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Ich habe mich bemiiht, samtliche Inhaber der Bildrechte ausfindig zu machen und ihre
Zustimmung zur Verwendung der Bilder in dieser Arbeit eingeholt. Sollte dennoch eine

Urheberrechtsverletzung bekannt werden, ersuche ich um Meldung bei mir.

1.) Angst und Angsterkrankungen

1.1) Physiologische Grundlagen:
Um sich den Verdnderungen der Umwelt anzupassen, haben alle Lebewesen im Laufe
der Evolution verschiedene physiologische und kognitive Verhaltensmuster erlernt.

Diese Verhaltensmuster (Emotionen) lassen sich grob in 2 Kategorien einteilen:

* Negative Emotionen: werden bei Gefahr, Schmerz u.i. hervorgerufen, und
filhren zu Abwehrverhalten oder Flucht
* Positive Emotionen: werden durch Stimuli hervorgerufen, die Nahrung oder

Sicherheit versprechen u.4. und fiihren zu anndherndem Verhalten

An der Entstehung von Emotionen sind evolutiondr ,alte“ Hirnregionen, wie die
Amygdala, der Hippocampus, der Gyrus parahippocampalis und der Gyrus cinguli
beteiligt. Diese werden auch unter dem Begriff ,limbisches System* zusammengefasst.
Das limbische System steht in direkter Verbindung zum Hypothalamus, dem ventralen
Striatum (Nucleus accumbens) und dem orbitalen und prafrontalen Cortex.

Obwohl der Begriff ,limbisches System® impliziert, dass es nur einen zentralen
Prozessor fiir Emotionen gibt, werden fiir unterschiedliche Emotionen wie Angst,
Abscheu und Vertrauen unterschiedliche Schaltkreise aktiviert. Dazu gehdren neben der
Aktivierung von monoaminergen, cholinergen und anderen Neurotransmitter-Systemen

im Gehirn auch die Aktivierung des autonomen Nervensystems (Nestler et al., 2009).

1.2) Angst
Angst kann grob in angeborene oder erworbene Angste eingeteilt werden. Bei Nagern
beispielsweise ist die Angst vor offenen oder hellen Flichen angeboren. Davon

unterscheidet sich die erworbene Angst, die durch Konditionierung mit einem Stimulus,



den die Tiere z.B. mit Schmerz assoziieren, hervorgerufen wird (Davis 1998; Gordon

und Hen, 2004; Nestler et al., 2009).

Informationen iiber bedrohliche Situationen werden vom sensorischen Thalamus und
dem sensorischen Assoziationscortex aufgenommen und direkt zu den lateralen Nuklei
der Amygdala weitergeleitet. Von dort wird der Reiz direkt in bestimmte Hirnareale
z.B. den préfrontalen Cortex, den Hippocampus und das Striatum weitergeleitet. Durch
Aktivierung von Neuronen im préfrontalen Cortex wird eine addquate Reaktion auf die
bedrohliche Situation ausgewihlt, {iber den Hippocampus wird die neue Situation mit
bereits vorangegangenen Ahnlichen verglichen und iiber Neuronen des Striatums wird
das bereits erlernte Verhalten ausgelost. Daneben wird die Information auch in den
zentralen Nuclei der Amygdala verarbeitet und danach in weitere Hirnregionen z.B. in
den Hypothalamus projiziert.

Dort kommt es iiber den Hypothalamus zu einer Aktivierung des Sympathikus und der
Freisetzung von CRF (Corticotropin Releasing Factor), liber das periaqudduktale Grau
zu typischen Reaktionen wie Erschrecken oder Erstarren und iiber Aktivierung von
monoaminergen Nuklei zu einer Steigerung der Wachsamkeit (Davis, 1998; Gorden und

Hen, 2004; Nestler et al., 2009).

Choice behavior

Cortex

Hippocampus
Striatum > Approach/avoidance
Hypothalamus

Memory consolidation

Basolateral
amygdala

Autonomic responses,
freezing, startle,

facial expressions,
corticosteroid response

Central
amygdala/
BNST

Thalamus

Abbildung 1
Schematische Darstellung der Weiterleitung von Angstsignalen
(Davis, 1998; Gordon und Hen, 2004)

1.3) Angstlichkeit und Angststorungen:
Von Angstlichkeit oder Angststdrungen spricht man, wenn trotz Fehlens eines

bedrohlichen Stimulus, typische Reaktionen wie z.B. Erregung, Wachsamkeit,



Aktivierung des Sympathikus auf eine harmlose Situation ausgelost werden.
Grundsitzlich unterscheidet sich Angstlichkeit somit von der Angst, dass bei
Angstlichkeit kein direkt bedrohlicher Stimulus vorhanden ist (Gray und McNaughton,
2000; Gordon und Hen, 2004; Nestler et al., 2009).

Die Weiterleitung dieses Reizes unterscheidet sich auch von dem des physiologischen
Angststimulus. Anstatt der Projektion zu den zentralen Nuklei der Amygdala wird der
Reiz hier zu den Bettkernen der Stria terminalis (BNST) weitergeleitet und verarbeitet.
Die BNST kann auch als Verldngerung der Amygdala gesehen werden, vor allem da die
Kerne auch dhnlich organisiert sind. Man nimmt an, dass die BST daher fiir die
Verarbeitung von weniger spezifischen Stimuli verantwortlich sind als die zentralen

Nuklei der Amygdala (Gordon und Hen, 2004; Nestler et al., 2009).

FEinteilung der Angststorungen laut ICD-10:

* Panikstorungen

* Generalisierte Angsterkrankung (GAD)
* Posttraumatisches Stress-Syndrom

¢ Spezifische Phobien

* Soziale Phobien

* Agarophobie

* Sonstige phobische Stérungen

* Phobische Storungen nicht ndher bezeichnet

Panikstorungen (PD):

Darunter versteht man Episoden intensiver Angstlichkeit oder Unbehaglichkeit, die von
vegetativen Symptomen wie z.B. Tachykardie, Tachypnoe und Schwindelgefiihl
begleitet werden, die sich plotzlich entwickeln und ihren Hohepunkt innerhalb von zehn
Minuten erreichen. Eine Panikstérung wird diagnostiziert, wenn mehrere solcher
Panikattacken in einem Monat auftreten und sich nach einigen Attacken stindige Angst

vor neuen Attacken entwickelt. (Nestler et al., 2009; Craske et al., 2010).

Generalisierte Angsterkrankung (GAD):




Typisch fiir die GAD sind unrealistische und exzessive Sorgen iiber einen Zeitraum von
mehr als sechs Monaten, begeleitet von iibertriebener Wachsamkeit und sympathischer
Hyperaktivitdt. Personen mit GAD sind angespannt und éngstlich gegeniiber alltiglichen
Vorkommnissen. Meist &duBlert sich GAD durch Unruhe, Schlafstérungen,
Kopfschmerzen und andere Arten von Schmerz (Hoffman et al., 2008). Da Menschen,
die an GAD leiden, sich entweder auf die Sorgen oder auf die korperlichen
Auswirkungen der stindigen Anspannung konzentrieren, ist das klinische
Erscheinungsbild individuell verschieden (Ballenger 2001; Hoffman et al., 2008).
Unbehandelt wird die GAD hiufig chronisch (Ballenger et al., 2001; Wittchen et al.,
2003; Hoffman et al., 2008).

Posttraumatisches Stress-Syndrom (PTSD):

PTSD tritt nach Erleben schwerwiegender Traumata auf. Von PTSD spricht man, wenn
Ubererregbarkeit, Schlafstdrungen und das wiederkehrende Erleben des Traumas, das
von physiologischen Angstsymptomen und emotionaler Abstumpfung begleitet wird,
langer als ein Monat andauern. Personen, die an PTSD leiden, meiden auch die Stimuli,

die mit dem Trauma in Verbindung gebracht werden (Wittchen et al., 2009).

Spezifische Phobien:

Diese Phobien sind durch intensive Angst vor und dem Meiden von spezifischen
Stimuli i. e.

Schlangen oder Hohe gekennzeichnet (Nestler et al.,2009).

Soziale Phobien:

Unter sozialen Phobien versteht man ein andauerndes Angstgefiihl vor Situationen, in
denen man dem Urteil der Mitmenschen ausgesetzt wird. Die begleitende Angst vor
Erniedrigung charakteristisch fiir diese Stérung.

Soziale Phobien konnen stark sein, lang andauern und auch von physischen Reaktionen
wie Zittern oder Schwitzen begleitet werden. In einer dieser Situationen zeigen die
Betroffenen sofort diese Symptome, sind sich dabei aber im Klaren, dass ihre Reaktion
tibertrieben ist. So meiden sie solche Situationen, was zu massiver Beeintridchtigung der
Lebensqualitdt fithren kann. Von einer sozialen Phobie spricht man, wenn die

Symptome lidnger als sechs Monate andauern (Fehm et al., 2005).



Allgemein kénnen Angsterkrankungen mehrere Jahre dauern und sind mit persénlichem
Stress, reduzierter Lebensqualitét, gesteigerter Morbiditdt und Mortalitdt sowie mit
betrichtlich wirtschaftlicher Belastung assoziiert (Wittchen and Jacobi, 2005; Garner et
al., 2009). Die gingige Pharmakotherapie von Angststorungen zeigt nur méaBigen
Erfolg. Viele Patienten sprechen auf die pharmakologische Intervention (meist
Antidepressiva) nicht an und auch psychologische Behandlung ist oft nur limitiert
erhéltlich. Grundsitzlich werden daher viele Patienten suboptimal behandelt (Garner et
al., 2009).

Angsterkrankungen treten gehduft gemeinsam mit Schlafstorungen auf. Ungefdhr 27 %
aller europdischen Erwachsenen im Alter von 18 bis 65 Jahren sind oder waren in den
letzten zwolf Monaten von einer psychischen Storung betroffen (Wittchen und Jacobi,

2005).

2.) Schlaf und Schlafstorungen

2.1) Physiologische Grundlagen:

Trotz vieler Nachteile des Schlafes, wie zum Beispiel reduzierte Aufmerksamkeit
gegeniiber Feinden, miissen beinahe alle Lebewesen schlafen, um zu {iberleben.
Schlafentzug fithrt dagegen zum Tod. Bis heute ist nicht génzlich geklart, warum Schlaf
notwendig ist.

Urspriinglich dachte man, dass Schlaf ein inaktiver, passiver Zustand sei, der fiir die
Regeneration der Korperfunktionen nétig ist. Die Neuronen, die im Wachzustand aktiv
sind, wéiren somit wihrend des Schlafes inaktiv. Aber das Gehirn verbraucht im
ruhenden Wachzustand nicht mehr Energie als wéahrend des Schlafes. Auch kommt es
im Schlaf nicht zu einer gesteigerten Proteinsynthese. Auflerdem sind zahlreiche
Neuronen z.B. im Hirnstamm und im basalen Vorderhirn wéhrend des Schlafes aktiv.
Ein weiteres Ritsel ist die Funktion des Rapid-Eye-Movement-Schlafes (REM). Ein
Beitrag des REM-Schlafes zu Forderung von Lernen, Ldschen von irrelevanten
Gedidchtnisspuren und der Gedéchtniskonsolidierung wird diskutiert. Die spezifische
Rolle des REM-Schlafes in diesem Prozess ist jedoch noch unbekannt. Der REM-Schlaf
spielt auch eine wichtige Rolle bei der neuronalen Entwicklung von Neugeborenen.

Aber auch iltere Menschen haben REM-Schlaf-Phasen.



Die Funktion von Schlaf und der einzelnen Schlafphasen muss weiterhin intensiv

untersucht werden (Nestler et al., 2009).

Einteilung des Schlafes
Schlaf kann mittels EEG (Elektroenzephalographie) in vier non-REM-Phasen (nREM)
und in eine REM-Phase unterteilt werden. Dieser Zyklus wiederholt sich pro Nacht

circa fiinfmal.

nREMI: tritt wihrend des Wechsels vom Wachzustand in den
Schlafzustand auf. Charakteristisch fiir diese Phase sind
die Theta-Wellen (4 bis 7 Hz).

nREM2: charakterisiert durch Theta-Wellen, die von ,burst-
pause“ Wellenformen, wie K-Komplexen (grof3e
Amplitude, niederfrequente elektronegative Wellen,
gefolgt von elektropositiven Wellen) und Spindeln
(kurze Bursts mit einer Aktivitit von 7 bis 14 Hz)

iberlagert werden.

nREM3 und nREM4: sind durch langsame Wellen (0.1 bis 4 Hz)
charakterisiert.
REM: Diese Phase ist durch niedrige Amplituden und

gemischte Frequenzen im EEG charakterisiert. Das
Muster dhnelt dem EEG des normalen Wachzustandes

(Nestler et al., 2009).
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Abbildung 2
EEG des Wachzustandes, des REM, nREM2 mit dem k-Komplex und
Spindeln und nREM3 (Campbell 2009)



Folgende Hirnareale spielen eine wichtige Rolle beim Schlaf:

* aufsteigendes retikuldres aktivierendes System (ARAS)
* ventrolaterale, pridoptische Zone (VLPO)

* Orexin-Hypocretin-System

Thalamus

@ LDT(AGhR

{

GABA) v I’F?TfACrw‘

¥
LC (NA)// |
Hypothalamus /

Pon | Cerebellum
Medulla

Brainstem

Abbildung 3
Areale und regulativen Substrate des Schlafes
(Saper 2005; Schwartz und Roth, 2008)

ARAS:
Das ARAS ist eine komplexe Ansammlung von Neuronen, die verschiedene Kreisldufe

mit den 4 monoaminergen Signalwegen beinhaltet:

* Noradrenerger Signalweg: entspringt im Locus Coerulus (LC) und den

zugehorigen Nuklei des Hirnstamm:s.

* Serotonerger Signalweg: entspringt in den Raphekernen innerhalb des

Hirnstamms.

* Dopaminerger Signalweg:  entspringt aus dem Ventralen Tegmentum

(VT).



* Histaminerger Signalweg: entspringt vom tuberomammildren Nukleus

(TMN) vom hinteren Hypothalamus.

Grundsitzlich haben Noradrenalin, Serotonin, Dopamin und Histamin komplexe
modulatorische Funktionen und férdern den Wachzustand.

Eine weitere wichtige Komponente des ARAS ist das Pontine Tegmentum (PT). Die
Aktivitdt der cholinergen Neuronen des PT (REM-on cells) fordert den REM-Schlaf.
Wiéhrend des Wachzustandes werden diese REM-on cells durch verschiedene
noradrenerge und serotonerge Neuronen des ARAS (REM-off cells) inhibiert
(Hallanger et al., 1987; Saper et al., 2005; Schwartz und Roth, 2008).

Rolle des VLPO

Das VLPO befindet sich im vorderen Hypothalamus und besteht aus inhibitorischen
GABAergen und galaninergen (peptidischer Neurotransmitter) Neuronen (Sherin et al.,
1998; Gaus et al., 2002; Saper et al., 2005). Die Neuronen interagieren reziprok mit den
Neuronen des ARAS und den Orexin-Neuronen. Die VLPO-Neuronen inhibieren und
werden von den histaminergen Neuronen des TMN und sogenannten monoaminergen

REM-off cells inhibiert.

Rolle des Orexin-Hypocretin-System

Die Neuronen des Orexin-Hypocretin-Systems befinden sich im lateralen
Hypothalamus und innervieren alle Komponenten des ARAS. Diese Neuronen erregen
die monoaminergen REM-off cells wéahrend des Wachzustandes und die cholinergen
Neuronen der Pontina, wiahrend des REM-Schlafes. Sie selbst werden von Neuronen

des VLPO wéhrend des nREM-Schlafs inhibiert (McCarley, 2007).
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Der Wachzustand wird durch Neuronen der Formatio Reticularis (ARAS), die Impulse
in den Thalamus senden, aufrecht erhalten. Daneben stabilisiert auch das Orexin-
Hypocretin-System den Wachzustand. Reguliert wird der Wechsel zwischen Schlaf-
und Wachzustand vom lateralen Hypothalamus, der hierbei einen Flip/Flop-Schalter
darstellt. Das Orexin-Hypocretin aktiviert mittels Orexin das ARAS, das wiederum
mittels Noradrenalin, Serotonin, Dopamin und Histamin das VLPO inhibiert. Wird der
Schalter nun ,,umgelegt* wird das VLPO aktiv und inhibiert mittels Galanin und GABA
den lateralen Hypothalamus und gleichzeitig auch das ARAS. Somit schléft man ein. Ist
die Aktivitit es des VLPO gestort, kommt es zu Schlafstorungen (Silbernagl und
Despopulos, 2007).

2.2) Schlafstorungen

Dyssomnien

* Primére Insomnie

* Primédre Hypersomnie

* Narkolepsie

* Schlafbezogene Atemstorungen (Schlafapnoe)

e Zirkadiane Schlafstorungen
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Parasomnien
e Albtrdume
e Schlafterror

¢ Schlafwandeln

1.) Dyssomnien

Primdre Insomnie:

Darunter versteht man alle Ein- und Durchschlafstorungen. Sie verursachen
psychischen Stress und beeintrachtigen auch den Alltag. Patienten, die an primérer
Insomnie leiden, besitzen eine erhohte Stoffwechselleistung und eine geringere
Schlafneigung, auch wenn sie die Moglichkeit dazu haben (Harsh et al., 2006; Perlis et
al., 2005; Nofzinger et al., 2005; Schwartz und Roth 2008).

Narkolepsie:
Narkolepsie ist durch abnorme Ubergiinge zwischen den REM- und nREM-Phasen

nachts und wihrend des Schlaf-Wach-Zykluses gekennzeichnet. Narkoleptiker schlafen
nicht mehr als andere, jedoch haben sie plotzliche REM-Schlaf-Episoden wihrend des
Tages. Die Symptome der Narkolepsie sind pathologische Schlifrigkeit, Schlafparalyse,
hypnagogische Halluzinationen (diese treten am Beginn oder am Ende des Schlafens
auf) und Kataplexie (plotzlicher Verlust des Muskeltonus wéhrend des Wachzustandes)

(Dauvalliers et al., 2007; Nestler et al., 2009 ).

Schlafapnoe:

Schlafapnoe ist eine altersabhidngige, schlafbezogene Atemstérung, die durch einen
oropharyngealen Kollaps gekennzeichnet ist. Daraus resultieren Schlafunterbrechungen,
Hypoxie, pulmonarer und systemischer Hochdruck und Arrhythmien (Harsh et al, 2006;
Narkiewicz und Somers, 2003; Schwartz und Roth, 2008).

Zirkadiane Schlafstérungen:

Diese werden durch Verschiebung des Wachzustandes gegen den endogenen
zirkadianen Rhythmus i.e. Jetlag, Schichtarbeit verursacht (Harsh et al., 2006; Allen et
al., 2003; Schwartz und Roth, 2008).
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2.) Parasomnien:

Zu den Parasomnien zdhlt man Albtraume, Schlafwandeln und Schlafterror. Sie werden
nur als Stérung bezeichnet, wenn die Betroffenen durch die Héufigkeit oder den

Schweregrad negativ beeinflusst werden (Nestler et al., 2009).

Albtrdume:

Typischerweise trdumen die Patienten von Attacken, dem Fallen oder dem Tod (Kales
et al., 1987; Vgontzas und Kales, 1999). Sie treten zu jeder Nachtzeit wéihrend des
REM-Schlafes auf. Wesentliche Merkmale sind plotzliches Aufwachen aus dem Traum
und die Erinnerung an den Inhalt des Traumes (Schenck und Mahowald, 1996;
Vgontzas und Kales, 1999).

Schlafwandeln:

Dabei handelt es sich um kurze Episoden (wenige Minuten) wéihrend des Schlafes, in

denen die Betroffenen aufstehen und umhergehen. Charakteristisch fiir Schlafwandler
ist ein leerer Gesichtsausdruck, das Nichtwahrnehmen der Umwelt und schwerfillige

Bewegungen.

Schlafterror:

Beim Schlafterror durchlebt man dramatische Episoden, die mit lautem Aufschreien
oder mit starken Bewegungen verbunden sind (Kales et al., 1987; Vgontzas und Kales,

1999).
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3.) Das GABAerge System

3.1) y-Aminobuttersiiure

Ein Neurotransmitter, der sowohl bei Angst als auch bei Schlaf bzw. Stérungen dieser
Prozesse ein wichtige Rollte spielt, ist die y-Aminobuttersdure (GABA), der wichtigste
inhibitorische Neurotransmitter im Gehirn von Vertebraten und Invertebraten (Sieghart,

1995; Sieghart und Olsen 2009; Mohler 2006).

o
HZN/\/Y

OH

Abbildung 5
Strukturformel von GABA

GABA entsteht durch Decarboxylierung von Glutamat {liber die L-Glutaminsdure-
Decarboxylase (GAD) ( Buddhala et al., 2009). Es gibt zwei Isoenzyme, GAD67 und
GADG65 (Bu et al., 1992, Buddhala et al., 2009). Diese entstehen aus verschiedenen
Genen und unterscheiden sich in Funktion, Vorkommen, Wirkung und Co-Faktor-
Interaktionen (Kaufman et al,. 1991; Buddhala, 2009).

GAD67 kommt im neuronalen Cytoplasma vor. Die von GAD67 synthetisierte GABA
fungiert beispielsweise als trophischer Faktor bei der Entstehung von Synapsen oder als
Schutz nach Gehirnverletzungen (Lamigeon et al., 2001; Pinal and Tobin, 1998;
Waagepeterson et al., 1999; Buddhala et al., 2009).

GADG65 hingegen ist in den Nervenendigungen lokalisiert. Die von GAD65 produzierte
GABA fungiert als Neurotransmitter (Martin und Rimvall, 1993; Buddhala et al., 2009).
Die Synthese von GABA wird iiber den Citratzyklus durchgefiihrt (Waagepetersen et
al., 2001; Buddhala et al., 2009).

GABA wird in den synaptischen Vesikeln gespeichert. Die Aufnahme in den Vesikeln
erfolgt tiber den Protonen/GABA-Antiport VGAT.

GABA wird von den pridsynaptischen Endigungen durch Andocken und Fusion des
synaptischen Vesikels mit der Plasmamembran freigesetzt. Dieser Prozess wird von
SNARE-(N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) Proteinen,
(Sollner et al., 1993; Fan et al., 2006) bestehend aus dem Syntaxin 1A, dem SNAP 25
und dem Synaptobrevin 2 katalysiert (Hua et al., 2001; Mochida, 2000; Fan et al.,
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2006). Syntaxin 1A und SNAP 25 formen ein Heterodimer, das eine Bindungsstelle fiir
Synpatobrevin 2 liefert (An und Almers, 2004, Fasshauer und Margittai, 2004; Fan et
al., 2006).

GABA bindet an postsynaptische GABAx-Rezeptoren und leitet so das Signal zu den
postsynaptischen Endigungen weiter (Fan et al., 2006).

Danach wird GABA schnell durch spezifische natrium- und chloridabhéngige
Transporter in die prasynaptischen Endigungen (Dingledine und Korn, 1985; Fan et al.,
2006) und die umgebenden Gliazellen aufgenommen (Jursky et al., 1994; Fan et al.,
2006).

GADG65 spielt auch eine Rolle bei der Bereitstellung von Energie zur Aufnahme von
GABA in den Vesikeln. Dabei kommt es zu einer Interaktion zwischen mitochondraler
GAD65, der GABA-Transaminase und der Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase
(Tillakaratne et al., 1995, Buddhala et al., 2009):

Die Stimulation eines Neurons durch Natriuminflux flihrt zu einer Synthese von GABA.
Diese wird von der GABA-Transaminase in Succinatsemialdehyd umgewandelt und
dieses danach durch die Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase in Succinat. Succinat
wird in den Citratzyklus eingeschleust um ATP zu produzieren, das fiir den Uptake von
GABA in den synaptischen Vesikel iiber den vesikuldren GABA-Transporter benotigt
wird. Daneben aktiviert ATP GADG65, die an synaptische Vesikel angelagert ist. Darauf
wird GABA gebildet, die dann iiber vesikulire GABA-Transporter in den synaptischen
Vesikel aufgenommen wird. Diese Aufnahme ist ebenfalls ATP-vermittelt (Buddhala et

al., 2009).

Abbildung 6

Schematische Darstellung
einer GABAergen Synapse
bei der Energiebereitstellung
fiir die GABA-Biosynthese
(Buddhala et al., 2009).
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GABA aktiviert sowohl ionotrope als auch metabotrope Rezeptoren:

* GABA Typ A (GABA,) Rezeptor

* GABA Typ B (GABAg) Rezeptor

* GABA Typ C (GABA() Rezeptor

3.2) GABA 4-Rezeptor

3.2.1) Struktur:

GABA-Rezeptoren gehdren ebenso wie die Glycin-, Serotonin (5-HT3) und
nikotinische Acetylcholin-Rezeptoren zur Familie der ligandengesteuerten lonenkanile
(LGICs) (Purves et al., 1997; D’Hulst et al., 2009). GABAx-Kanile formen aus fiinf
Untereinheiten Pentomere, die aus einer groBen N-terminalen Doméne, vier
transmembranédren Regionen (TM1-4), einer grofen intrazelluldren Schleife zwischen
TM3 und TM4 (Nayeem et al., 1994; D’Hulst et al., 2009) und einer kurzen
extrazelluldren C-terminalen Doméne bestehen. Die Kanalpore wird von den fiinf TM2
aller Untereinheiten gebildet (Corringer et al., 2000; Sine und Engel, 2006; Olsen und
Sieghart, 2009). Es gibt neunzehn unterschiedliche GABA-Rezeptor-Untereinheiten,
die sich wiederum in acht Klassen einteilen: a(1-6), B(1-3), y(1-3), 9, €, p(1-3), 6 und ©
(Olsen und Sieghart, 2008; D’Hulst et al., 2009).

Die meisten GABAa-Rezeptoren bestehen aus zwei a-Untereinheiten, zwei [-
Untereinheiten und einer y-,8- oder e-Untereinheit (Sieghart und Sperk, 2002; Olsen und
Sieghart, 2008), wobei die B-Untereinheit durch eine 6-Untereinheit ersetzt werden kann
(Shivers et al., 1989; Davies et al., 1997; Bonnert et al., 1999; Henschel et al., 2008). 70
bis 80 % aller GABAa-Rezeptoren im Zentralnervensystem beinhalten eine 7v»-
Untereinheit (Wisden et al., 1992; Laurie et al., 1992; Person et al., 1991, 1992; Olsen
und Sieghart, 2008).
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4 Abbildung 7
GABA-Rezeptor schematisch (Henschel
et a., 2008)

Wihrend Rezeptoren, die eine a;-, 0p- oder as-Untereinheit beinhalten, vor allem in
Synapsen vorkommen (Somogyi et al., 1989, Winsky-Sommerer, 2009), findet man
GABA-Kanile, die eine 06-Untereinheit beinhalten, i.e. ouPxd, aifxd oder asP«d,
vorwiegend extrasynaptisch (Nusser et al., 1998; Fritschy und Brunig, 2003, Winsky-
Sommerer 2009). Auch GABA\-Rezeptoren mit as-Untereinheiten kommen bevorzugt
extrasynaptisch vor oder an GABAergen Synapsen, die sich auf Dendriten befinden

(Serwanski et al., 2006; Ali und Thomson, 2008; Winsky-Sommerer 2009).

Abbildung 8
GABA-Rezeptor von oben (Muroi et
~al.,, 2006)

GABA-Rezeptoren vermitteln zwei verschiedene Arten der inhibitorischen
Neurotransmission: die phasische und tonische Inhibition (Maconochie et al.,1994;
Farrant und Nusser, 2005; Winsky-Sommerer 2009).

Phasische Inhibition wird durch millimolare Konzentrationen GABA an synaptischen
Rezeptoren vermittelt, wihrend extrasynaptische Rezeptoren bereits durch niedrigere
GABA-Konzentrationen (nM-uM) aktiviert werden und somit zu einer andauernden, i.

e. tonischen, Inhibition fithren (Semyanov et al., 2004; Cavelier et al., 2005; Farrant und
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Nusser, 2005; Mody 2005; Walker und Semyanov, 2008; Winsky-Sommerer 2009).
Diese GABA ist auch synaptischen Ursprungs, erreicht aber als ,,Spill-over* (Uberlauf

aus dem synaptischen Spalt) extrasynaptische Rezeptoren (Nusser et al., 1998; Luscher

und Keller, 2004, Winsky-Sommerer 2009).

O GABA @ synaptic GABA,,
QGAT—1 ﬂ extrasynaptic GABA,

Bcars {qu] GABA,

astrocyte
presynaptic terminals ooyt

l postsynaptic neuron

Abbildung 11
Schematische Darstellung der phasischen und tonischen Inhibition
(Winsky-Sommerer 2009)

3.2.2) GABA-Bindungstasche
Die Bindungstasche fiir GABA befindet sich zwischen den o- und den B-Untereinheiten.

Sie besteht aus sechs Schleifen (Loops), bezeichnet mit den Buchstaben A bis F. Diese
sind lange Ketten von Aminosiuren, wobei nur wenige Aminoséduren fiir die Bindung
von GABA essentiell sind (Boileau et al., 2001).

Loop A, B und C befinden sich auf den P,-Untereinheiten, wobei die fiir die Bindung
wichtigen Aminosduren bei Loop A Tyr’’ und Leu’, bei Loop B Tyr">” und Thr'® und
bei Loop C Ser’™, Tyr’”, Arg” und Ser’” sind (Amin und Weiss, 1993; Wagner und
Czajkowski, 2001, Wieland et al., 1992; Boileau et al., 2001).

Loop D, E und F befinden sich auf den a;-Untereinheiten. Essentiell sind hier bei Loop
D Phe®, Arg66, Ser®®, bei Loop E Arg119 und Ile'* (Sigel et al., 1992; Boileau et al.,
1999, Smith und Olsen, 1995, Westh-Hansen et al., 1997; Westh-Hansen et al., 1999;
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Boileau et al., 2001) und bei Loop F Val'”®, val'® und Asp'™ (Newell und Czajkowski,
2003).

Abbildung 9
Die schwarzen Pfeile zeigen die GABA-Bindungsstellen (Kash et al., 2004)

Gating

Zum  Gating-Mechanismus der GABAa-Rezeptoren  werden  verschiedene
Moglichkeiten diskutiert.

Bindung von GABA, fiihrt zu einer Konstriktion der Bindungstasche (Wagner und
Czajkowski, 2001; Kash et al., 2004). Daraus resultiert eine Bewegung in der
extrazelluliren Domédne der a- und der B-Untereinheiten, die sich auf benachbarte
Loops innerhalb der Untereinheiten auswirkt. Eine ,,conformational Wave* transferiert
die Strukturdnderungen von der Bindungstasche zu den transmembranidren Doménen
(Kash et al., 2004). Loop 7 der a-Untereinheiten leitet die Bewegung zum TM2-3-
Linker weiter (Kash et al., 2003; Kash et al., 2004), wihrend sich Loop 2 und Loop 7
der B-Untereinheiten der preTM1 annédhern (Kash et al., 2004a; Kash et al., 2004b). Die
transmembranidren Doménen stellen vermutlich starre a-Helices dar (Miyazawa et al.,
2003; Kash et al., 2004). Daher verursacht die Bewegung im der TM2-3-Linker eine
Anderung des helikalen Kreuzungswinkels und fiihrt zu signifikanten strukturellen
Verinderungen in der TM2 und im TM1-TM2-Loop. Dadurch kommt es zur Offnung
des Kanals (Kash et al., 2004).
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Eine andere Theorie ist der ,,Pin-into-Socket-Mechanismus®. Hier ist ein ecinzelner
Valinrest in der extrazelluliren Doméne die Verbindung zu der transmembraniren
Domaine. Dieser dient als Achse, die das Weiterleiten der Rotation der extrazelluldren
Doméne, die durch Bindung von GABA induziert wird, auf die TM2 ermdglicht. Diese
Rotation fiihrt zu einer Offnung der Kanalpore (Auerbach 2003; Kash et al., 2004).

Abbildung 10
Gelb zeigt die Bereiche, wo GABA bindet; Rot
zeigt die TM2 Doménen (Kash et al.,2004).

4.) Modulatoren von GABA ,-Rezeptoren

4.1) Benzodiazepine

Benzodiazepine, wie z.B. Diazepam, sind Arzneistoffe mit anxiolytischer, sedierender,
hypnotischer, muskelrelaxierender und antikonvulsiver Wirkung (Sanger et al., 2003;
Savi¢ et al., 2005). In der Therapie werden sie zur Behandlung von Angstzustinden,
Schlafstorungen, Muskelspasmen und Epilepsie eingesetzt (Sramek et al., 2002; Savié¢
et al., 2005). Bei chronischer Exposition kommt es zur Entwicklung von Toleranz und
Abhéngigkeit (Allison und Pratt, 2003; Kan et al., 2004, Wafford 2005).

Die Benzodiazepin-Bindungsstelle befindet sich zwischen der o- und der y,-
Untereinheit. Aminosduren, die fiir die Bindung essentiell sind, sind auf der a;-
Untereinheit His'"', Tyr'”, Gly*®, Thr**® und Tyr*®” und auf der y,-Untereinheit Phe’’,
Ala”, Thr®' und Met'* (Kucken et al., 2003; Berezhnoy et al., 2004; Wafford 2005).
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Abbildung 12

Die Benzodiazpinbindungstasche
mit Diazepam

(Wafford 2005).

Current Opinion In Pharmacoiogy

Nach Bindung an den GABAja-Rezeptor filhren Benzodiazepine zu allosterischen
Anderungen am Ionenkanal. Dies fiihrt zu einer Verstirkung der Wirkung von GABA
durch Erhohung der Offnungsfrequenz der Chloridkanile und durch die erhohte
Affinitit des Rezepors fiir GABA. (Iversen, 2004; D’Hulst et al., 2009). Alleine konnen
Benzodiazepine und andere allosterische Agonisten dieser Bindungsstelle keinen
Chloridinflux auslosen. Daher haben sie eine grof3e therapeutische Breite (Macdonald et
al., 1994; D’Hulst et al., 2009). Nach Bindung von GABA kommt es zu einer
Kontraktion der GABA-Bindungstasche, wodurch die Benzodiazepin-Bindungsstelle
zwischen der a- und der y-Untereinheit gedffnet wird. (Tallman et al., 1978; Karobath
und Sperk, 1979; Sharkey und Czajkowski, 2008). Andere Agonisten wie zum Beispiel
Pentobarbital flihren interessanterweise jedoch zu keiner Konformationsédnderung in der
Benzodiazepin-Bindungsstelle. Also beeinflusst eine Offnung des Kanals nicht
zwingend die Benzodiazepin-Bindungstasche. Daher liegt es nahe, dass die GABA- und
die Benzodiazepin-Bindungsstelle miteinander verbunden sind und dass nur {iber die
GABA-Bindungsstelle Bewegungen in der Benzodiazpin-Bindungstasche induzieren
werden konnen (Sharkey und Czajkowski, 2008).

Nicht alle GABAa-Rezeptoren sind empfindlich fiir Benzodiazepine. Determinierend
dafiir ist vor allem die a-Untereinheit. Die Rezeptoren o4B«y2 und oePxy> gehen mit den
klassischen Benzodiazepinen wie z.B. Diazepam, Flunitrazepam, Clonazepam keine
Bindung ein und werden daher Diazepam-unempfindliche-Rezeptoren genannt (Mohler
2002; Winsky-Sommerer, 2009). Entscheidend dafiir ist die Aminoséure Arg101 in den
os- und ag-Untereinheiten, wihrend sich in den anderen Untereinheiten ein His'"!

befindet (Benson et al., 1998; Wafford et al., 2004).
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Die a-Untereinheit ist nicht nur wichtig fiir die Bindung, sondern auch fiir die in vivo
Wirkung, der Benzodiazepine. Fiir den sedierenden Effekt ist die a;-Untereinheit
verantwortlich, wihrend die a,-Untereinheit fiir die Anxiolyse essentiell ist (Wafford et
al., 2004). Letztere vermittelt auch analgetische Effekte (Knabl et al., 2008; Zeilhofer et
al., 2009) und Muskelrelaxation (Crestani et al., 2000). Die as-Untereinheit unterstiitzt
die anxiolytische Wirkung der a,-Untereinheit (McKernan et al., 2000; Mohler 2009).
Fiir die antikonvulsive Wirkung der Benzodiazepine sind die a,;-Untereinheit und vor
allem die a,-Untereinheit verantwortlich (Fradley et al., 2007). Das Blockieren der os-
Untereinheit fithrt zu einer Verbesserung des rdaumlichen Denkens (Collinson et al.,
2002).

Nach regelméBiger Einnahme von Benzodiazepinen kommt es zu einer Verminderung
der Verstiarkung des Chloridinfluxes, das heifit die Rezeptoren weisen eine reduzierte
Empfindlichkeit fiir Benzodiazepine auf (Primus et al., 1996; Klein et al., 1994;
Wafford 2005). Aber auch die Expression von den einzelnen Subtypen wird verdndert.
Es kommt zu einer Verringerung der Expression der a;-Untereinheit, dafiir aber zu einer
Up-Regulierung von as- as- B2- Bs- und y,-Untereinheit (Pesold et al., 1997; Wafford
2005).

4.2) Weitere Modulatoren von GABA 4-Rezeptoren:
4.2.1) Barbiturate

Barbiturate sind Derivate der Barbitursdure. Sie wirken sedierend, hypnotisch,
antikonvulsiv, und anisthetisch, fiihren aber bei regelmiBigem Gebrauch zu
Gewohnung und Abhéngigkeit (Ito et al., 1996). Dariiberhinaus weisen Barbiturate eine

geringe therapeutische Breite auf. (Gannet et al., 2001)

Barbiturate erhdhen die Offnungsdauer des Kanals, haben aber keinen Effekt auf die
Offnungshiufigkeit oder die Leitfihigkeit (Study und Parker, 1981; Henschel et al.,
2008). Abhingig von der Konzentration beeinflussen sie den GABA-Rezeptor auf drei
unterschiedliche Arten:

Unter 100 uM fiithren Barbiturate selbst zu keinem oder nur geringem Effekt, jedoch
erhohen sie die Rezeptoraktivitit bei etwas hoheren Konzentrationen von GABA

(Akaike et al., 1985; Evans 1979; Akaike et al., 1990; Muroi et al., 2009).
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Bei Konzentrationen von 100 uM bis 1 mM fungieren sie als Rezeptoragonisten, d.h. sie
aktivieren GABA-Rezeptoren in der Abwesenheit von GABA (Akaike et al., 1985;
Muroi et al., 2009).

Uber der Konzentration von 1 mM blockieren Barbiturate den GABAA-Rezeptor
(Akaike et al., 1985; Akk und Steinbach, 2000; Rho et al., 1996; Muroi et al., 2009).
Barbiturate besitzen eine hohere Affinitdt zu (.- und PBs;-Untereinheiten als zu ;-
Untereinheiten (Birnir et al., 1997; Dalziel et al., 1999; Pistis et al., 1999; Carlson et al.,
2000, Cestari et al., 2000; Serafini et al., 2000; Chang et al., 2003; Drafts und Fisher,
2006). Barbiturate rufen bei GABAs-Rezeptoren, die eine as-Untereinheit beinhalten,
den groBten Effekt hervor und sind an diesen Rezeptoren effektiver als GABA
(Thompson et al., 1996; Drafts und Fisher, 2006). An Kanilen, die eine a;- bis os-
Untereinheit kombiniert mit einer - und einer y-Untereinheit enthalten, sind Barbiturate
weniger effektiv als GABA (Thompson et al., 1996; Wafford et al., 1996; Akk et al.,
2004, Drafts und Fisher, 2006). Verantwortlich fiir die hohe Affinitit der Barbiturate zu
der og-Untereinheit ist Thr®, das auf der N-terminalen extrazelluliren Domine dieser
Untereinheit lokalisiert ist (Drafts und Fisher, 2006).

Auch GABAa-Rezeptoren, die -Untereinheiten enthalten, werden von Barbituraten

moduliert (Akk et al., 2004; Feng et al., 2004; Drafts und Fisher 2006).

4.2.2) Neurosteroide

Zahlreiche Metabolite des Progesterons wirken auch zentralnervos und werden daher
als neuroaktive Steroide (Neurosteroide) bezeichnet (Henschel et al., 2008). Sie
verfligen {iber anxiolytische, antidepressive, antipsychotische, antikonvulsive, ataxische
und/oder anisthetische Wirkung (Crawley et al., 1986; Landgren et al., 1987; Belleli et
al., 1990; Bitran et al., 1993; Korneyev und Costa, 1996). Endogene Neurosteroide
werden vor allem wéhrend der Schwangerschaft, Stressphasen und nach Alkoholgenuss
gebildet. Eine Stérung der Biosynthese kann zu Angststorungen, Depressionen,
Schizophrenie, Alkoholabhingigkeit und katamenialer Epilepsie flihren (Stoffel-
Wagner 2003; Backstrom et al., 2003; Finn et al., 2003; Eser et al., 2006; Marx et al.,
2006; Hosie et al., 2006).

Neurosteroide sind potente Modulatoren von GABA s-Rezeptoren (Belelli und Lambert,
2005; Fritschy und Brunig, 2003; Hosie et al., 2006). In geringen Konzentrationen
(nanomolarer Bereich), wie bei Stress, Alkoholeinfluss und beim Ostrus, fiihren

Neurosteroide zu einer Potenzierung des Chloridinfluxes (Zhu und Vicini, 1997; Stell et
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al., 2003; Belelli und Herd, 2003; Hosie et al., 2006). In hoheren Konzentrationen
(submikromolarer bis mikromolarer Bereich) wie z.B. wihrend der Geburt, aktivieren
sie den Rezeptor direkt (Majewska et al., 1986; Hosie et al., 2006). Daher nimmt man
an, dass zwei verschiedene Bindungsstellen fiir Neurosteroide am GABA-Rezeptor
existieren (Belelli und Lambert, 2005). Diese befinden sich vermutlich in den
transmembrandren Doménen (Rick et al., 1998; Akk et al, 2005; Ueno et al., 2004).
Aminosduren auf der o;-Untereinheit in TMI1 und/oder TM2 sind fiir die
Neurosteroidwirkung essentiell (Hosie et al., 2006).

Entscheidend fiir die Bindung an den GABA-Rezeptor ist eine Hydroxyl-Gruppe in o.-
Stellung in Position 3 am A-Ring und eine Keton-Gruppe an Position 20 an der
Seitenkette des D-Ringes (Harrison et al., 1987; Hosie et al., 2006), da diese
Wasserstoffbriickenbindungen mit polaren oder geladenen Aminosduren ausbilden
(Grishkovskaya et al., 2000; Brzozowski et al., 1997; Hosie et al., 2006). Daher
verringert sich durch Substitution von polaren Aminosduren auf der o;-Untereinheit in
TM1 und TM2 durch hydrophobe i. e. Thr2291le, Thr236lle, GIn241Trp, Thr264Val,
Ser269Met, Asn274Ala, Ser275Ala die Sensitivitit des GABAa-Rezeptor fiir
Neurosteroide (Hosie et al., 2006).

Bindet ein Neurosteroid an den Rezeptor, befindet sich der hydrophobe A-Ring des

2% Das Einfiihren einer

Neurosteroids neben der hydrophoben Seitenkette von alle
polaren Aminosdure in Position 238 resultiert in einer elektrostatischen Abstoung und

daher in einer Verringerung der Verstiarkung des Chloridinfluxes (Hosie et al., 2006).

Wie bereits erwéhnt, wirken Neurosteroide tiber 2 unterschiedliche Bindungstaschen in
den transmembraniren Doménen des GABA-Rezeptors. Diese befinden sich zwischen
den a- und den B-Untereinheiten, wobei die Aminosiuren oThr™°, BTyr*** aGIn**' und

*7 direkt an der Bindung beteiligt. Uber die beiden erstgenannten Aminosiuren

aAsn
wird der GABAa-Kanal direkt aktiviert, wihrend tber die beiden letzten die
Potenzierung des Chloridinfluxes vermittelt wird. Um eine vollstindige Aktivierung des
GABA-Rezeptors zu erreichen, ist die Besetzung von beiden Bindungsstellen
essentiell. Da diese Aminoséduren in allen o- und f-Untereinheiten konserviert sind,

vermitteln alle GABAa-Rezeptoren die Wirkung von Neurosteroiden (Hosie et al.,

20006).
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Abbildung 13

Schematische Darstellung eines
gebundenes Neurosteroids bei einem
Wildtyp-Rezeptor (links)

und einen mutiertem Rezeptor (rechts)
(Hosie et al., 2006)

M4 M2 M2 M1 M4 M2 M2 M1

4.2.3) Andsthetika

Andsthetika variieren in ihrer Fihigkeit Analgesie, Muskelrelaxation und Amnesie zu
erzeugen. Jedoch haben sie eine Eigenschaft gemeinsam: Sie filhren bei niedrigen
Konzentrationen von 10 uM bis 300 uM zu einem reversiblen Bewusstseinsverlust.

Die Anisthetika unterteilen sich in Injektionsnarkotika wie Etomidat, Propofol,
Barbiturate und neuroaktive Steroide und Inhalationsnarkotika wie Halothan,

Sevofluran, Isofluran sowie Xenon.

Ihr Wirkmechanismus war lange unklar. Lange nahm man an, dass Anisthetika Lipide
aus dem Gehirn extrahieren. Spiter fiihrte man die Wirkung von Anisthetika auf eine
Interaktion dieser mit der Lipiddoppelschicht der Nervenzellen zuriick. Man nahm an,
dass Anisthetika die Membranfunktion z.B. durch Erhéhung der Lipidfluiditat storen.
Anisthetika  dndern  tatsdchlich die Membranpermeabiltit und verursachen
Lipidphaseniiberginge. Jedoch wies diese Theorie auch groe Mingel auf. Die
Konzentrationen, die pharmakologische Wirkungen aufweisen, vermitteln nur geringe
Anderungen in der Doppelschicht. Diese treten ebenfalls nach geringen
Temperaturerh6hungen auf. Daher bestand die Vermutung, dass eine Steigerung der
Temperatur die anidsthetischen Effekte verstirkt. Das Gegenteil ist jedoch der Fall.

AuBlerdem wurde auch der ,,Cutoff*-Effekt ignoriert, der zeigt, dass ab einem gewissen
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Punkt in einer homologen Reihe die andsthetische Wirkung plotzlich verschwindet. Das
grofite Problem dieser These war aber, wie durch Stérung der Lipiddoppelschicht ein
dysfunktionelles Membranprotein entsteht, was laut Theorie das Endresultat ist (Franks
2006).

Heute weil man, dass Ansthetika spannungsgesteuerte Ionenkanile z.B. Ca* oder K'-
Kanidle und ligandengesteuerte Kanéle vor allem den GABAa-Rezeptor modulieren

(Bhattacharya et al., 2000; Franks 2006).

Wihrend Inhalationsanésthetika und auch Alkohole vor allem mit der a-Isoform des
GABA-Rezeptors interagieren, sind Injektionsanésthetika vor allem von der B-Isoform
abhéngig. Wichtige Aminosduren fiir die Bindung von Inhalationsandsthetika auf der
o,-Untereinheit sind vermutlich Leu®* (TM1), Ser’”’ (TM2), Ala**' (TM3) und Tyr*",
Thr*'* und Tyr*" (TM4) (Jenkins et al., 2002, Jenkins et al., 2001; Krasowski und
Harrison, 1999; Mascia et al., 2000; Mihic et al., 1997; Campagna-Slater und Weaver,
2007).

Die Modulation von GABA-Rezeptoren durch Injektionsnarkotika wie Etomidat und
Propofol ist vor allem von der B-Isoform abhénging. So werden nur Rezeptoren mit 3,-
und f;-Untereinheiten moduliert, wahrend Rezeptoren mit B;-Untereinheiten nicht
sensitiv fiir die Modulation sind. Maligebend fiir die Bindung von Etomidat ist
vermutlich die Aminosdure Asn®® auf den P,s3-Untereinheiten, die auf den B;-
Untereinheiten durch Serin ersetzt ist (Belelli et al., 1997; Krasowski und Harrison
1999; Moody et al., 1997; Moody et al., 1998, Campagna-Slater und Weaver, 2007).
236

Neben Asn®® spielt bei der Bindung von Etomidat Met
wichtige Rolle (Li et al.,2006).

auf der o;-Untereinheit eine

Fiir die Bindung von Propofol spielt Met™* auf der p,-Untereinheit eine wichtige Rolle
(Bali und Akabas, 2004; Krasowski und Harrison, 1999; Krasowski et al., 2001;
Campagna-Slater und Weaver, 2007). Daher nimmt man an, dass unterschiedliche
Bindungstaschen fiir Etomidat und Propofol vorhanden sind (Campagna-Slater und

Weaver, 2007).
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Abbildung 14
Strukturformel der beiden Anisthetika Etomidat und Propofol
(Campagna-Slater und Weaver, 2007)

Bindungsstelle von Etomidat:

In der Mitte des a-helikalen Biindels der transmembrandren Domine der [3»-
Untereinheit befindet sich eine Tasche, die sich zwischen den Segmenten der TM1 und
der TM4 und den Segmenten der TM3 und TM4 in der Nihe der Lipiddoppelschicht
offnet und bis zu den Segmenten der TM2 reicht, die an die Kanalpore angrenzen. In
dieser Bindungstasche ist vermutlich die Aminosdure Asn®® auf der B2- und fs-

Untereinheit und Met**¢

auf der a;-Untereinheit fiir die Bindung von Etomidat essentiell
(Campagna-Slater und Weaver, 2007; Li et al., 2006). Fehlt dieser Asparaginrest wie
z.B. in der B;-Untereinheit (B;Ser”"), werden die Rezeptoren nicht mehr von Etomidat
moduliert (Belelli et al., 1997; Moody et al., 1997; Moody et al., 1998; Sanna et al.,
1997; Campagna und Weaver, 2007).

Man vermutet auBerdem, dass es zwischen dem Imidazolring des Trp>’ und der
Phenylgruppe des Etomidats zu m-m-Interaktion kommt. Weitere Aminoséduren, die
ebenfalls zur Bindung von Etomidat beitragen konnten, sind Ne*°, Leu™', Thr*>, 11e**

und Ser”® auf TM1, Met*®" auf TM2 und Phe®”, Leu®, Leu®®” und Ala*® auf TM3
(Campagna und Weaver, 2007).

Bindungsstelle von Propofol:

Diese Bindungstasche befindet sich nahe am extrazelluliren Bereich zwischen TM1,
TM3 und TM4. Fiir die Bindung von Propofol ist Met™* essentiell (Bali und Akabas,
2004; Krasowski et al., 2001; Campagna-Slater und Weaver, 2007).

26



Zwischen der Hydroxylgruppe des Propfols und der Carbonylgruppe des GIn*** kénnen
Wasserstoffbriicken gebildet werden, weiters trégt die m-m-Interaktion zwischen Tyr**®
und Propofol zur Bindung bei. Die letzten beiden Aminoséuren kommen auf ;- 3,- und
Bs-Untereinheiten vor, daher bindet dieses Anisthetikum nicht spezifisch an einem
bestimmten Subtyp der P-Untereinheit (Krasowski et al., 2001; Campagna-Slater und
Weaver, 2007). Weitere Aminosduren, die eventuell an der Bindung von Propofol

beteiligt sind, sind Leu’”, Thr*® und Tyr226 auf TM1, Leu®®, Phe®® und Phe®” auf
TM3 und Tyr*** und Trp*** auf TM4 (Campagna-Slater und Weaver, 2007).

Ein weiteres bedeutendes Anisthetikum, das aufgrund seiner stark analgetischen
Wirkung vor allem bei besonders schmerzhaften Eingriffen angewendet wird, ist das
Ketamin. Dieses wirkt jedoch nicht iiber den GABAa-Rezeptor, sondern iiber den

NMDA-Rezeptor (Visser und Schug, 2006).

propofol
binding site

Abbildung 15
Bindungsstelle fiir Etomidat und Propofol
(Campagna-Slater und Weaver 2007)

etomidate *
binding site

4.2.4) Ethanol

Alkohol ist neben Coffein und Nikotin die am meisten genutzte legale Droge (Olsen et
al., 2007). Alkohol wirkt anxiolytisch, sedierend (Jia et al., 2007) und beeintrachtigt die
motorische Koordination und das Urteils- und Sprachvermdgen. In héheren Dosen fiihrt
er zu Nausea, Erbrechen und zu Bewusstlosigkeit. Bei chronischem Alkoholmissbrauch
kommt es neben Leberschidden, Herzkrankheiten und erhdhtem Krebsrisiko (Olsen et
al., 2007) auch zu einer Ubererregbarkeit des ZNS und zu Tremor (Kralic et al., 2002;
Kralic et al., 2005; Kumar et al., 2009; Kumar et al, 2010). Die tddliche
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Blutkonzentration beim Menschen liegt zwischen 50 mM und 110 mM (Olsen et al.,
2007).

Ahnlich wie bei den Anasthetika war der molekulare Wirkungsmechanismus von
Alkohol lange Zeit ungekldrt. Obwohl der GABAa-Rezeptor als Angriffspunkt von
Ethanol naheliegend war, konnte eine Modulation von GABA-induzierten
Chloridstromen nicht gezeigt werden (Olsen et al., 2007). Die Mehrheit der
synaptischen GABAa-Rezeptoren reagiert nur bei Konzentrationen iiber 60 mM auf
Ethanol.

Dagegen zeigen extrasynaptische GABAa-Rezeptoren (ou4f30 und asfB30) hohe
Sensitivitdt gegeniiber Ethanol. Bei a4f306-Rezeptoren fiihren Alkoholkonzentration von
3 mM zu einer Verlingerung der Offnungszeit des Rezeptors und somit zu einer
VergroBerung der Amplitude (Hanchar et al., 2004; Wallner et al., 2003; Olsen et al.,
2007). Zusétzlich spielen auch verschiedene modulatorische Faktoren in vivo eine

wichtige Rolle bei der Wirkung von Ethanol (Jacob et al., 2005; Olsen et al., 2007).

Bei wiederholtem Ethanolkonsum zeigt sich auch ein verdndertes Expressionsmuster
der GABA-Rezeptor-Untereinheiten. Ethanol induziert eine erhdhte Expression von
mRNA der oy-Untereinheiten und eine verminderter Expression der mRNA der o-
Untereinheiten (Devaud et al., 1995; Devaud et al., 1997; Davies, 2003). Zusétzlich
kommt es zu einer vermehrten Internalisierung von Rezeptoren mit o,;-Untereinheiten
(Kralic et al., 2002; Kralic et al., 2005; Kumar et al., 2009; Kumar et al, 2010). Ethanol
fithrt dabei zu einer Verbindung des o;-GABAa-Rezeptors mit dem Adaptor-Komplex
2 (heterotetrameres Protein) und zur Internalisierung in Clathrin Coated Vesicles im
cerebralen Cortex ( Kumar et al, 2003; Kumar et al., 2010). Da nach chronischem
Ethanoleinfluss die ou-GABAa-Rezeptoren erhoht und die o;-GABAa-Rezeptoren
vermindert sind, wirken die klassischen Benzodiazepine weniger effektiv (Buck und

Harris, 1990; Davies, 2003).

4.2.5) Diverse Modulatoren

e Loreclezol
¢  Furosemid

e Mefenaminsidure
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Loreclezol
Loreclezol ist ein Breitspektrum-Antikonvulsivum, das vor allem bei generalisierten
Absenzen und tonisch-klonischen Anfillen eingesetzt wird (Ghiani et al., 1996). Es
weist eine 300-fach hohere Affinitit zu GABAa-Rezeptoren auf, die P,- oder fs-
Untereinheiten enthalten, als zu jenen mit (3;-Untereinheiten (Wingrove et al., 1994).
Eine einzige Aminosiure auf den B-Untereinheiten (B,Asn™ bzw. B3;Asn®) ist
essentiell fiir die Bindung von Loreclezol. Ein Austausch dieser gegen die homologe
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Aminosdure auf der p;-Untereinheit (§;Ser”") hebt die Wirkung von Loreclezol auf

(Wingrove et al., 1994).

Mefenaminsdure

Mefenaminsdure (NSAID) weist zusétzlich zur analgetischen Wirkung auch
antikonvulsive und prokonvulsive Effekte auf. Ahnlich wie Loreclezol moduliert
Mefenaminsdure nur GABAa-Rezeptoren, die fys3-Untereinheiten enthalten und
blockiert o;f;-Rezeptoren. AuBerdem kann Mefenaminsdure GABA-Rezeptoren
direkt aktivieren. Auch hier ist fiir den positiv modulatorischen Effekt die Aminoséure
Asn® Vorraussetzung. Ersetzt man diese durch Serin (B2Asn290Ser), werden diese
Kanile nicht mehr von Mefenaminsédure moduliert. Mutiert man jedoch Serin auf der
B1-Untereinheit zu Asparagin, induziert man Sensitivitit fiir Mefenaminsédure. Daher ist
die Wirkung auf GABAx-Rezeptoren einzig von der -Untereinheit-Isoform abhéngig
(Halliwell et al., 1999).

Furosemid
Furosemid ist ein Schleifendiuretikum, das auch den GABAa-Rezeptor blockiert.
Dieser Effekt hingt von der Untereinheitenkombination ab (o und P23) (Korpi und
Liiddens, 1997), wobei die Anwesenheit von y- oder 0-Untereinheiten nicht notwendig
ist (Knoflach et al., 1996; Korpi und Liiddens, 1997). Der Wirkungsmechanismus von
Furosemid unterscheidet sich von dem anderer GABAa-Rezeptor-Antagonisten.
Dariiberhinaus hemmt Furosemid neben dem renalen Natrium-Kalium-Chlorid-
Cotransporter (NKCC) auch den NKCC1 im Gehirn (Russell, 2000). Interessanterweise
wird nach einem zerebralen Infarkt dieser Transporter im Gehirn vermehrt exprimiert.
Wird nun dieser gehemmt, kommt es zu einer signifikanten Verkleinerung des

Infarktgebietes (Yan et al., 2001).
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Furosemid inhibiert vorwiegend GABAa-Rezeptoren mit einer ae-Untereinheit. Wird
die I1e*™ (TM1) in der ae-Untereinheit durch Thr ersetzt, kommt es zu einer 10-fachen
Verminderung der ICso. Daher nimmt man an, dass TM1 mit der Aminosiure Isoleucin
Bestandteil der Furosemid-Bindungsstelle ist (Thompson et al., 1999). Der Effekt von
Furosemid ist auflerdem stark abhingig von der B-Untereinheit. Die Wirkung an
GABA-Rezeptoren mit einer f23-Untereinheit ist stirker als bei Rezeptoren mit einer
Bi-Untereinheit (Korpi et al., 1995). Koexpression von 3;Ser265Met und f3Asn265Ser
mit o~ und y,-Untereinheiten zeigt, dass der Effekt von Furosemid von den gleichen
Aminoséuren abhingt wie der von Loreclezol. Die Aminosiure olle®® ist auf der TM1
lokalisiert und Aminoséure f3Asn’®> am extrazelluliren Endes der TM2-Domine. Diese
beiden Aminosduren sind in der Ndhe des extrazelluliren Ende des Ionenkanals. Im
geschlossenen Zustand interkalieren Segmente der TM1 mit Segementen der TM2 am
extrazelluliren Ende des Rezeptors. Nach Aktivierung der Rezeptoren bewegt sich
sowohl die TM1- als auch die TM2-Region und bilden somit das ,,gate (Akabas und
Karlin, 1995). Es wird angenommen, dass Furosemid durch direkte Interaktion mit der
TMI1 den geschlossenen Zustand des GABAa-Rezeptors stabilisiert (Thompson et al.,
1999).

Durch hohe Konzentrationen von Ro05-4864 wird der Effekt von Furosemid

antagonisiert (Korpi und Liiddens, 1997).

GABA-Rezeptoren spielen bei Schlaf und Angst sowie bei Epilepsie eine wichtige
Rolle.

5.) Epilepsie

1 % der Weltbevolkerung ist von Epilepsien betroffen. Sie gehdren daher zu den
héufigsten neurologischen Storungen (Hauser 1994, Macdonald und Kang, 2009). Der
Ausloser von Epilepsien ist unter anderem die mangelnde synaptische Inhibition
(Wallace et al., 2001). Daher beruht die antiepileptische Wirkung einiger Medikamente
auf der Verstirkung der GABAergen Neurotransmission (Macdonald et al.,2006
Macdonald und Kang, 2009). Idiopathische generalisierte Epilepsien (IGEs) sind eine
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Gruppe von genetischen Epilepsien wie zum Beispiel Pyknolepsie, juvenile
myoklonische Epilepsie, generalisierte mit fiebrigen Epilepsien und tonisch-klonischen
Anfillen (Hirose et al., 2005; MacDonald und Kang, 2009). Vielen IGEs liegt eine
Mutation von lonenkandlen zu Grunde (Mulley et al.,2003; Macdonald und Kang,
2009).

GABA-Rezeptor-Mutationen, die mit IGEs in Verbindung gebracht werden, wurden
auf oy-, PBs-, y2- und J-Untereinheiten identifiziert (Macdonald et al., 2006; und
Macdonald und Kang, 2009). Die Mutationen koénnen in 4 Klassen unterteilt werden:
Missense, Nonsense, Frameshift-Mutationen in kodierenden Sequenzen und Mutationen
in nicht-kodierenden Sequenzen (Macdonald und Kang, 2009).

Missense-Mutationen fithren zu einer Anderung der Nukleotidsequenz in einem Codon,
was in einem Peptid zum Einbau einer falschen Aminosdure statt der urspriinglichen
fiihrt.

Nonsense-Mutationen dndern ebenfalls die Nukleotidsequenz in einem Codon, das
einen sofortigen Stopp oder ein vorzeitiges Translationsende kodiert (MacDonald und
Kang, 2009).

Frameshift-Mutationen treten durch Ausléschung oder Einfiigen neuer Nukleotide auf.
Da drei Nukleotide eine Aminosdure ergeben, verdndert sich nach Einschub oder
Loschen eines Nukleotids das Leseraster, was unter anderem zu einem vorzeitigen
Translationsende fithren kann (MacDonald und Kang, 2009).

Missense-Mutationen beeintrachtigen unter anderem die Oberfldchenexpression von
den Rezeptoren (Macdonald et al., 2006; Macdonald und Kang, 2009). Dies ist auf
fehlerhafte/verdnderte  Faltung, fehlerhafte Zusammenlagerung oder auf das
Zurlickhalten der mutierten Proteine durch das endoplasmatische Retikulum

zurickzufiihren.

GABAs-Rezeptor-Missense-Mutationen in Untereinheiten sind:
* GABRAI(Ala322Asp)
* GABRB3(Gly32Arg),
* GABRG2(Arg43Gln),
* GABRG2(Argl38Gln)
* GABRG2(Lys289Met)
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Nonsense-Mutationen sind:
* GABRG2(GIn1X)
* GABRG2(GIn351X)
* GABRG2(Trp390X)

Eine Frameshift-Mutation ist GABRA1(975delCys, Ser326fs328X) (Macdonald und
Kang, 2009).
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Abbildung 16
Schematische Darstellung der Position der Mutationen am GABA s-Rezeptor
(MacDonald und Kang, 2010)

GABA 4-Rezeptor-Missense Mutationen

v2-Untereinheit-Missense-Mutation Arg43Gln
Diese Mutation beeintrdchtigt massiv die Leitfahigkeit des Kanals und die
Expressionsdichte in der Zellmembran (Kang und Macdonald, 2004; Bianchi et al.,
2002; Macdonald und Kang, 2009). Das klinische Bild ist durch Pyknolepsie und durch
fiebrige Anfille gekennzeichnet (Wallace et al., 2001; Macdonald und Kang, 2009).
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v2-Untereinheit-Missense-Mutation Lys289Met
Rezeptoren, die die Lys289Met Mutation tragen, deaktiveren schneller als Wildtyp-
Rezeptoren. AuBerdem fiihrt sie zu einer deutlich kiirzern Offnungsdauer (25 %) der
Kanile (Bianchi et al., 2002; Macdonald und Kang, 2009).
Betroffene leiden unter generalisierter Epilepsie (autosomal dominant vererbt) (Baulac

et al., 2001; Macdonald und Kang, 2009).

v2-Untereinheit-Missense-Mutation Argl138Gly
An dieser Position befinden sich in der Cys-Loop-Familie polare und geladene
Aminosduren. Diese Mutation fiihrt zu leichten Verdnderungen der Stromkinetik und zu
einer verringerten Benzodiazepin-Sensitivitit (Macdonald und Kang, 2009).
Diese Mutation fiihrt unter anderem zu Fieberkrdmpfen (Audenaert et al., 2006;
Macdonald und Kang, 2009).

a;-Untereinheit-Missense-Mutation Ala322Asp
Auch hier kommt es durch die Mutation zu einer verminderten Leitfdhigkeit des Kanals.
AuBlerdem wird dadurch auch die Helixformation der M3 destabilisiert, die richtige
Faltung der o;-Untereinheit beeintrdchtigt und somit auch die Expression an der
Zelloberfliache (Gallagher et al., 2007; Macdonald und Kang, 2009).
Diese Mutation ist unter anderem verantwortlich fiir die autosomal dominant vererbte

juvenile myoklonische Epilepsie (Cossette et al., 2002; Macdonald und Kang, 2009).

Bs-Untereinheit-Missense-Mutationen Prol1Ser, Ser15Phe und Gly32Arg
Man vermutet, dass diese Mutationen zu abnormaler Proteinexpression fiihren, wodurch
auch das Trafficking stark beeinflusst wird, (Macdonald und Kang, 2009) und so zu
Pyknolepsie fiihren (Tanaka et al., 2008; Macdonald und Kang, 2009).

o-Untereinheit Missense-Variationen Glul77Ala, Arg220Cys und Arg220His
Die Mutationen Glul77Ala und Arg220Cys konnten bei GEFS+ (Generalized epilepsy
with febrile seizures plus) nachgewiesen werden. Die Mutation Arg220His spielt

dagegen eine wichtige Rolle bei juveniler myoklonischer Epilepsie (Macdonald und

Kang, 2009).
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GABA 4-Rezeptor Nonsense-Muationen:

v2-Nonsense-Muation GIn1X
GInlX befindet sich zwischen dem Signalpeptid und dem fertigen Peptid und ist fiir
einen frilhzeitigen Stopp der Translation verantwortlich. Dies fiihrt zu schwerer

myoklonischer Epilepsie im Kindesalter (Hirose 2006; Macdonald und Kang 2009).

v2-Nonsense-Muation GIn351X
GIn351X ist auf der intrazelluldren Schleife der y,-Untereinheit zwischen den Doménen
M3 und M4 lokalisiert und fiihrt auch hier wieder zu einem friihzeitigen Stopp der
Translation. Dadurch fehlen dem y,-Peptid 78 Aminoséuren. Diese Mutation wird mit
GEFS+ und schwerer myoklonischer Epilepsie im Kindesalter in Verbindung gebracht
(Harkin et al., 2002; Macdonald und Kang, 2009).

v2-Nonsense-Muation Trp390X
Trp390X ist auf der intrazelluldren Schleife zwischen den Domédnen M3 und M4
lokalisiert und fiir GEFS+ verantwortlich (Sun et al., 2008; Macdonald und Kang,
2009). Daraus resultiert auch hier ein vorzeitiger Stopp der Translation und ein Verlust

von 39 Aminosiuren (Macdonald und Kang, 2009).
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6.) GABAj-Rezeptor

GABAGg-Rezeptoren gehdren zur Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Sie
blockieren mittles Gin-Untereinheiten des aktivierten G-Proteins die Adenylatcyclase
(Hill  1985; Bettler und Tiao 2006), das wiederum einen Effekt auf
Transkriptionsfaktoren (Steiger et al., 2004; Bettler und Tiao 2006) und auf
verschiedene Kinasen hat (Diverse-Pierluissi et al., 1997; Couve et al., 2002; Ren und
Mody, 2003, Bettler und Tiao, 2006).

GABAGg-Rezeptoren kontrollieren die Freisetzung von Neurotransmittern. Diese wird
von pré- und postsynaptische GABAg-Rezeptoren mittels der Regulation von Kalzium-
und Kaliumkanélen gesteuert (Bowery et al., 2002; Calver et al., 2002; Bettler et al.,
2004; Bettler und Tiao, 2006). Prisynaptische GABAg-Rezeptoren befinden sich
sowohl an inhibitorischen als auch an exzitatorischen Endigungen, wo sie als Auto- und
Heterorezeptoren fungieren. Stimulierung eines prasynaptischen Heterorezeptors fiihrt
durch Hemmung eines spannungsabhidngigen Kalziumkanals zur Unterdriickung der
Ausschiittung von GABA (Mintz und Bean, 1993; Thompson et al., 1993; Poncer et al.,
1997; Bettler und Tiao, 2006). Bei postsynaptischen Rezeptoren hingegen kommt es zu
einer Aktivierung von Kaliumkanédlen, wodurch die Membran hyperpolarisiert (Liischer
et al., 1997; Bettler und Tiao, 2006).

Agonisten des GABAg-Rezeptors sind z. B. das Muskelrelaxans Baclofen (Bettler und
Tiao, 2006) oder CGP 44532 (Bowery 2006). Baclofen wird kaum in der Therapie
angewendet, da der Gewohnungseffekt zu hoch und auch die Nebenwirkungen
betrichtlich sind. Antagonisten, wie SGS 742, induzieren prokonvulsive Wirkungen
(Vergnes et al., 1997; Bettler und Tiao 2006). Trotzdem gibt es Phase II Versuche, bei
denen Patienten mit milder bis moderater Alzheimer damit behandelt werden (Froestl et
al., 2004; Bettler und Tiao, 2006). Positiv allosterische Modulatoren sind CGP 7930
und GS 39783 (Urwyler et al., 2001; Urwyler et al., 2003; Bowery 2006).
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Abbildung 17
Strukturen von GABAg-Rezeptor-Liganden

Der GABAg-Rezeptor ist ein Heteromer, bestehend aus den Untereinheiten GABAg;
und GABAg,, die beide essentiell fiir die Expression des Rezeptors und fiir die
Kopplung an das G-Protein sind (Marshall et al., 1999; Mohler und Fritschy, 1999;
Bettler et al., 2004; Bettler und Tiao, 2006).Von der GABAg;-Untereinheit sind zwei
Isoformen, GABAg1, und GABARg», bekannt. Sie unterscheiden sich strukturell in der
N-terminalen Ektodomine, wo GABAg;, zwei Sushi-Repeats aufweist, die der

GABAGg, fehlen (Blein et al., 2004; Bettler und Tiao, 2006).
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Abbildung 18
Schematische Darstellung des GABAg-Rezeptors
(Lehmann 2009)
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7.) GABAc-Rezeptor

Der GABAc-Rezeptor gehort wie der GABAa-Rezeptor zur Familie der
ligandengesteuerten lonenkanile und ist ebenfalls ein Chloridkanal (Enz und Cutting,
1998). GABA(-Rezeptoren werden vor allem in der Retina exprimiert (Polenzani et
al.,1991; Woodward et al., 1992; Woodward et al., 1993; Enz und Cutting, 1998).
Verglichen mit den GABAa-Rezeptoren sind GABAc-Rezeptoren empfindlicher
gegeniiber GABA, haben kleinere Strome und desensibilisieren nicht. Sie haben eine
lingere mittlere Offnungsdauer und geringere Chloridleitfihigkeit (Feigenspan et al.,
1993; Feigenspan und Bormann; 1994; Enz und Cutting, 1998). GABAc-Rezeptoren
unterscheiden sich auch pharmakologisch von GABAa-Rezeptoren und GABAg-
Rezeptoren. Sie sind unempfindlich fiir GABAs-Rezeptormodulatoren, wie Babiturate
oder Benzodiazepine, dem GABAa-Rezeptorantagonisten Bicucullin und den GABAg-
Agonisten Baclofen (Bormann und Feigenspan, 1995; Enz und Cutting, 1998).

Der GABA(-Kanal besteht aus p-Untereinheiten, die ein Pentamer bilden (Enz und
Cutting, 1998). Bei den p-Untereinheiten unterscheidet man zwischen p;, p2, und ps.
Beim Menschen formen p;- und p,-Untereinheiten die GABAc-Rezeptoren; ps-
Untereinheiten kommen neben den anderen in Ratten vor (Cutting et al., 1991; Cutting
et al., 1992; Zhang et al.,1995;Wegelius et al., 1996; Ogurusu et al., 1996; Enz und
Cutting, 1998).

Diese Untereinheiten bilden Homomere und Heteromere, im Gegensatz zu GABAAa-
Rezeptoren, die nur Heteromere bilden (Sigel et al., 1990; Enz und Cutting, 1998).

Das p;-Pentamer hat an jeder Untereinheit eine GABA-Bindungsstelle, aber nur drei
GABA-Molekiile sind notwendig, um den Kanal zu 6ffnen. Die anderen zwei erh6hen
die Sensitivitdt fiir den Liganden und kénnen den gedffneten Zustand des Rezeptors

stabilisieren (Amin und Weiss, 1996; Enz und Cutting, 1998).
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Cis-4-Aminocrotonsdure ist Agonist, Muscimol ist partieller Agonist (Chebib und
Johnston, 1999) und Picrotoxinin ist Antagonist am GABAc-Rezeptor. Letzteres bindet
direkt in der Pore. Zink bindet auch an den GABA-Kanal und fiihrt zu einer Abnahme
der Amplitude (Akaike et al., 1985; Pribilla et al., 1992; Enz und Cutting, 1998).

Da sowohl der GABAja-Rezeptor als auch der GABAc-Rezeptor zu den
ligandengesteuerten lonenkanélen zdhlen, beide aus fiinf Untereinheiten bestehen und
auch sonst relativ wenige Unterschiede aufweisen, hat die ITUPHAR (International
Union of Basic and Clinical Pharmacology) empfohlen, die GABAc-Kanile zu den

GABA -Kanilen zu rechnen.
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8.) Problemstellung

Am Department fiir Pharmakologie und Toxikologie wird seit einigen Jahren die
Wirkung von Naturstoffen bzw. deren Derivaten auf den GABAa-Rezeptor und deren in

vivo Effekte in einem Mausmodell mittels verschiedenster Verhaltenstests untersucht.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollte ein weiterer Naturstoff SAR-24, der kurz davor
von der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Hering als GABAa-Rezeptor-Ligand

identifiziert wurde, in vivo charakterisiert werden.

Vor den in vivo Arbeiten sollten in vitro GABAa-Rezeptoren bestehend aus a,, 3, und
Y2s in Xenopus laevis Oozyten exprimiert werden und eine GABA-Konzentrations-
Wirkungskurve mithilfe der 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik und einem
schnellen Perfusionssystem erstellt werden. Danach sollte die Modulation von GABA-
induzierten Chloridstromen (Igapa) durch das Benzodiazepin Diazepam an a;f,Yas

Rezeptoren untersucht werden.

Liganden von GABAa-Rezeptoren wie z.B. Benzodiazepine wirken in vivo
anxiolytisch, sedierend, hypnotisch, muskelrelaxierend und antikonvulsiv. Daher sollte
auch von dem neuen GABAja-Rezeptor-Ligand SAR-24 ein in vivo Profil mit

Schwerpunkt auf Anxiolyse und Sedierung erstellt werden.

Dafiir sollte das Verhalten von c¢57BI/6N Méuse 30 min nach intraperitonealer (ip)
Applikation von verschiedenen Dosen SAR-24 beobachtet und mit dem Verhalten von

Kontrollmédusen (mit physiologischer Kochsalzldsung behandelt) verglichen werden.
Das Verhalten der Méuse sollte in folgenden Tests untersucht werden:

- Open Field-Test

- Light/Dark-Choice-Test

- Stress-Induced-Hyperthermia-Test
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9.) Methoden

9.1) In vitro Untersuchungen

Zur Untersuchung von elektrischen Membranvorgdngen werden in der
Elektrophysiologie verschiedene Messtechniken verwendet. Fiir meine Untersuchungen
wurde die 2- Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik gewéhlt. Diese Technik
ermoglicht es, transmembrandre Ionenstrome bei  konstant  gehaltenem
Membranpotential zu messen.

Rekombinante GABA-Rezeptoren mit der Untereinheiten-Kombination —of2y2s
wurden in Xenopus laevis Oozyten exprimiert. Xenopus Oozyten sind heute ein
Standardobjekt fiir die Expression und funktionelle Untersuchung von Ionenkanilen
und Membranrezeptoren.

Gurdon et al. entdeckten schon 1971 die Fahigkeit funktioneller Expression exogener

mRNA- Spezies durch Injektion der mRNA in das Zytoplasma der Froschoozyten.

9.1.1) Oozytenprdaparation
Weibliche Xenopus laevis Frosche (NASCO, USA) wurden 15-30 min lang in einer 0,2

%igen Losung von Tricain = Methansulfonsduresalz des 3-
Aminobenzoesdureethylesters; MS-222) anésthetisiert. Darauthin wurde vorsichtig mit
einer Pinzette Follikelgewebe operativ entnommen.

Das Follikelgewebe wurde in einer Petrischale mit OR2- Losung (82,5 mM NaCl, 2
mM KCl, 1 mM MgCl, 6H20, 5 mM HEPES; pH=7,5 (IM NaOH)) {ibergefiihrt,
zuerst mechanisch zerkleinert und danach fiir etwa 90 min in Collagenase- Losung
inkubiert (2mg Collagenase Sigma Typ IA/ml OR2), um Bindegewebe und
Follikelzellen zu entfernen (Goldin 1991).

Durch diese Kollagenasebehandlung konnte rasch eine groe Anzahl von einzelnen
Oozyten pripariert werden. Da Calcium durch die Aktivierung unspezifischer Proteasen
toxisch wirkt (Goldin, 1991), mussten die Oozyten vor, vor allem aber nach der
Kollagenase-Behandlung griindlich mit OR2- L&sung gewaschen werden. Danach
wurden sie in ND96- Losung (90 mM NaCl, 1 mM KCI, I mM MgCl,- 6H20, 1 mM
CaCl,, 5 mM HEPES; pH=7,4 (1M NaOH)) transferiert.

40



Nach einer weiteren Inkubationszeit von einigen Stunden wurden Stadium V-VI
Oozyten (Durchmesser 1000-1200 pM) ausgewdhlt, da diese sich am besten zur
Injektion eignen (Goldin, 1991).

9.1.2) cRNA-Vorbereitung
Poly(A+)cRNA-Transkripte von linearisierter ¢cDNA wurden in pCMV- Vektor

kloniert. cRNAs, die fiir die einzelnen Untereinheiten kodierten, wurden in DEPCS5

(Diethylpyrocarbonat) geldst.

9.1.3) Injektion von cRNA

Bei der Injektion von cRNA in den Oozyten musste auf ausreichende mechanische
Stabilitdt geachtet werden, um die Oozyten nicht zu verletzten. Vor der Injektion
wurden die einzelnen cRNA, die fiir die verschiedenen Untereinheiten kodieren, im
Verhéltnis 1:1:10 o1 B2y2s gemischt (Boileau et al., 2002).

Etwa 10 bis 50 nl dieser Losung wurden mithilfe eines pneumatischen Injektionsgeréts
in die einzelnen Oozyten injiziert (d.h. bis der Oozyt deutlich an Gréfle zugenommen
hatte).

Nach der Injektion wurden die Oozyten fiir weitere 24 Stunden bei 18° in ND96 +
Penicillin 100 U/ml und Streptomycin (100 png/ml) inkubiert und konnten danach fiir die

Messungen verwendet werden.

9.1.4) Messlosungen

Eine Stammlosung von Diazepam (Konzentration 100 mM) wurde in 100 %
Dimethylsulfoxid (DMSO) hergestellt. Eine 1 mM GABA- Stammldsung musste jeden
Tag frisch bereitet werden (5.15 mg GABA in 50 ml ND 96). Bei den Testlosungen war
zu beachten, dass die DMSO- Konzentration 0.3% nicht iiberstieg.

Losungen fiir die Messungen mussten ebenfalls tdglich frisch zubereitet werden.
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9.1.5) 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik

Der Versuchsautbau fiir die 2-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik von Xenopus
laevis Oozyten ist in Abbildung 20 schematisch dargestellt.

Die Versuchsanordnung besteht aus einer intrazelluldren Elektrode (V) zur Messung des
transmembraniren Potentials, einem Riickkopplungsverstirker, der die Abweichung des
tatsdchlichen Potentials zum benétigten Potential (Haltepotential) misst und einer
zweiten, intrazelluldren Elektrode (I), die den, um das Haltepotential zu erreichen bzw.
konstant zu halten, bendtigten Strom in den Oozyten injiziert (,,voltage clamp®-
Prinzip).

Der Verstirker funktioniert nach dem Prinzip der negativen Riickkoppelung, da der
iiber die zweite Mikroelektrode injizierte Strom jeweils mit umgekehrtem Vorzeichen

zum, von der Zellmembran generierten, Aktionsstrom flie3t (Hille, 1992).

Mikro-
elektroden

Abbildung 20
Schematische Darstellung der Zwei-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik
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9.1.6) Perfusionssystem

Die Messungen wurden in einer modifizierten Messkammer eines schnellen

Perfusionssystems nach Hering (1998) durchgefiihrt.

M1 M2
AT
Funnel outlet Funnel Funnel outlet
N
\
Glass plate Pump

Perfusion chamber Oocyte MAH /
Chamber outlet

Abbildung 21 zeigt den schematischen Aufbau einer Messkammer

9.2) In vivo Untersuchungen

9.2.1) Tiere

Fiir die in vivo Untersuchungen wurden ausschlieBlich médnnliche ¢57B16/N Méuse im
Alter von 3 bis 8 Monaten verwendet (Charles River Laboratories, Sulzfeld,
Deutschland). Die Miuse wurden in Gruppen zu je 5 Tieren gehalten und hatten freien
Zugang zu Futter und Wasser.
Die Haltungsbedingungen waren:

* Raumtemperatur bei 23+1° C

* Luftfeuchtigkeit 40 + 20 %

* 12-stiindiger Tag-Nacht-Rhythmus (07.00 bis 19.00 Uhr).
Die Durchfiihrung der Versuche wurden vom Bundesministerium fiir Wissenschaft und
Forschung unter Befolgung der europdischen Konvention flir den Schutz von
experimentelle oder fiir andere wissenschaftliche Zwecke verwendete Wirbeltiere ETS

no.: 123 genehmigt (Khom et al., 2010). Am Vortag der Versuche wurden die Tiere
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gewogen, markiert und in den Versuchsraum gebracht. 30 min vor dem Test wurden die
Substanz- bzw. Kontrolllosungen ip injiziert. Die Injektion der Testlosungen erfolgte in

einem Vorbereitungsraum, um die anderen Tiere nicht zu storen.

9.2.2) Injektionslosungen.

Die Injektionslésungen wurden aus einer Stammlosung von 50 mg SAR-24/ 250 pl
DMSO bereitet. Diese wurde mit physiologischer Kochsalzlosung (0.9% NaCl) auf die
gewlinschte Konzentration (sieche Abbildungen und Ergebnisteil) verdiinnt. Zur
Verbesserung der Loslichkeit wurde allen Losungen 3 % Polysorbat 80 zugesetzt und

die DMSO-Konzentration betrug maximal 10%.

9.2.3) Open Field-Test (OF)

Der Open-Field-Test wurde wie von Crawley beschrieben (2007) durchgefiihrt. 30 min
nach ip Injektion wurde das Verhalten der Miuse iiber einen Zeitraum von 10 min in
einer 50 x 50 cm Box, mit Infrarot-Lichtschranken ausgestattet, getestet. Die
Lichtintensitdt wurde auf 150 Lux eingestellt. Nach Empfehlung von EMPRESS
(European =~ Mouse  Phenotyping  Resource  of  Standardised  Screens;
http://empress.har.mrc.ac.uk) wurde die Gesamtfliche fiir die Auswertung in eine
Randzone (bis 8 cm von der Wand), ein Zentrum (16 % von der Gesamtfldche) und die
Flache zwischen diesen Zonen = Zwischenzone unterteilt (sieche Abbildung 22). Die
Aufzeichnung und Auswertung der Versuche erfolgte automatisch mittels ActiMot2

(TSE-Systems, Bad Homburg, Deutschland).
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Abbildung 22 Schematische Darstellung des OF mit Einteilung der Fliche in
Rand-, Zwischenzone und Zemtrum.

9.2.4) Light/Dark-Choice-Test (LD)

Zur Durchfithrung des LD-Tests wurde in die OF-Box eine 2/3 kleinere schwarze Box
mit einer kleinen Offnung (Eingang vom Hellen ins Dunkle) gestellt. Diese Box diente
den Méusen als Versteck. Wahrend des Versuchs wurde die Lichtintensitét auf 400 Lux
gestellt. In Abbildung 23 ist der LD-Test schematisch dargestellt. Das Verhalten der
Tiere wurde 30 min nach ip Injektion der Testlosungen iiber einen Zeitraum von 10 min
aufgezeichnet. Die Aufzeichnung und Auswertung der Versuche erfolgte automatisch

mittels ActiMot2 (TSE-Systems, Bad Homburg, Deutschland).
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Abbildung 23 Schematische Darstellung der LDT Versuchsanordnung.
LA...Lit Area (Helle Zone)
DA... Dark Area (Dunkle Zone)

9.2.5) Stress-Induced-Hyperthermia-Test (SIH)

Am Vortag des SIH-Tests wurden die Tiere in Einzelkédfige gesetzt und in den
Versuchsraum gebracht. Am Morgen des Versuchstages wurde zuerst die
Basaltemperatur (BT) der Tiere bestimmt. Dafiir wurde ein Temperaturmessgerit etwa
2 cm tief in das Rectum der Maus eingefiihrt. Um das Einfiithren zu erleichtern, wurde
handelsiibliche Vaseline benutzt.

3h nach ip Injektion der Testlosungen wurde T1 (=Stress) gemessen. 15 min nach dieser
Messung wurde ein 3. Mal die Temperatur (T2) gemessen. Die Differenz zwischen T1

und T2 wird als AT bzw. Stress-induced hyperthermia bezeichnet (Olivier et al., 2003).
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10.) Ergebnisse

Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollte die Wirkung von SAR-24 auf das Verhalten von
Maiusen untersucht werden. SAR-24 wurde kiirzlich als neuer Ligand von GABAx-
Rezeptoren identifiziert (Cicek et al.,, 2010). Im Vorfeld der in vivo Arbeiten sollte
daher ein kurzer Einblick in die Pharmakologie von GABAa-Rezeptoren in vitro

gewonnen werden.

10.1) Ergebnisse der in vitro Untersuchungen

10.1.1) Konzentrationsabhdngige Wirkung von GABA auf GABA 4.Rezeptoren

Um die Wirkung von verschiedenen GABA-Konzentration auf GABAs-Rezeptoren zu
untersuchen, wurden GABA-Rezeptoren bestehend aus o, 3, und y,s Untereinheiten in
Xenopus laevis Oozyten exprimiert und die konzentrationsabhidngige Zunahme der
Stromamplituden mithilfe der 2-Mikroelektrodenspannungsklemmtechnik gemessen.

Die gemittelten Amplituden wurden nach folgender Formel normiert

Amplitude,

X 100
Amplitude

max

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

und die Werte in ein Koordinationsystem (siche Abbildung 24A) eingetragen. Durch die
Datenpunkte konnte danach eine sigmoidale Kurve nach der Hill-Gleichung gelegt
werden (siche Abbildung 24B). Die ECsy d.h. jene Konzentration, die 50% des
maximalen Effekts auslost, lag bei 69.5 + 11.5 uM EC 50. ng betrug 1.8 = 0.1.

1

Ecso
[GABA]

Ny
1+

ny...Hill-Koeffizient
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Abbildung 24 (A) zeigt eine Konzentrations-Wirkungskurve von GABA bei einem GABA,-
Rezeptor mit den Untereinheiten o; P, und 7y,s. (B) typisches Experiment (Zunahme der
Amplituden nach Applikation unterschiedlicher Konzentrationen von GABA)

10.1.2) Modulation von Ig4p4 durch Diazepam

Um die Modulation von Igapa durch Diazepam zu untersuchen, wurden GABAx-
Rezeptoren bestehend aus a;, B> und y,s Untereinheiten in Xenopus laevis Oozyten
exprimiert und die Modulation von GABA-induzierten Chloridstrdémen mithilfe der 2-
Mikroelektroden-spannungsklemmtechnik gemessen.

In Abbildung 25A wird ein typisches Experiment dargestellt. Ab Konzentrationen >
0.03 uM wurden GABA-induzierte Chloridstrome signifikant (p<0.05) von Diazepam
potenziert. Saturation trat ab Konzentration > 1 pM auf. Die maximale Potenzierung lag
bei 324.49 + 44.55 % und die ECs bei 0.224 + 0.054 uM. ng betrug 1.3 + 0.1 (siche
Abbildung 25B).
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Abbildung 25 (A) Typisches Experiment fiir die Modulation von Igapa durch Diazepam
(B) zeigt eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve von GABA + Diazepam

10.2) Ergebenisse der in vivo Untersuchungen

10.2.1 Effekt von SAR-24 auf das Verhalten von c57Bl/6N Mdusen im OF-Test

Um die Wirkung von SAR-24 in vivo zu untersuchen, wurden c57Bl/6N Miusen SAR-
24 in verschiedenen Dosen bzw. physiologische Kochsalzlosung (Kontrollgruppe; sieche
auch Methodenteil 9.2.3) ip appliziert und das Verhalten der Tiere 30 min nach
Injektion 10 min lang beobachtet. Die Aufzeichnung der Versuche und die Auswertung
erfolgte dabei mittels des System ActiMot2 (Lichtschrankensystem).

Wie in Abbildung 26 gezeigt, kam es bereits ab Dosen > 2 mg/kg Korpergewicht (KG)
zu einer statistisch signifikanten (p<0.05) Reduktion der Laufstrecke im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Kontrolle: 38.2 + 1.8 m; n=11 vs. 2 mg/kg KG 33.4 + 2.0 m; n=9).
Dieser Effekt war dosis-abhingig, bei der hochsten getesteten Dosis 60 mg/kg KG

legten die Maéuse bereits weniger als 40% der Strecke der Kontrolltiere zuriick
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(Kontrolle: 38.2 = 1.8 m; n=11 vs. 60 mg/kg KG 14.7 + 3.1 m; n=8). Hohere Dosen
wurden aufgrund der schlechten Ldoslichkeit von SAR-24 nicht untersucht. 0.2 mg/kg
KG und 0.6 mg/kg KG zeigten keinen Effekt auf die Laufstrecke der Tiere im OF-Test
im Vergleich zu den Kontrolltieren (fiir Details zu den Ergebnissen der OF-Test, siche
Tabelle 1).

Hoéhere Dosen wurden aufgrund der schlechten Loslichkeit von SAR-24 nicht

untersucht.
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Abbildung 26 Effekt von SAR-24 auf das Verhalten von c57Bl/6N Mausen im OF- Test. Die
Balken zeigen die gemittelten Totalstrecken der Mause + SEM bei den angegebenen Dosen.
(*) bedeutet statistisch signifkant (p<0.05).

Nach Applikation von 0.6 mg/kg KG stieg die Anzahl der Besuche des Zentrums im
Vergleich zu den Kontrolltieren (Kontrolle 12.4 + 0.9; n=11 vs. 0.6 mg/kg KG 13.4 +
1.7; n=10) Dieser Effekt war jedoch statistisch nicht signifikant (p>0.05). Bei 0.2 mg/kg
KG kam es sogar zu einer leichten, ebenfalls nicht signifikanten Reduktion der Zahl der

Besuche (siche Abbildung 27A).
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Wie in Abbildung 27B gezeigt, verbrachten die Mause nach Applikation von SAR-24
mehr Zeit im Zentrum (siche Abbildung 22 im Methodenteil 9.2.3; Kontrolle 7.5 + 1.2
s; n=11 vs. 0.6 mg/kg KG 15.0 = 5.2 s; n=10;p>0.05),

A B

Besuche Zentrum
Zeit im Zentrum; s

Abbildung 27 Effekt von SAR-24 auf das Verhalten von c57Bl/6N Méausen im OF- Test. (A)
Die Balken zeigen die gemittelten Besuche des Zentrums + SEM bei den angegebenen Dosen.
(B) Die Balken zeigen die gemittelte Zeit, die die Méduse im Zentrum des OF (siche Abbildung
22 im Methodenteil 9.2.3) + SEM bei den angegebenen Dosen.
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Abbildung 28 Effekt von SAR-24 auf das Verhalten von c57Bl/6N Méausen im OF- Test. (A)
Die Balken zeigen die gemittelte Zahl der Rearings der Mduse im Zentrum + SEM bei den
angegebenen Dosen. (B) Die Balken zeigen die gemittelte Gesamtzahl der Rearings der Méuse
(siehe Abbildung 22 im Methodenteil 9.2.3) £ SEM bei den angegebenen Dosen.

Wie in Abbildung 28 gezeigt, kam es sowohl im Zentrum (Abbildung 28A) als auch
insgesamt (Abbildung 28B) zu einer leichten, statistisch jedoch nicht signifikanten



(p>0.05) Erhohung der Rearings im Vergleich zur Kontrollgruppe ((Kontrolle Rearings
Z:5+2;n=11 vs. 60 mg/kg KG 3 + 1; n= 8; Kontrolle Rearings G: 264 + 61; n=11 vs.
60 mg/kg KG 53 + 14; n=8). (Siehe auch Tabelle 1).

Dosis Strecke (m) Besuche Z Zeit Z (s) Rearings Z Rearings G n
Kontrolle 382+1.38 124+0.9 75+1.2 5+2 264 + 61 11
SAR-24 0.2 mg/kg 37.2+1.38 10.1£1.7 8.1+2.7 6+2 268 + 54 9
SAR-24 0.6 mg/kg 374421 134+£1.7 15.0£5.2 6+2 297 £ 57 10
SAR-24 2 mg/kg 334+2.0 9.6+1.5 83+2.8 2+1 191£35 9
SAR-24 6 mg/kg 30.3+0.8 11.9£1.5 10.3£2.5 5+2 210+ 36 9
SAR-24 20 mg/kg 22.6+2.8 7.9+2.0 23.7+0.9 2+1 280 £ 09 9
SAR-24 60 mg/kg 14.7+3.1 3.4+1.1 120.1+0.7 3+1 53+ 14 8

Tabelle 1 Zusammenstellung der Ergebnisse des OF-Tests bei den angegebenen Dosen (in
mg/kg Korpergewicht) von SAR-24. Die Werte stellen Mittelwerte = SEM dar.
Z...Zentrum; G...gesamt; n... Anzahl der getesteten Tiere

10.2.2 Effekt von SAR-24 auf das Verhalten von c57Bl/6N Mdusen im LD-Test

150 4

Zeit L

100

50

0 0.2 0.6

Abbildung 29 Effekt von SAR-24 auf das Verhalten von ¢57Bl/6N Méusen im LD- Test. Die
Balken zeigen die Mittelwerte der Zeit, die die Méuse im Hellen (LA) verbrachten, + SEM bei
den angegebenen Dosen. (*) bedeutet statistisch signifkant (p<0.05).
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Wie in Abbildung 29 dargestellt, kam es im LD-Test 30 min nach Applikation von
SAR-24 bei einer Dosis von 0.2 mg/kg KG zu einer leichten Erhdhung (p>0.05) der
Zeit, die die Méuse in der LA verbrachten, im Vergleich zu den mit Kochsalzldsung-
behandelten Méusen. Dieser Effekt war bei einer Dosis von 0.6 mg/kg KG statistisch
signifikant (p<0.05; Kontrolle 151.3 £ 24.4 s; n=11 vs. 0.6 mg/kg KG 265.0 + 52.0 s;
n=8).

Hohere Dosen wurden aufgrund der Ergebnisse im OF-Test nicht mehr untersucht, da es
ab Dosen von > 2mg/kg KG zu einer signifikant reduzierten Gesamtlaufstrecke kam

(siche Abbildung 26).
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Abbildung 30 Effekt von SAR-24 auf das Verhalten von ¢57BlI/6N Maiusen im LD- Test. (A)
Die Balken zeigen die Mittelwerte der Besuche der LA + SEM bei den angegebenen Dosen. (B)
Die Balken zeigen gemittelte Laufstrecke der Méuse in der LA + SEM bei den angegebenen
Dosen.

Neben der Erhohung der in der LA verbrachten Zeit fiihrte die Behandlung der Méuse
mit SAR-24 dosisabhédngig auch zu einem Anstieg der Zahl der Besuche der LA (siche
Abbildung 30A) und der in der LA zuriickgelegten Strecke (siche Abbildung 30B).
Analog dazu kam es zu einer Reduktion der in der DA zuriickgelegten Laufstrecke
(Daten nicht gezeigt). Diese Effekte waren statistisch jedoch nicht signifikant (p>0.05;
fiir Details zu den Ergebnissen des LD-Tests, siche auch Tabelle 2).
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Dosis Zeit LA (s) Besuche LA | Strecke LA (m) | n

Kontrolle 151.3+24.4 242 +3.5 245+3.5 11
SAR-24 (0.2 mg/kg 189.1 £20.3 27.5+3.1 248+2.8 10
SAR-24 0.6 mg/kg 265.0+52.0 28.6+7.4 31.5+3.8 8

Tabelle 2 Zusammenstellung der Ergebnisse des LD-Tests bei den angegebenen Dosen (in
mg/kg Korpergewicht) von SAR-24. Die Werte stellen Mittelwerte = SEM dar.
LA...Lit Area (= Helles Areal); n... Anzahl der getesteten Tiere

10.2.3 Effekt von SAR-24 auf SIH von ¢57Bl/6N Mdusen

0 0.2 0.6 2 6

Abbildung 31 Effekt von SAR-24 auf SIH von c57Bl/6N Madusen. Die Balken zeigen die
Mittelwerte der Anderung der Kérpertemperatur (°C; AT) nach dem Stress £ SEM bei den
angegebenen Dosen. (*) bedeutet statistisch signifkant (p<0.05).

Stress (induziert durch die Messung der Korpertemperatur) fithrte bei Kontrollmédusen
(mit physiologischer Kochsalzlosung behandelt) zu einem deutlichen Anstieg der
Korpertemperatur (AT = 1.2 + 0.1°C, n = 1, siche Abbildung 31). Durch ip Gabe von
0.2 mg/kg KG SAR-24 kam es zu einer signikanten Reduktion von AT ((AT = 0.8 +
0.1°C, n=8).

Dieser Effekt war dosisbahdnging und erreichte bei einer Dosis von 6 mg/kg KG sein
Maximum, dh es kam zu keiner statistisch signifikanten Erhohung der

Korpertemperatur ((AT = 0.1 £ 0.1°C, n=9).
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Dosis AT °C n
Kontrolle 1.2+0.1 11
SAR-24 0.2 mg/kg 0.8+0.1
SAR-24 0.6 mg/kg 0.6+0.1
SAR-24 2 mg/kg 05+0.1 10
SAR-24 6 mg/kg 0.1+0.1 9

Tabelle 3 Zusammenstellung der Ergebnisse des SIH-Tests bei den angegebenen Dosen (in
mg/kg Korpergewicht) von SAR-24. Die Werte stellen Mittelwerte = SEM dar.
n... Anzahl der getesteten Tiere

11.) Diskussion

Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollten die in vivo Effekte eines neuen, am Department
fiir Pharmakologie und Toxikologie (Leitung: Prof. Hering) identifizierten GABAA-
Rezeptor Liganden SAR-24 untersucht werden.

GABA-Rezeptoren sind die wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitterrezeptoren im
Gehirn von Sdugetieren und werden von zahlreichen, klinisch wichtigen Arzneistoffen
u.a. Benzodiazepinen moduliert. Neben den gewlinschten Wirkungen z.B. Anxiolyse ist
thre Anwendung aber mit unerwiinschten Nebenwirkungen wie z.B. Abhdngigkeit,
Ataxie, Hangover und anterograder Amnesie verbunden. Einen wesentlichen Fortschritt
in der GABA-Rezeptor-Pharmakologie war die Entdeckung, dass Benzodiazepine
(siehe auch Kapitel 4.1) abhingig von der Kombination der Rezeptoruntereinheiten ihre
unterschiedlichen Effekte vermitteln z.B. {iber a;-Rezeptoren sedierend-hypnotisch und
iiber 0,3 Rezeptoren anxiolytisch (Wafford et al., 2004; McKernan et al., 2003; Mohler
2009). Dies eroffnete die Moglichkeit nach Subtyp-selektive Substanzen zu suchen, um
in weiterer Folge auch das Nebenwirkungsprofil zu reduzieren. Einige neue Liganden
von GABA-Rezeptoren mit vielversprechender Untereinheitenspezifitit konnten auch
in Pflanzen der Volksmedizin (z.B. Traditionelle Europdische Volksmedizin oder
Traditionelle Chinesische Medizin TCM) identifiziert werden (Baur et al., 2005; Khom
et al., 2007; Zaugg et al., 2010).
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SAR-24 ist ein natiirlich vorkommendes Triterpen einer in Europa und Amerika hiufig
verwendeten Arzneipflanze Neben vielen bereits beschriebenen Wirkungen zeigte SAR-
24 eine signifkante Potenzierung von Igapa durch GABAa-Rezeptoren, die in Xenopus
laevis Oozyten exprimiert worden waren. In Analogie zu den anderen Liganden des
GABA, Rezeptors sollte daher auch SAR-24 in vivo anxiolytische und sedierende
Wirkung zeigen.

Um potentiell sedierende Effekte von SAR-24 zu untersuchen, wurde das Verhalten von
ménnlichen ¢57BlI/6N Méusen 30 min nach ip Injektion von Kontrolllosung oder SAR-
24 in verschiedenen Dosen im OF-Test beobachtet. Dabei zeigte sich, dass es ab Dosen
> 2 mg/kg KG zu einer signifanten Reduktion der Laufstrecke der Tiere kam. Eine
verringerte Laufstrecke im Vergleich zu einer Kontrollgruppe wird als deutlicher
Hinweis auf Sedierung betrachtet. Der beobachtete Effekt war dosisabhingig und
erreichte sein Maximum bei 60 mg/kg KG (siche Abbildung 26). Daraus kann man
schlieBBen, dass SAR-24 in vivo sedierend wirkt.

Maiuse, wie bereits in Kapitel 9.2.1 beschrieben, besitzen eine angeborene Angst vor
offenen Fldchen und versuchen diese mdglichst zu meiden. Daher halten sich
Kontrollméuse auch vorwiegend am Rand des OF auf, wo fiir sie die Gefahr am
geringsten ist. Kommt es zu vermehrten Besuchen des Zentrums des OF bzw. zu
langeren Aufenthalten im Zentrum, wird dieses Verhalten mit anxiolytischer Wirkung
assoziiert (Crawley, 2007). Tatsdchlich konnte bei geringeren Dosen von SAR-24 eine
Erhohung der Zeit, die die Méuse im Zentrum des OF verbrachten, beobachtet werden.
Dies war der erste Hinweis, dass SAR-24 neben der sedierenden Wirkung auch
anxiolytische Effekte zeigte.

In einem weiteren, selektiveren Test (LD-Test) wurde die anxiolytische Wirkung von
SAR-24 bestitigt. SAR-24 wurde nur in Dosierungen getestet, bei denen noch keine
sedierenden Effekte zu beobachten waren. Auch in diesem Test konnen die
angeborenen Angste des Tieres (vor allem die Angst vor hellem Licht) ausgeniitzt
werden. Verbringen die substanzbehandelten Tiere mehr Zeit im Hellen als die
Kontrolltiere, spricht man von anxioyltischer Wirkung.

So konnte sowohl im OF- als auch im LD-Test die anxiolytische Wirkung von SAR-24
bei 0.2 und 0.6 mg/kg KG gezeigt werden.

Bei hoheren Dosen konnte dieser Effekt jedoch nicht mehr beobachtet werden (Daten
nicht gezeigt). Dies bedeutet aber wahrscheinlich nicht, dass die anxiolytische Wirkung

bei hoheren Dosen nicht vorhanden war, sondern vielmehr, dass der anxiolytische

56



Effekt wahrscheinlich vom sedierenden Effekt iiberlagert wurde. Daher wurde ein
weiterer Test zur Bestimmung des anxiolytischen Potentials von SAR-24 herangezogen.
Im Gegensatz zum OF und LD-Test ist es beim SIH-Test nicht von Bedeutung, ob die
Versuchstiere sediert (d.h. weniger laufen, geringere Strecken zurilicklegen) sind. Dieser
Test beruht einzig auf der Erhohung der Korpertemperatur des Tieres bei Stress. Mit
diesem Test konnte schlieBlich gezeigt werden, dass SAR-24 (siehe Abbildung 31) auch
in hoheren Dosen anxiolytisch wirkt.

Bei der Interpretation dieser Daten sollte man aber auch beachten, dass diese nur nach
ip Injektion erhoben wurden. Typischerweise werden Sedativa oder Anxiolytica aber
peroral verabreicht.

Um aus dem GIT resorbiert werden zu konnen, miissen Substanzen entsprechende
Eigenschaften aufweisen z.B. physikalisch-chemische wie z.B. Loslichkeit, Lipophilie
etc. Ist die Substanz in die Blutbahn gelangt, wird sie im Kreislaufsystem
weitertransportiert. In Folge des Konzentrationsgefilles zwischen Blut und Gewebe
kann die Substanz die Blutbahn verlassen und verteilt sich im Gesamtorganismus.
Daneben ist auch zu beachten, dass das venose Blut des GIT zuerst iiber die Pfortader
zur Leber transportiert wird. Dabei kommt es haufig zu Metabolisierungsreaktionen
bzw. biochemischen Umwandlungen der Substanzen, die sowohl in Aktivierung als
auch Inaktiverung der Substanzen resultieren kdnnen (,,first-pass-Effekt*). Ein weiteres
Kriterium fiir ZNS-aktive Substanzen ist ihre Passage der Blut-Hirn Schranke.

Diese Punkte sind fiir SAR-24 noch ungeklédrt und sollten daher in weiterfithrenden
Arbeiten untersucht werden. So konnten z.B. aus SAR-24 in vivo deutlich stirker oder

aber auch schwécher wirksame Metabolite gebildet werden.

Ein weiterer Aspekt, der beachtet werden sollte, ist, dass trotz der gezeigten in vitro
Modulation von Igapa durch SAR-24, die in vivo Wirkung nicht ausschlieBlich {iber den
GABA-Rezeptor erfolgen muss. Fiir einige Pflanzen wie z.B. Baldrian sind sogenannte
Netzwerkeffekt bekannt d.h. neben der direkten Wirkung am Rezeptor kommt es auch
zu einer Hemmung der GAT oder der Synthese von GABA (Murphy et al., 2009).
Dariiberhinaus sind auch, wie schon im Eingangskapitel besprochen, verschiedenste
Systeme mit Schlaf und Angst assoziiert. Auch das sollte in weiterfithrenden Arbeiten

untersucht werden.

57



Zusammengefasst habe ich mit dieser Arbeit einen ersten Beitrag zur Untersuchung der
anxiolytischen und sedierenden Eigenschaften eines neuen Liganden von GABAAa-
Rezeptoren geleistet. Weitere Untersuchungen werden zeigen, ob sich dieser Ligand als

Lead-Struktur fiir die Entwicklung eines neuen Sedativums (Hypnotikums) eignet.
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13.) Zusammenfassung (247/250 Worte)

Hintergrund:

v-Aminobuttersdure (GABA) ist der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter im
Gehirn von Sdugetiere. GABA aktiviert ionotrope (GABA Typ A, GABAa-Rezeptoren;
GABA Typ C, GABAc-Rezeptoren) und metabotrope Rezeptoren (GABA Typ B,
GABAg-Rezeptor). GABAa-Rezeptoren werden von zahlreichen klinisch relevanten
Arzneistoffen wie z.B den Benzodiazepinen moduliert. Dariiberhinaus sind
Beeintrachtigungen des GABAergen Systems mit neurologischen Erkrankungen (z.B.
Schlaf-, Angststorungen, Epilepsie) assoziiert.

Substanzen, die GABAa-Rezeptoren positiv modulieren, 16sen in vivo unter anderem
anxiolytische, sedierende, hypnotische und antikonvulsive Effekte aus.

SAR-24, ein aus einer hiufig verwendeten Heilpflanze isolierter Naturstoff, war vor
Beginn dieser Arbeit als GABAs-Rezeptor Ligand identifiziert worden.

Zielsetzung:

Untersuchung potentieller in vivo Effekte von SAR-24.

Material und Methoden:

Die in vivo Effekte von SAR-24 wurden an ménnlichen c57Bl/6N Miusen 30 min nach
intraperitonealer Gabe in drei Verhaltensparadigmen- Open Field (OF)-, Light/Dark-
Choice (LD) und Stress-Induced-Hyperthermia (SIH) Test- untersucht.

Ergebnisse:

Ab Dosen > 2mg/kg KG induzierte SAR-24 eine signifikante Reduktion (p<0.05) der
Laufstrecke im OF im Vergleich zur Kontrollgruppe. Nach Applikation von 60 mg/kg
KG, legten die Tiere weniger als 40% der Laufstrecke der Kontrolltiere zuriick
(p<0.05). Maiuse, die mit 0.6 mg/kg KG SAR-24 behandelt wurden, verbrachten
signifikant mehr Zeit (p<0.05) im Hellen im LD-Test als Kontrolltiere. Im SIH-Test
konnte ab Dosen > 0.2 mg/kg KG eine signifikante (p<0.05), dosisabhédngige Reduktion
von AT (durch Stress-induzierte Erhhung der Korpertemperatur) beobachtet werden.
Bei 6 mg/kg KG lag AT bei 0.1 + 0.1°C (p<0.05).

Diskussion:

Im Rahmen dieser Arbeit konnten erstmals die anxiolytischen und sedierenden Effekte

von SAR-24 gezeigt werden.
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14.) Summary (250 words)

Background:

y-aminobutyric acid is the major inhibitory neurotransmitter in the mammalian brain.
GABA activates both ionotropic (GABA type A, GABA, receptors; GABA type C,
GABAC( receptors) and metabotropic receptors (GABA type B, GABAg receptor).
GABA, receptors are modulated by multiple clinically important drugs including e.g.
benzodiazepines. Furthermore, an impaired GABAergic neurotransmission is associated
with neurological disorders such as insomnia, mood and panic disorders or epilepsy.
Compounds modulating GABAx receptors induce in vivo (amongst others) anxiolytic,
sedative, hypnotic and anticonvulsant effects.

SAR-24, a compound isolated from a frequently applied medicinal plant, was identified
as novel GABA, receptor ligand prior to the start of this thesis.

Aims:

Investigation of potential in vivo effects of SAR-24

Materials and Methods:

The in vivo effects of SAR-24 were investigated in male ¢57Bl/6N mice by means of 3
different behavioral paradigms including the Open Field (OF)-, Light/Dark Choice (LD)
and Stress-induced hyperthermia (SIH) - test.

Results:

SAR-24 at doses > 2mg/kg induced a significant reduction (p<0.05) of the total distance
traveled in the OF compared to the control group. After application of 60 mg/kg KG
mice the total distance traveled was less than 40% of the control group. Mice treated
with 0.6 mg/kg KG SAR-24 spent significantly (p<0.05) more time in the lit area of the
LD-test compared to control animals. In the SIH-Test, a significant (p<0.05), dose-
dependent reduction in AT (stress-induced hyperthermia) was observed at doses > 0.2
mg/kg KG. 6 mg/kg KG induced a AT of 0.1 + 0.1°C (p<0.05).

Discussion:

In this study, the anxiolytic and sedative effects of SAR-24 were shown for the first

time.
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