine starke, dosis-abhdngige Potenzierung von lgaga durch a,B,y.s Rezep-
toren. Erste signifikante Effekte waren bei Konzentrationen =2 1 uM zu beobachten
(p<0.05, n=6). Die maximale Stimulation von lgaga lag dabei bei 279.11 + 49.95 %
und die ECs betrug 1.79 + 0.98 uM (Abbildung D).

Wurde nun die y; Untereinheit mutiert (y;1179F) und diese Untereinheit in Kombination
mit a, und B, Untereinheiten in Xenopus laevis Oozyten exprimiert, konnte nun inte-
ressanterweise eine deutliche Modulation von Igasa beobachtet werden. Erste signifi-
kante Effekte waren bereits bei Konzentrationen = 100 nM zu beobachten (p<0.05,
n=8). Die maximale Stimulation von Igaga lag dabei bei 262.85 + 20.46 % und die
ECs betrug 1.23 £+ 0.40 uM (Abbildung B).

An Rezeptoren bestehend mit a,, B, und der doppeltmutierten y;179FxL132M Un-
tereinheit wurden erste signifikante Effekte waren schon bei Konzentrationen = 300
nM beobachtet (p<0.05, n=9). Wie in der Abbildung C zu sehen ist, konnte an diesem
Rezeptorsubytp keine Saturation erreicht werden.

55



235 (7

<=_|_ﬁ_

1 l\l?ﬁ\— Y Y Y V!

X X x X
~b (b ~b x ~b b X ~b X Al .)«—»x 9Aﬂu
X \ & X WO Q% Qd ad Q% )
.V.? N A0 lk? /%9 A% A A N A 8 (dkir
Wi {|uopdajez| A [uopdarez|
001 € 1 €010 070 100 e e e B0

=0 =0

=05 05

[ T

booL £ - 001
2]

[ §

FosL & - 0s1L
=

[ =

ooz 2 002

L =)
s

=052 m‘..l. =052

" 00€ m = 00€

L T

= 05¢ = 0S€

'] oA SUnIANZU0J|

% ™

l

Abb. 22. Zaleplon-Dosis-Wirkungskurven/Diagramm (A,B,C,D) sowie Strome (E)

Wi {uopdajez]

3

A {[uopdaez]

L

1o

= 0G-

=0

=05

001

=051

=002

052

= 00€

-05¢

=0
05

001
051
00z
05z

= 00¢

-05¢

o Y] uoA Sunuizuajo ]

o Y01 woa Sunaarzuaod|

56



5.3. Triazolam

Bevor der Einfluss der Punktmutation y.179F bzw. der Doppelmutation y;179FxL132M
auf die Modulation von lgaga durch Triazolam untersucht wurde, musste der Effekt
von Triazolam auf y; und y,s Rezeptoren untersucht werden.

Aus der Abbildung A kann man entnehmen, dass bei a,B,y; Rezeptoren ein schwa-
cher, aber doch signifkanter Effekt auf Igaga (ECs.10) zu beobachten war (p<0.05,
n=7). Dagegen bewirkte Triazolam bei a,B,y.s Rezeptoren eine starke, dosis-
abhangige Potenzierung von Igaga. Bei Konzentrationen = 10 nM waren schon erste
signifikante Effekte zu beobachten (p<0.05, n=7). Die maximale Stimulation von lgaga
lag dabei bei 301.61 + 27.7 % und die ECso betrug 0.32 + 0.10 uM (Abbildung D).

Bei der Einfachmutation der y; Untereinheit (y.179F) in Kombination mit a, und (3,
Untereinheiten, konnte auch hier eine deutlich starkere Modulation von lgaga im Ver-
gleich zu a,B,y; Rezeptoren beobachtet werden. Erste signifikante Effekte waren
bereits bei Konzentrationen = 30 nM zu beobachten (p<0.05, n=9). Die maximale
Stimulation von lgaga lag dabei bei 300.57 + 26.82 % und die ECs, betrug 0.31 + 0.08
UM (Abbildung B). An Rezeptoren, die die Doppelmutation y;179FxL132M enthielten
konnte man erste signifikante Effekte schon bei Konzentrationen = 30 nM feststellen
(p<0.05, n=7). Die maximale Stimulation von Igaga betrug flr Triazolam bei der Dop-
pelmutation 618.2 + 131 % und die ECs lag bei 0.24 + 0.14 pM (Abbildung C). Der
Effekt von Triazolam an den doppeltmutierten Rezeptoren war insgesamt signifikant

starker als an a,2y; und a,B,y,s Rezeptoren.
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5.4. Midazolam

Auch bei Midazolam wurde zuerst der Effekt auf y; und y,s Rezeptoren untersucht,
bevor der Einfluss der Punktmutation y,179F bzw. der Doppelmutation y;179FxL132M
auf die Modulation von lgaga durch Midazolam untersucht wurde.

Wie in Abbildung A zu sehen, konnte bei a,B,y; Rezeptoren kein signifkanter Effekt
von Midazolam auf Igaga (ECs.10) beobachtet werden (p>0.05, n=5). Bei a,B,y.s Re-
zeptoren induzierte auch Midazolam eine deutliche, dosisabhéangige Potenzierung
von lgaga. Erste signifikante Effekte waren bereits bei Konzentrationen = 3 nM festzu-
stellen (p<0.05, n=4). Die maximale stimulation von Igaga lag dabei bei 426.41 +
81.08 % und die ECs betrug 0.44 + 0.23 uM (Abbildung D).

Die Punktmutation y;179F inudzierte eine signifikante Modulation von Igaga (p<0.05,
n=8) durch Midazolam. Bei Konzentrationen =2 1 pM waren erste signifikante Effekte
zu beobachten (p<0.05, n=8). Die maximale Stimulation von lgaga lag dabei bei
444.45 + 152.21 % und die ECs, betrug 0.78 + 0.58 uM (Abbildung B).

An Rezeptoren, die die Doppelmutation y;179FxL132M enthielten, konnte man erste
signifikante Effekte schon bei Konzentrationen = 300 nM feststellen (p<0.05, n=6).
Die maximale Stimulation von Igaga betrug bei der Doppelmutation 444.70 + 139.58
% und die ECsq lag bei 1.19 + 0.93 uM (Abbildung C). Die Modulation von Igaga durch
Midazolam an den mutierten Rezeptoren und dem Wildtyp a,B.y.s war insgesamt

vergleichbar.
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6. Diskussion

Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollte die Wirkung von drei aus einem zuvor durch-
geflhrten Screening ausgewahlten Benzodiazepinliganden auf y; Mutanten mit dem
Wildtyp-Rezeptor (a,B.y2s) verglichen werden.

Die Wirkung von Benzodiazepinen ist schon lange bekannt. Sie wirken hauptséchlich
an a3, 0,, a3 und as Rezeptoren. Uber diese Rezeptoren werden die unterschiedli-
chen Wirkungen der Benzodiazepine vermittelt. Die einzelnen Untereinheiten im
menschlichen Gehirn haben ein spezifisches Verteilungsmuster und tben demnach
unterschiedliche Effekte aus. a; Untereinheiten z.B. findet man in der GrofR3hirnrinde.
Sie sind fiur die sedierende Wirkung verantwortlich. Wahrend hingegen a, und a3 Un-
tereinheiten hauptsachlich im limbischen System vorkommen. Wie bereits erwahnt
spielt dieser Bereich des menschlichen Gehirns eine wesentliche Rolle bei Emotio-
nen wie Angst oder Stress (Baxter und Murray, 2002).

Ein wichtiger Teil der Bindungsstelle fur die haufig verwendeten Benzodiazepine ist
die y,-Untereinheit. Die meisten Benzodiazepine wirken nur an Rezeptoren, die eine
y» Untereinheit enthalten. Nur wenige Benzodiazepine wie Triazolam, Midazolam
oder Clotiazepam modulieren auch a;f,y; Rezeptoren (Khom et al., 2006), jedoch

haben sie einen schwacheren Effekt im Vergleich zu a;B,y.s Rezeptoren.

Y2 Untereinheiten befinden sich ubiquitér im gesamten zentralen Nervensystem, wah-
rend hingegen y; Untereinheiten vereinzelt vorkommen. y; Untereinheiten werden
nur in wenigen Gehirnregionen exprimiert wie zum Beispiel in der Amygdala (zentrale
und mediale Nuclei), im Pallidum, in der Substantia nigra und im Thalamus (zentrola-
terale und mediale Nuclei). Diese Bereiche des menschlichen Gehirns sind demzu-
folge entscheidend fir kognitive Funktionen wie zum Beispiel Emotionen (z.B.
Angst), Lernen, Gedachtnis, Aufmerksamkeit und Wahrnehmung (Baxter und Mur-
ray, 2002).

Trotz der Wirkung von Benzodiazepinen auf y; Rezeptoren in vitro, ist bis heute nicht
geklart, ob diese Benzodiazepine auch in vivo an diesen Rezeptoren einen Effekt
auslben, da derzeit noch keinen Ligand bekannt ist, der in vivo selektiv an y; Rezep-

toren angreift.

Rezeptoren mit y, und y; Untereinheiten unterscheiden sich hinsichtlich der Modula-
tion durch Benzodiazepine im Wesentlichen durch folgende Aminosduren: Neben
Phenylalanin in der Position 77 in der y, Untereinheit ist auch das Methionin in Positi-

on 130 von essentieller Bedeutung. In der y; Untereinheit gibt es diese Aminosauren
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nicht. Im Gegensatz dazu findet man bei der y; Untereinheit in Position 79 ein Isoleu-
cin und in Position 132 ein Leucin (Wingrove et al., 1997). Fir einige Liganden wie
Zolpidem ist bereits bekannt, dass durch den Austausch von Phenylalanin in Position
77 der y, Untereinheit keine Modulation mehr zu beobachten ist (Cope et al., 2004).
Andere Liganden wiederum wie z.B. Diazepam zeigen eine deutlich reduzierte Wir-
kung, jedoch existiert noch eine gewisse Restaktivitat (Buhr und Sigel, 1997; Ra-
merstorfer et al., 2010).

Welcher Effekt wird aber erwartet, wenn man y; Rezeptoren mutiert, folglich Reste
der y, Untereinheit in die y; Untereinheit mutiert? Kénnen Benzodiazepin-Liganden
an diesen Rezeptoren den gleichen Effekt erzielen wie an y, Rezeptoren?

Dieser Fragestellung sollte ich im Rahmen meiner Diplomarbeit nachgehen und un-
tersuchte daftir die Wirkungen von Zaleplon, Triazolam und Midazolam an Rezepto-
ren bestehend aus a,, B, und den verschiedenen y-Untereinheiten (in Xenopus laevis
Oozyten exprimiert) mittels der 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik.

Zaleplon modulierte dabei Rezeptoren mit der y; Untereinheit nicht, wahrend es ei-
nen starken Effekt an Rezeptoren mit der y,s Untereinheit ausiibte. Nur durch den
Austausch der Aminosaure Isoleucin durch Phenylalanin zeigte Zaleplon eine beina-
he identische Wirkung an yj-einfachmutierten Rezeptoren wie an vy, Wildtyp-
Rezeptoren. Diese Erkenntnisse filhren zu dem Schluss, dass die Wirkung von Zal-
eplon ausschliellich von einer Aminosaure in dieser Position (77) abhangig ist.

Zu dem Zeitpunkt war zu vermuten, dass das Einflihren der zweiten Mutation, d.h.
ein weiterer Rest der y, Untereinheit (Methionin 130) wird in die y; Untereinheit statt
dem Leucin in Position 132 mutiert (L132M), einen mdglicherweise noch starkeren
Effekt auf die Modulation von Igaga durch Zaleplon bewirkt. Interessanterweise konn-
te aber keine Potenzierung von Igaga Mmehr beobachtet werden. Die Bedeutung die-
ses Ergebnisses ist zu dem jetzigen Zeitpunkt noch unklar. Es weist aber darauf hin,
dass neben Bindungseffekten immer auch Transduktionseffekte beachtet werden
mussen. Moglicherweise kommt es durch die zweite Mutation zu verénderten Trans-
duktionsmechanismen, welche die Wirkung nachteilig beeinflussen. Diese Vermu-
tung musste jedoch weiter untersucht werden.

Triazolam wies, wie aus der Literatur bereits bekannt, einen schwéacheren, aber sig-
nifikanten (p<0.05) Effekt an y; Rezeptoren auf und einen sehr starken Effekt an vy,
Rezeptoren. Bei der Einfachmutation war die Wirkung identisch mit der des y, Wild-
typ-Rezeptors. Daraus lasst dich schlieRen, dass die Wirkung von Triazolam von
einer Aminoséaure, namlich Phenylalanin in Position 77, abhangig ist. Bei der Dop-
pelmutation (179FxL132M) bewirkte Triazolam eine Verdoppelung des Effektes. Es

entstand somit quasi ein ,Super- y, -Rezeptor®.
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Haufig sind solche Ergebnisse auf typische Messfehler zurlickzufihren wie z.B. die
Messung der Modulation bei zu niedrigen GABA Konzentrationen. Bei meinen Expe-
rimenten wurde aber bei jedem Experiment der maximale GABA-Effekt und demzu-
folge auch die entsprechende GABA-EC, bei der gearbeitet wurde, bestimmt. Damit
kann ausgeschlossen werden, dass die Starke der Modulation von Igaga durch dop-
pelmutierte Rezeptoren durch eine einfache Messungenauigkeit entstanden ist, son-
dern dass auch die zweite Aminosdure (Methionin 130) fir die Modulation von lgaga
durch Triazolam von grof3er Wichtigkeit ist.

Interessant ware es nun auch zu wissen, welchen Effekt eine Einfachmutation
L132M auf die Modulation von Igaga durch Triazolam zeigt? Dies ware in weiterfih-
renden Experimenten zu untersuchen.

Die letzte untersuchte Substanz Midazolam zeigte an y; Rezeptoren keinen Effekt,
wahrend hingegen eine starke Modulation an y, Rezeptoren beochbachtet wurde.
Dieses Ergebnis ist Gberraschend, da in vorhergehenden Untersuchungen bereits
eine signifikante Modulation von Igaga durch a;y; Rezeptoren gezeigt werden konnte.
Daher ist nicht klar, ob der fehlende Effekt auf die Anwesenheit der y; Untereinheit
zurlickzufuihren ist oder ob es womdglich mit der a, Untereinheit zusammenhangt.
Moglicherweise deutet dieses Ergebnis auf das Fehlen einer Midazolam-
Bindungsstelle zwischen a, und y; Untereinheiten hin.

Die Einfachmutation reichte bei Midazolam aus, um den Effekt vergleichend mit y,-
Wildtyp-Rezeptoren vollstandig wiederherzustellen. Das Einfilhren der Doppelmutati-
on zeigte keine weitere Wirkungssteigerung. Die Wirkung von Midazolam ist folglich
nur von der Aminosaure in Position 77 (Phenylalanin) abhangig.

Die Ergebnisse meiner Diplomarbeit liefern einen weiteren Beweis, dass die soge-
nannten Liganden der Benzodiazepin-Bindungsstelle unterschiedliche Aminosauren
fur ihre Bindung an den Rezeptor benétigen bzw. fur die Transduktion ihres Effektes.
Dies konnte in den strukturellen Unterschieden der einzelnen Substanzen begriindet
sein. So hat sich in einer parallel durchgefiihrten Diplomarbeit gezeigt, dass fur die
sogenannten klassichen Benzodiazepine (Diazepam, Clobazam) mehr Aminosauren
fur einen vergleichbaren Effekt wie an y, Rezeptoren notwendig sind, als fur die von
mir untersuchten Substanzen. Demnach sollten unbedingt noch weitere Experimente

zu diesem Thema durchgefuhrt werden.
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7. Zusammenfassung

y-Aminobuttersaure (GABA) Typ A (GABA,) Rezeptoren sind die wichtigsten inhibito-
rischen Neurotransmitterrezeptoren im Gehirn der Séugetiere und werden von zahl-
reichen klinisch relevanten Substanzen, z.B. den Benzodiazepinen, moduliert. Ben-
zodiazepine binden zwischen der a und der y, Untereinheit an GABA, Rezeptors. Ein
Austausch der y,-Untereinheit durch die seltener vorkommende y;-Untereinheit be-
wirkt eine Wirkungsabschwéchung von Benzodiazepinen. Grund dafir sind unter-
schiedliche Aminosauren an Positionen, welche fur die Bindung von Benzodiazepi-

nen essentiell sind (u.a. y,F77 bzw. y;179 und y,M130 bzw. y;1.132).

Problemstellung:
Kann in GABA, Rezeptoren mit einer y;-Untereinheit durch die Mutationen y,179F
und y;L132M eine Sensitivitat fir ausgewahlte Liganden (Zaleplon, Triazolam und

Midazolam) induziert werden?

Methoden:

4 GABA,-Rezeptor-Subtypen wurden in Xenopus leavis Oozyten exprimiert und die
Modulation von GABA-induzierten Choridstromen (lgaga) durch Zaleplon, Triazolam
und Midazolam wurde bei konstant gehaltenem Membranpotential mit der 2-
Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik gemessen.

Ergebnisse und Diskussion:

Zaleplon:

Es konnte keine Modulation von lgaga durch asB.y; Rezeptoren beobachtet werden,
wahrend a,B,Y.s Rezeptoren signifikant stimuliert wurden. Durch die Punktmutation
v1l79F war der Effekt von Zaleplon vergleichbar mit y,-enthaltenden Wildtyp-
Rezeptoren. Bei Rezeptoren, die beide Mutationen trugen (y1179FxL132M) kam es zu
einem Sensitivitatsverlust. Daraus lasst sich schlieRen, dass die Aminosaure F79
eine Schlusselrolle bei der Modulation von Igaga durch Zaleplon spielt.

Triazolam und Midazolam:

Beide Benzodiazepine zeigten keinen (Midazolam) bzw. einen schwachen, aber sig-
nifikanten Effekt (Triazolam) an a,B,y; Rezeptoren. Durch das Einflhren der
Punktmutation y;179F konnte eine in beiden Fallen mit y, vergleichbare Modulation
von lgasa induziert werden. Die Doppelmuation bewirkte keinen weiteren Effekt fir
Midazolam, wahrend es hingegen bei Triazolam zu einer Verdoppelung des Effektes

kam. Die Bedeutung dieses Ergebnisses ist momentan noch nicht geklart.
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8. Summary

Background:
y-aminobutyricacid (GABA) type A (GABA,) receptors are the major inhibitory neuro-

transmitter receptors in the vertebrate brain and are modulated by several clinically
relevant drugs e.g. benzodiazepines. Benzodiazepines bind to the interface of o and
v subunits of the GABA, receptor. Replacing the y, subunit by the less abundant y;
subunit results in most cases in a significantly reduced modulation of the receptor by
benzodiazepines. This might be explained by different amino acids that are essential
for benzodiazepine binding (y.F77 vs. y1179 and y,M130 vs. y;L132, respectively).

Aims:
Will the mutations y,179F and y;L132M induce sensitivity for the modulation of y, con-

taining receptors by selected compounds?

Methods:
4 recombinant GABA, receptor subtypes were expressed in Xenopus laevis oocytes
and the modulation of GABA-induced chloride currents (lgasa) by zaleplone, triazolam
and midazolam were measured using the 2-Microelectrode-Voltage-Clamp-
technique.

Results and discussion:

Zaleplone:
No modulation of lgaga through a,B.y; was observed, while a,B,y.s receptors were

significantly stimulated by zaleplone. Introducing the point mutation y,;179F resulted in
a modulation of Igaga by zaleplone comparable to that of y,-contatining wildtyp recep-
tors. Interestingly, receptors carrying both mutations were again virtually insensitive
to zaleplone. This indicates that solely y,F77 plays a key role in the modulation of
Icasa DYy zaleplone.

Triazolam and Midazolam:

Both benzodiazepines revealed no (midazolam) or a weak, but significant effect (tria-
zolam) on a,B,y; receptors. Introduction of the point mutation y;179F induced in both
cases a stimulation of Igaga cOmparabale to that of y, receptors. Interestingly the dou-
ble mutation did not induce any further effect for midazolam, while 1gasa modulation
by triazolam was further enhanced, i.e. nearly doubled. The implication of this finding

is so far not understood.
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