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Zusammenfassung:

y-Aminobuttersdure (GABA) ist der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter im Gehirn von
Saugetieren (Owens und Kriegstein, 2002; Connolly und Wafford, 2004; Olsen und Sieghatrt,
2009; Sigel und Steinmann, 2012) und reguliert somit die neuronale Erregbarkeit (Mohler,
2006). Der GABA Typ A (GABA,) Rezeptor setzt sich aus finf Untereinheiten zusammen,
die einen zentralen Chloridionenkanal bilden (Connolly und Wafford, 2004; Mdhler, 2006;
Rudolph und Mdhler, 2006; Olsen und Sieghart, 2009). GABA, Rezeptoren werden von
zahlreichen chemisch diversen Substanzen positiv moduliert (Sigel und Steinmann, 2012),
wodurch es unter anderem zu Sedierung, Anxiolyse oder Muskelrelaxierung kommt. Daher
sind GABA, Rezeptoren ein wichtiger molekularer Angriffspunkt in der Therapie von Angst-

und Schlafstérungen oder Epilepsie (M6hler, 2006a).

GABA, Rezeptor Modulatoren, wie beispielsweise Benzodiazepine, weisen aber neben den
erwlinschten Effekten zahlreiche unerwinschte Nebenwirkungen auf, was auf ihre
unspezifische Interaktion mit den verschiedenen GABA, Rezeptor Isoformen zuriickzuflihren
ist (Connolly und Wafford, 2004). Durch die Entwicklung selektiver Arzneistoffe erhofft man
sich eine Verminderung dieser Nebeneffekte (Moéhler et al., 2002). Im Rahmen meiner
Diplomarbeit sollte ich den Effekt eines Subtyp-selektiven GABA, Rezeptor Modulators und
ausgewahlter Derivate (CR-0; CR-1-4) auf Stress und Motoraktivitdt von C57BL/6/N Mausen
mittels Stress-induced Hyperthermia- (SIH) und Open Field (OF)-Test untersuchen und mit
dem Effekt von Diazepam vergleichen.

Meine Untersuchungen zeigten, dass CR-0 und seine Derivate CR-1, CR-2, CR-3 und CR-4
zu signifikanter Stressreduktion fihren. Die starksten Effekte wurden dabei fur die
Substanzen CR-2 und CR-3 beobachtet, deren Wirkung mit der von Diazepam vergleichbar
war. Daneben zeigte CR-1 anxiolytische Wirkung vergleichbar mit Diazepam, jedoch weniger

sedierende Nebeneffekte.



Abstract:

y-aminobutyric acid (GABA) is the most important inhibitory neurotransmitter in the
mammalian central nervous system (CNS) (Owens und Kriegstein, 2002; Connolly und
Wafford, 2004; Olsen und Sieghart, 2009; Sigel und Steinmann, 2012) and plays therefore
an important role in the control of the brain's excitability (Mdhler, 2006a). GABA type A
(GABA,) receptors are composed of five subunits that form a central chloride ion channel
(Connolly und Wafford, 2004; Méhler, 2006; Rudolph und Md6hler, 2006; Olsen und Sieghatrt,
2009). GABA, receptor modulators enhance GABA-induced chloride currents (Sigel und
Steinmann, 2012), causing thus sedation, anxiolysis or muscle relaxation. Therefore, GABAA
receptors represent an important drug target in the therapy of anxiety, sleep disorders or
epilepsy (Mohler, 2006a).

GABA, receptor modulators such as benzodiazepines have some undesirable side effects
due to their non-specific interaction with the various GABA, receptor isoforms. Development
of subtype-selective drugs might thus result in a reduction of these side effects. In my
diploma thesis | compared the effects of a subtype-selective GABA, receptor modulator (CR-
0) and selected derivatives (CR-1-4) on stress and motor activity by means of the stress-
induced-hyperthermia- (SIH) and open field (OF)-test in C57BL/6/N mice with the effects of
diazepam.

My data indicate that CR-O and its derivatives CR-1, CR-2, CR-3 and CR-4 lead to
significantly reduced stress-induced hyperthermia. The strongest effect, which is comparable
to the stress-reducing effect of diazepam, was observed for the compounds CR-2 and CR-3.
Furthermore, application of CR-1 resulted in a reduction of anxiety-related behavior

comparable to diazepam while revealing significantly less pronounced sedation.



1. Einleitung:

1.1 GABA:

y-Aminobuttersaure (GABA) (siehe Abbildung 1) ist der am hé&ufigsten vorkommende
inhibitorische Neurotransmitter im Gehirn von S&ugetieren und aktiviert sowohl ionotrope
GABA Typ A, als auch metabotrope GABA Typ B (GABAg) Rezeptoren (Owens und
Kriegstein, 2002; Connolly und Wafford, 2004; Olsen und Sieghart, 2009; Sigel und
Steinmann, 2012). Allerdings kommt GABA unter physiologischen Bedingungen nicht als
Saure vor, sondern als lon und sollte daher eigentlich als y-Aminobutyrat bezeichnet werden
(Sigel und Steinmann, 2012). GABA wurde erstmals im Jahr 1950 im Gehirn entdeckt und
1967 als inhibitorischer Neurotransmitter identifiziert (Froestl, 2011). 20% bis 30% der
Neuronen im ZNS sind GABAerg (Rudolph und Knoflach, 2011).
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Abbildung 1: Strukturformel GABA

1.2 Synthese und Freisetzung von GABA:

GABA wird in GABAergen Axonterminalen durch Transaminierung von a-Ketoglutarat zu
Glutaminsaure (katalysiert durch die Glutamatdehydrogenase (Hou et al., 2011)), welche
dann durch die Glutaminséduredecarboxylase (GAD) zu GABA decarboxyliert wird, hergestellt
(Treiman, 2001). Es existieren zwei Formen des GABA synthetisierenden Enzyms: GAD 65
und GAD 67 (Uusi-Oukari und Korpi, 2010). GABA wird Uber den vesikularen GABA
Transporter (VGAT) in Vesikel aufgenommen und gespeichert (Owens und Kriegstein,
2002).

GABA wird aus den Vesikeln durch Depolarisation nach Calciumeinstrom tber Exozytose in
die Synapse freigesetzt. Dieser Prozess kann durch das Tetanustoxin gehemmt werden.
Neben der vesikuldren Freisetzung kann GABA auch direkt aus dem Cytosol infolge
Aktivierung von Natriumkanalen (d.h. ohne vorherige vesikuldre Speicherung) in den
synaptischen Spalt freigesetzt werden (Treiman, 2001). Freigesetzte GABA aktiviert wie
bereits erwdhnt entweder GABA, Rezeptoren an der postsynaptischen Membran oder
prasynaptische GABAg Rezeptoren (Owens und Kriegstein, 2002). Danach wird GABA Uber
den GABA Transporter (GAT) in die Gliazellen und prasynaptischen Nervenendigungen

aufgenommen, wo sie durch die GABA-Transaminase zu Succinatsemialdehyd katabolisiert
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wird. Uber die Succinatsemialdehyddehydrogenase wird GABA zu Bernsteinsaure
umgewandelt, welche in den Zitronenséurezyklus tbergeht (siehe Abbildung 2) (Treiman,
2001).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Synthese, des Transports
und Abbaus von GABA (Carver und Reddy, 2013)

1.3 Aufbau des GABAA Rezeptors:

Der GABA, Rezeptor ist ein anionenselektiver, Liganden-gesteueter-lonenkanal (LGIC)
(Mohler, 2006; Olsen und Sieghart, 2009). Liganden-gesteuerte-lonenkandale werden weiters
in diese Familien eingeteilt (Olsen und Sieghart, 2009):

e Pentamere Rezeptoren
e Tetramere Glutamat Rezeptoren
e Trimere Purin Rezeptoren

Der GABA, Rezeptor gehort zur Familie der pentameren Rezeptoren wie unter anderem
auch (Connolly und Wafford, 2004; Olsen und Sieghart, 2009; Sigel und Steinmann, 2012):

¢ Nikotinerge Acetylcholin (nAch) Rezeptoren
e Glycin Rezeptoren
e 5-Hydroxytryptamin Subtyp 3 (5-HT3) Rezeptoren

e Zn*" aktivierte lonenkanale



Charakteristisch fur all diese Rezeptoren ist ein loop zwischen zwei Cysteinresten in der N-
terminalen Domdane. Daher werden diese Rezeptoren auch als Cys-loop Rezeptoren
bezeichnet. Die Sequenzéhnlichkeit unter den Mitgliedern der Cys-loop Rezeptoren betragt
etwa 30 %, hinsichtlich Sekundar- und Tertiarstruktur ist die Ahnlichkeit vermutlich sogar
noch groRRer (Olsen und Sieghart, 2009).

GABA, Rezeptoren sind Uber Gephyrin, ein synaptisch verankertes Protein, mit dem
neuronalen Cytoskelett verbunden (Mohler, 2006). Alle GABA, Rezeptoren bestehen aus
jeweils funf verschiedenen Untereinheiten, die einen zentralen Chloridionenkanal bilden
(siehe Abbildung 3) (Connolly und Wafford, 2004; Mdhler, 2006; Rudolph und Mdhler, 2006;
Olsen und Sieghart, 2009). Man weil3 bereits, dass im humanen Genom 19 Gene fiir GABA,
Rezeptor Untereinheiten vorkommen (Sigel und Steinmann, 2012):

6a-Untereinheiten

e 3B-Untereinheiten

e 3y-Untereinheiten

e 3p-Untereinheiten
e 1e-Untereinheit
e 10-Untereinheit

e 16-Untereinheit

e 1m-Untereinheit

Abbildung 3 zeigt eine schematische Darstellung
des GABA, Rezeptors in der Membran (Jacob et al.,
2008)

Die funktionellen Eigenschaften des Rezeptors sind von der Zusammensetzung der
Untereinheiten abhangig (Sigel und Steinmann, 2012). In vielen Fallen ist noch unklar,
welche Untereinheiten, fir die 19 Gene existieren, interagieren, um den pentameren
Rezeptor zu bilden (Olsen und Sieghart, 2009; Sigel und Steinmann, 2012). Die meisten
GABA, Rezeptoren setzen sich jedoch aus a;-, B2- und y,-Untereinheiten zusammen (Uusi-
Oukari und Korpi, 2010; Sigel und Steinmann, 2012).

Die genaue Anzahl der Rezeptor Isoformen ist noch nicht bekannt (Olsen und Sieghart,
2009; Sigel und Steinmann, 2012).



Mdglicherweise kdnnen in GABA, Rezeptoren auch zwei verschiedene a- bzw. zwei
verschiedene B-Untereinheiten gemeinsam exprimiert werden. Im Gegensatz dazu kdnnen
wahrscheinlich y-Untereinheiten nicht mit anderen y-Untereinheiten bzw. &-Untereinheiten
nicht gemeinsam mit y-Untereinheiten in einem Rezeptor vorkommen (Olsen und Sieghart,
2009).

Die Sequenz innerhalb einer Art von Untereinheiten ist zu ca. 70% identisch, wahrend
zwischen Mitgliedern von verschiedenen Familien (a,8,y,0) nur 20% ige Sequenzidentitéat
herrscht (Olsen und Tobin, 1990; Sigel und Steinmann, 2012).

Die Gene fir die GABA, Rezeptor Untereinheiten zeigen ein Muster von neun codierenden
Exons mit acht Introns, abgesehen von zwei Ausnahmen: die &-Untereinheit hat 8 Exons und
die ys-Untereinheit hat 10 Exons (Sigel und Steinmann, 2012). Fur manche Untereinheiten
existieren Splice Varianten (Moéhler, 2006; Sigel und Steinmann, 2012), deren physiologische

Bedeutung aber noch nicht ganzlich geklart ist (Sigel und Steinmann, 2012).

Jede Untereinheit des GABA, Rezeptors besteht aus ungefahr 450 Aminosauren (Sigel und
Steinmann, 2012). Sie enthélt eine lange, hydrophile, extrazellulare N-terminale Doméne, die
den Cys-loop beinhaltet (Mdhler, 2006; Olsen und Sieghart, 2009; Sigel und Steinmann,
2012). Diese extrazellularen N-terminalen Doméanen enthalten jeweils zehn B-strands. Die [3-
strands 1,2,3,5,6, und 8 bilden das innere B-Faltblatt, wahrend die B-strands 4,7,9 und 10
das aul3ere bilden (siehe Abbildung 4). Das aufiere und innere B-Faltblatt interagieren und
organisieren sich zu einem sogenannten B-Sandwich (Cederholm et al., 2009). Die meisten
Agonisten binden vermutlich an den N-Terminus zwischen zwei Untereinheiten (Uusi-Oukari
und Korpi, 2010). Der relativ kurze C-Terminus befindet sich ebenfalls extrazelluléar. Vier
transmembranare Sequenzen (a-Helices TM1-TM4) folgen dem N-Terminus. (Méhler, 2006;
Olsen und Sieghart, 2009; Sigel und Steinmann, 2012). An diesen a-Helices kdnnen
hydrophobe Liganden binden (Uusi-Oukari und Korpi, 2010). TM2 bildet den lonenkanal.
Zwischen TM3 und TM4 befindet sich eine groRe intrazellulare Schleife, mit der viele
Proteine interagieren. Diese Proteine sind unter anderem wichtig fur die Verankerung des
Rezeptors im Cytoskelett oder auch fur Phosphorylierungsprozesse (Moéhler, 2006; Olsen
und Sieghart, 2009; Sigel und Steinmann, 2012).

Die Pore wird also von funf nebeneinander liegenden transmembranéren Regionen (TM2),
die als a-Helices vorliegen, gebildet.

Wabhrscheinlich bildet die engste Stelle der Pore den lonenselektivitatsfilter. Der
Selektivitatsfilter erstreckt sich vermutlich von der cytoplasmatischen Seite der Pore bis zur
kurzen cytoplasmatischen Schleife (TM1-TM2). Mutationen innerhalb dieser Region kdnnen
die lonenselektivat von anionisch auf kationisch, und umgekehrt, &ndern (Connolly und
Wafford, 2004).
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Abbildung 4 zeigt eine graphische Darstellung einer Cys-loop Rezeptor Untereinheit.
Die extrazellulare Domane mit ihren B-strands ist hier blau, die transmembranare
Domane mit den vier a-Helices rot dargestellt (Cederholm et al., 2009).

1.4 Die GABA Bindungstasche:

GABA, Rezeptoren besitzen generell zwei Bindungsstellen fur GABA, die sich zwischen [3-
und a-Untereinheiten befinden, wahrend die Bindungstasche fir Benzodiazepine zwischen
der a-Untereinheit und der y-Untereinheit lokalisiert ist (siehe Abbildung 5) (Kloda und
Czajkowski, 2007; Olsen und Sieghart, 2009).

B B

GAEA GABA

Benzodiazepine

benzodiazepine
site

Abbildung 5 zeigt schematische Darstellungen einer GABA, Rezeptor Isoform von
oben (Sigel und Steinmann, 2012; Carver und Reddy, 2013)
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Die GABA Bindungstasche wird von sechs loops, den loops A, B, und C der +- (Plus) Seite
und den loops D, E und F der a- (Minus) Seite gebildet (Olsen und Sieghart, 2009).
Jene Aminoséauren, die fur die Bindung von GABA eine wichtige Rolle spielen, konnten direkt
mit dem Liganden interagieren, wichtig fur die Struktur der Bindungstasche sein oder
Konformationsveranderungen vermitteln (siehe Abbildung 6). Man fand heraus, dass sich die
Bindungstasche aus den aromatischen Aminosauren a,;Phe64, B,Tyr97, B,Tyr157, B,Tyr205,
den hydroxylierten Aminosauren (,Thr160, B,Thr202, B.Ser204, (B.Ser209 und den
geladenen Aminosauren a;Arg66 und B,Arg207 zusammensetzt (Newell und Czajkowski,
2003).

e Die Aminosaurensequenz von Trp92 bis Asp101 bildet den loop A der B-Untereinheit,

wobei in dieser Region die Aminosauren Leu99 und Tyr97 essentiell sind.

o Im Loop B sind Tyr157 und Thr160 der B-Untereinheit die wesentlichen Aminosauren
fur die Interaktion mit GABA (Boileau et al., 2002).

o Im loop C der B-Untereinheit bilden Ser204, Tyr205, Arg207 und Ser209 einen Teil
der Bindungstasche (Wagner und Czajkowski, 2001).

o Im loop D der a-Untereinheit sind daflr diese Reste verantwortlich: Phe64, Arg66 und
Ser68 (Boileau et al., 1999; Wagner und Czajkowski, 2001).

e Im loop E der a-Untereinheit bilden folgende Aminosauren einen Teil der GABA
Bindungsstelle: Asn115, Leu117, Thr129 und Arg131. Leu117 und Arg131 bilden die
Ruickseite der Bindungstasche (Kloda und Czajkowski, 2007).

¢ In der F Schleife der a-Untereinheit legen wahrscheinlich Val178, Val180 und Asp183

einen Teil der Bindungsstelle aus (Newell und Czajkowski, 2003).

\

Abbildung 6 zeigt die Kristallstruktur zweier Untereinheiten
des Acetylcholin bindenden Proteins, welche dem N-
Terminus der Cys-loop Rezeptoren homolog sind. Man
erkennt die B-strands (grau) und wichtige Aminoséuren der
GABA Bindungstasche (blau, rot) (Boileau et al.,2002).



GABA, Rezeptoren beinhalten nicht nur diese flunf Bindungstaschen zwischen den
Untereinheiten auf der extrazellularen Seite, sondern auch davon getrennte
Bindungstaschen in der transmembranéren Domane. Es wurden also auch Bindungstaschen
gefunden, die sich im Inneren jeder Untereinheit befinden und von den vier
transmembranaren a- Helices umgeben sind. Wahrscheinlich dienen all diese verschiedenen

Bindungstaschen als Bindungsstellen fiir Arzneistoffe (Olsen und Sieghart, 2009).

Leider gibt es noch keine hochauflosende Struktur des GABA, Rezeptors. Zwar wurden
bereits bakterielle Cys-loop Rezeptoren und ein Acetylcholin bindendes Protein kristallisiert,
jedoch sind diese Kristalle nur dem N-terminalen extrazellularen Segment der Cys-loop
Rezeptoren homolog. Mit diesen Modellen konnte also nur der extrazellulare Bereich des
GABA, Rezeptors dargestellt werden. Daher ahneln diese Homologiemodelle dem GABA
Rezeptor nur wenig. Es existiert also noch keine Vorlage fir die transmembranaren und

intrazellularen Bereiche des GABAA Rezeptors (Sigel und Steinmann, 2012).

1.5 Zellulare Wirkung von GABA:

Wahrend excitatorische Neurotransmitter die Kationen Leitféahigkeit erh6hen und dadurch zu
einer Depolarisation der Membran fuhren, steigern inhibitorische Neurotransmitter, wie
GABA, die Leitfahigkeit von Anionen, was eine Hyperpolarisation bewirkt. GABA bewirkt
nach Bindung an GABA, Rezeptoren einen Einstrom von Chloridionen in die Zelle. Dadurch
wird die Zelle weniger erregbar (Sigel und Steinmann, 2012).

Wenn jedoch aufgrund einer Downregulation des Kalium-Chloridionen-cotransporters KCC2
der Chloridionen-Gradient sinkt, kdénnte eine GABA, Rezeptoraktivierung zu einem
Ausstromen der Anionen aus der Zelle und damit zu einer Depolarisation fuihren (Sigel und
Steinmann, 2012). Diese GABA-mediierte Exzitation, welche sogar ein Aktionspotential
auslosen kann, kann unter anderem wahrend der Entwicklung von Neuronen beobachtet

werden (Owens und Kriegstein, 2002).

1.6 Gating:

Der Agonist GABA bindet an den GABA, Rezeptor, wodurch die Offnungswahrscheinlichkeit
steigt (Connolly und Wafford, 2004). Wie schon erwahnt, sind GABA, Rezeptoren selektiv fur
Chloridionen durchlassig. Daneben konnen jedoch auch Bicarbonatanionen den Kanal

passieren (Connolly und Wafford, 2004; Sigel und Steinmann, 2012).
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Der Agonist GABA bindet also an seine zwei Bindungsstellen, die sich extrazellular zwischen
der a- und der B-Untereinheit befinden. Dadurch kommt es zu einer Konformationsénderung,
die den Agonisten in die Bindungstasche einschlie3t. Das Protein veréndert seine
Konformation und geht eine oder mehrere geschlossene Zustadnde ein, die als flipped
states” bezeichnet werden. Weitere Konformationsanderungen fihren zur Offnung der
lonenpore (Sigel und Steinmann, 2012).

Wie das Binden von Agonisten in einer Offnung des Kanals resultiert, ist noch nicht genau
bekannt (Cederholm et al., 2009; Sigel und Steinmann, 2012). Der Loop 2, der Cys-loop, die
pre-TM1 Region, und der loop zwischen TM2 und TM3 sollen hierbei eine wichtige Rolle
spielen.

Die ,conformational change wave“ Hypothese besagt, dass es durch die Bindung des
Liganden zu einer Rotation des inneren B-Faltblatts um die eigene Achse kommt. Dadurch
werden der Cys-loop und der loop 2 verschoben. Folglich verdreht die Bewegung des loops
zwischen TM2 und TM3 die TM2 Domaéne, was zu einer Trennung der Helices und zu einer
Offnung der Pore fiihrt (Cederholm et al., 2009).

Eine Konformationsanderung des loops C, welcher zwischen den B-strands 9 und 10 liegt,
soll ein entscheidender Schritt fir den Start des Gatings sein. Loop C bewirkt wahrscheinlich
Uber den B-strand 10 die Rotation der TM1 und TM2 Domane (Cederholm et al., 2009; Miller
und Smart, 2010). Dabei spielt wahrscheinlich die pre-TM1 Region der a;-Untereinheit eine
Rolle. Sie verbindet den B-strand 10 des C loops mit der TM1 Domane und dadurch die
extrazellulare Doméane mit der transmembranaren Domane (siehe Abbildung 7) (Keramidas
et al, 2006; Cederholm et al., 2009). Somit ist Loop C fur die SchlieBung der
Bindungstasche und fir das EinschlieRen des Agonisten verantwortlich (Miller und Smart,
2010).

ECD

Loop 2
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Abbildung 7 zeigt eine schematische a-Untereinheit des nAch-
Rezeptors. Die 3-strands, welche das B-Sandwich bilden, sind
blau dargestellt. Die transmembranéren a-Helices sind in dieser
Darstellung rot abgebildet (Cederholm et al., 2009)



1.7 Phasische und tonische Inhibition:

Lange Zeit dachte man, dass GABA, Rezeptoren im Hirn nur an postsynaptischen
Membranen exprimiert werden. Heute weil3 man, dass auch au3erhalb der Synapsen GABA,
Rezeptoren (peri- und extrasynaptisch) existieren.

Jene GABA,. Rezeptoren, die in der postsynaptischen Membran lokalisiert sind, vermitteln
neuronale Inhibition im Millisekunden Zeitbereich, was der klassischen phasischen Inhibition
entspricht (Sigel und Steinmann, 2012). Im Gegensatz dazu flihren jene Rezeptoren, die sich
extrasynaptisch befinden, zu einer tonischen Inhibition (Moéhler et al., 2002; Méhler, 2006;
Sigel und Steinmann, 2012). GABA bewirkt hier schon in geringerer Konzentration eine
Aktivierung des Rezeptors (Sigel und Steinmann, 2012). Extrasynaptische GABA,
Rezeptoren werden entweder durch einen GABA-Uberschuss oder durch nichtvesikulare
Freisetzung von GABA aktiviert (M6hler, 2006).

In zahlreichen Zellpopulationen spielt die tonische Inhibition eine bedeutendere Rolle als die
phasische Hemmung. Tonische Inhibition kommt hauptsachlich durch die Aktivierung von
Rezeptoren bestehend aus agd oder a,f0 Untereinheiten zusammen (Olsen und Sieghatrt,
2009). Weiters konnen auch GABA, Rezeptoren, die eine as-Untereinheit enthalten, tonische
Inhibition mediieren (Lee und Maguire, 2014). Eventuell kann tonische Inhibition auch durch
0-Untereinheiten enthaltende Rezeptoren ausgeldst werden (Olsen und Sieghart, 2009).
Abnorme tonische Inhibition h&ngt wahrscheinlich mit der Entstehung des fragilen X
Syndroms, Stress, Zyklusstérungen und bestimmten Formen der Epilepsie zusammen
(Belelli et al., 2009). Bei chronischer Epilepsie wurde eine Downregulation von GABA,
Rezeptoren mit as- und &-Untereinheiten beobachtet, was zu einer verminderten tonischen
Inhibition fihrt (Lee und Maguire, 2014).

1.8 Vorkommen und Funktionen einzelner GABAA Rezeptor Untereinheiten:

Wie schon bereits erwéhnt, sind 20 bis 30% der Neuronen im ZNS GABAerg. AuRerhalb des
ZNS wurden GABA, Rezeptoren in der Leber, der glatten Muskulatur der Lunge und in
verschiedenen Typen von Immunzellen gefunden (Rudolph und Knoflach, 2011).

Wie bereits beschrieben, gibt es 19 verschiedene GABA, Rezeptor Untereinheiten, die eine
Vielzahl an GABA, Rezeptor Subtypen bilden kdnnen. Aus der Vielfalt der moglichen GABAA
Rezeptor Subtypen begriindet sich die komplexe Pharmakologie dieser Rezeptoren (siehe
Abbildung 8 und Tabelle 1) (Sigel und Steinmann, 2012). Die Rolle und Distribution der
verschiedenen Rezeptor Untereinheiten ist relevant fir die Pharmakotherapie bestimmter
neurologischer bzw. psychiatrischer Erkrankungen, wie Schlafstdrungen, Angstzusténde,
Schizophrenie und Gedachtnisstérungen (Rudolph et al., 1999; Mdhler, 2006).
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Die Funktion der einzelnen Untereinheiten des GABA, Rezeptors wurde mittels Verwendung
von Knock-in Mausen untersucht. Durch Austausch eines Histidin Restes durch Arginin in
der Benzodiazepinbindungsstelle des Rezeptors (a;His101Arg bzw. homologer Mutationen in
0y, a3 und as) konnte die Funktion einzelner Untereinheiten aufgeklart werden, da diese
Mutation  den  resultierenden Rezeptor  Benzodiazepin-insensitiv.  macht. In
Verhaltensexperimenten wurde getestet, welche Effekte der Benzodiazepine in den
mutierten Mausen fehlten. Durch diese Versuche war es mdglich, einzelne Untereinheiten
mit physiologischen/pharmakologischen Effekten zu assoziieren (Rudolph et al., 1999;
Mohler et al., 2002; Md6hler, 2011; Sigel und Steinmann, 2012).

So konnte man schlussfolgern, dass GABA, Rezeptoren, die eine a;-Untereinheit enthalten,
eine Rolle bei sedierend-hypnotischen Effekten spielen, a,s-Untereinheiten enthaltende
Rezeptoren zur Anxiolyse beitragen und Hemmung von as-Untereinheiten enthaltenden
Rezeptoren zu einer Steigerung kognitiver Fahigkeiten fihren kénnte. Dies gilt jedoch vor
allem fir die Wirkungen der Benzodiazepine. Ocaniplon beispielsweise stimuliert a, (x=1, 2,
3 oder 5) Rezeptoren ohne jegliche Untereinheiten Praferenz und wirkt trotzdem als nicht-
sedierendes Anxiolytikum. Das Pyrazolopyrimidin DOV-51892 bindet hingegen spezifisch an
a;-Untereinheiten enthaltenden Rezeptoren. Es induziert jedoch keine Sedierung, sondern

weist nur anxiolytische Eigenschaften auf (Sigel und Steinmann, 2012).

* Sensorimotor gating * Sedation
* Cognitive impairment * Addiction
* Myorelaxation * Anterograde amnesia

* Anticonvulsant activity
* Premature cortical plasticity

* Sensorimotor gating * Anxiolysis

* Decrease thalamic oscillations * Antihyperalgesia

* Myorelaxation * Antidepression

* Antihyperalgesia * Cognition in SZ [AU: pls define]
' * Myorelaxation

Abbildung 8: Pharmakologische Effekte und Verteilung der GABA,
Rezeptor a-Untereinheiten im Gehirn einer Maus (Rudolph und Knoflach,

2011) 10



1.8.1 a-Untereinheiten:

a;-Untereinheit: a; enthaltende GABA, Rezeptoren sind hauptsachlich synaptisch lokalisiert
und bilden gemeinsam mit B,- und y,-Untereinheiten den am haufigsten vorkommenden
GABA, Rezeptor Subtyp im Gehirn (Moéhler, 2006). Rezeptoren mit a;-Untereinheiten
machen circa 60% aller GABA, Rezeptoren aus (Rudolph und Méhler, 2006). Sie werden
hauptséchlich im Kortex und im Thalamus exprimiert, kommen aber auch im Bulbus

olfactorius, Pallidum, Mittelhirn und im Kleinhirn vor (Rudolph et al., 1999).

a,-Untereinheit: Diese befindet sich in der Grof3hirnrinde und in den Pyramidenzellen des
Hippocampus in Synapsen des Axon-initialen Segments und in Synapsen, die durch
Cholecystokinin-positive Korbzellen gebildet werden. Abgesehen vom limbischen System,
welches fir Emotionen verantwortlich ist, ist diese Untereinheit auch im Rickenmark, im
Dorsalhorn und in den Motorneuronen stark vertreten. Sie sind nur postsynaptisch lokalisiert
und flhren zu schneller Desensibilisierung des Rezeptors.

Rezeptoren, die  a,-Untereinheiten  enthalten,  vermitteln  angstlésende  und
muskelrelaxierende Effekte. Fur den relaxierenden Effekt auf den Muskeltonus sind jedoch
hohere Diazepam Konzentrationen nétig als fir den anxiolytischen Effekt (Mohler et al.,
2002).

as-Untereinheit: GABA, Rezeptoren, die diese Untereinheit enthalten, sind die am 6ftesten
exprimierten Subtypen in monoaminergen und cholinergen Zellen des basalen Vorderhirns.
Zusatzlich sind diese Subtypen im thalamischen Nucleus reticularis lokalisiert (Rudolph et al,
2001; Mohler, 2006). Sie modulieren dadurch die thalamo-corticale Bahn (Méhler, 2006).
Extrasynaptische GABA, Rezeptoren, die diese Untereinheit enthalten, desensibilisieren nur
langsam (Mohler et al., 2002).

Bindet Clonazepam an Rezeptoren, die diese Untereinheit enthalten, kommt es zum Anti-
Absencen Effekt (Olsen und Sieghart, 2009).

Fur die anxiolytische Wirkung, die wie schon erwahnt durch a,-Untereinheiten enthaltende
Rezeptoren ausgel6st wird, genligen geringe Dosen von Benzodiazepinen. Zusatzlich fand
man heraus, dass inverse selektive Agonisten an GABA, Rezeptoren mit az-Untereinheiten
Angst und Muskelkrampfe auslosen. Die anxiolytische Wirkung, die also auch Uber die as-
Untereinheit vermittelt wird, ist im Gegensatz zu a,-Untereinheiten enthaltenden Rezeptoren

an eine hohe Rezeptorbesetzung gebunden (Rudolph und Mdéhler, 2006).

as-Untereinheit: GABA, Rezeptoren, die diese Untereinheit enthalten, kommen nur selten
vor und sind, wie die ag-Untereinheit, unempfindlich gegentber den klassischen

Benzodiazepinen. Hauptséachlich werden sie im Thalamus und im Gyrus dentatus exprimiert
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(Mohler et al., 2002). Man findet sie aber auch im Bulbus olfactorius und in den

Basalganglien (Pirker et al., 2000).

as-Untereinheit: Diese Untereinheit kommt im gesamten Gehirn nur in geringer Menge vor.
Lediglich im Hippocampus ist sie haufiger, hauptsachlich extrasynaptisch, lokalisiert (Mohler,
2006, 2012). In geringeren Mengen kommt diese Untereinheit auch im Bulbus olfactorius, im
Hippocampus und in der Kleinhirnrinde vor (Uusi-Oukari und Korpi, 2010). Sie wird oft
gemeinsam mit den Bs- und y,-Untereinheiten exprimiert (Mohler et al., 2002).
as-Untereinheiten sind gemeinsam mit N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) Rezeptoren fir
Fahigkeiten wie Erinnerungen und rdumliches Vorstellungsvermégen essentiell. Mause,
denen die as-Untereinheit fehlt, zeigen eine bessere raumliche Orientierung (Rudolph und
Mohler, 2006; Mohler, 2011). Aulterdem verbessern as selektive inverse Partialagonisten die
Gedachtnisleistung (Rudolph und Moéhler, 2006; Atack, 2011; Moéhler, 2011, 2012). as inverse
Agonisten kdnnen jedoch auch Angst ausldésen und Aggressionen dampfen (Rudolph und
Mohler, 2006).

ds-Untereinheit: Diese Untereinheit kommt im Kleinhirn sowohl in excitatorischen und
inhibitorischen Synapsen der Kdrnerzellen, als auch extrasynaptisch vor (Mohler et al.,
2002). Die Mehrheit der GABA, Rezeptoren mit einer ag-Untereinheit beinhaltet auch die y,-
Untereinheit in dieser Kombination: aga:B.y> (Mohler, 2006). AuRBerdem kommt die a-
Untereinheit vermutlich oft gemeinsam mit einer d-Untereinheit in einem Rezeptor vor.

Die Funktion dieser Untereinheit ist noch nicht vollstandig geklart (Rudolph et al., 2001).

1.8.2 B-Untereinheiten:

Die B-Untereinheiten sind im Gehirn weit verbreitet. Besonders stark sind sie in der

GrofRRhirnrinde exprimiert (Uusi-Oukari und Korpi, 2010).

B:-Untereinheit: Die B;-Untereinheit wird, wie auch die (B,- und Bs-Untereinheit, im Kortex
exprimiert (Pirker et al., 2000). Diese Untereinheit kommt jedoch seltener als alle anderen [3-
Untereinheiten vor (Olsen und Sieghart, 2009). Weiters ist ihre mRNA stark im
Hippocampus, in der Amygdala und in den Kornerzellen des Kleinhirns exprimiert. In
Patienten mit neurologischen Erkrankungen, wie bipolaren Stérungen, Schizophrenie und
Depressionen wurde eine verminderte Expression der ;-Untereinheit festgestellt. Auerdem
wurden Mutationen in  f;-Untereinheiten erst kdrzlich mit dem Risiko, eine

Alkoholabhangigkeit zu entwickeln, assoziiert (Fatemi et al., 2013).
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B.-Untereinheit: Diese Untereinheit befindet sich in 50% der GABA, Rezeptoren im ZNS
(Reynolds et al., 2003). Sie kommt hauptséchlich im Pallidum und im Thalamus, jedoch auch
im Hirnstamm, im Kleinhirn und im Hippocampus vor (Uusi-Oukari und Korpi, 2010).

Bs-Untereinheit: GABA, Rezeptoren, die eine Bs-Untereinheit beinhalten, kommen sehr
haufig im Striatum, jedoch auch im Kleinhirn, Hippocampus und im Vorderhirn vor (Uusi-
Oukari und Korpi, 2010).

Homozygote (-/-)-Bs-Méause sterben in der Neonatalperiode oder weisen zumindest massive
neurologische Defizite wie epileptische Krampfanfélle auf (Rudolph et al., 2001).

Diese Untereinheit vermittelt auch die Wirkung der Injektionsnarkotika Etomidat und Propofol
und teilweise auch die immobilisierende Wirkung der Inhalationsnarkotika Enfluran, Isofluran
und Halothan. Die durch Etomidat und Propofol einhergehende Atemdepression wird
ebenfalls durch Bs-Untereinheit enthaltende Rezeptoren vermittelt. Die Verringerung der
Herzfrequenz und der hypotherme Effekt, welche von diesen Narkotika hervorgerufen

werden kénnen, werden hingegen durch andere Targets vermittelt (M6hler, 2006).

1.8.3 y-Untereinheiten:

Die y;- und ys-Untereinheiten bilden nur eine kleine Gruppe der Rezeptoruntereinheiten.

Ihre pharmakologischen Funktionen sind noch weitgehend ungeklart (Mohler et al., 2002).

y:-Untereinheit: Diese Untereinheit wird vor allem im Pallidum, in der Substantia nigra, im

Septum und in der Amygdala exprimiert (Uusi-Oukari und Korpi, 2010).

Yz-Untereinheit: Diese Untereinheit wird im gesamten Gehirn exprimiert. Im Thalamus
kommt sie nur in geringen Mengen vor (Uusi-Oukari und Korpi, 2010).

Heterozygote (+/-)-y,- Mause, denen die y,s und y,_ (lange und kurze Splice Variante der y,
Untereinheit) fehlen, sind nicht Benzodiazepine-sensitiv. Es kommt hauptséchlich im
Hippocampus und in der Kleinhirnrinde zu einer verminderten GABA, Rezeptor-Dichte. Dies
fuhrt zu einem Phanotyp, der an Angststorungen erinnert (Mohler, 2006a; 2012). Weiters ist
die y,-Untereinheit essentiell fir die Verankerung von GABA, Rezeptoren in der Membran
(Mohler, 2006a). Deshalb sterben homozygote (-/-)-y>-Knockout Méuse perinatal (Rudolph et
al., 2001).

Ys-Untereinheit: Diese Untereinheit kommt in geringem Ausmaf im gesamten Gehirn vor
(Uusi-Oukari und Korpi, 2010).
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1.8.4 p-Untereinheiten:

Diese Untereinheiten (p1, p2, ps) sind unempfindlich gegeniber Bicucullin und Baclofen und
kénnen weder durch Barbiturate noch durch Benzodiazepine moduliert werden. Deswegen
werden Rezeptoren bestehend aus p-Untereinheiten manchmal noch als GABAc: Rezeptoren
bezeichnet (Mohler et al., 2002; Mo6hler, 2006). Das Nomenklatur Komitee der IUPHAR (The
International Union of Basic and Clinical Pharmacology) spricht sich jedoch gegen die
Bezeichnung GABA: Rezeptoren aus und empfiehlt, Rezeptoren bestehend aus diesen
Untereinheiten ebenfalls als GABAA Rezeptoren zu betrachten.

p-Untereinheiten werden hauptsachlich in der Retina exprimiert. Jedoch befindet sich deren
MRNA auch in den Colliculi superiores, im dorsalen lateralen Nucleus geniculatus und in den
Purkinje Zellen des Kleinhirns (Olsen und Sieghart, 2009).

Diese Untereinheit wird mit Alkoholabhéngigkeit in Verbindung gebracht. Die Modulation von
Ethanol an GABA, Rezeptoren die eine pi/p,-Untereinheit enthalten, kénnte fir bestimmte

Wirkungen von Alkohol verantwortlich sein (Blednov et al., 2014).

1.8.5 &-Untereinheit:

0-Untereinheiten sind selten und hauptsachlich im Kleinhirn und Thalamus vertreten
(Rudolph et al., 2001). AuRerdem kommt diese Untereinheit in der Hirnrinde, im Subiculum
und im Striatum vor (Uusi-Oukari und Korpi, 2010). Rezeptoren, die eine &-Untereinheit
enthalten, bestehen auch aus einer a,- oder as- und aus einer B-Untereinheit.

Rezeptoren mit &-Untereinheiten werden nur extrasynaptisch exprimiert und sind durch
langere Rezeptoroffnungszeiten charakterisiert (Olsen und Sieghart, 2009). Durch diese
Eigenschaft kommt es wie bereits erwdhnt zur tonischen Inhibition der Zelle (Belelli et al.,
2009; Olsen und Sieghart, 2009). AuRerdem kommt es zu keiner Desensibilisierung, die
normalerweise durch eine verlangerte Anwesenheit von GABA am Rezeptor zustande
kommt.

Diese GABA, Rezeptoren sprechen im Gegensatz zu jenen Rezeptoren, die y, beinhalten,
besser auf Anasthetika, Neurosteroide, GABA Analoga wie Gaboxadol, Taurin und Ethanol
an (Olsen und Sieghart, 2009).

Arzneistoffe, die die Aktivitat von GABA, Rezeptoren mit &-Untereinheiten verstarken,
kénnen zur Behandlung von Schlaflosigkeit, Epilepsie und chronischen Schmerzen
verwendet werden. Durch die Langzeitbehandlung mit einem Agonisten, der an ©-
Untereinheiten enthaltende GABA, Rezeptoren bindet, wird das Ged&chtnis positiv

beeinflusst (Whissell et al., 2013).
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Table 1 GABA ,-receptor subtypes (compiled from hghler et al. 2002; Frtschy and Brimig 20403}

Composition  Pharmacological charactenstics

ERegional and neuronal lecahization

Subcellular localizabion

oy Pz

oafz vz

o3 Puvz

iy b

s Pz

oisfz V2

Major subtype (60 % of all GABA,
receptors). Mediates the sedative,
ammnestic and, to a large extent, the
anticonvulsant action of benzodiazspine
ste agonists. High affimity for classical
benzodiazepines, zolpidem and the
antagomist flumazenil

Minor subtype (15-20%). Mediates
anxiolytic action of benzodiarepine site
agomsts. High affimity for classical
benrodierepine agomsts and the
antagonist flumazenil. Intermediats
affimity for zolpidem

Mimor subtype (10-15%). High affimity
for classical benzo-diarepme agonists
and the antagonist flumazeml.
Intermediate affinity for zolpidem

Less than 5 % of all receptors.
Insensitrve to classical benzodiazepine
agomists and zolpidem

Legs than 5% of all receptors; high
affinity for classical benzodiazepine
agomists and the antagomst fumarsml
Low affimity for zolpidem

Legs than 5 % of all receptors.
Insensitive to classical o Ba s
benrodiszepine agonists and zolpidem.
Minor population. Laclks
benzodiazepine site

Tabelle 1 gibt eine Ubersicht uber
verschiedener GABA, Rezeptor Isoformen (Mohler, 2006)

Cerebral cortex (layer 1-V1, selected
interneurons and principal cells);
hippocampus (selected internewrons
and principal c=lls); pallidum stnatum
(mterneurons); thalamic relay mmcle;
olfactory bulb (mitral cells and
interneurons); cerebellum (Porkinjs
cells and granule cells); deep cersbellar
muclel; amygdala; basal forebram;
substantia nigra pars reticulata; mfenor
colhcalus; bramstem

Cerebral cortex (layers I-IV))
hippocampal formation (principal czlls
mamly on ths axon imibal segment);
olfactory bulb (grannle cells); smamm
(spmy stellate cells); infenor olmvary
neurons (mamly on dendrtes);
bypothalamus; amygdala (principal
cells); superior colliculus; motor
neurons

Cerebral cortex (principal cells in
particular m layers W and ¥1; some axon
imifial ¢sgments); ppocampus (some
hilar c=lls); olfactory bulb (tafted cells);
thalamic reticolar neurons; cerebellum
(Golg type I cells); medullary reticular
formation; mfenor ohivary neurons;
ammygdala; superior colliculus;
bramstem; spinal cord; medial s=ptum;
basal forebrain cholinergic neorons;
raphe and locus coerulens
(serotonmergic and catecholaminerinc
neurons)

Dentate gvrus (granule czlls); thalamus

Hippocampus (pyramidal cells);
olfactory bulb (grannle cells,
periplomemular cells); cersbral cortex;
ammygdala; hypothalamns; superior
colliculus; supenor elivary neurons;
spinal trigemmal neurons; spinal cord

Cerebellum (gramle cells); dorsal
cochlzar ouclens
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Synaptic (soma and dendrites)
and =xirasynaptic m all newrons
with high expression

Ilainly synaptic, snriched m axon
initial s=gment of cortical and
hippocampal pyramedal cells

Ilainly synaptic, ncluding soms
axon imtral segments;
sxtrasynaptic m infenor olivary
nEnTons

Extrasynaptic (no dirsct
morphological svidencs)

Extrasynaptic m hippocampus,
cerebral comtex, and olfactory
bulb; synaptic and extrasynaptic
n spmal mgeminal nucleus and
superior olivary ouclens

Synaptic (cerzbellar glomeruli)
and sxtrasynaptic on granuls
cell dendritss and soma

die pharmakologischen Wirkungen und die Verteilung



1.9 GABAg-Rezeptor:

Dieser Rezeptor wurde im Jahr 1980 von Bowery entdeckt (Froestl, 2011). GABAg
Rezeptoren sind G-Protein gekoppelte metabotrope Heptahelix-Rezeptoren (Uusi-Oukari
und Korpi, 2010; Chalifoux und Carter, 2011). Sie befinden sich in fast allen Gehirnregionen
(Chalifoux und Carter, 2011).

Es gibt zwei verschiedene Untereinheiten: GABAg; und GABAg,. AufRerdem existieren
GABAg; Splicevarianten: GABAg1a und GABAg;,. Diese unterscheiden sich strukturell im N-
Terminus voneinander (Ulrich und Bettler, 2007; Chalifoux und Carter, 2011; Benke et al.,
2012). In ihrer heterodimeren nativen Form setzen sich GABAg Rezeptoren aus einer B;-
und der B,-Untereinheit zusammen (Owens und Kriegstein, 2002). Die GABAg; -Untereinheit
enthalt die Bindungsstelle fir GABA. GABAg, enthalt die Bindungsstelle fir allosterische
Modulatoren und ist auf3erdem fur die Aktivierung des G-Proteins zustandig (Benke et al.,
2012). Es handelt sich also hierbei um Rezeptoren, die als Bi,-, Bi,- und By-Isoformen
existieren (siehe Abbildung 9).

Im Gegensatz zu GABA, Rezeptor Isoformen, fur die 19 Gene codieren, sind erst drei Gene
bekannt, die fir GABAg Rezeptoren codieren (Rudolph und Knoflach, 2011).

GABAg Rezeptoren weisen Sequenzhomologie mit metabotropen Glutamat Rezeptoren auf
(Owens und Kriegstein, 2002). Sie befinden sich sowohl an excitatorischen, als auch an

inhibitorischen Axonenenden.

GABA, or GAEAg GABA; cr
' T‘ \ L > . T v T
; ! ' { >’ ‘ |
| \ { | [ A
f G ! ! .G
Subunits: Subunits: Subunits:
al-g, p1-3.y1-3.5 R1s, R1band R2 p1-3
g Bandm

Abbildung 9 zeigt den Aufbau verschiedener GABA Rezeptoren
(Owens und Kriegstein, 2002)

Wenn GABA an GABAg Rezeptoren bindet, dissoziiert das G-Protein in eine a- und By-
Untereinheit. Durch By kommt es entweder zur Inhibition spannungsabhé&ngiger P/Q und N-
Typ Calciumkanéle oder zur Aktivierung von Kaliumkanélen (G-protein activated inwardly
rectifying Kalium channels (GIRK) 1-4).

GABAg Rezeptoren sind sowohl pra- als auch postsynaptisch lokalisiert. Prasynaptisch
kommt es vor allem zur Hemmung der Calciumkanale, wahrend postsynaptisch
hauptséchlich die Kaliumkandle aktiviert werden (Benke et al., 2012). Die Ga/Gay-

Untereinheit hemmt dagegen die Adenylatcyclase und reduziert dadurch den cyclisches
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Adenosinmonophosphat (cAMP)-Spiegel in der Zelle. Folglich sinkt die Aktivitat der
Proteinkinase A, welche normalerweise den Calcium Einstrom durch NMDA Rezeptoren
verstarkt. Diese Untereinheit fiihrt also zu einer verminderten NMDA Rezeptor vermittelten
Calcium Permeabilitat. All diese Vorgange l6sen eine Hyperpolarisation der Zelle aus (siehe
Abbildung 10) (Chalifoux und Carter, 2011; Benke et al., 2012).

NMDA-R

+

PKAl  caMmP  ATP
:"+

Abbildung 10: GABAz Rezeptor Signalweg in der postsynaptischen
Membran (Chalifoux und Carter, 2011)

GABAg Rezeptoren spielen wie GABA, Rezeptoren eine Rolle bei Emotionen, Kognition,
Schmerzen und Muskeltonus und sind daher ebenfalls Ziel fur Kklinisch verwendete
Arzneistoffe. Der GABAg Agonist Baclofen wird als Arzneimittel gegen Muskelspasmen
eingesetzt (Rudolph und Knoflach, 2011). In Studien fand man heraus, dass GABAg
Agonisten die Sucht nach Alkohol und Nikotin und das Auftreten alkoholbedingter
Entzugssymptome verringern kénnten (Cui et al., 2012).

Weiters gibt es Beweise, dass das GABAgz System eine wichtige Rolle fir die Energie
Balance spielt. Wahrscheinlich schitzen GABA Rezeptoren vom Typ B, die sich in
Proopiomelanocortin (POMC) Neuronen befinden, vor Adipositas, Insulinresistenz und
hypothalamischer Inflammation (Ito et al., 2013). Daneben wird ein Einsatz von GABAg

Rezeptor Antagonisten in der Therapie von Depressionen diskutiert (Méhler, 2012).
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1.10 Modulation von GABAA Rezeptoren:

GABA, Rezeptoren werden wie viele andere Proteine durch posttranslationale
Modifikationen moduliert. Bestimmte Aminosaurereste, die sich auf spezifischen
Untereinheiten befinden, werden beispielsweise von verschiedenen Proteinkinasen
phosphoryliert. Dies ist wichtig fir die Regulierung der Kanalaktivitat. AuBerdem beeinflusst
diese Modifikation die Oberflachenstabilitat und die Verankerung des Rezeptors (Sigel und
Steinmann, 2012).

GABA, Rezeptoren werden daneben aber auch von vielen verschiedenen pharmakologisch
wichtigen  Substanzen, wie beispielsweise den Benzodiazepinen, Barbituraten,
Neurosteroiden oder Anasthetika moduliert (siehe Abbildung 11 und Tabelle 2) (Mohler et al.,
2002). GABAA Rezeptoren konnen vermutlich deswegen von so vielen Verbindungen
beeinflusst werden, weil Liganden nicht nur mit dem extrazellularen N-Terminus, sondern
auch zum Teil mit transmembrandren Substrukturen interagieren kdnnen (Olsen und
Sieghart, 2009; Sigel und Steinmann, 2012).

GABA, Rezeptoren werden von zwei endogenen Molekilen (Neurosteroiden und
Endocannabinoiden) und einer Vielzahl exogener, kleiner Molekile moduliert (Sigel und
Steinmann, 2012). Jene klinisch verwendeten Arzneistoffe, die am GABA, Rezeptor
angreifen, wirken meist nur Uber einen kurzen Zeitraum sehr effizient. Nach wiederholter
Verabreichung verlieren sie oft ihre pharmakologischen Effekte (Uusi-Oukari und Korpi,
2010).

Do Discorery Today

Abbildung 11 zeigt die Bindungsstellen verschiedener
Modulatoren am GABA, Rezeptor (Whiting, 2003)
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1.10.1 Neurosteroide:

Neurosteroide sind Steroide, die entweder im Hirn de novo oder in der Peripherie durch
Metabolisierung klassischer Steroide wie Progesteron, Deoxycorticosteron und Testosteron,
synthetisiert werden.

Neurosteroide sind sehr lipophil und passieren deshalb leicht die Bluthirnschranke. Daher
akkumulieren auch jene Neurosteroide, die in der Peripherie gebildet werden, im Gehirn
(Carver und Reddy, 2013).

In Neuronen und in Gliazellen werden Neurosteroide aus Cholesterol hergestellt. TSPO
(Translocator Protein) ist fir den Import von Cholesterol durch die &uRere
Mitochondrienmembran zustandig (Moéhler, 2011; Carver und Reddy, 2013). Aus Cholesterol
entsteht im Mitochondrium Uber eine Seitenkettenabspaltung Pregnenolon. Daraus werden
die inhibitorischen sulfatierten Steroide Pregnenolonsulfat und Dihydroepiandosteronsulfat
(DHEAS), Vorlaufer von Progesteron, synthetisiert. Progesteron wird durch die 21pB-
Hydroxylase in Deoxycorticosteron umgewandelt (Hosie et al., 2007). 5a-pregnan-3a,21-diol-
20-on (Tetrahydrodeoxycorticosteron; 3a,5a-THDOC) ist ein Abwandlungsprodukt von
Deoxycorticosteron. Weiters sind die endogenen Neurosteroide 3a-OH-5a-pregnan-20-on
(Allopregnanolon; 3a,5a-THP) (siehe Abbildung 12) und sein aktives 53 Isomer 3a-OH-5-
pregnan-20-on Metabolite des Steroids Progesteron (Hosie et al., 2007; Uusi-Oukari und
Korpi, 2010). Die Neurosteroide Androstanol und Androstanediol werden aus Testosteron
synthetisiert (Carver und Reddy, 2013).

Neurosteroide brauchen folgende Merkmale, um mit GABA, Rezeptoren interagieren zu
kénnen: In Ring A wird auf Position 3 eine OH-Gruppe in a Konformation zusammen mit

einer Ketogruppe in Ring D, entweder in Position 20 oder 17, bendtigt.

Abbildung 12: Allopregnanolon

Vermutlich interagieren Neurosteroide mit fast allen GABAA Rezeptor Isoformen (Carver und

Reddy, 2013). Sie regulieren die Offnung des Kanals allosterisch und fungieren in hohen
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Konzentrationen als Agonisten am Kanal (Sigel und Steinmann, 2012; Carver und Reddy,
2013). Sie sind positiv allosterische Modulatoren von synaptischen und extrasynaptischen
GABA, Rezeptoren und verstarken daher sowohl die phasische als auch die tonische
Inhibition. Die tonische Leitfahigkeit kontrolliert neuronale Erregungen, die Krampfschwelle
und auch das Verhalten (Carver und Reddy, 2013).

Zusatzlich zu den Neurosteroiden wie Allopregnanolon gibt es eine weitere Klasse dieser
Steroide, die die GABA, Rezeptor Funktion nicht potenzieren, sondern antagonisieren:
sulfatierte Steroide. Diese docken an anderen Bindungsstellen an und kénnen dadurch unter
anderem zu Muskelspasmen fuhren (Hosie et al., 2007; Carver und Reddy, 2013).

Die Neurosteroidkonzentration im ZNS unterliegt immer auch Schwankungen. Faktoren wie
Pubertat, Stress, Schwangerschaft, Menstruationszyklus und die Einnahme psychoaktiver
Drogen wie Alkohol kénnen Veranderungen im Neurosteroidhaushalt hervorrufen (Herd et
al.,, 2007). Vermutlich kann es dadurch auch zu neurologischen oder psychischen
Erkrankungen, wie Epilepsie, Panikattacken, Depressionen oder Schizophrenie kommen
(Herd et al., 2007; Hosie et al., 2007). Beispielsweise weisen Patienten, die an
Angststérungen leiden, geringere Mengen an Neurosteroiden im Kérper auf (Mohler, 2011).
Steigende Neurosteroidkonzentrationen im ZNS koénnen zur Anxiolyse, Sedierung,
Muskelrelaxation und Anasthesie fuhren. AufRerdem kann die Aktivitat der
hypothalamischen-hypophysaren-adrenalen Achse, welche fir die Kontrolle der
Stressantwort verantwortlich ist, gehemmt werden (Hosie et al., 2007).

Die Effekte der Neurosteroide werden Uber voneinander getrennte Interaktionsstellen, die
transmembranar zwischen a- und B-Untereinheiten lokalisiert sind, vermittelt (Sigel und
Steinmann, 2012; Carver und Reddy, 2013). Es existieren vermutlich drei oder vier
Bindungsstellen fiir Steroide am GABA, Rezeptor (Hosie et al., 2007). Uber Bindung der
Neurosteroide an die sogenannte modulatorische Bindungsstelle, die sich zwischen aTM1
und aTM4 befindet und die Aminosaure GIn241 enthélt, wird der Effekt von GABA potenziert,
wahrend Uber die zweite Bindungstasche, die zwischen aTM1 und BTM3 lokalisiert ist und
die Aminosaure Thr236 enthalt, GABA, Kanale direkt von Neurosteroiden aktiviert werden
(Hosie et al., 2007; Olsen und Sieghart, 2009). Weiters gibt es noch eine oder zwei
Bindungstaschen fir die antagonistisch wirkenden sulfatierten Steroide. Deren genaue
Lokalisation, die sich vermutlich auf der TM1 und/oder TM2 Domane befindet, ist noch nicht
bekannt (Hosie et al., 2007).

Eine Zeit lang dachte man, dass nur jene GABA, Rezeptoren durch Neurosteroide moduliert
werden konnen, die eine 6-Untereinheit enthalten. Mittlerweile weild man, dass auch GABA,
Rezeptoren mit y-Untereinheiten von Neurosteroiden moduliert werden (Sigel und
Steinmann, 2012).
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1.10.2 Benzodiazepine:

Benzodiazepine (siehe Abbildung 13) oder auch Benzodiazepin-Agonisten genannt, wie
Diazepam, Flunitrazepam, oder Clonazepam werden in der klinischen Praxis als Anxiolytika,
Sedativa-Hypnotica, Antikonvulsiva und Muskelrelaxantien verwendet (Moéhler et al., 2002;
Siegel und Steinmann, 2012). In Zukunft kénnten sie auch fir die Behandlung folgender
Krankheitsbilder wertvoll sein: chronische Schmerzen, Depressionen, Schizophrenie und
Schlaganfall (Rudolph und Knoflach, 2011).

Anterograde Amnesie, Beeintrachtigung der Bewegungskoordination und Verstarkung der
Alkoholwirkung zahlen zu den Nebenwirkungen klassischer Benzodiazepine (Rudolph et al.,
1999). AuRerdem kann es zur Toleranzentwicklung und Abhangigkeit kommen (Rudolph et
al., 2001; Connolly und Wafford, 2004; Uusi-Oukari und Korpi, 2010; Rudolph und Knoflach,
2011). Benzodiazepine losen Nebenwirkungen aus, weil sie relativ unselektiv an vielen
verschiedenen GABA, Rezeptor Subtypen angreifen (Connolly und Wafford, 2004).

Aus chemischer Sicht bestehen Benzodiazepine aus einem Benzen und einem Diazepin
Ring, welche miteinander fusioniert sind. Zwei N Atome befinden sich meist in den
Positionen 1 und 4 (Rudolph und Knoflach, 2011).

Abbildung 13: Strukturformel der
klassischen Benzodiazepine

Benzodiazepine binden an einer Bindungsstelle, die sich zwischen der a- und der y,-
Untereinheit befindet. Diese Bindungsstelle besteht aus Aminosauren, die sich in den loops
A bis F befinden (siehe Abbildung 14) (Hanson und Czajkowski, 2008). Sie binden also am
GABA, Rezeptor an einer anderen Position als GABA. Dadurch verstarken sie den Effekt
von GABA im ZNS (Mohler et al., 2002; Sancar und Czajkowski, 2011; Siegel und
Steinmann, 2012).
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Die Aminosauren a;His101, a;Tyr209 und y,Phe77 befinden sich in den A, C und D
Schleifen. Sie sind Teil der Benzodiazepin Bindungstasche und interagieren direkt mit den
Liganden (Uusi-Oukari und Korpi, 2010). Aul3erdem befinden sich die Aminoséuren Ala79
und Thr81 auf der y,-Untereinheit in der Benzodiazepin Bindungstasche (Teissere und
Czajkowski, 2001). Kirzlich wurde auch zwischen der a- und der B-Untereinheit eine
Bindungsstelle fir Benzodiazepine entdeckt, die der Bindungsstelle zwischen der a- und y,-
Untereinheit &hnelt (Sieghart et al., 2012; Sigel und Steinmann, 2012). Benzodiazepine, die
an dieser Stelle angreifen, kdnnten in Zukunft fir die Langzeitbehandlung der Epilepsie
eingesetzt werden (Sieghart et al., 2012).

Ligand Binding
Domain

Transmembrane
Domain

Abbildung 14 zeigt ein Homologiemodell der
a;-(rot) und der vy,-(blau) Untereinheit des
GABA, Rezeptors. Die Bindungsstellen der
Benzodiazepine (loops A-F) sind gelb, loop F
ist griin dargestellt (Hanson und Czajkowski,
2008)

Verschiedene GABA, Rezeptor Subtypen sind relevant fur die pharmakologische Wirkung
von Benzodiazepinen. Mit Hilfe von in vivo Punktmutationen fand man heraus, dass a;
enthaltende GABA, Rezeptoren fir die sedierende Wirkung von Benzodiazepinen
verantwortlich sind. Nach Verabreichung von Diazepam konnte keine verminderte
lokomotorische Aktivitat, was einer Sedierung entsprechen wirde, festgestellt werden
(Rudolph und Mdhler, 2006). AuRerdem vermittelt die a;-Untereinheit anterograde Amnesie
und antikonvulsive Effekte (Moéhler et al., 2002; Rudolph und Knoflach, 2011). Abhangigkeit
wird ebenfalls Uber a;-enthaltende GABA, Rezeptoren vermittelt (Mohler, 2012).

GABA, Rezeptoren mit a,-Untereinheiten sind hauptsachlich fur den angstlosenden Effekt

zustandig (Mohler et al., 2002; Rudolph und Knoflach, 2011). Die muskelrelaxierende
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Wirkung ist teilweise auf az- und as-Untereinheiten zuriickzufiihren (Rudolph und Knoflach,
2011). Diazepam besitzt auch analgetische Aktivitat, was auf jene a,- und az-Untereinheiten
enthaltenden GABA, Rezeptoren zuruckzufihren ist, die sich am Dorsalhorn des
Ruckenmarks befinden (M6hler, 2011).

Unter chronischer Behandlung mit Diazepam kann es zur Toleranzentwicklung kommen.
Dafur ist eine Interaktion des Benzodiazepins mit der a;- und der as-Rezeptor Untereinheit
notwendig (Mohler, 2006; Rudolph und Knoflach, 2011). Die typischen Benzodiazepin
Nebenwirkungen, wie die Potenzierung der Wirkung durch Ethanol und die Stérung von
Bewegungsablaufen, werden vermutlich tber jene GABAA Rezeptoren, die a,-, az- oder as-
Untereinheiten enthalten, ausgeldst (Rudolph et al., 1999).

Klassische Benzodiazepine, wie Diazepam oder Flunitrazepam, interagieren ausschlie3lich
mit den als Diazepam-sensitiven bezeichneten GABA, Rezeptoren (Mohler, 2006). Diese
setzen sich aus a;-, a,-, a3-, as-Untereinheiten in Kombination mit einer -, meist B,- oder Bs-
und der y,-Untereinheit zusammen (Rudolph und Méhler, 2006): a;By,, a:By2, asBy., AsPYa.
Alle diese Diazepam-sensitiven Rezeptor Untereinheiten beinhalten die Aminosaure Histidin
an diesen Stellen: a;His101, a,His101, asHis126, asHis105

Im Gegensatz dazu besitzen die sogenannten Diazepam-insensitiven Rezeptoren Arginin
anstatt Histidin in der jeweiligen Position (Rudolph et al., 1999), weswegen klassische
Benzodiazepine nicht an a4y, oder an agBy, Rezeptoren binden. AuRerdem modulieren die
meisten Benzodiazepine Rezeptoren mit y;- oder ys-Untereinheiten nicht oder kaum (Mdhler
et al, 2002; Olsen und Sieghart, 2009).

Die klassischen Benzodiazepine besitzen nicht die Fahigkeit, zwischen verschiedenen
GABA, Rezeptor Subtypen zu unterscheiden. Mittlerweile wurden jedoch Substanzen
entwickelt, die eine Selektivitat fir a;fy. Rezeptoren aufweisen, wie die Benzodiazepine
Quazepam und Cinolazepam und Nicht-Benzodiazepine wie Zolpidem, Abecarnil, Zaleplon
und Indiplon. Die meisten dieser Arzneistoffe wirken sedierend und hypnotisch (Olsen und
Sieghart, 2009). Zaleplon beispielsweise, chemisch gesehen ein Pyrazolopyramidin, wird wie
schon erwahnt als Hypnotikum zur Behandlung von Schlafstérungen eingesetzt. Es bindet
vor allem an Rezeptoren mit a;- und yz-Untereinheiten, daneben acht bis zwanzig mal
schwéacher an Rezeptoren mit a,-, as- und as-Untereinheiten. Diese selektiven Liganden
sollen nebenwirkungsarmer als klassische Benzodiazepine sein (Méhler et al., 2002).

Die klassischen Benzodiazepine wie Valium sind wie schon erwdhnt positiv allosterische
Modulatoren, die den Kanal nicht selbst 06ffnen, sondern zu einer allosterischen
Konformations&nderung des Rezeptors fuhren (Sigel und Steinmann, 2012). Dadurch erhéht
sich die Affinitdt von GABA zum GABA, Rezeptor, was zu einer verstarkten
Offnungsfrequenz des Kanals fiihrt (Boileau und Czajkowski, 1999). Das bedeutet, dass

durch die allosterische Modulation der Benzodiazepine fur die gleiche Menge an GABA mehr
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Rezeptoren aktiviert werden (Moéhler, 2011). Jedoch kénnen Benzodiazepine maximale
Strome, die durch maximale GABA Konzentrationen hervorgerufen werden, nicht
beeinflussen. Benzodiazepine verschieben namlich nur die GABA
Konzentrationswirkungskurve hin zu niedrigeren GABA Konzentrationen (Sigel und
Steinmann, 2012). Die GABA, Rezeptor Modulation durch Benzodiazepin Agonisten ist also
selbst-limitierend: Die Leitfahigkeit des Kanals ist in der Gegenwart von GABA und
Benzodiazepinen nicht héher als jene Leitfahigkeit, die nur Uber hohe GABA Dosen allein
hervorgerufen wird (Rudolph und Knoflach, 2011). Deshalb sind Uberdosierungen mit
Benzodiazepinen in Monotherapie kaum méglich (Hevers und Liddens, 1998).

Neben den modulatorisch wirkenden Benzodiazepinen gibt es auch Antagonisten an der
Benzodiazepin Bindungsstelle. Flumazenil beispielsweise wird als Antidot bei Benzodiazepin
Uberdosierungen verabreicht (Mohler, 2011). Weiters gibt es negativ allosterische
Modulatoren, sog. inverse Agonisten. Dazu gehdrt beispielsweise 3-carbomethoxy-4-ethyl-
6,7-dimethoxy-B-carbolin (DMCM) (Hanson und Czajkowski, 2008; Sigel und Steinmann,
2012).

1.10.3 Anasthetika:

Anasthetika induzieren ein reversibles Stadium der Bewusstlosigkeit, welches durch
Amnesie, Analgesie und Bewegungslosigkeit gekennzeichnet ist (Bali und Akabas, 2004;
Franks, 2006; Campagna-Slater und Weaver, 2007). Hauptsachlich sollen der Thalamus,
Hypothalamus und Hirnstamm beteiligt sein (Yanovsky et al., 2012).

Es existieren zwei Arten von Anasthetika: Inhalationsanasthetika wie Halothan (siehe
Abbildung 15) und Injektionsanéasthetika wie Propofol (siehe Abbildung 16) oder Etomidat.
Inhalationsnarkotika werden hauptsachlich zur Aufrechterhaltung der Narkose verwendet,
wahrend Injektionsnarkotika vor allem zur Narkoseeinleitung genutzt werden. Wahrend der
Erholungsphase von der Narkose kann der ,Hangover* Effekt mancher Anasthetika stérend
sein (Whiting, 2003).

Die Targets, an denen klinisch verwendete Anasthetika angreifen, waren lange nicht bekannt
(Reynolds et al., 2003; Franks, 2006; Mohler, 2006; Campagna-Slater und Weaver, 2007).
Urspringlich wurde angenommen, dass Andasthetika Uber unspezifische Interaktionen mit der
Lipiddoppelschicht die Membranfluiditat beeinflussen. Jedoch konnte gezeigt werden, dass
sie mit Liganden-gesteuerten-lonenkanalen, wie mit dem GABA, Rezeptor interagieren (Bali
und Akabas, 2004; Franks, 2006; Campagna-Slater und Weaver; 2007). Die meisten
Anasthetika wirken als positive allosterische Modulatoren von GABA, Rezeptoren (Whiting,
2003; Forman und Miller, 2011). Einige Inhalationsnarkotika greifen nicht nur am GABA,

Rezeptor, sondern auch an Kaliumkandlen und spannungsgesteuerten Natrium- oder
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Calciumkanalen an. Uber die Aktivierung der Kaliumkanale, die fir die Ausbildung des
Ruhepotentials zustandig sind, kommt es zur Inhibition der neuronalen Aktivitdt und zur
Hyperpolarisation (Son, 2010).

Halothan, Enfluran, Isofluran und Sevofluran gehdren zur Gruppe der Inhalationsanasthetika
(Kotani und Akaike, 2013). Inhalationsanéasthetika binden an GABA, Rezeptoren, die eine a;-
,02- und B;-Untereinheit enthalten (Ogawa et al., 2011). Sie interagieren mit folgenden
Aminosauren, die sich auf der a;-Untereinheit in oder nahe der mutmallichen
Alkoholbindungstasche befinden: Leu232 (TM1), Ser270 (TM2), Ala291 (TM3), Tyr4ll,
Thr414, Tyr41l5 (TM4) (Campagna-Slater und Weaver, 2007). Aul3erdem binden sie an
extrasynaptische GABA, Rezeptoren, die a4- oder as-Untereinheiten enthalten, was zu einer
Verstarkung der tonischen Inhibition fuhrt. Auch die Hemmung der GABA Wiederaufnahme
durch Inhalationsnarkotika fiihrt zu hoéheren extrazellularen GABA Konzentrationen. Dies
bewirkt wiederum eine verstarkte extrasynaptische GABA, Rezeptor Aktivierung. Jene
Rezeptoren, die sich extrasynaptisch aufhalten, kdnnten also die Hauptbindungsstellen fir
Inhalationsanasthetika bilden (Kotani und Akaike, 2013).

Die Effekte der Injektionsnarkotika am GABA, Rezeptor sind konzentrationsabhangig. In
niedrigen Dosen potenzieren sie GABA-induzierte Strome. In héheren Dosen 6ffnen sie in
Abwesenheit des Agonists GABA den Kanal direkt und in noch héheren Konzentrationen
kénnen Anasthetika die GABA-induzierten Strome sogar hemmen (Bali und Akabas, 2004).
Das Injektionsnarkotikum Etomidat ist chemisch gesehen ein Imidazol, welches ein chirales
C-Atom enthélt. Sein R (+) Enantiomer wirkt zehn bis zwanzig fach starker hypnotisch als S
(-) Etomidat (Forman, 2011). Etomidat bindet zwischen a;- und B,/Bs-Untereinheiten des
GABA, Rezeptors (Forman und Miller, 2011; Forman, 2011). Die anasthetischen
Eigenschaften von Etomidat werden hauptsachlich Gber (3; beinhaltende GABA, Rezeptoren
vermittelt, wahrend seine sedierende Wirkung durch die B,-Untereinheit zustande kommt
(Whiting, 2003; Reynolds et al., 2003; Forman, 2011). Bs-Untereinheit selektive Narkotika
konnten also von Vorteil sein, weil sie wahrscheinlich eine schnellere Erholung ohne
.Hangover® zulassen wirden (Whiting, 2003). Die Aminosaure Asn265 (TM2) auf der .-
Untereinheit ist eine Schlisselaminosdure fir die Wirkung von Etomidat an GABA,
Rezeptoren. Die B;-Untereinheit besitzt an jener Stelle einen Serin Rest und ist daher
unempfindlich gegentiber Etomidat (Reynolds et al., 2003; Campagna-Slater und Weaver,
2007; Forman, 2011). Extrasynaptische GABA, Rezeptoren, die eine as- und eine ©-
Untereinheit enthalten, tragen zur Etomidat-induzierten Amnesie bei (Forman, 2011).
Propofol ist das am haufigsten verwendete Injektionsnarkotikum. Fir die Bindung von
Propofol soll die Aminosaure Met286 (TM3) auf der B,-Untereinheit eine wichtige Rolle

spielen (siehe Abbildung 17). Auflzerdem reichen geringe Dosen von Propofol aus, um eine
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GABAerge Hemmung auszulésen, welche durch (s-Untereinheiten vermittelt wird (Yanovsky
et al., 2012).
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Abbildung 15: Abbildung 16: Strukturformel Propofol

Strukturformel Halothan

propofol
binding site

etomidate -
binding site

Abbildung 17 zeigt die Bindungsstellen fir
Propofol und Etomidat am GABA, Rezeptor
(Campagna-Slater und Weaver, 2007)

Phencyclidin und Ketamin (siehe Abbildung 18) sind dissoziative Anasthetika. Das bedeutet,
dass sie nicht nur Analgesie und Bewusstlosigkeit hervorrufen, sondern auch

psychomimetische Wirkungen zeigen (Hevers et al., 2008). Phencyclidin ist vor allem in den
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USA als StraRendroge bekannt (Koseki und Nabeshima, 2010). Es wird im Gegensatz zu
Ketamin nicht mehr therapeutisch verwendet. Bei Ketamin treten namlich weniger
Nebenwirkungen als bei Phencyclidin auf. AuRerdem fihrt Ketamin starker zu einer
Depression des ZNS. Beide hemmen NMDA Rezeptoren nicht kompetitiv und wirken
wahrscheinlich zusatzlich auf GABA, Rezeptoren. Ketamin soll selektiv agonistisch an as[3,0
und agf3:0 GABA, Rezeptoren wirken (Hevers et al., 2008).
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Abbildung 18: Strukturformel
Ketamin

1.10.4 Ethanol:

Die WHO schatzt, dass es weltweit zwei Milliarden Menschen gibt, die zu viel Alkohol
konsumieren. Alkoholabhangigkeit kann unter anderem genetisch bedingt sein.

Alkohol moduliert in einigen Gehirnregionen, wie in der zentralen und basolateralen
Amygdala, in der Area tegmentalis ventralis und im Hippocampus GABA, Rezeptoren (Cui et
al., 2012). Ethanol verlangert vermutlich die mittlere Offnungszeit der Kanale und erhoht
daneben auch die Offnungsfrequenz der Kanéle.

Ethanol zeigt dosisabhangig verschiedene Wirkungen: in niedrigen Dosen beobachtet man
anxiolytische Effekte, Sedierung, unkoordinierte Bewegungsablaufe, Beeintrachtigung des
Beurteilungsvermdgens und in hohen Dosen Bewusstlosigkeit (Lobo und Harris, 2008).

Nach chronischer Alkoholeinnahme wurde eine erhdhte a4-, as- und y,-, aber eine
verminderte a;3-, as- und 6-mRNA Expression beobachtet (Cui et al., 2012). Durch die
Langzeitkonsumation von  Alkohol kdénnen sich Toleranz, Abhangigkeit und
Entzugssymptome entwickeln (Uusi-Oukari und Korpi, 2010). Der Toleranzeffekt, der durch
die Downregulation Ethanol-sensitiver GABA, Rezeptoren zustande kommt, kann nach einer
Minute, aber auch erst nach einem Tag auftreten (Gonzalez et al., 2012).

In hohen letalen Dosen (>50 mM) verandert Ethanol die Funktion vieler Membranproteine,

unter anderem auch die des GABA, Rezeptors (Sigel und Steinmann, 2012). In toxischen
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Konzentrationen potenziert Alkohol hauptsachlich GABA-induzierte Strome durch a;f3,ya,
02B3y2 und asBay. Rezeptoren, wahrend in geringeren Konzentrationen Ethanol vorwiegend
GABA, Rezeptoren, die eine as- und as-Untereinheit enthalten, moduliert (Cui et al., 2012).
Die Kombination von Rezeptoren mit einer as- bzw. a4-Untereinheit gemeinsam mit einer -
und ®-Untereinheit ist besonders Ethanol-sensitiv (Lobo und Harris, 2008). Es ist noch
ungewiss, ob auch Alkoholkonzentrationen <20 mM, die bereits das menschliche Verhalten
beeinflussen konnen, einen Effekt auf den GABA, Rezeptor haben (Sigel und Steinmann,
2012).

Tabla 1

GABA, receptor subtype ligands.

Cirug Main activity Interaction with recombinant GABA. receptors™ Rieferences
Benzodiazepine site ligands
Zolpidem Hypnotic Praferantial affinity for w1 [49]
Falaplons Hypnotic Praferantial affinity for a1 [48]
Indiplon Hypnotic Praferantial affinity for «1 [50]
L-838 #17 Anxichtic Comparable affinity at @1, @2, &3 and &5 subtypas. Partial 2gonist at [31
. w2, 3 and ob (but not «1) subtypss
Ocinaplon Anxiohtic Comparabls affinity at a1 «2, &3 and o5 subtpyas. Partial agonist at [E1%]
w2, 3 and «b subfypes. Mearly full 2gonist at el
SL 651 438 Anxichtic Agonist at 2 and «3. Partial agonist at 1 and &5 subtypes [52]
TPA 023 Anxichtic Partial agonist at &2 and @3 subtypes. Antagonist at «1 and b [
subtypes
TPOO3 Anxiohtic (=t high recaptor Comparable affinity at a1, @2, &3 and &5 subtypas. Salective agonist [227]
acoupancy) sfficacy at «3 subfype
ELB139 Anxichtic Selactive recaptor profile uncertain [53]
L-655 708 Mamory anhancer, Partial inversa agonist, with preference for af subtyps [a%,9.20.,51%]
anxiogenic
«d 1A Anxioganic Weak inversa agonist at a3 [21]
Ligands at modulatory sites other than the benzodiazepine site
Ethanal Anxiohytic, sadativa High sansitivity (=3 mM) at «$a8)E35"; medium sensitivity (=30 mM) [54]

at ad(xBB2E"; low sensitivity (=100 mM) at eded)pa~2

Meurosteroids (2.9- Anxichtic, sadativa High sansitivity at &-containing subtypes® and at &1 and &3 recaptors  [65]

B, So-THDOG) Anassthetic in combination with {1

Imtravanous ‘Sedative, anassthetic Act on recaptor subtypes contzining B2 (i.e. mainly @2 and a3 [38]
anassthetics (stomidats subtypes)
propofol)

Dihydroguinoline Anxiohtic Agonist sfficacy at «2 but not «1 subtyps [20]
(compound 4)

GABA site

Gaboxadol Hypnotic Partial agonist at &1 and &3 subtypas. Full agonist at &5 subtype. [5E]

Agonist at «4838 raceptors

*Data should be treated with caution, as racombinant receptors that are axpressed in forsign host cslls might not give an accurats reflection of their
neuronal counterparts. BGABA is a weak partial agonist on &-containing receptors, which largsly explains the strong modulatory responss of ligands
acting on &-containing raceptors [57]. THDOGC, Se-pregnans-3de,21-diol-20-one.

Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht uber die Wirkungen verschiedener GABA, Rezeptor Modulatoren
(Rudolph und Mdohler, 2006)

1.10.5 Barbiturate:

Barbiturate wurden anfangs des 20. Jahrhunderts als Beruhigungsmittel auf den Markt

gebracht. In der klinischen Praxis wurden sie auch als Sedativa, Anxiolytika, Hypnotica,

Anaesthetika und Antikonvulsiva verwendet (Uusi-Oukari und Korpi, 2010). Neben einigen

anderen Rezeptoren, wie spannungsabhangige Calcium- und Natriumkanéle, binden
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Barbiturate hauptsachlich an GABA. Rezeptoren und vermindern dadurch die neuronale
Erregbarkeit (Mathers et al., 2007).

Die Wirkung von Barbituraten ist dosisabh&ngig. In niedrigen Konzentrationen wirken sie als
allosterische Modulatoren von GABA, Rezeptoren (Sancar und Czajkowski, 2011). Im
Gegensatz zu Benzodiazepinen, die die Offnungsfrequenz des Kanals erhéhen, verlangern
Barbiturate jedoch die Offnungszeit des GABA, Kanals. In hoheren Konzentrationen
aktivieren Barbiturate den Rezeptor direkt. In Konzentrationen, die dartber hinaus gehen,
wird der GABA, Rezeptor blockiert (Loscher und Rogawski, 2012).

Die Barbiturate Pentobarbital (siehe Abbildung 19) und Phenobarbital (siehe Abbildung 20)
zeigen ein unterschiedliches therapeutisches Profil. Pentobarbital wirkt vor allem sedierend,
in hoéheren Dosen andasthetisch und muskelrelaxierend. Phenobarbital wirkt dagegen vor
allem antikonvulsiv und fihrt erst in hohen therapeutischen Dosen zur Sedierung (Mathers et
al., 2007; Loéscher und Rogawski, 2012). Seine geringere Effektivitat lasst sich vermutlich
auf eine reduzierte Aktivitdt an anderen lonenkanélen zurtckfihren. Auferdem ist seine
Eigenschaft, den GABA, Rezeptor direkt zu aktivieren, nur sehr schwach ausgepragt
(Loscher und Rogawski, 2012). Phenobarbital zeigt in therapeutischen Dosen im Thalamus
keine Wirkung. Angriffspunkt von Phenobarbital ist vermutlich der Neocortex.

Amobarbital, ein chemisches Isomer von Pentobarbital, wird in der Diagnostik zur
Regionalanésthesie im Vorderhirn verwendet (Mathers et al., 2007).

Die Lokalisation einer Barbituratbindungsstelle an GABA, Rezeptoren ist bis heute nicht
bekannt, jedoch interagieren sie nicht mit der GABA oder Benzodiazepinbindungsstelle
(Sancar und Czajkowski, 2011). AuRerdem vermutet man, dass die TM2 und TM3 auf der [3-
Untereinheit eine entscheidende Rolle spielen. Eine Bindungstasche, auf welcher sich die
Aminosauren Met286 auf der B-Untereinheit und Met236 auf der a-Untereinheit befinden, soll
auch an der Bindung von Barbituraten an den GABA, Rezeptor beteiligt sein (Ldscher und
Rogawski, 2012).

° ﬁ
|
HN/\NH HN/\NH
CHj; H3C
H3C
CH;

Abbildung 19: Strukturformel
Pentobarbital Abbildung 20:
Strukturformel Phenobarbital
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1.10.6 Furosemid:

Das Schleifendiuretikum Furosemid (siehe Abbildung21) ist ein nicht-kompetitiver Antagonist
von GABA, Rezeptoren (Wall, 2002). In der selben Konzentration, in der es am GABAx
Rezeptor angreift, blockiert es aber auch den Natrium-Chlorid-Kalium Cotransporter.
Dadurch entsteht seine diuretische Wirkung. Furosemid blockiert au3erdem den Kalium-
Chlorid Cotransporter KCC2. Dieser Cotransporter ist in Neuronen fir die Herstellung eines
Chloridionengradienten, welcher fur eine GABA-induzierte Hyperpolarisation notwendig ist,
zustandig (Korpi et al., 2002).

GABA, Rezeptoren mit ag- und Bos-Untereinheiten sind empfindlich gegeniber Furosemid
(Korpi und Luddens, 1997; Korpi et al., 2002; Wall, 2002). ae¢B.sy. Rezeptoren, die sich in
den Kornerzellen des Kleinhirns befinden, reagieren also auf den nicht-kompetitiven
Antagonismus von Furosemid. B; enthaltende Rezeptoren sind hingegen unempfindlich
(Korpi et al.,, 2002; Wall, 2002). Die spezifische Verteilung jener Rezeptoren, mit denen
Furosemid interagiert, ist daher von der Lokalisation der ag-Untereinheit abhangig. Die
Verteilung dieser Untereinheit beschrénkt sich hauptsachlich auf das Kleinhirn.

Die Aminosaure, die fur die Inhibition durch Furosemid eine priméare Rolle spielt, wurde auf
der ag-Untereinheit auf einem kurzen Abschnitt zwischen N-terminalen Aminosauren und der
zweiten Halfte der TM1 gefunden (Korpi et al., 2002). Es handelt sich hierbei um einen
Isoleucin Rest in Position 228. Weiters entdeckte man einen Asparagin Rest in Position 265

auf der B-Untereinheit, der ebenfalls wichtig zu sein scheint (Thompson et al., 1999).

NH,
O—S—oO
Cl
(@]
Xy
OH NH
(@] \

Abbildung 21: Strukturformel
Furosemid
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1.10.7 Loreclezol:

Das Antikonvulsivum Loreclezol (siehe Abbildung 22) wurde zur Behandlung der Epilepsie
entwickelt. Es moduliert GABA, Rezeptoren, jedoch nicht Uber die Interaktionsstellen der
Benzodiazepine, Barbiturate, Steroide oder Anasthetika (Hevers und Liddens, 1998).
Loreclezol ist als allosterischer Modulator an GABA, Rezeptoren, die eine B,- oder Bs-
Untereinheit enthalten, bekannt (Thomet et al., 2000). Es verstarkt GABA-induzierte-Stréme
durch B,- und Bs-Untereinheiten enthaltenden Rezeptoren ca. 300 mal effizienter als durch
Rezeptoren, die ein B;-Untereinheit enthalten.

Es wurde ein Asparaginrest in Position 289 bzw. 290 in der TM2 Region der B,- und Bs-
Rezeptor Untereinheiten identifiziert. Dieser soll essentiell fur die Modulation durch
Loreclezol am GABA, Rezeptor sein. Der Austausch dieses Asparaginrests gegen Serin
oder Methionin macht den GABA, Rezeptor unempfindlich gegentber Loreclezol (Hevers
und Luddens, 1998). Weiters entfaltet Loreclezol seine Wirkung tber die selbe Aminosaure
wie das Injektionsnarkotikum Etomidat, Uber den Asparagin Rest in Position 265 (TM2) der
B2-Untereinheit (Reynolds et al., 2003).

cl Cl léN
NN N\N/>

Cl

Abbildung 22: Strukturformel Loreclezol
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1.11 ZNS-Erkrankungen

Die Balance zwischen excitatorischer und inhibitorischer Neurotransmission ist eine
Grundvoraussetzung fir die normale Funktion des Gehirns. GABAerge Neuronen sind wie
schon erwédhnt hauptsachlich fur die inhibitorische Kontrolle zustandig. Bei einer
pharmakologischen Verschiebung der Balance zwischen neuronaler Excitation und
neuronaler Inhibition Richtung GABAerger Transmission, kommt es zur Anxiolyse, zu
Sedierung, Amnesie, Ataxie und Bewusstseinsverlust. Im Gegensatz dazu kann es durch
eine Hemmung des GABAergen Systems zu Erregung und Ruhelosigkeit kommen. ZNS-
Erkrankungen, wie Angst- und Schlafstérungen, Depressionen, Alkoholabhéngigkeit,

Schizophrenie oder Epilepsie kdnnen die Folge sein (Mohler, 2006a).

1.11.1 Angststorungen und Depressionen:

Wiederkehrender Stress kann in Menschen und Tieren Angst und Depressionen ausldsen.
Angstmechanismen haben sich entwickelt, damit sich der Mensch beispielsweise von einer
plotzlichen Bedrohung fernhalt. Bei Patienten, die unter Angstzustanden leiden, kann es
durch Ausloser wie plotzliche Gerdusche oder Spinnen, zu extremer Erregtheit und
emotionalem Stress kommen. Angst geht mit Symptomen wie starker Erregung, sinnlosen
Sorgen und Vermeidung sozialer Kontakte einher. Eine verstarkte Aktivitat der Amygdala,
sowie eine verminderte Aktivitat des orbifrontalen und medial prefrontalen Kortex wurde an
Patienten mit Angststérungen beobachtet.

Angststdrungen werden in finf Gruppen eingeteilt:

Generalisierte Angststérungen
Panikstérungen
Zwanghafte Stérungen

Soziale Angststérungen

a > w N

Posttraumatische Stressstorungen

Depression ist die Bezeichnung fur eine sehr komplexe Erkrankung. Sie ist durch
Schlafstérungen,  Mudigkeit,  vermindertes  Selbstvertrauen,  Pessimismus  und
Selbstmordgedanken gekennzeichnet.

Die Madoglichkeit, dass Angst und Depressionen aufgrund einer gemeinsamen
neurobiologischen Fehlfunktion auftreten, wird durch die Tatsache unterstitzt, dass beide
Krankheiten auf die selben Therapieschemata ansprechen. Den Beweis dafir liefern
Selektive Serotonin Wiederaufnahme Hemmer (SSRI's), welche als Mittel der Wahl in der

Therapie gegen Angste und Depressionen eingesetzt werden.
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Die durch GABA vermittelte Pathophysiologie scheint ein bestimmender Faktor flr beide
Erkrankungen zu sein. In Patienten mit Panikstorungen wurde ein Defizit an GABAs
Rezeptoren festgestellt (Mohler, 2012). Eine Reduktion der GABA Transmission I6st Angst
und Depressionen aus, wahrend Arzneistoff-induzierte Verstarkung der GABA Transmission
dagegen Angst-losend wirkt (M6hler, 2006a; Mohler, 2012).

Tricyclische Antidepressiva lindern Angste und Depressionen, bringen jedoch verstarkt
Nebenwirkungen mit sich. Auch Benzodiazepine wie Alprazolam werden bei Angststorungen
eingesetzt. Wegen ihrer sedierenden Wirkung und dem Abhé&ngigkeitspotential werden sie
jedoch nicht bei Depressionen verwendet.

Daher versucht man, Anxiolytika ohne sedierende Nebenwirkung zu entwickeln (Mdohler,
2006). Der Partialagonist TPA023 moduliert GABA, Rezeptoren, welche eine ay5s-
Untereinheit enthalten und wirkt anxiolytisch, ohne jedoch zu unerwiinschter Sedierung oder
Abhangigkeit zu fuhren (Rudolph und Knoflach, 2011; Méhler, 2012).

1.11.2 Epilepsie:

Wenn Menschen zwei oder mehrere grundlos ausgeldste Krampfanfélle erleiden, spricht
man von Epilepsie (Macdonald et al., 2010). Dabei kommt es zu einer transienten
paroxysmalen hypersynchronen elektrischen Entladung im Gehirn, das durch zu starke
Erregung oder zu schwache Inhibition zustande kommt (Treiman, 2001). Diese
neurologische Erkrankung betrifft 0,5 bis 1% der Bevolkerung weltweit (Macdonald, 2010).
Epilepsie besitzt kein einheitliches klinisches Bild. So z&hlt man beispielsweise Absence vor
allem im Kindesalter, die als gutartig eingestuft wird, juvenile myoklonische Anfalle,
Fieberkrampfe, generalisierte Epilepsie oder auch das Dravet-Syndrom, bei welchem
schwere Myoklonien vor allem in der Kindheit auftreten, zu diesem Symptomenkreis (Kang
und Macdonald, 2009; Macdonald et al., 2010).

In Teilen des Hippocampus epileptischer Patienten wurde eine verminderte Anzahl an
GABA, Rezeptoren und GABA-Transportern nachgewiesen. Daher werden in der Therapie
der Epilepsie haufig Substanzen, die die GABAerge Neurotransmission verstarken wie
Benzodiazepine, Barbiturate, Cetyl-GABA oder Progabid eingesetzt.

Nicht alle Antiepileptika greifen jedoch direkt an GABA, Rezeptoren an. Das Antikonvulsivum
Tiagabin blockiert die Wiederaufnahme von GABA in Neuronen und Gliazellen. Dadurch
bleibt mehr GABA im synaptischen Spalt. Vigabatrin hemmt den GABA-Katabolismus, indem
es als irreversibler Suizidinhibitor der GABA Transaminase fungiert. Auch dadurch steigen
die synaptischen GABA Konzentrationen. Tiagabin und Vigabatrin werden zur Behandlung
von fokalen Krampfanfallen eingesetzt (Treiman, 2001). Valproinsaure (siehe Abbildung 23)

verhindert Uber die Hemmung der GABA Transaminase und der
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Succinatsemialdehyddehydrogenase den Abbau von GABA (Terbach und Williams, 2009).
Sie wird neben ihrer Indikation als Antikonvulsivum gegen bestimmte Epilepsieformen in der
Kindheit, auch bei Depressionen, Migrane und Schizophrenie eingesetzt (Chateauvieux et
al., 2010).

Antiepileptika wie Valproinsaure blockieren daneben auch spannungsabhangige
Calciumkanéle und Natriumkandle und verhindern dadurch eine Depolarisation der
Nervenzelle (Brodie, 2010). Gabapentin zum Beispiel wirkt hauptséchlich tber die Hemmung
spannungsgesteuerter Calciumkanale. Bis auf die haufig auftretenden Nebenwirkungen
Schlafrigkeit und Schwindel, wird dieser Arzneistoff gut vertragen (Striano und Striano,
2008).

Andere Antiepileptika, wie Felbamat oder Topiramat, wirken hauptsachlich Uber die
Hemmung spezifischer Glutamatrezeptoren, was die excitatorische Neurotransmission
reduziert (Brodie, 2010).

Carbamazepin (siehe Abbildung 24) weist strukturelle Ahnlichkeit mit tricyclischen
Antidepressiva auf. Daher wird es nicht nur als Mittel der Wahl zur Behandlung
verschiedener Formen der Epilepsie, sondern auch manchmal gegen bipolare Stérungen
eingesetzt (Bialer, 2012). Sein Analogon Eslicarbazepinacetat blockiert wie Carbamazepin
spannungsabhéangige Natriumkanale. Weil dieses nicht zu Carbamazepin 10,11 epoxid
umgewandelt wird, kommt es im Gegensatz zu Carbamazepin zu keiner Enzyminduktion
(Stephen und Brodie, 2011).

@) OH

X

H;C CH,

Abbildung 23: Strukturformel Valproinsaure 4

o) NH,

Abbildung 24: Strukturformel Carbamazepin
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Wahrscheinlich spielt eine komplexe polygenetische Vererbung fur das Auftreten der
Epilepsie eine wichtige Rolle (Macdonald et al., 2010). Mutationen an lonenkanélen konnen
die excitatorische Neurotransmission verstarken oder die inhibitorische Neurotransmission
reduzieren. Dies kann wiederum zur Hypererregbarkeit des Gehirns filhren und bei Patienten
Krampfe auslosen (Kang und Macdonald, 2009; Macdonald et al.,, 2010). Mutationen
beeinflussen den GABAA Rezeptor tber zahlreiche Mechanismen (siehe Abbildung 25). Zum
Beispiel kann die Transkription der mRNA, welche die GABAA Rezeptor Untereinheiten
codiert, beeinflusst werden. Weiters kann es zu falschen Faltungen von Untereinheiten oder
zu nicht korrekter Rezeptorverankerung kommen (Macdonald et al., 2010). Auch Nonsense
Mutationen, die ein fehlplatziertes Stopcodon in der mRNA verschiedener lonenkanéle
generieren, werden mit Epilepsie in Verbindung gebracht (Kang und Macdonald, 2009).
Absencen in der Kindheit und fieberhafte Krampfanfalle werden durch die Punktmutation
Arg43GIn ausgeldst, die sich auf der y,-Untereinheit befindet. Zuséatzlich kommt es auch
durch einen Nukleotidaustausch an der Splice Donor Stelle des Introns 6 auf der y,-
Untereinheit zur Bildung eines nichtfunktionellen Allels. Auf3erdem wird die Mutation
Lys289Met, die in der extrazellularen Schleife der y,-Untereinheit lokalisiert ist, mit
generalisierter Epilepsie, bei der es auch zu fieberhaften Krampfanfallen kommt, assoziiert
(Mohler, 2006a). Weiters fand man in einer Familie, die an der autosomalen dominanten
Form der juvenilen myoklonischen Epilepsie leidet, die Mutation a;Ala322Asp (Mdohler,
2006a; Macdonald et al., 2010).

GABA, receptor subunit gene mutations associated with epilepsies

TR(CQTX) SMEI
(Dravet syndrome)
B3{P115; 515F)
CAE

[3(Ga2R) v2(R430)
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Abbildung 25 zeigt verschiedene Mutationen an Untereinheiten des GABA,
Rezeptors, die mit der Entstehung von Epilepsie in Verbindung gebracht
werden (Kana und Macdonald, 2009)



1.11.3 Schizophrenie:

Es handelt sich hierbei um eine schwere psychiatrische Erkrankung, welche 1% der
Weltbevolkerung betrifft. Meistens manifestiert sich diese Krankheit im spaten Jugend- oder
im friihen Erwachsenenalter. Bei Schizophrenen kommt es durch eine verénderte neuronale
Entwicklung im préafrontalen Kortex zu Defiziten kognitiver Funktionen. Es kann
beispielsweise zum Verlust der Merkfahigkeit und Aufmerksamkeit kommen (Volk und Lewis,
2002).

Einer Hypothese zufolge spielt eine verminderte GABAerge Hemmung eine wichtige Rolle in
der Entstehung der Symptomatik (Mohler, 2006, 2011; Hines et al., 2012). Vor einigen
Jahren fand man heraus, dass unter anderem eine verminderte Anzahl des GABA-
synthetisierenden Enzyms GAD zu diesem GABAergen Defizit in der Kleinhirnrinde fuhrt
(Volk und Lewis, 2002; Méhler, 2011).

Schizophrenie Patienten leiden an einem Uberschuss an Dopamin. Bestimmte GABA,
Rezeptor Subtypen leisten einen Beitrag zur Hemmung des dopaminergen Systems. Dafur
spielen vor allem GABA, Rezeptoren, die eine az-Untereinheit enthalten, eine wichtige Rolle
(Mohler, 2006; Rudolph und Knoflach, 2011). os-Knock-out Mause zeigen eine deutlich
verminderte Prépulsinhibition. Dieser Effekt tritt auch bei Schizophrenen auf (Méhler, 2006;
Rudolph und Knoflach, 2011). Agonisten, die selektiv an as-Untereinheit beinhaltenden
GABA, Rezeptoren binden, kénnten zur Behandlung von Schizophrenie Patienten genutzt
werden (Mohler, 2006). AuBerdem wurde eine kompensatorische Up-Regulation der a,
beinhaltenden GABA, Rezeptoren in Pyramidenzellen beobachtet, was auf ein Defizit
GABAerger Transmission in Schizophrenie Patienten hindeutet (Volk und Lewis, 2002;
Mohler, 2006a). Auch die as-Untereinheit spielt eine Rolle in Schizophrenie-Erkrankter
(Mohler, 2006; Hines et al., 2012). Abnorme strukturelle Verdnderungen im Hippocampus
gehen wahrscheinlich auch mit einem Verlust von as GABA, Rezeptoren einher (Mohler,
2006). All diese Resultate lassen vermuten, dass dz- und as-Untereinheiten selektive
Agonisten effektiv zur Behandlung der Schizophrenie beitragen konnten (Rudolph und
Mohler, 2006; Moéhler, 2006).

1.11.4 Schlafstérungen:

Ausreichend Schlaf ist wichtig fir unser Wohlbefinden. Schlafstérungen kénnen Fahigkeiten
wie Lernen, Erinnerung, Aufmerksamkeit und unser Verhalten negativ beeinflussen (Weiss
und Garbutt, 2010).

Eine verstarkte Aktivitdit GABAerger Neuronen zwischen Thalamus und Kortex deutet darauf

hin, dass GABA fiir einen physiologischen Schlaf essentiell ist. Daneben beweist die
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Verwendung positiv allosterischer Modulatoren des GABA, Rezeptors zur Schlafférderung
die Verbindung zwischen GABAerger Inhibition und Schlaf. Weiters sind GABAerge Defizite,
die beispielsweise durch eine Mutation der Bs-Untereinheit zustande kommt, mit chronischer
Schlaflosigkeit assoziiert (Mohler, 2006a).

Physiologischer Schlaf ist durch langsame Wellen im Elektroenzephalogramm (EEG)
gekennzeichnet. Durch klassische Benzodiazepine wie Diazepam, die haufig zur Therapie
von Schlafstérungen eingesetzt werden, kommt es zu unerwinschten Veranderungen des
physiologischen Schlafs. Die rapid eye movement (REM) Phase, die durch langsame &
Wellen charakterisiert ist, wird gehemmt. Dadurch verandert sich das EEG-Profil in Richtung
steigender Frequenz der  und 6 Wellen (Tobler et al., 2001; Mdhler, 2006). Wahrscheinlich
ist die a;-Untereinheit zwar fur die sedierende Wirkung, jedoch nicht fur diese
Veranderungen im EEG verantwortlich. a; selektive GABA, Rezeptor Agonisten wie
Zolpidem fihren zu Sedierung, verandern jedoch das EEG-Profil nicht (Rudolph und Mdohler,
2006).

Die Untereinheit a, scheint fir den Eingriff in das EEG-Profil des physiologischen Schlafs am
bedeutsamsten zu sein. In a,His101Arg Mausen ist die Diazepam induzierte Hemmung der &
Wellen, die Steigerung der schnellen Wellen im Non-REM Schlaf, als auch der Anstieg der 6
Wellen in der REM Phase stark abgeschwacht (Mohler, 2006a).

Zukunftige Hypnotica sollen Veranderungen im EEG Wellenmuster hervorrufen, welche dem
physiologischen Schlaf gleich kommen und dadurch die Schlafqualitéat verbessern (Mohler,
2006). Das GABA-Mimetikum Gaboxadol beispielsweise fuhrt wahrend des Schlafs zu einer
langsameren Wellenfrequenz. Es beeinflusst jedoch weder den Einschlafzeitpunkt, noch den
REM Schlaf. Gaboxadol und Benzodiazepine binden an verschiedene GABA, Rezeptoren.
Dies konnte der Grund fir diese unterschiedlichen Auswirkungen von Benzodiazepinen und
Gaboxadol auf das Schlafverhalten sein (Rudolph und Mohler, 2006).
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2. Problemstellung und Zielsetzung:

GABA ist der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter in unserem Gehirn (Owens und
Kriegstein, 2002; Connolly und Wafford, 2004; Olsen und Sieghart, 2009; Sigel und
Steinmann, 2012). Uber die Bindung an eine Vielzahl verschiedener GABA, Rezeptor
Subtypen reguliert GABA diverse Funktionen, wie Wachheit, Angst, Muskeltonus und
Gedachtnis. Fehlfunktionen des GABAergen Systems konnen somit zu ZNS-Erkrankungen,
wie Angststorungen, Depressionen, Epilepsie, Schizophrenie oder Schlafstérungen fihren.
Daher ist der GABAA Rezeptor ein wichtiger Angriffspunkt verschiedener Arzneistoffe zur
Behandlung dieser neuropsychiatrischen Erkrankungen (Mohler, 2006a).

Haufig werden Benzodiazepine in der Therapie gegen diese Erkrankungen eingesetzt
(Mohler et al., 2002; Siegel und Steinmann, 2012). Sie weisen jedoch ein breites Spektrum
an Nebenwirkungen auf, was sich auf eine nicht-selektive Interaktion mit verschiedenen
GABA, Rezeptor Isoformen zurtickfihren lasst (Connolly und Wafford, 2004). So kann es zu
unerwinschten Wirkungen, wie beispielsweise anterograder Amnesie, aber auch Toleranz
und Abhangigkeit kommen (Rudolph et al., 1999). Daher ist die Entwicklung selektiver
Arzneistoffe, die nur bestimmte GABA, Rezeptor Subtypen modulieren, Ziel der
neuropharmakologischen Forschung (Olsen und Sieghart, 2009). Dank erweitertem Wissen
Uber den Aufbau, die Verteilung im ZNS und die Funktionen der einzelnen Untereinheiten
von GABA, Rezeptoren, erhofft man sich, neue therapeutische Mdoglichkeiten schaffen zu
konnen (Mohler et al., 2002).

Im Rahmen meiner Diplomarbeit sollte nun der Effekt eines Subtyp-selektiven GABA,
Rezeptor Modulators und ausgewéahlter Derivate auf Stress und Motoraktivitdt von Mausen
gemessen und mit dem Effekt von Diazepam und einer Kochsalzl6sung verglichen werden.
Dazu wurde die Reduktion der ,Stress-induzierten Hyperthermie® durch insgesamt vier
Derivate dieses Subtyp-selektiven Liganden in unterschiedlichen Dosierungen bestimmt und
die Wirkung dieser Derivate mit der Wirkung des Subtyp-selektiven Liganden selbst,
Diazepam und einer Kochsalzldsung verglichen.

In einem weiteren Experiment (Open field) wurde die motorische Aktivitat durch ein Derivat in
verschiedenen Dosierungen untersucht und ebenfalls mit der Wirkung des Subtyp-selektiven

GABA, Rezeptor Modulators selbst, Diazepam und einer Kochsalzlésung verglichen.
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3. Material und Methoden:

Die experimentelle Arbeit wurde bereits in den Diplomarbeiten von Mag. Susanne Riedler
(Charakterisierung der in Vivo Wirkung eines Naturstoffes mithilfe
verhaltenspharmakologischer Tests, 2010), Mag. Daniela Hrabak (Untersuchung der
anxiolytischen und sedierenden Wirkung ausgewahlter GABAA-Modulatoren im Tiermodell,
2012), und Mag. Helga Dobernik (Untersuchung der anxiolytischen und sedierenden Effekte
ausgewahlter Naturstoffderivate im Tiermodell, 2013) beschrieben und wird hier adaptiert

zusammengefasst.

3.1 Tiere:

Fur die Untersuchungen wurden ausschlie3lich mannliche Mause (C57BL/6/N) im Alter von
3 bis 8 Monaten verwendet (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland). Die Mause,
welche in Gruppen zu je 5 Tieren gehalten wurden, hatten freien Zugang zu Futter und
Wasser.

Die Haltungsbedingungen waren:

e Raumtemperatur bei 22+1° C
e Luftfeuchtigkeit 40 = 20 %
e 12-stiindiger Tag/Nacht/Rhythmus (07.00 bis 19.00 Uhr).

Die Durchfiihrung der Versuche wurde unter Befolgung der europaischen Konvention fiir den
Schutz von experimentelle oder fiir andere wissenschaftliche Zwecke verwendete Wirbeltiere
ETS no.: 123 vom Bundesministerium fiir Wissenschaft und Forschung genehmigt (Khom et
al.,, 2010). Am Vortag der Versuche wurden die Tiere gewogen, markiert und in den

Versuchsraum gebracht.

Applikation der Substanz-bzw. Kontrolllésungen fiir den OF bzw. SIH-TEST:

Die Substanz- bzw. Kontrolllésungen wurden intraperitoneal (i.p.) drei Stunden vor dem SIH-
Test bzw. 30 Minuten vor dem OF-Test vom Versuchsleiter (Dr. Sophia Khom) injiziert. Die
Injektion der Testldsungen erfolgte in einem Vorbereitungsraum, um die anderen Tiere nicht

Zu storen.
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3.2 Injektionslésungen:

Aus einer Stammlésung von 1 mg/10-ul DMSO wurden die Injektionslésungen zubereitet.
Diese wurde mit physiologischer Kochsalzlésung (0,9% NaCl) auf die gewinschte
Konzentration (siehe Abbildungen und Ergebnisteil) verdinnt. Allen Lésungen wurde zur
Verbesserung der Loslichkeit 3 % Polysorbat 80 zugesetzt. Die DMSO-Konzentration aller

Testlésungen betrug 10%.

3.3 Open-Field-Test (OF):

Der Open-Field-Test wurde wie von Crawley beschrieben (2007) durchgefuhrt. 30 Minuten
nach i.p. Injektion wurde Uber einen Zeitraum von 10 Minuten das Verhalten der Mause in
einer 50 x 50 cm Box, welche mit Infrarot-Lichtschranken ausgestattet war, getestet. Die
Lichtintensitat wurde auf 150 Lux eingestellt. Nach Empfehlung von EMPRESS (European
Mouse Phenotyping Resource of Standardised Screens; http://fempress.har.mrc.ac.uk) wurde
die Gesamtflache fur die Auswertung in drei Felder unterteilt:

1. Randzone (bis 8 cm von der Wand)
2. Zentrum (16 % von der Gesamtflache)
3. Zwischenzone (Flache zwischen diesen Zonen) (siehe Abbildung 26).

Mittels ActiMot2 (TSE-Systems, Bad Homburg, Deutschland) erfolgte die Aufzeichnung und

Auswertung der Versuche automatisch.

Der Open-Field-Test dient zur Messung der lokomotorischen Aktivitat von Mausen, wodurch
deren emotionales Verhalten bestimmt werden kann (Karl et al., 2003). Halten sich die
Mause verstarkt in der Peripherie des Feldes auf, deutet dies auf ein &ngstliches Verhalten
hin. Im Gegensatz dazu ist ein Aufenthalt vermehrt in der Mitte des Feldes ein Beweis
verminderter Angstlichkeit. AuRerdem wird im OF-Test die Gesamtlaufstrecke der Maus
berechnet, welche beispielsweise durch Sedierung oder Beeintrachtigung der Bewegung

reduziert sein kann (Bellavite et al., 2009).
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Abbildung 26: Schematische Darstellung des OF mit Einteilung der Flache in Rand-, Zwischenzone
und Zentrum. Diese Abbildung wurde von Dr. Sophia Khom zur Verfigung gestellt (siehe auch
Diplomarbeiten von Mag. Susanne Riedler (Charakterisierung der in vivo Wirkung eines Naturstoffes
mithilfe verhaltenspharmakologischer Tests, 2010), Mag. Daniela Hrabak (Untersuchung der
anxiolytischen und sedierenden Wirkung ausgewéhlter GABA-Modulatoren im Tiermodell, 2012), und
Mag. Helga Dobernik (Untersuchung der anxiolytischen und sedierenden Effekte ausgewahlter
Naturstoffderivate im Tiermodell, 2013)).

3.4 Stress-Induced Hyperthermia-Test (SIH):

Die Mause wurden am Vortag des SIH-Tests in Einzelkafige gesetzt und in den
Versuchsraum gebracht. Am Morgen des Versuchstages wurde zuerst die Basaltemperatur
(T1) der Tiere bestimmt. Dafir wurde ein Temperaturmessgerat ca. 2 cm tief in das Rectum
der Maus eingefiihrt. Es wurde handelsubliche Vaseline verwendet, um das Einfihren des
Thermometers zu erleichtern.

3 Stunden nach i.p. Injektion der Testldsungen wurde wieder die Koérpertemperatur T2
gemessen. Durch diesen Vorgang wurde bei den Tieren Stress ausgeldst. 15 min nach
dieser Messung wurde ein 3. Mal die Temperatur (T3) gemessen. Die Differenz zwischen T2

und T3 wird als AT bzw. Stress-induced hyperthermia bezeichnet (Olivier et al., 2003).
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3.5 Statistische Analyse:

Alle Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM (n) angegeben. Die statistische Signifikanz wurde
mithilfe des t-Tests und ANOVA ermittelt. p < 0,05 gilt als statistisch signifikant.
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4. Ergebnisse:

4.1 SIH-Test:

4.1.1 Effekt von Diazepam (DZP) auf Stress-induzierte Hyperthermie:

Wie in Abbildung 27 dargestellt, kam es bei Kontroll-Mausen zu einer signifikant
ausgepragten Stress-induzierten Hyperthermie (SIH) (AT = 1,1 + 0,1C; n = 19; weilRer
Balken). Im Gegensatz dazu konnte keine SIH in Diazepam-behandelten Ma&usen
beobachtet werden (DZP 1 mg/kg AT = 0,2 +0,1°C; n = 12; p < 0,01; DZP 3 mg/kg AT = 0,1
+0,1C; n=9; p<0,01; schwarze Balken).
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Abbildung 27: Effekt von Diazepam und einer Kontrolllésung
auf SIH von C57BL/6/N Mausen. Die Balken zeigen die
Mittelwerte der Anderung der Kérpertemperatur ('C; AT) + SEM
bei den angegebenen Dosen. (% %) bedeutet statistisch
signifikant (p < 0,01).

4.1.2 Effekt von CR-0 auf Stress-induzierte Hyperthermie:

Wie in Abbildung 28 gezeigt, kam es nach i.p. Applikation von 1 mg/kg Kérpergewicht CR-0
(AT =0,6+0,1C; n=12; p < 0,01; schwarzer Balken), verglichen mit der Kontrollgruppe (AT
= 1,1 £ 0,1C; n = 19; weiller Balken), zu einer dosisabhéngigen, signifikant reduzierten
Hyperthermie (CR-0 3 mg/kg AT =0,4 + 0,2C; n = 8; p < 0,01; schwarzer Balken).
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Abbildung 28: Effekt von CR-0 und einer Kontrolllésung
auf SIH von C57BL/6/N Mausen. Die Balken zeigen die
Mittelwerte der Anderung der Kérpertemperatur (C; AT) £
SEM bei den angegebenen Dosen. (% %) bedeutet
statistisch signifikant (p < 0,01).

4.1.3 Effekt von CR-1 auf Stress-induzierte Hyperthermie:

Wie in Abbildung 29 dargestellt, kam es im Vergleich zur Kontrollgruppe (AT =1,1+0,1C; n
= 19; weilRer Balken) nach Injektion von 1 mg/kg Kdrpergewicht CR-1 in Mausen (AT =0,6
0,1C; n = 13; p < 0,05; schwarzer Balken) zu einer signifikant verringerten Stress-
induzierten Hyperthermie, welche nach Verabreichung einer héheren Dosis (3 mg/kg) CR-1

noch geringer war (AT = 0,4 £ 0,1C; n = 10; p < 0,01; schwarzer Balken).
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Abbildung 29: Effekt von CR-1 und einer Kontrolllésung auf
SIH von C57BL/6/N Mausen. Die Balken zeigen die
Mittelwerte der Anderung der Kérpertemperatur (C; AT) +
SEM bei den angegebenen Dosen. (%) bedeutet statistisch
signifikant (p < 0,05), (¥ %) statistisch signifikant (p < 0,01).
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4.4.4 Effekt von CR-2 auf Stress-induzierte Hyperthermie:

Wie man in Abbildung 30 erkennen kann, wurde nach Gabe von 1 mg/kg und 3 mg/kg
Korpergewicht CR-2 (CR-2 1 mg/kg AT =0,6 £0,1C; n=8; p<0,01; CR-2 3 mg/kg AT = 0,3
+ 0,1 C; n=10; p < 0,01; schwarze Balken) bei den Mausen eine signifikant geringere
Stress-induzierte Hyperthermie als nach Applikation der Kontrollldsung gemessen (AT = 1,1
+ 0,1C; n = 19; weilter Balken). Nach Verabreichung von 3 mg/kg CR-2 war keine

signifikante Stress-induzierte Hyperthermie erkennbar.
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Abbildung 30: Effekt von CR-2 und einer Kontrolllésung auf SIH
von C57BL/6/N Mausen. Die Balken zeigen die Mittelwerte der
Anderung der Kdrpertemperatur (‘C; AT) + SEM bei den

angegebenen Dosen. (% %) bedeutet statistisch signifikant (p <
0,01).

4.4.5 Effekt von CR-3 auf Stress-induzierte Hyperthermie:

Wie in Abbildung 31 dargestellt, konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe nach Applikation von
1 mg/kg Kdrpergewicht CR-3 signifikant reduzierte SIH gemessen werden (AT = 0,5+ 0,1C;
n = 8; p < 0,05; schwarzer Balken), wahrend nach Applikation von 3 mg/kg CR-3 keine
signifikante SIH mehr beobachtet werden konnte (AT = 0,3 + 0,2°C; n = 8; p < 0,01;

schwarzer Balken).
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Abbildung 31: Effekt von CR-3 und einer Kontrollldsung auf SIH von
C57BL/6/N Mausen. Die Balken zeigen die Mittelwerte der Anderung
der Korpertemperatur ('C; AT) £+ SEM bei den angegebenen Dosen. (
%) bedeutet statistisch signifikant (p < 0,05), (% %) statistisch
signifikant (p < 0,01).

4.4.6 Effekt von CR-4 auf Stress-induzierte Hyperthermie:

Abbildung 32 zeigt, dass Applikation der Substanz CR-4 ebenfalls einen signifikant
geringeren Temperaturanstieg als in Kontrollmausen (Kontrolle AT = 1,1 £ 0,1°C; n = 19;
weilRer Balken; vs. CR-4 1 mg/kg AT =0,6 £ 0,2C; n=12; p < 0,05; CR-4 3 mg/kg AT = 0,5
+ 0,1C; n=13; p <0,01; schwarze Balken) induzierte.
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Abbildung 32 : Effekt von CR-4 und einer Kontrolllésung auf SIH
von C57BL/6/N Mausen. Die Balken zeigen die Mittelwerte der
Anderung der Korpertemperatur (C; AT) + SEM bei den
angegebenen Dosen. (%) bedeutet statistisch signifikant (p <
0,05), (% %) statistisch signifikant (p < 0,01).
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4.2 OF-Test:

4.2.1 Totalstrecke:
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Abbildung 33: Darstellung der Ergebnisse im OF-Test nach Applikation von CR-0 und CR-
1 in den angegebenen Dosierungen in Mausen verglichen mit einer Kontrollgruppe und
Diazepam in den angegebenen Dosierungen. Die Balken zeigen die Gesamtlaufstrecke in
m (MW + SEM). Bei (%) liegt eine signifikante Abweichung mit p < 0,05, bei (% %) liegt
eine signifikante Abweichung mit p < 0,01 vom Kontrollwert vor.

Wie in Abbildung 33 dargestellt, legten mit Kochsalzldsung behandelte Kontrollméause eine
Gesamtlaufstrecke von 37,6 £ 2,3 m; n = 10 im OF zurick. Im Vergleich zur Kontrollgruppe
kam es ab einer Dosis von 1 mg/kg Korpergewicht CR-1 zu einer statistisch signifikant
reduzierten Totalstrecke (31,0 £ 1,2 m; n = 10; p < 0,05). Dieser Effekt war dosisabhéangig (3
mg/kg CR-1 (27,7 £ 2,2 m; n = 16; p < 0,01); 10 mg/kg CR-1 (26,7 £ 1,5 m; n = 8; p < 0,01)).
Der Maximaleffekt wurde bei einer Dosis von 30 mg/kg erreicht (25,2 £ 1,1 m; n = 6; p <
0,01). Kein Effekt auf die Gesamtlaufstrecke wurde bei 0,3 mg/kg CR-1 beobachtet (36,8 +
5,4 m; n = 10). Ebenfalls zeigte sich nach Gabe von 1 mg/kg CR-0 keine signifikante
Auswirkung auf die Gesamtlaufstrecke (34,1 +1,8 m; n=7).

Die Gesamtlaufstrecke der Diazepamgruppe bei einer Dosis von 0,1 mg/kg unterschied sich
nicht signifikant von der Kontrollgruppe (33,8 + 1,6 m; n = 8). Ab einer Dosis von 0,3 mg/kg
(30,5 +1,8m; n=14; p <0,05) kam es zu einer dosisabhangigen, signifikanten Reduktion
der Laufstrecke (1 mg/kg DZP (23,9 + 1,0 m; n = 11; p < 0,01); 3mg/kg DZP (15,1 £5,3 m; n
= 6; p < 0,01)). Maximale Reduktion der Laufstrecke wurde bei einer Dosis von 5 mg/kg DZP
(17+2,8m; n=6; p<0,01) erreicht.
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4.2.2 Rearings:
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Abbildung 34: Darstellung der Ergebnisse im OF-Test nach Applikation von CR-0 und
CR-1 in den angegebenen Dosierungen in Mausen verglichen mit einer Kontrollgruppe
und Diazepam in den angegebenen Dosierungen. Die Balken geben die Anzahl der

Rearings (vertikale Aktivitat), die wahrend des Tests gezahlt wurden, an (MW = SEM).

Bei (%) liegt eine signifikante Abweichung mit p < 0,05, bei (Y% %) liegt eine signifikante

Abbildung 34 zeigt, dass es im Vergleich zur Kontrollgruppe (206,5 + 38,9; n = 10) erst bei
einer Dosis von 30 mg/kg Koérpergewicht CR-1 zu einer signifikanten Reduktion der Rearings
kam (111,7 + 19,7; n = 6; p < 0,05). Weder bei 1 mg/kg CR-0 (170,9 = 25,2; n = 7), noch bei
0,3 mg/kg CR-1 (225,8 + 26,3; n = 10), 1 mg/kg CR-1 (215,6 + 32,9; n = 10), 3 mg/kg CR-1
(175,8 + 30,8; n = 16) und 10 mg/kg CR-1 (117,4 £ 22,1; n = 8) waren die Veranderungen
statistisch signifikant.

Nach Gabe von 0,1 mg/kg (287,5 + 121,9; n = 8) und 0,3 mg/kg (130,0 =+ 24,4; n = 14)
Diazepam waren ebenfalls keine signifikanten Veréanderungen zu sehen. Erst ab 1 mg/kg
Diazepam (54,1 = 8,6; n = 11; p < 0,01; 3mg/kg DZP (20,3 = 9,5; n = 6; p < 0,01); 5 mg/kg
DZP (22,7 £ 9,9; n = 6; p < 0,01)) konnte eine signifikante Abnahme der vertikalen Aktivitat

gemessen werden.
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4.2.3 Strecke im Zentrum:
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Abbildung 35: Darstellung der Ergebnisse im OF-Test nach Applikation von CR-0 und
CR-1 in den angegebenen Dosierungen in Mausen verglichen mit einer Kontrollgruppe
und Diazepam in den angegebenen Dosierungen. Die Balken zeigen die Strecke in %,
die die M&use im Zentrum zuriickgelegt haben (MW + SEM). Bei (% %) liegt eine
signifikante Abweichung mit p < 0,01 vom Kontrollwert vor.

Wie in Abbildung 35 dargestellt, legten die Mause der Kontrollgruppe eine Strecke von 7,0 +
0,7 %; n = 10 im Zentrum des OF zurtick. Sowohl Applikation von 1 mg/kg Kdrpergewicht
CR-0 (14,3 £ 2,3 %; n=7; p < 0,01) also auch von 0,3 mg/kg (12,7 + 1,5 %; n = 10; p <
0,01), 1 mg/kg (16,0 £ 1,5 %; n = 10; p < 0,01) und 3 mg/kg (10,7 + 1,1 %; n = 16; p < 0,01)
CR-1 flhrte, verglichen mit der Kontrollgruppe, zu langeren Strecken im Zentrum des OF.
Hingegen kam es nach Gabe von 10 mg/kg (6,6 = 0,5 %; n = 8) und 30 mg/kg (9,3 + 1,9 %; n
= 6) CR-1 zu keinen signifikanten Unterschieden.

Nach Applikation von 0,1 mg/kg (11,0 + 0,9 %; n = 8; p < 0,01) und 0,3 mg/kg (12,8 + 0,8 %;
n = 14; p < 0,01) Diazepam legten die Mause im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikant
weitere Strecke im Zentrum zurlick. Ab einer Dosis von 1 mg/kg Diazepam (8,7 £ 0,9 %; n =
11; 3 mg/kg DZP (18,4 £ 10,9 %; n = 6); 5 mg/kg DZP (5,2 £ 0,9 %; n = 6)) wurden keine

signifikanten Veranderungen gemessen.
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4.2.4 Zeit im Zentrum:
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Abbildung 36: Darstellung der Ergebnisse im OF-Test nach Applikation von CR-0 und
CR-1 in den angegebenen Dosierungen in Mausen verglichen mit einer Kontrollgruppe
und Diazepam in den angegebenen Dosierungen. Die Balken reprasentieren die Zeit in
%, welche die Mause im Zentrum verbracht haben (MW + SEM). Bei (%) liegt eine
signifikante Abweichung mit p < 0,05, bei (% %) liegt eine signifikante Abweichung mit p
< 0,01 vom Kontrollwert vor.

Wie man in Abbildung 36 erkennen kann, fuhrte die Substanz CR-1 im Vergleich zur
Kontrollgruppe (4,7 £ 0,7 %; n = 10) nur in den Dosierungen 1 mg/kg (8,3 = 0,9 %; n = 10; p
< 0,01) und 3 mg/kg Koérpergewicht (8,5 + 1,6 %; n = 16; p < 0,05) zu einem signifikant
verlangerten Aufenthalt der Mause im Zentrum. Die Applikation von 0,3 mg/kg (5,3 + 1,4 %; n
=10), 10 mg/kg (6,2 £ 1,2 %; n = 8) und 30 mg/kg (4,9 + 1,2 %; n = 6) CR-1, als auch die
Applikation von 1 mg/kg CR-0 (11,6 + 3,7 %; n = 7) resultierte in keinen signifikanten
Veradnderungen der Zeit im Zentrum.

In der Diazepamgruppe hielten sich jene Méause, denen 1 mg/kg Diazepam (9,4 + 1,4 %; n =
11; p < 0,01) injiziert wurde, signifikant am langsten im Zentrum auf, wahrend jene Mause,
denen 5 mg/kg Diazepam (1,9 + 1,0 %; n = 6; p < 0,05) verabreicht wurde, sich signifikant
am kurzesten im Zentrum aufhielten. Nach Gabe von 0,1 mg/kg (6,2 + 0,9 %; n = 8), 0,3
mg/kg (8,0 £ 1,5 %; n = 14) und 3 mg/kg (12,5 = 11,1 %; n = 6) Diazepam konnten keine

signifikanten Veranderungen der Zeit im Zentrum beobachtet werden.
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5. Diskussion:

GABA, Rezeptoren, die wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitterrezeptoren im Gehirn,
regulieren die Erregbarkeit des ZNS und sind daher unter anderem fir die Kontrolle des
Schlaf/Wachzustandes, des Muskeltonus oder auch Emotionen verantwortlich.
Fehlsteuerungen des GABAergen Systems fiihren daher zu schweren Erkrankungen wie
Angststorungen, Schlafstérungen, Schizophrenie oder Epilepsie (Moéhler, 2006a).
Modulatoren des GABA, Rezeptors, vor allem Benzodiazepine, werden haufig aufgrund ihrer
anxiolytischen, sedierend-hypnotischen und muskelrelaxierenden Wirkungen in der Therapie
gegen diese ZNS-Erkrankungen eingesetzt (Mohler et al., 2002; Siegel und Steinmann,
2012). Aufgrund vieler Nebenwirkungen, die durch unselektive Interaktionen mit bestimmten
Rezeptorsubtypen zustande kommen, ist der therapeutische Einsatz dieser Arzneistoffe
eingeschrankt (Connolly und Wafford, 2004). In der pharmazeutischen Forschung wird daher
die Entwicklung neuer Liganden, welche selektiv an GABA, Rezeptor Subtypen angreifen
und dadurch weniger Nebenwirkungen aufweisen sollen, angestrebt (Méhler et al., 2002).

Im Rahmen meiner Diplomarbeit wurde an Mausen die Wirkung eines Subtyp-selektiven
Ligands und ausgewabhlter Derivate auf Stress und Motoraktivitat mit Hilfe des SIH- und OF-
Tests gemessen. Die Effekte dieser Substanzen auf die Mause wurden mit den Effekten von
Diazepam und einer Kochsalzlésung verglichen.

In Stresssituationen kommt es normalerweise zu einer Erhohung der Kdrpertemperatur. Ein
verminderter Anstieg der Korpertemperatur nach Stress ist ein Zeichen fur Stressreduktion
bzw. Entspannung. Anxiolytisch wirkende Substanzen, wie beispielsweise Diazepam, weisen
Stress-reduzierende  Eigenschaften auf, die durch verminderte Stress-induzierte
Hyperthermie gekennzeichnet sind (Olivier et al., 2003). Wie erwartet, flhrte die Applikation
von Diazepam im SIH-Experiment im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer signifikant
reduzierten Stress-induzierten Hyperthermie. Auch der GABA, Rezeptor Modulator CR-0
und seine Derivate CR-1, CR-2, CR-3 und CR-4 zeigten einen verminderten
Temperaturanstieg. Daher lasst sich schlieen, dass auch die untersuchten Substanzen
Stress-reduzierende Eigenschaften aufweisen. Der starkste Effekt wurde dabei fir CR-2 (1
mg/kg Korpergewicht) bzw. CR-3 (3 mg/kg Korpergewicht) gemessen. Im direkten Vergleich
zu Diazepam war die Verringerung der Stress-induzierten Hyperthermie durch die von mir
untersuchten Substanzen etwas schwacher ausgepragt.

Wie bereits erwdhnt, konnen bei der Therapie mit GABA, Rezeptor Modulatoren
unerwinschte Nebenwirkungen auftreten (Connolly und Wafford, 2004). Beispielsweise kann
es durch die Einnahme von Benzodiazepinen zu Sedierung kommen (Rudolph et al., 1999).
Daher wurde der dosisabhédngige Effekt eines ausgewahlten Derivats (CR-1) mit dem

Subtyp-selektiven Rezeptor Modulator selbst (CR-0), Diazepam und Kochsalzlésung im OF-
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Test verglichen. Anhand der Messergebnisse der Totalstrecke und Rearings konnte auf die
sedierenden Eigenschaften der untersuchten Substanzen geschlossen werden. Ab
Dosierungen > 0,1 mg/kg fihrte Diazepam, wie erwartet, zu Sedierung, welche
dosisabhéngig uber eine signifikante Reduktion der Totalstrecke und Rearings gemessen
werden konnte. CR-0 zeigte ebenfalls sedierende Eigenschaften, die jedoch weniger stark
als nach Gabe von Diazepam ausgepragt waren. Auch nach Applikation von CR-1 konnte
eine dosisabhangige Sedierung beobachtet werden, die ihr Maximum bei einer Dosis von 30
mg/kg erreichte. Jedoch war der sedierende Effekt von CR-1 weniger stark ausgepragt als
der sedierende Effekt von Diazepam.

Wie erwartet, fihrte Diazepam in Dosierungen bis 3 mg/kg aufgrund seiner ausgepragten
anxiolytischen Eigenschaften zu einer verlangerten Strecke bzw. Zeit im Zentrum. Bei einer
Dosis von 5 mg/kg war dieser Effekt nicht mehr zu sehen, was mdglicherweise auf die
verminderte motorische Aktivitdt der Mause nach Applikation von Diazepam zurtickzuflihren
ist. Nach der Gabe von CR-0 hielten sich die Mause vermehrt im Zentrum auf. Ebenfalls
zeigte CR-1 in Dosierungen bis zu 3 mg/kg sowohl anhand der verlangerten Strecke im
Zentrum, als auch anhand der verlangerten Zeit im Zentrum anxiolytische Eigenschaften. In
hoheren Dosierungen konnte keine Anxiolyse mehr festgestellt werden, was vermutlich

durch die Verminderung der motorischen Aktivitat zustande kam.

Zusammengefasst kann man sagen, dass in dieser Arbeit erstmals die stressreduzierenden
Effekte von CR-0 und ausgewahlter Derivate gezeigt wurden. Alle Derivate induzierten eine
Reduktion von SIH. Der starkste Effekt wurde dabei fir CR-2 und CR-3 beobachtet und
unterschied sich nicht signifikant von dem Effekt auf SIH durch Diazepam. Daneben konnte
im OF auch die anxiolytische Wirkung von CR-1 gezeigt werden, wobei besonders auffallig
war, dass die anxiolytische Potenz von CR-1 mit der von Diazepam vergleichbar war, aber

im Gegensatz zu Diazepam kaum Sedierung gemessen wurde.
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