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Das GABAerge System

Allgemeiner Teil

1 Das GABAerge System

1.1 Funktion, Biosynthese, Freisetzung und Metabolismus von
GABA

Funktion

v-Aminobuttersdure (GABA) ist der im zentralen Nervensystem (ZNS) von Siugetieren am
weitesten verbreitete inhibitorische Neurotransmitter (Schofield et al., 1987; Sivilotti und Nistri,
1991; Richter et al., 2012) und stellt den wichtigsten Botenstoff fiir etwa 30 % aller Neuronen
dar (Hendry et al., 1987; Rudolph und Knoflach, 2011).

Das Vorhandensein von GABA im Gehirn von Wirbeltieren wurde erstmals 1950 sowohl von
Roberts und Frankel als auch von der Arbeitsgruppe rund um Awapara dokumentiert (Roberts
und Frankel, 1950; Awapara et al., 1950). GABAerge Neuronen konnten 1987 in sieben
GroRhirnarealen von Affen nachgewiesen werden, wobei sie in verschiedenen Gehirnschichten

in unterschiedlicher Konzentration gefunden wurden (Hendry et al., 1987).

Biosynthese

GABA wird in prasynaptischen Nervenendigungen durch das Enzym Glutamatdecarboxylase
(GAD) im Rahmen einer Decarboxylierungs-Reaktion aus L-Glutamat gebildet (Awapara et al.,
1950; Tian et al., 1999; Treiman, 2001). So entsteht in einem Schritt aus dem exzitatorischen
Neurotransmitter Glutamat der inhibitorische Neurotransmitter GABA (siehe Abb. 1). Die
Konzentration von GAD korreliert in verschiedenen Gehirnarealen direkt mit der Konzentration

von GABA (Tian et al, 1999).

O O O
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Abb. 1:
Synthese der GABA aus Glutamat
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Die GAD kommt in zwei Isoformen vor: GAD 67 und GAD 65 (Roth und Draguhn, 2012). GAD 67
ist als cytosolisches Enzym ubiquitar in der Zelle verbreitet, wohingegen GAD 65 hauptsachlich in
den Nervenendigungen lokalisiert ist. GAD 65 ist reversibel an synaptische Vesikelmembranen
gebunden, weswegen man annimmt, dass dieses Isoenzym eine spezifische Rolle fiir die
Regulation der Freisetzung von GABA aus Synapsen spielt (Tian et al., 1999).

Eine Hemmung der GAD durch Substanzen wie D- oder L-Allylglycin vermindert die Synthese der
GABA, wodurch deren inhibitorische Effekte reduziert und beispielsweise eine erhohte
Krampfneigung hervorgerufen wird (Kudo und Wada, 1990; Meldrun et al.,, 1979; Treiman,
2001). GAD 65-defiziente Mause zeigen im Open Field und Elevated Zero-Maze angstliches
Verhalten und sprechen weniger gut auf GABA-Rezeptor-Modulatoren wie Diazepam und

Pentobarbital an (Kash et al., 1999).

Freisetzung

Neu synthetisierte GABA wird Uber den vesikuldren GABA-Transporter (vGAT) in kleine
synaptische Vesikel befordert, wo sie gespeichert wird (siehe Abb. 3; Jorgensen, 2005).

Die Freisetzung von GABA erfolgt dann im Rahmen einer Membranfusion dieser synaptischen
Vesikel mit der prasynaptischen Plasmamembran und wird hauptsachlich durch prasynaptische
Stimulation induziert (Kochubey et al., 2011, Tucker und Chapman, 2002; Jorgensen, 2005).
Diese prasynaptische Stimulation erfolgt durch ein einlaufendes Aktionspotential, welches eine
Membrandepolarisation induziert und unter anderem spannungsabhingige Calcium-Kanale
offnet. Dadurch kommt es zu einem vermehrten Calciumeinstrom in die Zelle, wo Calcium an
Synaptotagmine (Syt) bindet. Synaptotagmine sind Zellmembranproteine, die Uber spezifische
C2-Domadnen Calcium binden kénnen und daher als Calciumsensoren bezeichnet werden. Diese
Zellmembranproteine sind Teil des SNARE-Komplexes (Soluble N-ethylmaleimide sensitive factor
attachment protein receptor complex), der essentiell fiir die Membranfusion ist (siehe Abb. 2;

Chapman, 2008; Kochubey et al., 2011).

Vesicle o
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O syt Abb. 2:

© Synaptobrevin Darstellung des SNARE-Komplexes,

@D Syntaxin

@ SNAP-25 der essentiell fuir die Fusion des Vesikels
PIP

1;1: 2 mit der Zellmembran ist (Chapman, 2008)
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Metabolismus

Nach Freisetzung in den synaptischen Spalt und Interaktion mit spezifischen Rezeptoren (siehe
Kapitel 1.2) wird GABA Uber GABA-Transporter (GAT; siehe Abb. 3) wieder in prasynaptische
Nervenendigungen und Gliazellen aufgenommen (Treiman, 2001; Jorgensen, 2005), um dann
durch das Enzym GABA-Transaminase (GABA-T) metabolisiert zu werden (siehe Abb. 4). GABA-T
baut GABA zum Succinat-Semialdehyd ab, welcher wiederum in Form der Bernsteinsaure in den
Citratzyklus eingespeist wird (Beleboni et al., 2004). Eine Hemmung der GABA-Transaminase
erhoht daher die GABA-Konzentration im Gehirn, wodurch beispielsweise die Krampfschwelle
erniedrigt und damit das Auftreten epileptischer Anfdlle reduziert wird (Jung et al., 1977; Sills,
2003). GABA-T-Inhibitoren wie y-vinyl-GABA (Vigabatrin) werden bereits erfolgreich in der
Therapie der Epilepsie eingesetzt (Qume und Fowler, 1997; Sills, 2003; Roth und Draguhn, 2012).
Weiters spielt GABA-T auch eine wesentliche Rolle bei anderen physiologischen und
pathophysiologischen Prozessen wie beispielsweise Appetitregulation, Angst,
Alkoholabhangigkeit und Sedierung (Sherif et al., 1994a,b).

GIn

.

Glu

Glutamine
T Astrocyte

T GABA-transaminase

Abb. 4:

Darstellung einer GABAergen inhibitorischen Synapse.

GABA, GABA,
GABAg Die Synthese von GABA wird durch GAD katalysiert,

Cl/cation deren Abbau durch GABA-T (Uusi-Oukari und Korpi, 2010).
transporters
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1.2 GABA-aktivierte Rezeptoren

Nach Freisetzung aus GABAergen Neuronen bindet GABA an spezifische Rezeptoren sowohl in
pra- als auch in postsynaptischen Membranen. Diese Rezeptoren unterscheiden sich unter
anderem aufgrund ihrer pharmakologischen Eigenschaften, weswegen Hill und Bowery 1981 die
Unterteilung in GABA Typ A (GABA,) und GABA Typ B (GABA;) Rezeptoren einfiihrten (Hill und
Bowery, 1981). Spater konnte zusatzlich ein dritter Rezeptortyp in der Retina nachgewiesen
werden, welcher anfanglich als GABA Typ C (GABA:) Rezeptor bezeichnet wurde (Bormann und
Feigenspan, 1995). Mittlerweile wurde dieser vom Nomenklaturkomitee der IUPHAR
(International Union of Pharmacology) jedoch ebenfalls der Gruppe der GABA,-Rezeptoren
zugeordnet und als GABAy-Rezeptor bezeichnet. Dennoch ist der Terminus ,,GABA-Rezeptor”
noch weit verbreitet, da sich dieser Rezeptor in seinen pharmakologischen Eigenschaften
deutlich vom klassischen GABA,-Rezeptor unterscheidet (siehe 1.2.1 Unterpunkt ,Der GABA-

Rezeptor”; Bormann, 2000).

1.2.1 Der GABA,-Rezeptor

GABA,-Rezeptoren gehoéren zur Gruppe der ,Cys-Loop“-Rezeptoren, die wiederum zur
Superfamilie der ligandengesteuerten lonenkandle gehdren und daher auch als ionotrope
Rezeptoren bezeichnet werden. Ebenfalls zur Gruppe der ,Cys-Loop“-Rezeptoren gehoren
nikotinische Acetylcholin- (nAch), Serotonin Subtyp 3- (5-HT3) und Glycinrezeptoren (Conolly und
Wafford, 2004; Olsen und Sieghart, 2008; Forman, 2011).

GABA,-Rezeptoren werden definitionsgemalR neben GABA durch Agonisten wie Muscimol

aktiviert, wohingegen sie durch Antagonisten wie Bicucullin kompetitiv und durch Picrotoxin

nicht-kompetitiv gchemmt werden (Korpi et al., 2002).

HO

Abb. 5: Muscimol Abb. 6: Bicucullin Abb. 7: Picrotoxin, ein dquimolares Gemisch aus Picrotoxinin

(links) und Picrotin (rechts) (Yang et al., 2007)
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Struktur und Funktion

GABA,-Rezeptoren sind Heteropentamere und bestehen daher aus einer Kombination von 5
Untereinheiten. Insgesamt sind 19 verschiedene Untereinheiten bekannt, die in zahlreichen
Kombinationen arrangiert sein kénnen (Goetz et al., 2007; Olsen und Sieghart, 2008; Macdonald
und Olsen, 1994; Mehta und Ticku, 1999; Berezhnoy et al., 2009). Die daraus resultierende
Vielzahl an moglichen Isoformen zeigt die Heterogenitdt des GABA-Rezeptortyps (Vinkers und

Olivier, 2012; Olsen und Sieghart, 2008).

Man unterscheidet sechs a (a¢)-, drei B (B1.3)-, drei y (y1.3)-, eine -, eine €-, eine 1, eine 6- und
drei p (p1.3)-Untereinheiten (siehe Abb. 8b; Jacob et al., 2008; Bormann, 2000; Jones-Davis und
Macdonald, 2003; Macdonald 1994; Goetz et al., 2007; McKernan et al.,, 2000; Richter et al.,
2012), wobei die Sequenzidentitdt zwischen den einzelnen Subfamilien 30 — 40 % und innerhalb
einer Subfamilie 70 — 80 % betragt (Macdonald und Olsen, 1994; Mehta und Ticku, 1999). Jede
Untereinheit besteht wiederum aus einem langen extrazelluliren N-Terminus, vier
Transmembrandoméanen (TM1 — TM4), einer cytoplasmatischen Schleife (,,Cys-Loop*“) zwischen
TM3 und TM4 und einem kurzen extrazellularen C-Terminus (siehe Abb. 8a; Jacob et al., 2008;

Bormann, 2000; Cutting et al., 1991; Garret et al., 1997; Luscher et al., 2011).

a b
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Abb. 8:

a: Schematische Darstellung einer GABAA-Rezeptor-Untereinheit bestehend aus einem langen extrazelluldren N-Terminus, vier
Transmembrandoméanen (TM1 — TM4), einer cytoplasmatischen Schleife und einem kurzen extrazelluldren C-Terminus.
b: Finf Untereinheiten aus sieben Subfamilien (o, B, v, §, €, 6, ) formen einen heteropentameren chloridpermeablen

Kanal (Jacob et al., 2008).
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Die Mehrheit der im Gehirn exprimierten GABA,-Rezeptoren besteht aus zwei a-, zwei B- und
einer y-Untereinheit (Jacob et al., 2008; Chang et al., 1996; Bali und Akabas, 2004; Vinkers und
Olivier, 2012; Sieghart et al., 2012), wobei die y-Untereinheit durch §, €, oder it ersetzt sein kann
(Jacob et al., 2008). Am haufigsten ist die Kombination a;B,y, (60 % aller GABA,-Rezeptoren),
gefolgt von B3y, (15 — 20 %) und asPBy//3v2 (10 — 15 %). Rezeptoren, die oys/6-, V1/3-, 8-, -, oder
B-Untereinheiten enthalten, kommen seltener vor (Rudolph und Knoflach, 2011; Wang, 2011). p-

Untereinheiten kommen ausschlielich in GABA-Rezeptoren vor (Bormann, 2000).

Die funf Untereinheiten — genauer gesagt die TM2 jeder Untereinheit — formen eine Kanalpore,
welche fir Chloridionen durchlassig ist (Jacob et al., 2008). Nach Bindung von GABA kommt es zu
einer Offnung des lonenkanals, zu einem Einstrom von Chloridionen ins Zellinnere, damit zu
einer Hyperpolarisation der Zellmembran und einer reduzierten Erregbarkeit postsynaptischer
Neuronen (Beleboni, 2004; Rudolph und Knoflach, 2011; Vinkers und Olivier, 2012), wobei flr
eine vollstandige Aktivierung des Kanals mindestens zwei Molekile GABA an den Rezeptor

binden missen (Macdonald und Olsen, 1994).

GABA-Bindungsstelle

Von den finf Untereinheiten, die den GABA,-Rezeptor bilden, ist zumindest ein Vertreter der a-
und ein Vertreter der B-Familie notig, damit GABA an den Rezeptor binden kann (Schofield et al.,
1987), da sich die spezifische Bindungsstelle fiir GABA zwischen diesen beiden Untereinheiten
befindet (siehe Abb. 9; Vinkers und Olivier, 2012).

Ein typischer GABA,-Rezeptor, der aus zwei a-, zwei B- und einer y-Untereinheit besteht, besitzt

daher zwei Bindungsstellen fir GABA (Smith und Olsen, 1995; Sieghart et al., 2012).

Benzodiazepine
binding site

Abb. 9:

Darstellung der spezifischen Bindungsstellen von GABA und Benzodiazepinen am

GABAx-Rezeptor (Vinkers und Olivier, 2012)
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Die Bindungstasche fir GABA wird von Aminosduren, die in nicht-zusammenhdngenden
Proteinsegmenten der extrazelluldren N-terminalen Domdanen benachbarter a- und pB-
Untereinheiten lokalisiert sind, gebildet (Newell und Czajkowski, 2003).

In beiden Subfamilien konnten bereits einige Aminosauren identifiziert werden, die essentiell fur
die hohe Bindungsaffinitdt der GABA an den Rezeptor sind (Sigel et al., 1990, 1992). Neuere
Untersuchungen zeigen, dass vor allem aromatische Aminosduren an der Ausbildung der
Bindungstasche beteiligt sind und eine ,aromatische Box“ formen. Besonders a;Phe®, BzTyr97,
B,Tyr™” und B,Tyr’® scheinen hier eine wichtige Rolle zu spielen (siehe Abb. 10; Padgett et al.,
2007).

Jedoch konnten auch zahlreiche weitere Aminosauren, unter anderem Arg®, Ser®, Arg'*?, 1le'®°,
Thr®® in der aj;-Untereinheit und Leu®, Thr*® Thr®®?, Ser®® Arg207 und Ser’® in der B,-
Untereinheit, mit der Bindungstasche in Zusammenhang gebracht werden (Newell und
Czajkowski, 2003; Boileau et al., 2002). Von diesen Resten interagieren vermutlich nur einzelne
direkt mit GABA, wihrend andere beispielsweise allosterische Uberginge beeinflussen kénnten
(Newell und Czajkowski, 2003).

191

Newell und Czajkowski zeigten, dass vermutlich auch das Segment Pro'”* — Asp™' in der oy-

Untereinheit fur die Bindung von GABA an den Rezeptor wichtig ist. Vor allem Val'’?, val**® und

183

Asp~ sollen essentiell fiir die Ausbildung der Bindungsstelle sein. Dafiir spricht auch, dass
Pentobarbital in diesem Bereich Anderungen der Rezeptorkonformation induziert (Newell und

Czajkowski, 2003).

B

Tyr157

Thr130

Abb. 10:
C A: Darstellung der ,,aromatischen Box”, die als Teil der
Ser204 }if"Z()l Bindungstasche zwischen a,/B; identifiziert werden
Pro206 i konnte
Arg67
Tyr157 B: vermutete Wasserstoffbriickenbindung zwischen

a;Thr'® und [32Tyr157

Tyr97
s C: GABA-Molekdl innerhalb der aromatischen

Phe98 Bindungstasche (Padgett et al., 2007)

Leu208

lle154
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Lokalisation

GABA,-Rezeptoren kommen sowohl synaptisch als auch peri- und extrasynaptisch vor. Die
Mehrheit der synaptischen GABA,-Rezeptoren besteht aus zwei 0(;3-, zwei B- und einer y-
Untereinheit (Jacob et al., 2008; Kumar et al., 2009). Derartige aBy-Rezeptoren desensibilisieren
schnell und vermitteln phasische Inhibition (siehe Abb. 11; Reddy, 2011; Pavlov und Walker,
2012). a,-GABA,-Rezeptoren sind Uberwiegend extrasynaptisch lokalisiert, jedoch kdnnen
einzelne Isoformen — wie beispielsweise a,Py,-Rezeptoren — auch synaptisch vorkommen
(Kumar et al.,, 2009). Auch 6-Untereinheiten konnten bislang ausnahmslos extrasynaptisch
nachgewiesen werden (Kumar et al.,, 2009; Roth und Draguhn, 2012). aBé-Isoformen
desensibilisieren langsam und vermitteln tonische Inhibition (siehe Abb. 11; Reddy, 2011; Pavlov
und Walker, 2012). Extrasynaptische GABA,-Rezeptoren haben eine deutlich héhere Affinitat fur
GABA als synaptische GABA,-Rezeptoren und werden daher schon durch geringe Mengen an

GABA aktiviert (Wang, 2011).

Synaptic
afly

Extrasynaptic

Abb. 11:
Synaptische aBy-Isoformen vermitteln phasische Inhibition,
wdhrend extrasynaptische afé-Isoformen tonische Inhibition

vermitteln (Reddy, 2011)

phasic inhibition

tonic inhibition

Untereinheiten-spezifische Effekte

Die Kombination der Untereinheiten in einem GABA,-Rezeptor ist entscheidend fiir dessen
pharmakologische und biophysikalische Eigenschaften (Hill-Venning et al., 1997). Wéahrend die
Bedeutung der &-, p-, m-, und 8-Untereinheiten noch weitgehend unklar ist (Beleboni et al.,
2004), konnte die a;-Untereinheit bereits mit Effekten wie Sedierung, anterograder Amnesie,
Abhangigkeit und antikonvulsiver Wirkung in Zusammenhang gebracht werden, wahrend a,-
GABA,-Rezeptoren Anxiolyse vermitteln. Muskelrelaxation wird vor allem Uber a,-, teilweise
auch Uber as-, und as-GABAA-Rezeptoren vermittelt (Rudolph und Knoflach, 2011; Lalive et al.,
2011). Eine Blockade von as-GABAA-Rezeptoren soll die Merk- und Gedéachtnisfahigkeit

verbessern (Vinkers und Olivier, 2012).
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Der GABA~Rezeptor (GABAq,-Rezeptor)

GABA-Rezeptoren sind in geringer Dichte im gesamten Gehirn exprimiert, kommen aber in
erster Linie in der Retina vor (Thomet et al., 2000; Groves et al., 2006). Sie gehdren — wie
klassische GABA,-Rezeptoren — ebenfalls zur Gruppe der pentameren ionotropen Rezeptoren
(Johnston, 1996), werden jedoch ausschlieflich aus Untereinheiten der p-Subfamilie gebildet

(p1.3) (Bormann, 2000).

GABA-Rezeptoren unterscheiden sich in ihren pharmakologischen Eigenschaften deutlich von
klassischen GABA,- und GABAgz-Rezeptoren. Wahrend GABA,- und GABAg-Rezeptoren durch
spezifische Empfindlichkeiten gegentiber Bicucullin und Baclofen gekennzeichnet sind, reagieren
GABA-Rezeptoren unempfindlich gegenlber beiden Substanzen (Johnston, 1996; Bormann

2000).

GABA-Rezeptoren sprechen nicht auf klassische GABA,-Modulatoren wie Benzodiazepine,
Barbiturate oder Neurosteroide an (Sivilotti und Nistri, 1991; Johnston, 1996; Bormann und

Feigenspan, 1995) und werden durch Picrotoxin antagonisiert (Bormann und Feigenspan, 1995).

1.2.2 Der GABAg-Rezeptor

Zusatzlich zum GABAs-Rezeptor konnte ein weiterer Rezeptortyp nachgewiesen werden, der
definitionsgemaR empfindlich gegeniiber Baclofen, aber unempfindlich gegeniiber Bicucullin
reagiert und als GABAg-Rezeptor bezeichnet wurde (Hill und Bowery, 1981).

HoN
2 HO

4
o

Cl

Abb. 12: Strukturformel von Baclofen

Die weite Verbreitung von GABAg-Rezeptoren sowohl im peripheren als auch im zentralen
Nervensystem offenbart deren Bedeutung fiir zahlreiche physiologische Prozesse (Jones et al.,
2000) wie beispielsweise Regulation von Magensaftsekretion (Piqueras und Martinez, 2004),
REM-Schlaf  (Ulloor et al., 2004), Krampfschwelle, Schmerzwahrnehmung oder
Gedachtnisleistung (Schuler et al., 2001).
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Struktur und Funktion

Der GABAg-Rezeptor ist ein Heterodimer aus zwei Untereinheiten (GABAgz; und GABAg;) und
gehort zur Gruppe der metabotropen Rezeptoren (Bowery und Enna, 2000; Benke et al., 2012).
Beide Untereinheiten sind heptahelikale Membranproteine mit einer extrazellularen N-
terminalen Domane und einer intrazelluldaren C-terminalen Domaéne (siehe Abb. 13). Die GABAg;-
Untereinheit enthalt die Bindungsstelle fiir GABA und existiert in zwei Isoformen, die als GABAg;,
und GABAg;, bezeichnet werden. GABAg;, unterscheidet sich von GABAg;, ausschlielRlich durch
das Vorhandensein einer zusatzlichen N-terminalen Sequenz. Diese Sequenz wird als ,Sushi
Domane” bezeichnet und enthélt zwei Protein-Protein-Interaktions-Domdnen (Benke et al.,

2012).

Die GABA;-Rezeptorfamilie weist eine deutlich geringere Diversitdt als die GABAa-
Rezeptorfamilie auf, da hier im Genom nur drei mogliche Codierungen fiir Untereinheiten
bekannt sind, wohingegen fiir GABA,-Rezeptor-Untereinheiten 19 verschiedene Gene

nachgewiesen werden konnten (Rudolph und Knoflach, 2011).

Durch eine Gy,-Protein gekoppelte Signalkaskade kommt es nach Bindung von GABA zu einer
Offnung von Kalium- und einer Inaktivierung von Calciumkanilen, wodurch es prasynaptisch zu
einer reduzierten Transmitterfreisetzung und postsynaptisch zu einer Hyperpolarisation der
Zellmembran kommt (Bormann, 1988; Rudolph und Knoflach, 2011). Da GABA;-Rezeptoren nur
indirekt — via G-Proteine — mit lonenkanalen interagieren, fihren sie zu einer langsam
einsetzenden, aber lang anhaltenden Inhibition. Demgegeniiber vermitteln GABA,-Rezeptoren
eine schnelle inhibitorische Neurotransmission, da sie selbst Chloridkanéle sind (Beleboni et al.,

2004; Rudolph und Knoflach, 2011).
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GABAe1a

GABAw: N GABAs:

Abb. 13:
Darstellung der strukturellen Organisation

von GABAg-Rezeptoren (Benke et al., 2012)
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2 GABA,-Rezeptor-Modulatoren

Es sind zahlreiche pharmakologisch wichtige Substanzen bekannt, deren Wirkungen unter
anderem auf die Modulation von GABA,-Rezeptoren zurilickzufiihren sind. Dazu gehoren
beispielsweise Benzodiazepine, Barbiturate, Neurosteroide, Anasthetika und Ethanol. Diese
Substanzen interagieren mit bestimmten Untereinheiten am Rezeptor und verstarken somit die
GABAerge Neurotransmission (siehe Abb. 14; Sieghart, 1994; Risch et al., 2004; Sieghart et al.,
2012; Bormann, 2000; Macdonald und Olsen, 1994; Korpi et al., 2002; Uusi-Oukari und Korpi,
2010).

ethanol neurosteroids
G~ barbiturates

Abb. 14:
Schematische Darstellung der Bindungsstellen diverser

Agonisten am GABA-Rezeptor (Uusi-Oukari und Korpi, 2010)
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2.1 Benzodiazepine

Wie der Name schon sagt, besteht die Grundstruktur eines Benzodiazepins aus einem
Benzenring, an den ein Diazepin anneliert ist, wobei sich die beiden Stickstoffatome im

Normalfall an den Positionen 1 und 4 befinden (Rudolph und Knoflach, 2011).

//O H /O
~ .

cl —N >N —N cl —N

\ 0 H
N

Cl Cl

Diazepam Clonazepam Lorazepam

Abb. 15:

Darstellung der Strukturformeln ausgewahlter Benzodiazepine

In den 1950er Jahren entdeckte man durch Zufall, dass Benzodiazepine anxiolytisch, sedierend,
antiepileptisch und muskelrelaxierend wirken (Rudolph und Knoflach, 2011; Richter et al., 2012).
Benzodiazepine werden daher seit Jahrzehnten therapeutisch eingesetzt und gehéren zu den am
haufigsten verschriebenen Wirkstoffen zur Therapie von Angst- und Schlafstérungen (Rudolph
und Knoflach, 2011; Wafford, 2005; Chen et al., 2012). In der Behandlung von Schlafstérungen
konnten sie die bis dato haufig eingesetzten Barbiturate abldsen, da sie lber einen erheblich

glnstigeren therapeutischen Index verfliigen (Rudolph und Knoflach, 2011).

Benzodiazepine gehoéren zu den wirksamsten anxiolytischen Substanzen und haben den Vorteil,
dass sie selektiv auf das GABAerge System wirken. Aufgrund ihrer grofRen therapeutischen Breite
ist eine Monotherapie weiters sehr sicher und Uberdosierungen sind meist ungeféhrlich (Rang
und Dale, 2007).

Der Einsatz der Benzodiazepine wird jedoch durch einige zusatzliche Effekte limitiert: Obwohl
ihre sedierend-hypnotische Potenz zur Therapie von Schlafstérungen erwiinscht ist (Rudolph

und Knoflach, 2011), ist diese zugleich unerwiinscht in der Therapie von Angststérungen und
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fihrt hier héaufig zu unerwlinschten zentralnervosen Wirkungen wie Benommenheit,
Schlafrigkeit und Konzentrationsschwache. Weiters kann es vor allem bei langfristiger Einnahme
zu Toleranzentwicklung und Abhéangigkeit kommen, weswegen man bemdiiht ist, Substanzen zu
entwickeln, die dhnliches therapeutisches Potential besitzen, aber ohne diese unerwiinschten

Effekte auskommen (Wafford, 2005).

Modulation der GABAergen Neurotransmission

Benzodiazepine binden als positiv allosterische Modulatoren an den GABA,-Rezeptor, wodurch
es zu einer Konformationsanderung des Rezeptors und dadurch zu einer Steigerung der Affinitat
der GABA zum Rezeptor kommt (Rudolph und Knoflach, 2011; Chen et al., 2012). Weiters wird
die Offnungswahrscheinlichkeit des Chloridkanals erhéht, wodurch in Summe die inhibitorischen
Effekte der GABA verstarkt werden (Sieghart, 1994; Rudolph und Knoflach, 2011). Im Gegensatz
zu Barbituraten konnen Benzodiazepine GABA nicht imitieren, sondern deren Wirkung nur
verstarken, weswegen sie nur dann wirksam sind, wenn gleichzeitig GABA anwesend ist

(Sieghart et al., 2012).

Benzodiazepin-Bindungsstelle

Benzodiazepine binden an GABA,-Rezeptoren, wenn diese zumindest sowohl eine a- (ay, a,, as,
und/oder os) als auch eine y-Untereinheit enthalten, da sich zwischen diesen beiden
Untereinheiten eine spezielle Bindungsstelle flir Benzodiazepine befindet (siehe Abb. 16; Vinkers
und Olivier, 2012; Doble und Martin, 1992; Sieghart et al., 2012; Sieghart, 1994).

Benzodiazepine sind unterschiedlich sensitiv flir verschiedene Rezeptor-lIsoformen. So weisen y,-
GABA,-Rezeptoren im Gegensatz zu y;-GABA,-Rezeptoren eine deutlich héhere Affinitat flr
Benzodiazepine auf (Sieghart, 1994). Derartige hochaffine Bindungsstellen kommen auf einer
Mehrzahl der GABA,-Rezeptoren vor, da 90 % aller GABA,-Rezeptoren y,-Untereinheiten
enthalten (Rudolph und Knoflach, 2011).

Untereinheiten-spezifische Effekte

Die Vielzahl an pharmakologischen Wirkungen wird iber die verschiedenen GABA,-Rezeptor-
Isoformen vermittelt (Sieghart, 1994; Smith et al.,, 2012). Daher sind Kenntnisse Uber die
Verteilung der einzelnen Rezeptorsubtypen im Gehirn und deren
Untereinheitenzusammensetzung essentiell fiir die Entwicklung neuer, selektiver Substanzen mit

glnstigerem Nebenwirkungsprofil (Sieghart, 1994).
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Durch die Induktion von Histidin-Arginin-Punktmutationen in oy/,/3/5-Untereinheiten konnte
gezeigt werden, dass Sedierung Uber a;- und Anxiolyse hauptsachlich (iber a,-Untereinheiten
vermittelt wird (siehe Abb. 16; Rudolph und Knoflach, 2011).

So geht die sedierende und die amnetische Wirkung von Diazepam verloren, wenn a;His'®* nach
Arginin mutiert wird (a;H'*'R) (Rudolph et al., 1999; Rudolph und Knoflach, 2011), was dafir
spricht, dass nur a;-enthaltende Rezeptoren Sedierung vermitteln (McKernan et al., 2000; Chen
et al., 2012). Neben dem Verlust der sedierenden und der amnetischen Wirkung wird durch
diese Punktmutation zusatzlich die antikonvulsive Wirkung reduziert, wahrend die anxiolytische
Wirkung erhalten bleibt (Rudolph und Knoflach, 2011).

Analog dazu ist keine anxiolytische Wirkung zu erkennen, wenn sich dieselbe Histidin-Arginin-

101R), wahrend die sedierende Wirkung

Punktmutation in der a,-Untereinheit befindet (a,H
erhalten bleibt und die muskelrelaxierende Wirkung abnimmt (Rudolph und Knoflach, 2011;
Rudolph et al., 1999). Die a,-Untereinheit ist damit hauptverantwortlich fir die anxiolytische
Wirkung, aber auch die az-Untereinheit wird mit Anxiolyse in Zusammenhang gebracht (Smith et
al., 2012; Sieghart et al., 2012).

Wird die Histidin-Arginin-Mutation in a; (H**°R) oder as (H'®R) induziert, wird ebenfalls die

muskelrelaxierende Wirkung vermindert, wohingegen sowohl die sedierende als auch die

anxiolytische Wirkung erhalten bleibt (Rudolph und Knoflach, 2011).

a GABA site

BZ site

Histidine
residue

al-H101
a2-H101
a3-H126

CI pore GABA site a5-H105

Abb. 16:
Darstellung der Benzodiazepin-Bindungsstelle zwischen a/y. Histidin-Arginin-Mutationen in der a-Untereinheit verdndern

die Bindungsstelle funktionell und beeinflussen pharmakologische Effekte (Rudolph und Knoflach, 2011).
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Stimulation der as-Untereinheit durch Benzodiazepine wird mit kognitiven Nebenwirkungen wie

Konzentrations- und Gedachtnisschwache in Zusammenhang gebracht (Chen et al., 2012).

Rezeptoren, die a,- oder ag-Untereinheiten enthalten, sind unempfindlich gegeniber
Benzodiazepinen (Joshi et al., 2011; Jacob et al., 2008), da der fir die Bindung essentielle
Histidinrest in ay,,/3s-Untereinheiten (siehe Abb. 16: a;His'®", a,H'™, asH™® und asH'®) in aye-
Untereinheiten in homologer Position durch einen Argininrest ersetzt ist (Wieland et al., 1992;
Pym et al., 2005). Dass Rezeptoren, die diese Untereinheiten enthalten, weniger stark durch
Benzodiazepine moduliert werden, konnte auch im Tierversuch bestatigt werden: Die
Arbeitsgruppe um Gulinello zeigte, dass eine gesteigerte Expression von as-Untereinheiten im
Hippocampus mit einer reduzierten Sensitivitdt flr Lorazepam einhergeht (Gulinello et al.,

2001).

Toleranzentwicklung

Obwohl Wirkungen und Nebenwirkungen von Benzodiazepinen in einer Vielzahl an Studien
untersucht wurden, ist dennoch nicht vollstandig geklart, weswegen es bei langerer Einnahme
zum Phanomen der Toleranzentwicklung kommt. Wahrend sich der Toleranzeffekt in Bezug auf
die sedierende, die hypnotische sowie die antikonvulsive Wirkung relativ schnell einstellt, ist
bislang noch unklar, ob auch die anxiolytische und die amnetische Wirkung mit der Zeit
nachlassen. Ursachen fir die Toleranzentwicklung konnten moglicherweise adaptive
Veranderungen im  GABA,-Rezeptor selbst oder Verdanderungen in  anderen
Neurotransmittersystemen, beispielsweise durch Glutamat vermittelt, sein (Vinkers und Olivier,
2012). So konnte die Arbeitsgruppe um Pesold im Tierversuch beobachten, dass Diazepam nach
14-tagiger Applikation bei Ratten zu einer Reduktion der Expression von a;-Untereinheiten fihrt,
wohingegen die Expression von as-, B- und y-Untereinheiten stark zunimmt (Pesold et al., 1997).
Die as-Untereinheit scheint eine wichtig Rolle fiir die Toleranzentwicklung beziglich der

sedierenden Wirkung zu spielen (van Rijnsoever, 2004).

Abhdingigkeit
Bei abruptem Absetzen der Medikation nach einer langer andauernden Therapie (ab etwa 3 bis 4
Wochen) kann sich relativ rasch eine Entzugssymptomatik entwickeln (Heberlein et al., 2009).

Betroffene Patienten leiden an starken Entzugserscheinungen, die sich in Form von
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Schlafstérungen, gastrointestinalen Beschwerden, Tremor, Unruhe, Angstlichkeit und
Muskelspasmen dufRern kdnnen (Lalive et al., 2011).

Welche pharmakologischen und molekularen Ursachen im Detail fir die Ausbildung der
Abhéangigkeit verantwortlich sind, ist noch unklar. Vermutlich kommt es jedoch bei chronischer
Anwendung ebenfalls zu Verdanderungen im Rezeptor, wodurch dieser weniger sensitiv flr
Benzodiazepine wird (Wafford, 2005). Tan et al. zeigten, dass das Abhangigkeitspotential von
Benzodiazepinen vor allem Uber a;-Untereinheiten vermittelt wird. Daher konnten
Untereinheiten-selektive Benzodiazepine, welche nicht an oy-Rezeptoren binden, das

Abhéangigkeitspotential reduzieren (Tan et al., 2010).

2.2 Barbiturate

Barbiturate sind Derivate der Barbitursdure. Sie wirken dampfend auf das zentrale
Nervensystem und fanden Verwendung als Sedativa, Hypnotika, Anasthetika und Antikonvulsiva.
Nachdem ihr Einsatz jedoch in den 1930iger und 1940iger den Hohepunkt erreicht hatte,
wurden Barbiturate groRtenteils durch Propofol und Benzodiazepine ersetzt, da diese weniger
anfillig fur Uberdosierung, Missbrauch und Abhangigkeit sind (Lopez-Mufioz et al., 2005; Ito et
al., 1996; Prajapati et al., 2009).

Bei langfristiger Gabe von Barbituraten kommt es vermutlich zu Desensibilisierung und
Rezeptordownregulation, wodurch sich — dhnlich wie bei Benzodiazepinen — eine Toleranz und
Abhéangigkeit ausbilden kann (Ito et al., 1996).

Phenobarbital wird noch gelegentlich als Einschlafhilfe und als Antikonvulsivum bei einem Status
epilepticus eingesetzt (Raj et al, 2011; Oakley et al, 2012), Thiopental als

Injektionsanasthetikum und Pentobarbital als Anasthetikum in der Veterindrmedizin (Oakley et

CHg HsC Abb. 17:
/O o /O Darstellung der Strukturformeln
ausgewahlter Barbiturate
HN NH
NH \TT/
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al., 2012).
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Obwohl Barbiturate mit einer Vielzahl an ionotropen Rezeptoren interagieren, stellen GABA,-
Rezeptoren dennoch die wichtigsten Targets dar (Smith und Riskin, 1991). In geringer
Konzentration fiihren sie allosterisch zu einer Verstarkung der GABA-Wirkung, wohingegen sie in
hoherer Konzentration — im Gegensatz zu Benzodiazepinen — auch ohne gleichzeitige
Anwesenheit von GABA den Chloridkanal 6ffnen und eine Hyperpolarisation induzieren kénnen
(Sieghart, 1994; Sieghart et al., 2012). In noch héheren Konzentrationen fiihren Barbiturate wie

Pentobarbital schlieflich zu einer Blockade des Kanals (Thompson et al., 1996).

Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Thompson deuten darauf hin, dass Barbiturate wie
Pentobarbital mit mehreren Bindungsstellen am Rezeptor interagieren und diese von der
Untereinheiten-Zusammensetzung des Rezeptors abhangen.

Die Untersuchungen zeigen, dass verschiedene a- und B-Untereinheiten im GABA,-Rezeptor die
Wirksamkeit von Pentobarbital unterschiedlich stark beeinflussen. Die Wirksamkeit von
Pentobarbital und dessen Affinitdt zum Rezeptor scheint dabei stark von der a-Untereinheit
abhangig zu sein. Die Aktivierung des Chloridkanals durch 100 — 1000 uM Pentobarbital betragt
an ag-GABA,-Rezeptoren zwischen 150 und 170 % der maximalen Aktivierung durch GABA,
wahrend an asB,y-Rezeptoren 45 % und an a,B,y.s-Rezeptoren 82 % des maximalen GABA-
Effekts gemessen werden konnte. Demgegeniiber scheint die B-Untereinheit die Aktivierung des
Rezeptors durch Pentobarbital weniger stark zu beeinflussen: Es konnten keine signifikanten
Unterschiede beziiglich der Affinitdt oder der Wirksamkeit an agP1/,/3y2s-Rezeptoren festgestellt
werden. a;By,s-Rezeptoren wurden jedoch starker durch Pentobarbital aktiviert, wenn sie Bs-

Untereinheiten enthielten (Thompson et al., 1996).

2.3 Neurosteroide

Klassische Steroidhormone werden in endokrinen Driisen gebildet. Sie binden an spezielle
nukledre Rezeptoren, wirken als Transkriptionsfaktoren und regulieren so die Genexpression
(Rupprecht, 2002).

Andere, sogenannte Neurosteroide, beeinflussen neuronale Funktionen hauptsdchlich durch
Bindung an ligandengesteuerte lonenkandle und werden entweder aus Hormonsteroiden
gebildet oder in Neuronen und Gliazellen direkt im Gehirn aus Cholesterol de novo synthetisiert

(siehe Abb. 18; Rupprecht und Holsboer, 1999; Rupprecht, 2002; Joshi et al., 2011; Wang, 2011).
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Abb. 18: Synthese und Metabolisierung endogener Neurosteroide (Rupprecht und Holsboer, 1999)

Neurosteroide kénnen, abhangig von ihren chemischen Eigenschaften, am GABA,-Rezeptor
sowohl agonistische als auch antagonistische Effekte zeigen:

Niedrige, nanomolare Konzentrationen von 3a-OH-Neurosteroiden wie Allopregnanolon (3a-OH-
5a-Tetrahydroprogesteron; 3a,5a-THP) sowie von Progesteron oder Pregnanolon potenzieren
GABA-induzierte Chloridstrome (lgasa), erhohen die Affinitdt des Rezeptors fir GABA und
verstiarken so die GABAerge Neurotransmission, wahrend hohere, submikromolare bis
mikromolare Konzentrationen GABA,-Rezeptoren direkt aktivieren (Chisari et al.,, 2010). Sie
aktivieren sowohl synaptische als auch extrasynaptische GABA,-Rezeptoren und verstarken
daher phasische wie auch tonische Inhibition (Reddy, 2011). Derartige Neurosteroide sind
allosterische Modulatoren am GABA,-Rezeptor und besitzen unter anderem antikonvulsives,
anxiolytisches, hypnotisches und anasthetisches Potential (Gasior et al., 1999; Wang, 2011).

Im Gegensatz dazu wirken 3B-OH-Steroide wie 3B-OH-5a-Tetrahydroprogesteron
(Isoallopregnanolon) und 3B-OH-5B-Tetrahydroprogesteron (Epipregnanolon) sowie sulfatierte
Neurosteroide wie Pregnenolonsulfat (PS) und Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS)

antagonistisch am GABA,-Rezeptor (Wang, 2011; Reddy, 2011).
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In vivo zeigen Neurosteroide wie Pregnenolon, Progesteron, Allopregnanolon und
Dehydroepiandrosteron (DHEA) am GABA,-Rezeptor biphasische Effekte: Pregnenolonsulfat
zeigte im Elevated Plus-Maze an Mausen in niedriger Dosis einen anxiolytischen Effekt, wahrend
hohe Dosen anxiogen wirkten. Auch DHEA und Allopregnanolon wirken in niedriger
Konzentration agonistisch und damit anxiolytisch, in hoherer Konzentration jedoch
antagonistisch und anxiogen (Melcangi et al.,, 2011; Schile et al, 2011). Dieser
konzentrationsabhangige, paradoxe Effekt spielt unter anderem bei der Entstehung von
Stimmungsschwankungen bei Frauen mit pramenstruellem Syndrom (PMS) oder wahrend der
Schwangerschaft eine entscheidende Rolle, da hier groBe Mengen an Neurosteroiden gebildet

werden (siehe Unterpunkt ,,Neurosteroide und Schwangerschaft/PMS*; Wang, 2011).

Bindungsstellen

Spezifische Bindungsstellen fiir Neurosteroide konnten sowohl direkt in der a- als auch zwischen
der a- und der B-Untereinheit nachgewiesen werden (Hosie et al., 2007; Li et al., 2009).
Derartige Bindungsstellen kommen vermutlich auf allen a- und B-Untereinheiten vor, weswegen
ein typischer GABA,-Rezeptor (2a/2B/1y-Isoform) mehrere Bindungsstellen fir Neurosteroide
besitzt. Neurosteroide binden daher an nahezu alle GABA,-Rezeptor-lsoformen, wobei sie
besonders hohe Affinitat fiir extrasynaptische afé-Isoformen zeigen (Hosie et al., 2007; Renny,

2011).

Fir die Bindung der 3a-OH-Neurosteroide wie Allopregnanolon an den Rezeptor spielt
vermutlich ein Glutaminrest der a;-Untereinheit (a;GIn**!) eine wichtige Rolle (siehe Abb. 19), da
diese Aminosdure vermutlich eine Wasserstoffbriicke zur 3a-OH-Gruppe ausbildet (Hosie et al.,
2006) und lgaga UM das 100-fache reduziert wird, wenn dieser Rest nach Tryptophan mutiert
wird (Hosie et al., 2006, 2009). Die Arbeitsgruppe um Hosie zeigte weiters, dass vermutlich auch
Asn™” und Tyr*'® in der TM4 der a;-Untereinheit Teil der Bindungstasche fiir Neurosteroide sind
(siehe Abb. 19). Diese beiden polaren Reste konnten Wasserstoffbriickenbindungen zur
Ketogruppe in Position C20 der Neurosteroide ausbilden und befinden sich etwa 15 — 18
Angstrom von a,GIn*** entfernt, was einem Abstand entspricht, innerhalb dessen sich ein
Molekiil von der GroRe eines Neurosteroids anlagern koénnte (Hosie et al., 2006). Die
Mutationen N*”A (ozlAsn407 - alAIa4°7) und Y*°F (0L1Tyr410 - 0L1Phe41°) reduzierten lgaga UM das

3 — 10-fache (Hosie et al., 2006).
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Abb. 19:

£ Qo4 Darstellung eines Neurosteroids, das Uber die Aminosduren
g! r o Q241, N407 und Y410 an die ay-Untereinheit bindet

(Hosie et al., 2006)

Pregnenolon

Pregnenolon ist die wichtigste Vorstufe fiir die Synthese endogener Neurosteroide (Schiile et al.,
2011). Wahrend Pregnenolon selbst keinen Effekt am GABA,-Rezeptor zeigt, wirkt sowohl 3a- als
auch 3B-Pregnenolonsulfat antagonistisch am GABA,-Rezeptor (Wang, 2011). Wie bereits
erwahnt, wirkt Pregnenolonsulfat in hoherer Konzentration anxiogen, zeigt in niedriger
Konzentration jedoch anxiolytische Effekte (Reddy und Kulkarni, 1997; Schile, 2011).
Uberraschend ist, dass die anxiolytischen Effekte von Pregnenolonsulfat scheinbar nicht durch
den GABA,-Rezeptor-Antagonisten Picrotoxin blockiert werden, wahrend die anxiolytischen
Effekte von Allopregnanolon und Progesteron durch Picrotoxin aufgehoben werden (Reddy und

Kulkarni, 1997).

Progesteron

Die anxiolytische Wirkung von Progesteron beruht vermutlich hauptsédchlich auf der
Umwandlung von Progesteron zu Allopregnanolon (Bitran et al., 1995). Fiir diese Theorie spricht
auch, dass die anxiolytischen Effekte bei vorheriger Gabe von 5a-Reduktasehemmern ausbleiben
(Bitran et al., 1995) und die Gabe von Progesteron bei 5a-Reduktase-Knock-out-Méausen im

Open Field zu keiner Verdnderung des Angstverhaltens fiihrte (Frye et al., 2004).

Allopregnanolon

Allopregnanolon zeigt ebenfalls anxiolytische Effekte am Tiermodell (Melcangi et al., 2011).
Direkte Applikation von Pregnanolon — das in Bezug auf die anxiolytische Wirkung mit
Allopregnanolon vergleichbar ist — in den Hippocampus reduziert dngstliches Verhalten bei
Ratten (Bitran et al., 1999).

Das 3B-Diastereomer (3B,50-THP; Isoallopregnanolon) inhibiert als GABAa-Antagonist die

agonistische Wirkung des Allopregnanolon (Lundgren et al., 2003; Backstrom et al., 2005).
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Neurosteroide und Schwangerschaft/PMS

Neurosteroide wie Progesteron, Pregnenolon und Allopregnanolon zeigen biphasische Effekte
am GABA,-Rezeptor und werden besonders wahrend der Schwangerschaft und in der
Lutealphase des weiblichen Zyklus vermehrt produziert. Die Konzentration an Allopregnanolon
betrdagt im Plasma fruchtbarer Frauen wahrend der Follikelphase durchschnittlich 0,2 — 0,5
nmol/l und wahrend der Lutealphase bis zu 4 nmol/I. Im dritten Trimester der Schwangerschaft
kann die Serumkonzentration von Allopregnanolon auf tber 100 nmol/l ansteigen. Diese
erhohte Konzentration an Neurosteroiden wird mit dem gehauften Auftreten von
Stimmungsschwankungen, Gereiztheit und angstlichem sowie aggressivem Verhalten bei

schwangeren Frauen und Frauen, die unter PMS leiden, in Verbindung gebracht (Wang, 2011).

Es ist nicht im Detail geklart, warum bestimmte Neurosteroide in niedrigen Konzentrationen
anxiolytisch und in hohen Konzentrationen anxiogen wirken. Moglicherweise spielen hier 6&-
GABA,-Rezeptoren eine entscheidende Rolle, die ausschlieRlich extrasynaptisch vorkommen und
eine besonders hohe Affinitat fir Neurosteroide aufweisen (Wang, 2011).

Shen et al. zeigten, dass Allopregnanolon an GABA,-Rezeptoren nicht nur agonistisch wirkt,
sondern an a,B,6-Rezeptoren auch antagonistische Effekte vermittelt. Derartige Isoformen sind
Ublicherweise nur in sehr geringer Dichte exprimiert, werden jedoch beispielsweise in der
Pubertat vermehrt gebildet und mit dem vermehrten Auftreten von Stimmungsschwankungen

wahrend dieser Zeit in Zusammenhang gebracht (Shen et al., 2007).

2.4 Anasthetika

Durch die Applikation klassischer Andsthetika wird ein Zustand hervorgerufen, der durch
Bewusstseinsverlust, Amnesie, Analgesie und Immobilitdt gekennzeichnet ist (Bali und Akabas,
2004). Glaubte man friiher, dass die andsthetische Wirkung auf einer Interaktion mit der
Lipiddoppelschicht beruht, so weil man heute, dass spezielle Ligand-Rezeptor-Interaktionen
eine entscheidende Rolle spielen (Bali und Akabas, 2004; Franks und Lieb, 2004).

Anasthetika wirken agonistisch an inhibitorischen Rezeptoren beziehungsweise antagonistisch
an exzitatorischen Rezeptoren (van Dort et al., 2008; Forman und Miller, 2011; Olsen und Li,
2011).

Die Wirkung intravendser Anasthetika ist konzentrationsabhangig. In niedrigen Konzentrationen

verstarken sie lgaga, Wohingegen sie in hohen Konzentrationen den lonenkanal auch ohne die
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Anwesenheit von GABA o6ffnen. Noch héhere Konzentrationen mancher Anasthetika konnen

sogar eine Blockade des Kanals hervorrufen (Bali und Akabas, 2004).

Bindungsstellen

Intravendse Anasthetika wie Etomidat und Propofol interagieren vor allem mit B-Untereinheiten,
wahrend die Wirkung inhalativer Anasthetika groRtenteils Gber a-Untereinheiten vermittelt wird
(Bali und Akabas, 2004).

Allosterische Bindungsstellen fiir Anadsthetika konnten mittels photoaktivierbarer Liganden
bereits sowohl am nikotinischen Acetylcholin-Rezeptor (nAch) als auch am GABA,-Rezeptor
nachgewiesen werden (Forman und Miller, 2011).

Bislang konnten drei Arten von Bindungsstellen flir Andsthetika identifiziert werden, die sich alle

innerhalb der Transmembrandomanen befinden:

e innerhalb einer bestimmten Untereinheit (z.B. binden Halothan und Etomidat an die p-
Untereinheit von nAch-Rezeptoren)

e zwischen den funf Untereinheiten an der luminalen Seite des lonenkanals (wie z.B. bei
Etomidat und Alkohol an nAch-Rezeptoren)

e zwischen zwei bestimmten Untereinheiten (z.B. bindet Etomidat zwischen der o;- und
der B,;-Untereinheit von GABA,-Rezeptoren) (Forman und Miller, 2011; Olsen und Li,
2011)

Etomidat

Etomidat offnet — wie auch Propofol — den Chloridkanal des GABA,-Rezeptors in hdherer
Konzentration auch ohne Anwesenheit von GABA, wahrend niedrige Konzentrationen nur die
Wirkung von GABA verstarken (Forman und Miller, 2011). Es ware daher moglich, dass am
GABA,-Rezeptor zwei Bindungsstellen fiir Etomidat mit unterschiedlicher Affinitat vorhanden
sind. Dagegen spricht jedoch, dass eine definierte Aminosaure in BTM2 (B;Serin®*®, B,Asn** bzw.
BsAsn?*®) sowohl mit der GABA-Modulation als auch mit der direkten Aktivierung des Kanals in
Zusammenhang gebracht werden konnte (Risch et al., 2004; Bali und Akabas, 2004; Wingrove et
al., 1994). Es ist jedoch unklar, ob diese Aminosaure wirklich Teil der Bindungsstelle fiir Etomidat
ist oder die anasthetische Wirkung auf andere Weise beeinflusst (Olsen und Li, 2011).

In welchem Ausmald die GABA-Wirkung durch Etomidat verstarkt wird, hangt nicht nur von der

Konzentration sondern auch von der Untereinheitenzusammensetzung des Rezeptors ab. So
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zeigen Rezeptoren, die a;-, a,. oder ag-Untereinheiten enthalten, durch Etomidat eine starkere
Potenzierung von lgaga, Wenn zusatzlich B,-Untereinheiten vorkommen (Hill-Venning et al.,
1997).

Fir die GABA-mimetische Wirkung von Etomidat spielt die B,-Untereinheit ebenfalls eine
starkere Rolle als die B;-Untereinheit, wohingegen bei Propofol kein Unterschied zwischen (3,
und B, erkennbar ist (Hill-Venning et al., 1997). Weiters wurde gezeigt, dass die sedierende

Wirkung von Etomidat Uber B,-GABA,-Rezeptoren vermittelt wird (Groves et al., 2006).
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Abb. 20: Strukturformel von Etomidat

Propofol
Propofol interagiert vermutlich mit einem Bereich im extrazelluliren Teil der TM3 der B-
Untereinheit (Bali und Akabas, 2004). Ahnlich wie bei Etomidat scheint auch hier eine bestimmte
Aminosaure in BTM2 (B:Serin®®, B,Asn’® bzw. B;Asn**) essentiell fiir die Wirkung zu sein,
wohingegen dieser Rest unbedeutend fir die Wirkung von Neurosteroiden ist (Li et al., 2009).
Propofol zeigt in einer Konzentration zwischen 30 nM — 30 uM eine konzentrationsabhangige
Potenzierung von lgasa in Oozyten, die entweder a;B,y,.- oder a;B1y,-Rezeptoren exprimieren.
Die Wirkstarke von Propofol an o;-GABA,-Rezeptoren ist unabhangig davon, welche B-
Untereinheit im Rezeptor vorkommt. Im Gegensatz zu Etomidat scheint weder der ECso-Wert,
noch der maximale Effekt von Propofol von der jeweiligen B-lsoform abhdngig zu sein (Hill-
Venning et al., 1997).

CHz HO CHj

H;C CH,4

Abb. 21: Strukturformel von Propofol
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Isofluran
Isofluran ist eines der am besten untersuchten und am haufigsten eingesetzten

Inhalationsanéasthetika (van Dort et al., 2008).

Abb. 22: Strukturformel von Isofluran

Klinisch relevante Konzentrationen von Isofluran verzogern die Dissoziation der GABA vom
Rezeptor, wodurch die GABA-Wirkung verstarkt wird. Bei hoheren Konzentrationen bleibt dieser
Effekt aus, sodass Igasa SOgar gechemmt werden kann.

Die anasthetische Potenz von Isofluran ist wiederum von der Zusammensetzung des Rezeptors
abhéngig (van Dort et al., 2008). Durch eine Mutation in der a;-Untereinheit (o;Ser?”® = o;His*’°)
wird der Rezeptor beispielsweise unempfindlich fir Isofluran, zugleich wird die Empfindlichkeit
fiir GABA jedoch erhoht (Borghese et al., 2006). Weiters konnte gezeigt werden, dass auch yys-
Untereinheiten in Zusammenhang mit der Modulation von Igaga durch Isofluran stehen (van Dort

et al., 2008).

2.5 Ethanol

Ethanol hat starke, weitreichende Effekte auf das zentrale Nervensystem und beeinflusst die
Aktivitat von zahlreichen Rezeptoren, Kandlen und Enzymen.

Diese neurochemischen Veranderungen sind vermutlich fiir die sedierende, hypnotische und
antikonvulsive Wirkung von Ethanol verantwortlich. Weiters fihren sie zu kognitiven und
motorischen Beeintrachtigungen sowie zur Zerstorung bestimmter Nervenbahnen im Gehirn

(Korpi et al., 2007; Kumar et al., 2009).

Der Wirkmechanismus von Ethanol am GABA,-Rezeptor ist noch nicht im Detail geklart, diverse
Untersuchungen lieferten kontroverse Ergebnisse (Korpi et al., 2002). Man nimmt an, dass
Ethanol durch zahlreiche Mechanismen die inhibitorische Neurotransmission verstarkt. Ethanol
erhoht beispielsweise die Konzentration endogener Neurosteroide im Gehirn durch Stimulation

der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (Follesa et al., 2006). Weiters fiihrt Ethanol
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vermutlich zu einer vermehrten Freisetzung von GABA aus GABAergen Golgizellen im Kleinhirn

(Carta et al., 2004; Follesa et al., 2006; Kumar et al., 2009).

Die Arbeitsgruppe um Wafford zeigte, dass Ethanol ausschlieRlich den Chlorideinstrom in y;-
GABA,-Rezeptoren potenziert, wahrend kein Effekt an y,s-GABAs-Rezeptoren sichtbar ist. GABA
und Flunitrazepam zeigten dagegen keinen unterschiedlichen Effekt an beiden Splicevarianten.
Vou unterscheidet sich von y,s durch acht zusatzliche Aminosauren, die vermutlich eine
Konsensussequenz fir Proteinkinase C (PKC) darstellen (Ser-X-Lys). Durch einen Austausch dieser
Aminosauren durch solche, die nicht phosphoryliert werden, wurde der Effekt von Ethanol am
V2-GABA,-Rezeptor aufgehoben. Wafford et al. vermuten daher, dass die Phosphorylierung
dieser Reste durch die PKC entscheidend fir die Ethanolwirkung sein muss (Wafford und
Withing, 1992).

Im Gegensatz dazu konnte die Arbeitsgruppe um Sigel keinen Unterschied in der Empfindlichkeit
flr Ethanol zwischen y,s- und y,-Untereinheiten feststellen (Sigel et al., 1993). Kurata et al.
vermuten sogar, dass die Potenzierung von lgasa zumindest durch langkettige Alkohole wie n-

Octanol ganzlich unabhéngig von y-Untereinheiten ist (Kurata et al., 1993).

Neuere Untersuchungen zeigen, dass Ethanol eine besonders hohe Affinitat fiir extrasynaptische
6-GABA,-Rezeptoren besitzt (Wallner und Olsen, 2008; Glykys et al., 2007). Wahrend typische
a:By,- und a,Py,-GABA,-Rezeptoren erst durch hohere Ethanolkonzentrationen (>60 mM)
moduliert werden (Sigel et al., 1993), sprechen 6-GABA,-Rezeptoren auch auf niedrigere
Konzentrationen an (<30 mM) (Glykys et al., 2007; Hanchar et al., 2005). Wallner et al. fanden
heraus, dass vor allem jene 6-GABA,-Rezeptoren, die gleichzeitig a6~ und Bs-Untereinheiten
enthalten, besonders empfindlich fiir Ethanol sind. Derartige 04/6B:6-Rezeptoren besitzen
vermutlich zwei verschiedene Bindungsstellen fiir Ethanol: Eine Bindungsstelle, die hochaffin
(<30 mM Plasmakonzentration) fiir die Bindung von Ethanol und dem Ethanol-Antagonisten
Ro15-4513 ist, und eine weitere, niedrigaffine (>100 mM Plasmakonzentration) Ethanol-
Bindungsstelle. Fir diese niedrigaffine Bindungsstelle scheint Asn®® in der TM2 der Bs-
Untereinheit von besonderer Bedeutung zu sein, da die Empfindlichkeit des Rezeptors fir
Konzentrationen >100 mM Ethanol drastisch reduziert wird, wenn dieser Rest durch Methionin
ersetzt wird (Wallner und Olsen, 2008).

Hancher et al. zeigten weiters, dass die Empfindlichkeit von Ethanol fiir agB;6-Rezeptoren noch
weiter gesteigert wird, wenn Arg'® in der ag-Untereinheit nach Glutamin mutiert wird (Hancher

et al., 2005). Die Arbeitsgruppe um Botta konnte diese These in ihren Untersuchungen nicht
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bestatigen und beobachtete keinen Unterschied in der Empfindlichkeit zwischen Rezeptoren mit

100

OLg,Arglo0 und solchen mit agGIn™" (Botta et al., 2007), die Resultate dieser Arbeitsgruppe werden

jedoch angezweifelt (Otis, 2008).

Im Gegensatz dazu untersuchte die Arbeitsgruppe um Sigel verschiedene Anordnungen der
Untereinheiten ag, B3, und 6 in einem GABA,-Rezeptor (Bs-0ts-6/06-B3, 0s-B3-0te/B3-6, B3-6-Bs/as-
Bs und ag-Bs-as/8), konnte jedoch keinerlei Modulation der Rezeptoren durch Ethanol (7 — 30

mM) beobachten (Baur et al., 2009).

2.6 Loreclezol

Loreclezol ist ein Breitspektrum-Antiepileptikum, das spezifisch mit zwei separaten

allosterischen Bindungsstellen am GABA,-Rezeptor interagiert (Luszczki et al., 2005).
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Abb. 23.: Strukturformel von Loreclezol

Loreclezol weist eine mehr als 300-fach héhere Selektivitat fir B,- und Bs-, als flir f;-GABA,-
Rezeptoren auf (Wingrove et al., 1994). Diese B,:-Selektivitat erinnnert an Etomidat, das auch
strukturelle Ahnlichkeit mit Loreclezol aufweist (Hill-Venning et al., 1997; Groves et al., 2006).
Als Grund fiir die héhere B3 Selektivitat konnte ein Asparaginrest identifiziert werden (B,Asn*®

2 . . . .. .
) und in einem Bereich lokalisiert ist,

bzw. B3Asn29°), der in B, durch ein Serin ersetzt ist (B,Ser
der vermutlich fur die Bildung der Kanalpore von Bedeutung ist (Hill-Venning et al., 1997;

Wingrove et al., 1994).

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die antikonvulsive als auch die sedierende Wirkung von
Loreclezol hauptsachlich durch B,-Untereinheiten vermittelt wird. Die Rolle der Bs;-Untereinheit
ist noch unklar. Sie ist vermutlich nicht fir die anxiolytische und sedierende Wirkung
verantwortlich, Bs-Knock-out Méause zeigen im Gegensatz zu a;- oder B,-Knock-out-Mé&usen aber

vermehrt unwillkiirliche Krampfanfalle (Groves et al., 2006).

-27-



GABA-assoziierte Erkrankungen

Loreclezol moduliert abgesehen von B-Untereinheiten auch p- (Thomet et al., 2000) und
vermutlich auch 6-Untereinheiten. Derartige Rezeptoren sind im Gehirn jedoch deutlich
schwacher exprimiert und spielen vermutlich nur eine untergeordnete Rolle fur die Wirkung

(Groves et al., 2006).

3 GABA-assoziierte Erkrankungen

3.1 Angststorungen

Obwohl physiologische Angst essentiell fiir das Uberleben unter stidndig wechselnden
Umweltbedingungen ist, handelt es sich bei andauernder, generalisierter Angst oder
unangemessener Furcht um pathologische Krankheitsbilder, die die Lebensqualitdt gravierend

reduzieren kdnnen (Tasan et al., 2011).

Angststorungen gehoéren zu den haufigsten neuropsychiatrischen Erkrankungen (American
Psychiatric Association, 2010; Satori et al., 2011) und weisen eine hohe Komorbiditdt auf. So
leiden beispielsweise etwa 60 % der Angstpatienten zusatzlich an Depressionen (Sartori et al.,
2011). Die Wahrscheinlichkeit, im Laufe des Lebens eine Angststérung zu entwickeln, betragt
etwa zwischen 14 und 29 % (Kessler et al., 2005; Hettema et al., 2001; Cryan und Sweeney,
2011).

Angststorungen sind gekennzeichnet durch lbertriebene Furcht vor bestimmten Objekten oder
Situationen, in denen keine echte Gefahr vorliegt (Shin und Liberzon, 2010). Sie stellen sowohl
fiir die Betroffenen als auch fur die gesamte Gesellschaft eine groRRe soziale Belastung dar (Tasan
et al., 2011) und bedeuten enorme Kosten fiir das Gesundheitssystem (Shin und Liberzon, 2010;

Huh et al., 2011).

Formen von Angststérungen
Die APA (American Psychiatric Association) unterscheidet verschiedene Formen von

Angststdrungen:

Generalisierte Angststérung (GAD; General anxiety disorder)

Die GAD ist die hdufigste Form der Angststorung und betrifft etwa 5 % aller Erwachsenen (Huh

et al.,, 2011). Eine generalisierte Angststorung ist charakterisiert durch Ubertriebene, diffuse
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Geflihle von Angst und Sorge, die schwer zu kontrollieren sind. Menschen mit GAD berichten
weiters Uber Ruhelosigkeit, Mudigkeit, Reizbarkeit, Muskelverspannung sowie Schlaf- und

Konzentrationsschwierigkeiten.

Panikstérung

Patienten mit Panikstérungen leiden unter wiederkehrenden, unerwartet auftretenden
Panikattacken und leben mit der standigen Angst vor neuen Attacken und deren Auswirkungen.
Panikattacken sind einzelne Schiibe intensiver Angstgeflihle, die mit einer Aktivierung des
sympathischen Nervensystems einhergehen und ohne Anwesenheit einer echten Gefahr

auftreten.

Posttraumatisches Stress-Syndrom (PTSD; posttraumatic stress disorder)

PTSD kann sich bei Individuen entwickeln, die einer oder mehreren lebensbedrohlichen
Situationen ausgesetzt waren und daraufhin mit intensiver Angst, Hilflosigkeit oder Entsetzen
reagierten. Betroffene machen dieses traumatische Erlebnis immer wieder in Form von
Alptrdumen und Flashbacks durch. Haufig berichten Patienten auch iiber Ubererregbarkeit, die
sich in Form von Hypervigilanz, Ubertriebener Schreckhaftigkeit sowie Schlaf- und

Konzentrationsstérungen aulRert.

Zwangsneurose

Patienten mit Zwangsneurosen leiden unter wiederkehrenden, ungewollten zwanghaften

Gedanken, die Unbehagen und lbertriebene, ritualhafte Verhaltensweisen nach sich ziehen.

Sozialphobie

Sozialphobien sind gekennzeichnet durch eine ausgeprdgte und anhaltende Furcht der
Betroffenen vor sozialen Situationen, in denen sie im Mittelpunkt stehen und sich beschamend

oder unpassend verhalten.

Spezifische Phobie

Spezifische Phobien sind gekennzeichnet durch Ubertriebene und andauernde Furcht vor
bestimmten Objekten oder Situationen wie beispielsweise Tiere, Flugzeuge, geschlossene
Rdaume, Hohe oder Blut. Spezifische Phobien sind relativ haufig und entwickeln sich im Laufe

eines Lebens mit einer Wahrscheinlichkeit von 7 — 11 % (APA, 2010; Shin und Liberzon, 2010).
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Atiologie und Pathogenese

Es gibt Hinweise, dass fiir die Atiologie einer Angststdrung das gemeinsame Auftreten
bestimmter intrinsischer und extrinsischer Faktoren von Bedeutung ist (Sartori et al., 2011). So
schatzt man, dass Angsterkrankungen zu etwa 30 — 40 % erblich sind (Hettema et al., 2001).
Weiters konnte gezeigt werden, dass auch Umweltfaktoren — wie beispielsweise belastende
Lebensereignisse — einen starken Einfluss auf die Entstehung von Angststorungen austben. Die
Anfalligkeit eines Individuums flir derartige Umweltfaktoren scheint wiederum von bestimmten

Genen moduliert zu werden (Sartori et al., 2011).

Gehirnstrukturen, die haufig mit der Entstehung von Angststérungen in Zusammenhang
gebracht werden, sind unter anderem die Amygdala, der Hippocampus und der prafrontale
Cortex (siehe Abb. 24; Tasan et al., 2011; Gulinello et al., 2001; Jacobson-Pick et al., 2012;
Rodrigues et al., 2009).

Jacobson-Prick et al. zeigten, dass juvenile Stressoren bei Mausen in einem Alter von 26 — 28
Tagen zu einer Verdnderung der Expression bestimmter GABA,-Rezeptor-Untereinheiten (o, o3,
os und y,) im prafrontalen Cortex und der Amygdala fiihren. Mause, die diesen juvenilen
Stressoren ausgesetzt waren, zeigten im Erwachsenenalter im Elevated Plus-Maze (EPM)
angstlicheres Verhalten als die Kontrollgruppe, wobei Weibchen im Vergleich zu Mannchen
deutlich angstlicher waren (Jacobson-Pick et al., 2012).

Es konnte nachgewiesen werden, dass derartige Stressoren auferdem die Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse aktivieren und die Freisetzung von Stresshormonen wie
Corticotropin-Freisetzungs-Hormon (CRF; corticotropin releasing factor), adrenokortikotropes
Hormon (ACTH) und Cortisol fordern, die ebenfalls eine Rolle in der Pathogenese von
Angststorungen spielen (Shin und Liberzon, 2010). Die Arbeitsgruppe um Heinrichs konnte im
Elevated Plus-Maze an Ratten zeigen, dass der CRF;-Rezeptor-Antagonist R121919 anxiolytische
Wirkung besitzt (Heinrichs et al., 2002).

Die Verarbeitung von Emotionen wie Angstgefiihlen wird vor allem durch die GABAerge
Neurotransmission in der Amygdala kontrolliert (Tasan et al., 2011).

Tasan et al. zeigten, dass es in Nuclei der Amygdala von HAB-Ma&usen (high anxiety-related
behavior) im Vergleich zu NAB-Mausen (normal anxiety-related behavior) zu zahlreichen

Anderungen der Genexpression kommt. Beispielsweise war die mRNA-Expression der B;-, Bo-
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und y,-Untereinheiten in der basolateralen Amygdala der HAB-Mause deutlich erhéht, wahrend
die Transkription der as- und y;-Untereinheiten in den zentralen und medialen Kerne der
Amygdala reduziert war. Diese Ergebnisse deuten auf ein Ungleichgewicht der GABAergen
Neurotransmission in der Amygdala hin. Es wird vermutet, dass durch die reduzierte GABAerge
Inhibition Uber as- und y;-Untereinheiten eine kompensatorische Aktivierung der GABAergen
Neurotransmission induziert wird. Fiir diese Theorie spricht, dass bei HAB-Mausen eine
verstdrkte Expression GABA-synthetisierender Enzyme (GAD 65 und GAD 67) nachgewiesen
werden konnte und auch die Konzentration von GABA in der Amygdala der HAB-Mause erhoht

war (Tasan et al., 2011).

Neben der Amygdala scheinen auch weitere Gehirnareale bei Angststérungen eine wichtige
Rolle zu spielen. So zeigte die Arbeitsgruppe um Gulinello, dass es nach Absetzen einer
Progesterontherapie zu einer Anderung der Genexpression im Hippocampus von Ratten kommt.
Es konnte eine 2 — 3-fach erhéhte Expression von a,-Untereinheiten nachgewiesen werden, die
direkt mit einer anxiogenen Wirkung im Elevated Plus-Maze in Zusammenhang gebracht wurde

(Gulinello et al., 2001).

SEeNnsory gy Sensory

e thalamus cortex
Abb. 24:
A Darstellung einiger Gehirnstrukturen,
\ die in die Entstehung von Angst
involviert sind (Rodrigues et al., 2009)
Amygdala

Hippocampus \
\
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Therapie von Angststérungen

Selektive  Serotonin-Reuptake-Inhibitoren (SSRIs) und Serotonin-Noradrenalin-Reuptake-
Inhibitoren (SNRIs) stellen die Mittel der Wahl bei GAD dar (Dell’osso und Lader, 2012; Koen und
Stein, 2011).

SSRIs wie Citalopram, Escitalopram, Fluoxetin, Fluvoxamin, Paroxetin oder Sertralin hemmen die
Wiederaufnahme von Serotonin in prasynaptische Nervenendigungen und erhdhen damit
dessen synaptische Konzentration, wohingegen SNRIs wie Venlafaxin oder Duloxetin auch den
Noradrenalin-Reuptake hemmen.

Die anxiolytische Wirkung der SSRIs/SNRIs tritt erst verzégert ein, in den ersten Wochen der
Anwendung kann die Angststérung sogar verstarkt werden, wodurch die Compliance haufig
reduziert ist (Koen und Stein, 2011; Chen et al.,, 2012). Mogliche Nebenwirkungen sind

beispielsweise Agitiertheit, sexuelle Dysfunktion und Mudigkeit (Huh et al., 2011).

TCA (Tricyclische Antidepressiva) wie Clomipramin und Imipramin sind ebenfalls wirksam zur
Behandlung von Angststorungen. Sie sind jedoch nicht Mittel 1. Wahl, da sie unter anderem
Herzrhythmusstérungen begiinstigen, weswegen eine EKG-Uberwachung des Patienten
erforderlich ist. Zusatzlich kénnen sie Nebenwirkungen wie Obstipation und Sedierung
hervorrufen. Sie werden vor allem bei Intoleranz gegen SSRIs oder in Kombination mit diesen

eingesetzt (Kodish et al., 2011).

Benzodiazepine haben zwar einen hohen therapeutischen Index und eine sehr gute anxiolytische
Wirksamkeit, fihren durch ihre unselektive Untereinheitenstimulation jedoch zu Sedierung (a.)
und kognitiven Beeintrachtigungen (as) (siehe Kapitel 2.1). Zusatzlich induzieren sie bei langerer
Anwendung korperliche Abhangigkeit und Toleranz und sind daher nur fir den kurzfristigen
Einsatz geeignet (Sartori et al., 2011; Dell’osso und Lader, 2012). Weiters zeigen Benzodiazepine
keine antidepressive Wirkung, was als groBer Nachteil angesehen wird, da Angststérungen

haufig in Kombination mit Depressionen auftreten (Dell’osso und Lader, 2012).
Buspiron ist ein Partialagonist an Serotoninrezeptoren des Subtyps 5HT;4. Buspiron ist besonders

bei Angststorungen in Kombination mit Alkoholabhangigkeit geeignet und verstarkt die Wirkung

von SSRIs bei therapierefraktdarer GAD (Koen und Stein, 2011).
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3.2 Schlafstorungen

Schlaflosigkeit ist ein weit verbreitetes Leiden: Etwa 25 % der Erwachsenen sind unzufrieden mit
ihrem Schlaf, 10 — 15 % leiden auch tagsiiber unter den Auswirkungen und 6 — 10 % erfiillen die
Kriterien fur das Vorliegen einer echten Schlafstorung (Ohayon, 2002; Morin et al., 2006).
Schlafprobleme nehmen mit dem Alter zu und treten bei Frauen doppelt so haufig auf wie bei

Mannern (Ohayon, 2002; Ferndandez-San-Martin et al., 2010).

Schlafstérungen sind charakterisiert durch eine reduzierte Schlafqualitdt, eine nicht
ausreichende Schlafdauer oder Schwierigkeiten beim Ein- oder Durchschlafen (Morin und Benca,
2012; Fernandez-San-Martin et al.,, 2010). Betroffene leiden tagsiber unter Midigkeit,
Kraftlosigkeit, kognitiven Beeintrachtigungen wie Konzentrations-, Aufmerksamkeits- oder
Gedachtnisstérungen sowie Stimmungsschwankungen wie Reizbarkeit und Dysphorie (Morin

und Benca, 2012).

Schlafstérungen kdnnen auch in isolierter Form auftreten, weisen jedoch haufig Komorbiditaten
auf (Morin und Benca, 2012). Betroffene leiden im Vergleich zu Menschen ohne Schlafstérungen
beispielsweise flinfmal haufiger unter Angststérungen und Depressionen und doppelt so oft an

Herzinsuffizienz (Pearson et al., 2006).

Regulation des Schlaf-Wachrhythmus durch GABA

Der tagliche Kreislauf zwischen Schlaf- und Wachzustdanden wird durch eine koordinierte
Interaktion verschiedener Neuronen reguliert. Wachheit ist assoziiert mit neuronaler Aktivitat
cholinerger Neuronen im Hirnstamm und im basalen Vorderhirn, monoaminerger Neuronen im
Hirnstamm und hinteren Hypothalamus und hypocretiner (orexiner) Neuronen im lateralen
Hypothalamus. Diese Neuronengruppen stehen in direktem Zusammenhang mit kortikaler
Stimulierung und Aktivierung des ZNS (Gvilia, 2010; Sakurai, 2007). Jene Neuronen, die wahrend
des Schlafes eine wichtige Rolle fir die Dampfung des ZNS spielen, sind in hoher Dichte im
ventrolateralen praoptischen Feld (VLPO) im Hypothalamus und im medianen prédoptischen
Nucleus (MnPN) lokalisiert (Gvilia, 2010; Foster und Wulff, 2005). Diese VLPO- und MnPN-
Neuronen inhibieren (ber Botenstoffe wie GABA und Galanin vermutlich jene
Neuronengruppen, die die Wachheit fordern (siehe Abb. 25; Sakurai, 2007). Sowohl die
Aktivierung der VLPO-Neuronen als auch die Freisetzung von GABA nimmt proportional zur

Schlaftiefe zu (Foster und Wulff, 2005).
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Therapie von Schlafstérungen

Zur Behandlung von Schlafstérungen wird eine Vielzahl von Arzneistoffen eingesetzt. Das
Angebot reicht von rezeptfreien Produkten - wie beispielsweise Antihistaminika, Chronobiotika
wie Melatonin oder pflanzliche Prdparate - Uber verschreibungspflichtige Hypnotika wie
Benzodiazepine bis hin zu ausgewahlten Antidepressiva, Antipsychotika oder Antikonvulsiva, die
neben der eigentlichen Indikation auch bei Schlafstérungen Anwendung finden (Morin und

Benca, 2012).

Antihistaminika wie Diphenhydramin oder Doxylaminsuccinat induzieren Schlafrigkeit, es gibt
jedoch nur wenige Daten bezlglich deren Wirksamkeit bei chronischen Schlafstérungen. Sie
konnen Agitiertheit und anticholinerge Effekte wie beispielsweise Mundtrockenheit oder
Harnretention beglinstigen und ein Restless-legs-Syndrom verschlimmern. Bei langerer
Einnahme kann sich eine Toleranz entwickeln und ein abruptes Absetzen kann zu einem
Rebound fiihren (Morin und Benca, 2012). Die Arbeitsgruppe um Richardson zeigte, dass sich
bereits nach dreitagiger Einnahme von 100 mg Diphenhydramin taglich eine Toleranz gegeniber

der sedierenden Wirkung ausbildet (Richardson et al., 2002).
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Melatonin ist ein Hormon aus der Zirbeldrise und spielt eine wichtige Rolle fiir die Regulation
des circadianen Tag-Nacht-Rhythmus. Die hypnotische Wirkung von Melatonin konnte in Studien
nicht eindeutig belegt werden. Weiters sind Nebenwirkungen wie Benommenbheit,

Kopfschmerzen oder Alptraume moglich (Morin und Benca, 2012).

Zahlreiche Phytopharmaka — allen voran Baldrianpraparate — werden ebenfalls zur Behandlung
von Schlafstorungen und Unruhezustanden eingesetzt. Wirkstoffe im Baldrian binden an GABA,-
Rezeptoren und verbessern die Ansprechbarkeit der Rezeptoren fliir GABA (Morin und Benca,
2012). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass Baldrian zu einer subjektiven Verbesserung
der Schlafstorungen fiihrte, diese Verbesserung jedoch quantitativ und objektiv nicht messbar
war. Weitere Untersuchungen werden empfohlen (Fernandez-San-Martin et al., 2010; Salter und
Brownie, 2010). Neben Baldrian werden traditionell auch Melisse, Hopfen, Lavendel und
Passionsblume verwendet, jedoch ist auch deren Wirksamkeit fir die Behandlung von
Schlafstérungen wissenschaftlich nicht vollstdndig bewiesen (Volz, 2001; Wheatley, 2005; Salter
und Brownie, 2010).

Zur groflten Gruppe der schlafférdernden Arzneistoffe gehoren jene, die die Aktivitdt von
GABA,-Rezeptoren verstarken, wie beispielsweise Benzodiazepine und Barbiturate, aber auch
die meisten inhalativen Anasthetika und Ethanol (Saper et al., 2005).

Benzodiazepine sind die wirksamsten und am haufigsten eingesetzten Arzneistoffe zur
Behandlung von Schlafstérungen (Fernandez-San-Martin et al., 2010), fir eine langfristige
Behandlung sind sie jedoch ungeeignet (siehe Kapitel 2.1; Wafford, 2005). Derivate mit kurzer
Halbwertszeit (z.B. Triazolam) erleichtern das Einschlafen, wahrend Derivate mit langer
Halbwertszeit (z.B. Clonazepam, Diazepam) bei Durchschlafstérungen geeignet sind (Morin und

Benca, 2012; Dell’osso und Lader, 2012).

Neuere ,Nicht-Benzodiazepine”, wie zum Beispiel Zolpidem oder Eszopiclon, binden wie
Benzodiazepine an o/y-Bindungsstellen, unterscheiden sich jedoch in ihrer chemischen Struktur
von typischen Benzodiazepinen. Sie weisen eine hohere Selektivitat fir o,-GABAs-Rezeptoren
auf, die eine wichtige Rolle fiir die sedierende Wirkung spielen (Saper et al., 2005). Zolpidem
besitzt beispielsweise eine 20-fach geringere Affinitat fir a,;-GABAs-Rezeptoren und keine

Affinitat fir as-GABAs-Rezeptoren (Rudolph und Knoflach, 2011).
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3.3 Epilepsie

Epilepsie ist mit einer Haufigkeit von etwa 0,5 % die am weitesten verbreitete neurologische
Erkrankung, wobei die Temporallappen-Epilepsie (TLE) mit etwa 30 — 40 % am hé&ufigsten
vorkommt (Bradford, 1995).

Epileptische Krampfe konnen als anfallsartig auftretende, hypersynchrone elektrische
Entladungen im Gehirn angesehen werden. Diese resultieren aus einer zu starken Exzitation oder

einer zu geringen Inhibition im betroffenen Gehirnareal (Treiman, 2001).

Atiologie und Pathogenese

Es gibt Uberzeugende Beweise, dass eine Dysfunktion GABAerger Transmission eine
entscheidende Rolle fiir die Pathogenese der Epilepsie und die Entstehung von Krampfanfallen
spielt (Pavlov und Walker, 2012). Im Gehirn von Epileptikern konnte beispielsweise eine
reduzierte GABA-assoziierte Inhibition, eine verringerte Aktivitdt der Glutamatdecarboxylase
(GAD) sowie eine reduzierte Konzentration von GABA in der Riickenmarksflissigkeit und dem
Hirngewebe nachgewiesen werden (Treiman, 2001).

Die Arbeitsgruppe um During fand heraus, dass im Hippocampus von Epileptikern sowohl die
Anzahl der GABA-Transporter als auch die Glutamat-induzierte Freisetzung von GABA erniedrigt

ist (During et al., 1995).

Vermutlich kommt es bei TLE auch zu einer verminderten Ansprechbarkeit von GABA,-
Rezeptoren auf inhibitorisch wirkende Neurosteroide (Joshi et al., 2011). Es konnte gezeigt
werden, dass Allopregnanolon lgaga in epileptischen Ratten weniger effektiv steigert als in der
gesunden Kontrollgruppe. Als Grund fiir diese verdnderte Sensitivitat flir Neurosteroide werden

Veradnderungen in der GABA,-Rezeptor-Expression vermutet (Mtchedlishvili et al., 2001).

Die Arbeitsgruppe um Nusser zeigte, dass es bei Temporallappen-Epilepsie zu einer gesteigerten
Expression synaptischer GABA,-Rezeptoren kommt (Nusser et al.,, 1998). Eine vermehrte
Expression von a,y,-GABA,-Rezeptoren konnte auch der Grund dafiir sein, warum epileptische
Tiere reduzierte Empfindlichkeit gegenliber Benzodiazepinen aufweisen (Joshi et al., 2011;
Mtchedlishvili et al., 2001), da diese keinen Effekt an oa,-enthaltenden Rezeptoren zeigen

(Gulinello et al., 2001).
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Patienten mit TLE zeigen auch charakteristische Veranderungen im Hippocampus, wo es zum
Verlust von Neuronen in den Regionen CA1l und CA3 sowie zum Untergang GABAerger
Interneurone im Hilus des Hippocampus kommt (Joshi et al., 2011). Daraus resultiert vermutlich
eine reduzierte GABA-Freisetzung und eine verminderte Konzentration von GABA im

Extrazelluldrraum (Pavlov und Walker, 2012).

Viele Studien zeigen, dass es bei Epileptikern zu Veranderungen der schnellen, synaptischen
Inhibition kommt. Jedoch scheinen auch extrasynaptische GABA,-Rezeptoren mit Epilepsie in
Zusammenhang zu stehen. Extrasynaptische GABA,-Rezeptoren weisen eine hohe Affinitat fr
extrazellulare GABA auf, desensibilisieren langsam und vermitteln tonische Inhibition (Pavlov
und Walker, 2012). Die Arbeitsgruppe um Dibberns zeigte, dass einige Epileptiker Missense-
Mutationen am GABRD-Gen, das flr die &-Untereinheit codiert, aufweisen (Dibbens, 2004).
Diese Untereinheit konnte bislang ausschlieflich extrasynaptisch nachgewiesen werden (Kumar

et al., 2009).

Therapie der Epilepsie

Benzodiazepine wirken antikonvulsiv, indem sie die Bindung von GABA an GABA,-Rezeptoren
verstirken, wodurch die Offnungswahrscheinlichkeit der Chloridkanile erhéht wird. Auch
Barbiturate wirken antikonvulsiv und verlangern die Dauer, fiir die der Chloridkanal ge6ffnet ist
(Treiman, 2001).

Vigabatrin erhoht die GABA-Konzentration im Gehirn durch Hemmung der GABA-Transaminase.
Tiagabin erhoht die synaptische GABA-Konzentration durch Blockade des GABA-Uptake-
Transporters GAT1, wodurch die Wiederaufnahme von GABA in Neuronen und Gliazellen
gehemmt wird.

Gabapentin ist ein cyclisches GABA-Analogon, verstarkt die GABA-Synthese und hemmt den
neuronalen Calciumeinstrom durch Blockade spannungsabhangiger Calciumkanale.

Topiramat wirkt unter anderem ebenfalls durch Interaktion mit dem GABA,-Rezeptor (Czuczwar

und Patsalos, 2001).
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Praktischer Teil

4 Problemstellung und Zielsetzung

Problemstellung

Angststorungen sind derzeit die haufigsten psychiatrischen Erkrankungen in Europa und den USA
und bedeuten eine extreme Belastung fiir das Gesundheitssystem (siehe Kapitel 3.1; Cryan und
Sweeney, 2011).

SSRIs und SNRIs sind Mittel der Wahl bei generalisierten Angststorungen, gefolgt von TCA,
Benzodiazepinen oder Buspiron. Diese First-line-Therapie fiihrt jedoch nur bei etwa einem
Drittel der Betroffenen zur Remission der Erkrankung, 30 — 60 % der Patienten bemerken
keinerlei Besserung (Huh et al., 2011). Ein weiterer Nachteil der SSRIs/SNRIs ist, dass die
Angststorung in den ersten Wochen sogar verstarkt werden kann und die Wirkung erst verzogert
eintritt (Chen et al., 2012). Benzodiazepine besitzen zwar gute anxiolytische Wirksamkeit, sind
jedoch unter anderem aufgrund der hohen Abhangigkeitsgefahr fir die langfristige Therapie

nicht geeignet (siehe Kapitel 2.1; Huh et al., 2011).

Zielsetzung

Die Arbeitsgruppe um Univ. Prof. Dr. Steffen Hering (Department fir Pharmakologie und
Toxikologie, Universitdat Wien) identifizierte kirzlich einen Naturstoff (VA) als B,s;-selektiven
GABA,-Rezeptor-Modulator mit anxiolytischem Effekt im Mausmodell, fiir den im getesteten
Dosierungsbereich keine sedierende Wirkung nachgewiesen werden konnte. Im Rahmen dieser
Diplomarbeit sollte das anxiolytische Potential von sechs neu synthetisierten VA-Derivaten
untersucht werden.

Die Substanzen wurden an c57BI/6N Mausen im Elevated Plus-Maze (EPM) und Light/Dark-
Choice Test (LDT) untersucht, die als die beiden wichtigsten verhaltenspharmakologischen Tests
zur Analyse des Angstverhaltens von Mausen gelten (File, 2001). Zur Untersuchung des
Wirkungseintritts und der Wirkdauer der einzelnen Substanzen wurden die Messungen im EPM
zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten (15, 30 und 60 Minuten nach intraperitonealer (i.p.)
Applikation) durchgefiihrt. Anschliefend wurde die Wirkung der Derivate zusatzlich 30 min nach
i.p. Applikation im LDT untersucht, um die Ergebnisse aus dem EPM zu untermauern. VA wurde
ebenfalls im EPM 15, 30 und 60 min und im LDT 30 min nach i.p. Injektion getestet, um zu
untersuchen, ob die Derivate — wie erhofft - eine bessere Wirkung als der Naturstoff selbst

aufweisen.
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5 Material und Methoden

Alle durchgefiihrten Experimente wurden vom Bundesministerium fiir Wissenschaft und
Forschung in Ubereinkunft mit der europaischen Konvention fiir den Schutz von Wirbeltieren,

die fir wissenschaftliche und experimentelle Zwecke verwendet werden, genehmigt (ETS 123).

Alle in dieser Diplomarbeit beschriebenen praktischen Arbeiten wurden in Zusammenarbeit mit

Frau Mag. Juliane Hintersteiner durchgefihrt.

5.1 Versuchstiere

Fur die Untersuchungen wurden mannliche c57BI/6N Mause verwendet, die iber Charles River
Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) bezogen wurden. Mannliche Mause werden fir
verhaltenspharmakologische  Untersuchungen héaufig bevorzugt, da der weibliche
Reproduktionszyklus durch schwankende Ostrogen- und Gestagenspiegel das Angstverhalten der
Weibchen beeinflussen und die Ergebnisse somit verfdlschen konnte (Gadad et al., 2010; Walf

und Frye, 2007).

Die Mduse waren zum Zeitpunkt der Untersuchungen zwischen 3 und 6 Monate alt und wurden
zu funft in Kafigen mit freiem Zugang zu Wasser und Futter gehalten. Im Tierstall wurde ein
kinstlicher Tag/Nacht-Rhythmus (Beleuchtung taglich von 07.00 bis 19.00) simuliert, die
Temperatur betrug im Mittel 23 °C und die Luftfeuchtigkeit 40 + 20 %.

Am Tag vor der Untersuchung wurde das Gewicht jeder Maus bestimmt, um die individuell
bendtigte Menge an Injektionslésung zu berechnen. AnschlieBend wurden die Versuchstiere
vom Tierstall in den Versuchsraum gebracht, damit sie sich Gber Nacht an die neue Umgebung

gewohnen konnten.

5.2 Injektionslosungen

Die zu untersuchenden Substanzen wurden vom Institut flir angewandte Synthesechemie (TU

Wien; Prof. Mihovilovic) zur Verfligung gestellt.

Die Injektionslésungen wurden von Frau Mag. Juliane Hintersteiner hergestellt und

intraperitoneal (i.p.) appliziert.
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Herstellung

Zur Herstellung der Injektionslésungen wurden die Substanzen mit 0,9 % Kochsalzlosung (NaCl-
Losung) versetzt, zur Verbesserung der Loslichkeit wurde jeweils 3 % Polysorbat 80 und 10 %
DMSO (Dimethylsulfoxid) zugegeben. Die bendétigten Injektionslésungen wurden an jedem

Versuchstag frisch bereitet.

Applikation

Nach Bereitung der Injektionslosungen wurden die Versuchstiere einzeln in einen separaten
Raum gebracht, wo ihnen die jeweils zu untersuchende Substanz in einer Dosierung von 3 mg/kg
Korpergewicht intraperitoneal (i.p.) injiziert wurde. Den Kontrollmdusen wurde 0,9 %

Kochsalzlésung i.p. verabreicht.

5.3 Verhaltenspharmakologische Tests

Mause zeigen eine natlrliche Abneigung gegeniiber unvertrauter Umgebung, hell
ausgeleuchteten Flachen (Bourin und Hascoét, 2003), offenen Flachen und Hohe (File, 2001).
Wenn ein Tier einer neuen Umgebung ausgesetzt ist, dann entsteht ein natirlicher Konflikt
zwischen der Tendenz zu explorieren und der Tendenz die unvertraute Umgebung zu meiden

(Bourin und Hascoét, 2003).

Der Elevated Plus-Maze und der Light/Dark-Choice Test sind die beiden wichtigsten Tests, die fir

die Untersuchung des Angstverhaltens von Mausen entwickelt wurden (File, 2001).

5.3.1 Elevated Plus-Maze (EPM)

Der EPM ist ein haufig verwendeter verhaltenspharmakologischer Test zur Untersuchung des
Angstverhaltens von Nagetieren und basiert auf deren natlrlicher Abneigung gegentliber offenen
und hoher gelegenen Flachen (Walf und Frye, 2007; File, 2001). Der Test ist einfach
durchzufiihren, kann vollautomatisch ablaufen und liefert schon nach einer kurzen, 5-minttigen

Testzeit validierte Ergebnisse (Walf und Frye, 2007).

Aufbau der Versuchsapparatur
Die EPM-Versuchsapparatur ist ein Labyrinth, das die Form eines Plus aufweist und in einer Hohe

von etwa einem Meter Uber dem Boden angebracht ist (siehe Abb. 27). Die vier Arme sind
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jeweils 30 cm lang und 5 cm breit, zwei offene und zwei geschlossene Arme liegen einander
jeweils gegeniber. Die beiden geschlossenen Arme sind von einer Wand umgeben, die 15 cm
hoch ist. In der Mitte befindet sich eine neutrale Zone, die eine Flache von 5 x 5 cm aufweist. Die
Versuchsapparatur wird mit einer Lichtstdrke von 180 Lux ausgeleuchtet, die Lichtstarke wird

mithilfe eines Luxmeters Uberprift.

Die beiden offenen Arme sind ungeschiitzt, (iber dem Boden gelegen und fir die Mause
neuartig, sie werden daher naturgemaR eher gemieden (File, 2001). Man nimmt jedoch an, dass
die Abneigung der Tiere, offene Arme im EPM zu explorieren, hauptsachlich durch die Angst vor
offenen Flachen bedingt ist, und weniger durch die Neuartigkeit des EPM oder dessen Hohe

(Korte und De Boer, 2003).

Abb. 27: Foto der Versuchsanordnung

Durchfiihrung

Die Versuchstiere wurden je nach Versuchsaufbau 15, 30 oder 60 Minuten nach i.p. Injektion der
zu untersuchenden Substanz einzeln in der Versuchsapparatur platziert. Die Maus wurde dabei
in die neutrale Zone, mit dem Gesicht in Richtung eines offenen Arms, gesetzt. Das Verhalten der
Maus wurde anschlieBend 5 Minuten lang mit Hilfe eines Videolberwachungs-Systems
(VideoMot 2) aufgezeichnet und anschlielend ausgewertet.

Das EPM wurde vor und nach jedem Tier griindlich mit Ethanol 30 % gereinigt und getrocknet,

eventuell zuriickgelassener Urin oder Fazes wurde entfernt und dokumentiert.
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5.3.2 Light/Dark-Choice Test (LDT)

Der LDT basiert auf der angeborenen Abneigung von Nagetieren gegenliber hell ausgeleuchteten
Flachen einerseits und deren explorierendem Verhalten in neuer Umgebung andererseits. Er
bietet eine gute Moglichkeit, um anxiolytische oder anxiogene Wirkungen von Substanzen an

Mausen zu untersuchen (Bourin und Hascoét, 2003).

Aufbau der Versuchsapparatur

Die Versuchsapparatur besteht aus einer Glasbox (50 x 50 cm), die in ein dunkles Kompartiment
(%) und ein hell beleuchtetes Kompartiment (%4) unterteilt ist. Das dunkle Kompartiment bildet
eine schwarze Kunststoffbox mit Deckel, das helle Kompartiment wird mit einer Lichtstarke von
400 Lux hell ausgeleuchtet. Die schwarze Box enthilt eine kleine Offnung, durch die sich die

Maus zwischen dem hellen und dem dunklen Kompartiment frei bewegen kann (siehe Abb. 28).

Abb. 28: Foto der Versuchsanordnung

Durchfiihrung

Die Versuchstiere wurden 30 Minuten nach i.p. Applikation der zu untersuchenden Substanz
einzeln in die Versuchsapparatur gesetzt, mit dem Gesicht zur Offnung in Richtung des dunklen
Kompartiments. Sobald die Maus in der Versuchsanordung platziert war, wurden Infrarot-
Sensoren aktiviert, die jede Bewegung der Maus registrierten. AnschlieBend wurde das
Verhalten der Maus 10 Minuten lang mithilfe eines automatischen Trackingsystems (ActiMot 2)
aufgezeichnet und ausgewertet.

Die gesamte Versuchsapparatur wurde ebenfalls vor und nach jedem Versuchstier griindlich mit

30 % Ethanol gereinigt, zuriickgelassener Urin oder Fazes wurde entfernt und dokumentiert.
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Statistische Auswertung der Versuche

Fir den Vergleich der Kontroll- mit den Verumgruppen wurde der Student’s t-Test
herangezogen. Der Vergleich mehrerer Gruppen miteinander erfolgte mittels Einweg-ANOVA
(Microsoft Office; Origin MicroCal). p-Werte <0,05 gelten als statistisch signifikant. Alle Werte

wurden als Mittelwerte + SEM angegeben.

6 Ergebnisse

6.1 Effekt der VA-Derivate auf das Angstverhalten von
c57BI/6N Mausen im EPM

Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollte erstmals die in vivo Wirkung von sechs neu synthetisierten
VA-Derivaten (Derivate A — F; Dosierung: 3 mg/kg Korpergewicht) im EPM 15, 30 bzw. 60 min
nach i.p. Applikation an c57BI/6N Mausen untersucht werden. Flr die Auswertung wurde
sowohl die verbrachte Zeit in den offenen Armen (OA) des EPMs in Prozent als auch die
zuriickgelegte Gesamtstrecke in Zentimetern herangezogen (siehe Tabellen 1, 2 und 3 sowie

Abb. 29 —34).

6.1.1 Effekt der VA-Derivate auf das Angstverhalten von ¢57BI/6N
Mausen im EPM 15 Minuten nach i.p. Applikation

Zu Beginn wurde der Effekt dieser 6 VA-Derivate (3 mg/kg Korpergewicht) auf das Verhalten von
c57BI/6N Mé&usen 15 Minuten nach i.p. Applikation im EPM untersucht und mit dem Verhalten
der Kontrollgruppe (0,9 % Kochsalzlésung) und dem der VA-Verumgruppe (3 mg/kg
Korpergewicht) verglichen (siehe Tabelle 1 sowie Abb. 29 und 30).

EPM 15 min
Zeit in den OA (%) Gesamtstrecke (cm) Versuchstiere (n)

Kontrolle 35,36 = 6,00 1153,54 + 86,39 12

VA 38,61+11,54 1008,74 £ 99,46 5
Derivat A 56,18 £ 10,71 1126,7 £ 120,72 7
Derivat B 53,84 + 13,30 856,63 + 124,59 7
Derivat C 58,78 + 9,93 1244,87 + 106,88 7
Derivat D 45,16 + 10,84 722,98 + 123,78 7
Derivat E 27,76 £ 11,02 1006,19 + 91,58 6
Derivat F 46,47 £ 12,98 838,97 £ 67,08 3

Tabelle 1: Zusammenfassung der Ergebnisse der Derivate A — F (3 mg/kg Kérpergewicht) im EPM 15 min

nach i.p. Applikation. Die erfassten Parameter sind in Mittelwerten + SEM angegeben.
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Abb. 29: Effekt der Derivate A - F (3 mg/kg Kdrpergewicht) auf das Verhalten von ¢57BI/6N M&usen im EPM 15 min nach i.p.
Applikation im Vergleich mit VA (3 mg/kg Koérpergewicht) und Kontrolllésung (0,9 % NaCl-Lésung)

Die Balken zeigen die mittlere Aufenthaltsdauer der Mause in den offenen Armen in Prozent (+ SEM; siehe Tabelle 1).

Wie in Abb. 29 gezeigt, verbrachten Kontrolltiere 15 Minuten nach i.p. Applikation der
Kontrolllésung (0,9 % Kochsalzlésung) durchschnittlich 35,36 + 6,00 % (n=12) der gesamten
Versuchszeit in den offenen Armen (OA) des EPMs. Die i.p. Applikation von VA (3 mg/kg
Koérpergewicht) fiihrte zu keiner signifikanten Anderung dieses Parameters (38,61 + 11,54 %;
n=5; p>0.05). Nach Injektion der zu untersuchenden VA-Derivate (3 mg/kg Korpergewicht)
konnte ebenfalls kein signifikanter Effekt auf die verbrachte Zeit in den OA des EPMs beobachtet
werden. Jedoch zeigte sich, dass Mause, denen die Derivate A, B, C, D oder F (in einer Dosierung
von jeweils 3 mg/kg Koérpergewicht) i.p. appliziert wurden, tendenziell mehr Zeit als die Kontroll-
und die VA-Verumgruppe in den OA verbrachten (A: 56,18 + 10,71 %; n=7; B: 53,84 + 13,30 %;
n=7; C: 58,78 + 9,93 %; n=7; D: 45,16 + 10,84 %; n=7; F: 46,47 + 12,98 %; n=3). Einzig Mause,
denen Derivat E verabreicht wurde, verbrachten 15 Minuten nach i.p. Applikation trendmaRig

weniger Zeit in OA als Mause der VA- und der Kontrollgruppe (27,76 + 11,02 %; n=6).
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Abb. 30: Effekt der Derivate A - F (3 mg/kg Korpergewicht) auf das Verhalten von ¢57BI/6N M&usen im EPM 15 min nach i.p.
Applikation im Vergleich mit VA (3 mg/kg Korpergewicht) und Kontrolllésung (0,9 % NaCl-Losung)

Die Balken zeigen die mittlere zuriickgelegte Gesamtstrecke der Mause in Zentimetern (+ SEM; siehe Tabelle 1).

*= statistisch signifikant (p<0,05)

Wie in Abb. 30 zu sehen ist, legten Mause der Kontrollgruppe 15 Minuten nach i.p. Applikation
der Kontrolllésung durchschnittlich 1153,54 + 86,39 cm zurlick (n=12). Demgegeniber legten
Mause, denen VA (3 mg/kg Korpergewicht) injiziert wurde, tendenziell etwas weniger Strecke
zurick (1008,74 + 99,46 cm; n=5). Sowohl Derivat D als auch Derivat F bewirkten eine
signifikante (p<0,05) Reduktion der zuriickgelegten Gesamtwegstrecke im Vergleich zur
Kontrollgruppe (D: 722,98 + 123,78 cm; n=7; F: 838,97 + 67,08 cm; n=3). Mause, denen Derivat B
verabreicht wurde, legten im Gegensatz dazu nur trendmaRig kiirzere Strecken als VA- und
Kontrolltiere zurtick (856,63 + 124,59 cm; n=7). Injektion von Derivat E (1006,19 + 91,58 cm; n=6)
fihrte tendenziell zu einer &dhnlich ausgepriagten Reduktion der Gesamtstrecke wie der
Naturstoff VA. Mause, denen Derivat A (1126,7 + 120,72 cm; n=7) verabreicht wurde, legten
tendenziell vergleichbar lange Strecken wie Kontrolltiere zuriick. Einzig die i.p. Injektion von
Derivat C bewirkte eine trendmaRige Zunahme der zurlickgelegten Gesamtstrecke (1244,87 +

106,88 cm; n=7) im Vergleich zur Kontrolllésung.
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6.1.2 Effekt der VA-Derivate auf das Angstverhalten von c57BI/6N
Mausen im EPM 30 Minuten nach i.p. Applikation

Analog zu dem oben beschriebenen Versuch wurde der Effekt derselben 6 Derivate (3 mg/kg
Korpergewicht) auf das Verhalten von ¢57BI/6N Mausen auch 30 Minuten nach i.p. Applikation
im EPM untersucht und mit dem Verhalten der Kontroll- und dem der VA-Verumgruppe (3
mg/kg Koérpergewicht) verglichen. Zusatzlich wurde als weitere Positivkontrolle Diazepam in zwei

Dosierungen (0,3 und 1 mg/kg Koérpergewicht) getestet (siehe Tabelle 2 sowie Abb. 31 und 32).

EPM 30 min

Zeit in den OA (%) Gesamtstrecke (cm) Versuchstiere (n)
Kontrolle 34,37 £ 3,63 1294,88 + 34,18 12
VA 48,52 £ 5,68 1317,85+ 68,41 9
Derivat A 60,64 + 5,95 1310,40 £ 69,12 14
Derivat B 48,79 £ 8,49 1238,80 £ 56,11 7
Derivat C 46,79 £ 4,02 1342,36 + 54,05 13
Derivat D 54,15 £ 3,39 1378,71 + 48,85 16
Derivat E 64,16 £5,43 1244,65 + 72,47 16
Derivat F 42,35 + 6,97 1323,01 £ 51,71 8
Diazepam 0,3 66,02+ 11,10 1074,98 + 132,08 8
Diazepam 1 77,12 £9,91 858,00 £ 97,98 13

Tabelle 2: Zusammenfassung der Ergebnisse der Derivate A — F (3 mg/kg Kérpergewicht) im EPM 30 min

nach i.p. Applikation. Die erfassten Parameter sind in Mittelwerten + SEM angegeben.
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Abb. 31: Effekt der Derivate A - F (3 mg/kg Kérpergewicht) auf das Verhalten von ¢57BI/6N M&usen im EPM 30 min nach i.p.
Applikation im Vergleich mit VA (3 mg/kg Kérpergewicht), Diazepam (0,3 und 1 mg/kg Kérpergewicht) und Kontrollldsung (0,9 %
NaCl-Lésung)

Die Balken zeigen die mittlere Aufenthaltsdauer der Mause in den offenen Armen in Prozent (+ SEM; siehe Tabelle 2).

*= statistisch signifikant (p<0,05); ***= statistisch signifikant (p<0,001)

Wie in Abb. 31 gezeigt, verbrachten Md&use nach i.p. Applikation von VA (3 mg/kg
Korpergewicht) signifikant (p<0,05) mehr Zeit in den OA im Vergleich zur Kontrollgruppe (VA:
48,52 + 5,68 %; n=9; Kontrolle: 34,37 £ 3,6 %; n=12).

Vier der sechs untersuchten VA-Derivate (A, C, D und E) bewirkten ebenfalls eine signifikant
verlangerte Aufenthaltszeit der Versuchstiere in den OA des EPMs (A: 60,64 + 5,95 %; n=14;
p<0,001; C: 46,79 * 4,02 %; n=13; p<0,05; D: 54,15 * 3,39 %; n=16; p<0,001; E: 64,16 + 5,43 %;
n=16; p<0,001). Der beobachtete Effekt der Derivate A, D und E auf das Verhalten der c57BI/6N
Mause war nicht nur starker als jener der Kontrolllésung, sondern auch starker als jener, der fir
VA gemessen wurde.

Auch Mause, denen die Positivkontrolle Diazepam i.p. appliziert wurde, hielten sich signifikant
langer in den OA auf (0,3 mg/kg: 66,02 + 11,1 %; n=8; p<0,05; 1 mg/kg: 77,12 + 9,91 %; n=13;
p<0,001).

Demgegeniiber bewirkten die Derivate B (48,79 * 8,49 %; n=7) und F (42,35 + 6,97 %; n=8) 30
min nach i.p. Applikation nur eine trendmaRige Zunahme der verbrachten Zeit in den OA des

EPMs.

-48-



Ergebnisse

1600
1400

[EEY
]
o=
=
|
|

* ok &
1000 ——

800 —+—

600

[Gesamtstrecke]; cm

400 +—

200

Abb. 32: Effekt der Derivate A - F (3 mg/kg Kérpergewicht) auf das Verhalten von ¢57BI/6N M&usen im EPM 30 min nach i.p.
Applikation im Vergleich mit VA (3 mg/kg Kérpergewicht), Diazepam (0,3 und 1 mg/kg Kérpergewicht) und Kontrolllésung (0,9 %
NaCl-Lésung)

Die Balken zeigen die mittlere zurlickgelegte Gesamtstrecke der Mause in Zentimetern (+ SEM; siehe Tabelle 2).

***= statistisch signifikant (p<0,001)

Die Laufstrecke der Mause nach i.p. Applikation von 3 mg/kg Kérpergewicht der untersuchten
VA-Derivate unterschied sich nicht signifikant von jenen der Kontrollgruppe (siehe Abb. 32; VA:
1317,85 £ 68,41 cm; n=9; A: 1310,40 + 69,12 cm; n= 14; B: 1238,80 + 56,11 cm; n=7; C: 1342,36 +
54,05 cm; n=13; D: 1378,71 + 48,85 cm; n=16; E: 1244,65 t 72,47 cm; n=16; F: 1323,01 + 51,71
cm; n=8). Auch unter Diazepam in einer Dosierung von 0,3 mg/kg Korpergewicht konnte keine
signifikante Verdanderung dieses Parameters beobachtet werden (Diazepam 0,3: 1074,98 +
132,08 cm; n=8).

Einzig Mause, denen 1 mg/kg Korpergewicht Diazepam i.p. verabreicht wurde, legten eine

signifikant klrzere Strecke als Kontrolltiere zuriick (858,00 + 97,98 cm; n=13; p<0,001).
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6.1.3 Effekt der VA-Derivate auf das Angstverhalten von ¢57BI/6N
Mausen im EPM 60 Minuten nach i.p. Applikation

In analoger Weise wurden anschlieRend alle 6 Derivate (3 mg/kg Kérpergewicht) zusatzlich 60
Minuten nach i.p. Applikation untersucht und mit VA (3 mg/kg Korpergewicht), Kontrolllosung
(0,9 % Kochsalzlosung) und Diazepam (0,3 und 1 mg/kg Korpergewicht) verglichen (siehe Tabelle
3 sowie Abb. 33 und 34).

EPM 60 min

Zeit in den OA (%) Gesamtstrecke (cm) Versuchstiere (n)
Kontrolle 36,37 £ 4,22 1358,97 + 51,73 12
VA 51,62 £5,21 1372,16 £ 113,97 4
Derivat A 64,03 £ 6,59 1135,08 + 64,16 13
Derivat B 29,80+ 5,67 1265,95 + 27,09 5
Derivat C 51,54 + 4,08 1222,85 + 61,95 16
Derivat D 55,24 +7,47 1192,86 + 61,83 11
Derivat E 69,92 + 7,00 996,40 + 92,02 10
Derivat F 39,44 £ 5,46 1358,52 + 31,63 8
Diazepam 0,3 72,3 +£9,59 1310,09 £ 126,61 7
Diazepam 1 92,55 + 3,57 978,94 £ 94,13 8

Tabelle 3: Zusammenfassung der Ergebnisse der Derivate A — F (3 mg/kg Kérpergewicht) im EPM 60 min

nach i.p. Applikation. Die erfassten Parameter sind in Mittelwerten + SEM angegeben.
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Abb. 33: Effekt der Derivate A - F (3 mg/kg Korpergewicht) auf das Verhalten von ¢57BI/6N M&usen im EPM 60 min nach i.p.
Applikation im Vergleich mit VA (3 mg/kg Kérpergewicht), Diazepam (0,3 und 1 mg/kg Kérpergewicht) und Kontrolllésung (0,9 %
NaCl-Lésung)

Die Balken zeigen die mittlere Aufenthaltsdauer der Mause in den offenen Armen in Prozent (+ SEM; siehe Tabelle 3).

*=statistisch signifikant (p<0,05); **=statistisch signifikant (p<0,005); ***=statistisch signifikant (p<0,001)

Wie in Abb. 33 sichtbar ist, hielten sich Mause, die VA (3 mg/kg Kérpergewicht) erhalten hatten,
gegeniber Kontrolltieren 60 min nach i.p. Applikation signifikant (p<0,05) langer in den OA auf
(VA: 51,62 £ 5,21 %; n=4; Kontrolle: 36,37 + 4,22 %; n=12). Ebenso kam es nach i.p. Injektion von
Derivat A, C, D und E (3 mg/kg Koérpergewicht) zu einer signifikanten Zunahme der verbrachten
Zeit in den OA des EPMs, wobei dieser Effekt bei den Derivaten A (64,03 + 6,59 %; n=13;
p<0,005) und E (69,92 + 7,00 %; n=10; p<0,001) besonders stark ausgepragt war.

Die i.p. Applikation von Derivat B und Derivat F (3 mg/kg Korpergewicht) zeigte keinen
signifikanten Effekt auf das Verhalten der Tiere. Tendenziell hielten sich Mause, denen Derivat B
verabreicht wurde, kiirzer als Kontrolltiere in den OA auf (29,80 + 5,67 %; n=5).

Mause, denen Diazepam verabreicht wurde, hielten sich am ldngsten in den OA des EPMs auf.
Der starkste Effekt wurde fir Diazepam in einer Dosierung von 1 mg/kg Korpergewicht
beobachtet (92,55 * 3,57 %; n=8; p<0,001). Mause, denen 0,3 mg/kg Korpergewicht Diazepam
injiziert wurde, verbrachten ebenfalls signifikant mehr Zeit in den OA (72,3 + 9,59 %; n=7;

p<0,005) und verweilten hier dhnlich lange wie Mause, die Derivat A oder E erhielten.
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Abb. 34: Effekt der Derivate A - F (3 mg/kg Kérpergewicht) auf das Verhalten von ¢57BI/6N M&usen im EPM 60 min nach i.p.
Applikation im Vergleich mit VA (3 mg/kg Kérpergewicht), Diazepam (0,3 und 1 mg/kg Kérpergewicht) und Kontrolllésung (0,9 %
NaCl-Lésung)

Die Balken zeigen die mittlere zurlickgelegte Gesamtstrecke der Mause in Zentimetern (+ SEM; siehe Tabelle 3)

*=statistisch signifikant (p<0,05); **= statistisch signifikant (p<0,005)

Wie in Abb. 34 zu sehen ist, legten Mause, die VA (3 mg/kg Koérpergewicht) erhielten, 60 min
nach i.p. Applikation verglichen mit Kontrolltieren eine dhnlich lange Gesamtstrecken zuriick
(VA: 1372,16 + 113,97 cm; n=4; Kontrolle: 1358,97 + 51,73 cm; n=12). Auch Mause, denen
Derivat F (1358,52 * 31,63 cm; n=8) oder 0,3 mg/kg Kdrpergewicht Diazepam (1310,09 + 126,61
cm; n=7) injiziert wurde, bewegten sich dhnlich viel.

Eine signifikante Reduktion der zurlickgelegten Gesamtstrecke konnte bei Madusen beobachtet
werden, denen Derivat E (996,40 + 92,02 cm; n=10; p<0,005), Derivat A (1135,08 + 64,16 cm;
n=13; p<0,05) oder Diazepam in einer Dosierung von 1 mg/kg Kérpergewicht (978,94 + 94,13 cm;
n=8; p<0,005) i.p. appliziert wurde. Die Derivate B, C, D bewirkten eine tendenzielle Reduktion
der zuriickgelegten Strecke, die jedoch nicht signifikant ist (B: 1265,95 + 27,09 cm; n=5; C:
1222,85 + 61,95 cm; n=16; D: 1192,86 + 61,83 cm; n=11).

-52-



Ergebnisse

6.2 Effekt der VA-Derivate auf das Angstverhalten von
c57BI/6N Mausen im LDT 30 Minuten nach i.p. Applikation

Nach der Untersuchung der Derivate im EPM wurden die Substanzen zusatzlich im LDT 30 min

nach i.p. Applikation getestet (3 mg/kg Korpergewicht). Fur die Auswertung wurde sowohl die

verbrachte Zeit im hellen Areal (light area, LA) in Sekunden als auch die zurilickgelegte Strecke im

hellen Areal in Zentimetern, die zuriickgelegte Gesamtstrecke in Zentimetern und die Anzahl der

Besuche des hellen Areals herangezogen (siehe Tabelle 4 sowie Abb. 35 — 38).

LDT 30 min
Besuche der | Zeitinder LA | Strecke in der LA | Gesamtstrecke |Versuchstiere

LA (sec) (cm) (cm) (n)
Kontrolle | 38,04 £6,89 | 220,90 +11,89 | 3238,56 £ 170,91 | 7098,93 + 225,54 24
VA 35,06+ 4,66 | 253,66 + 26,32 | 3917,30 + 287,98 | 7953,16 + 298,48 17
Derivat A | 27,41 +1,93 | 269,88 +£31,13 | 3726,34 + 336,33 | 7414,32 + 346,35 17
DerivatB | 53,88 + 16,58 | 341,49 + 41,55 | 5071,76 + 785,80 | 8124,82 + 593,01 8
Derivat C | 31,38 +2,46 | 228,48 + 34,83 | 2830,36 + 290,22 | 6801,44 + 380,13 8
Derivat D | 42,79+9,18 | 327,20 + 32,80 | 4570,53 + 608,54 | 7871,25 + 539,95 19
DerivatE | 36,43+7,93 | 292,93 +53,75 | 4417,26 +812,33 | 7854,58 £ 377,90 7

Derivat F | 62,75+ 21,43 | 201,04 + 28,65 | 3749,59 + 493,93 | 8373,14 + 866,56

Tabelle 4: Zusammenfassung der Ergebnisse der Derivate A — F (3 mg/kg Kérpergewicht) im LDT 30 min

nach i.p. Applikation. Die erfassten Parameter sind in Mittelwerten + SEM angegeben.
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Abb. 35: Effekt der Derivate A — F (3 mg/kg Kérpergewicht) auf das Verhalten von ¢57BI/6N Mausen im LDT 30 min nach i.p.

Applikation im Vergleich mit VA (3 mg/kg Kérpergewicht) und Kontrolllésung (0,9 % NaCl-Lésung)

Die Balken zeigen die mittlere Aufenthaltszeit der Mause im hellen Areal in Sekunden (+ SEM; siehe Tabelle 4).

*=statistisch signifikant (p<0,05); **= statistisch signifikant (p<0,005)

Wie aus Abb. 35 ersichtlich ist, konnte im LDT 30 min nach i.p. Applikation eine signifikant
verlangerte Aufenthaltszeit in der LA von Mausen, die Derivat B (341,49 + 41,55 sec; n=8;
p<0,05) oder D (327,2 + 32,8 sec; n=19; p<0,005) erhalten hatten, beobachtet werden. Mause,
denen VA, Derivat A oder Derivat E verabreicht wurde, hielten sich tendenziell langer als
Kontrolltiere in der LA auf (VA: 253,66 * 26,32 sec; n=17; A: 269,88 + 31,13 sec; n=17; E: 292,93 +
53,75 sec; n=7). Im Gegensatz dazu hielten sich Mause, denen Derivat C injiziert wurde, im
Vergleich zu Mausen der Kontrollgruppe ahnlich lange in der LA auf (C: 228,48 + 34,83 sec; n=8;
Kontrolle: 220,90 + 11,89 sec; n=24), wohingegen Mause, die unter dem EinfluR von Derivat F

standen, hier tendenziell weniger Zeit (201,04 + 28,65 sec; n=8) verbrachten.
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Abb. 36: Effekt der Derivate A — F (3 mg/kg Kérpergewicht) auf das Verhalten von ¢57BI/6N Mausen im LDT 30 min nach i.p.
Applikation im Vergleich mit VA (3 mg/kg Kérpergewicht) und Kontrolllésung (0,9 % NaCl-Lésung)
Die Balken zeigen die mittlere Anzahl der Eintritte der Mause in das helle Areal (+ SEM; siehe Tabelle 4).

Bezogen auf die Anzahl der Besuche des hellen Areals (LA) konnte fir die untersuchten
Substanzen (3 mg/kg Korpergewicht) im Vergleich zur Kontrolllosung keine signifikante

Veranderung dieses Parameters beobachtet werden (siehe Abb. 36).
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Abb. 37: Effekt der Derivate A — F (3 mg/kg Kérpergewicht) auf das Verhalten von c57BI/6N Mausen im LDT 30 min nach i.p.

Applikation im Vergleich mit VA (3 mg/kg Korpergewicht) und Kontrolllésung (0,9% NaCl-Lésung)

Die Balken zeigen die mittlere zuriickgelegte Strecke der Mause im hellen Areal in Zentimetern (+ SEM; siehe Tabelle 4).

*= statistisch signifikant (p<0,05)

Im Vergleich zur Kontrollgruppe (3238,56 + 170,91 cm; n=24) legten sowohl VA-Méause (3917,3 =

287,98 cm; n=17) als auch Ma&use, denen Derivat B (5071,76 * 785,8 cm; n=8) oder Derivat D

(4570,53 * 608,54 cm; n=19) verabreicht wurde, eine signifikant (p<0,05) langere Strecke in der

LA zurick (siehe Abb. 37). Auch Derivat E bewirkte eine trendmaRige Steigerung der

zurlickgelegten Wegstrecke in der LA, der gemessene Effekt ist jedoch nicht signifikant (4417,26

+ 812,33 cm; n=7; p>0,05). Mause, denen Derivat A (3726,34 + 336,33 cm; n=17) oder F (3749,59

+ 493,93 cm; n=8) i.p appliziert wurde, bewegten sich in der LA geringfligig weniger als VA-, aber

mehr als Kontrollmduse. Weiters konnte beobachtet werden, dass die i.p. Applikation von

Derivat C unter den untersuchten Substanzen die tendenziell starkste Abnahme der in der LA

zuriickgelegten Strecke zur Folge hatte (2830,36 + 290,22 cm; n=8).
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Abb. 38: Effekt der Derivate A — F (3 mg/kg Kérpergewicht) auf das Verhalten von c57BI/6N M&usen im LDT 30 min nach i.p.

Applikation im Vergleich mit VA (3 mg/kg Kérpergewicht) und Kontrolllésung (0,9 % NaCl-Lésung)

Die Balken zeigen die mittlere zurlickgelegte Gesamtstrecke der Mause in Zentimetern (+ SEM; siehe Tabelle 4).

*= statistisch signifikant (p<0,05)

Wie in Abb. 38 gezeigt, legten VA-Mause (3 mg/kg Korpergewicht) mit durchschnittlich 7953,16
+ 298,48 cm (n=17) eine signifikant (p<0,05) langere Gesamtstrecke als Kontrolltiere zuriick
(7098,93 + 225,54 cm; n=24). Fur alle anderen untersuchten Substanzen (3 mg/kg
Korpergewicht) konnte keine signifikante Verdnderung dieses Parameters beobachtet werden.

Tendenziell legten Mause, denen Derivat B, D, E oder F verabreicht wurde, adhnlich lange
Strecken wie VA-Mause zurlick (B: 8124,82 + 593,01 cm; n=8; D: 7871,25 + 539,95 cm; n=19; E:
7854,58 + 377,9 cm; n=7; F: 8373,14 + 866,56 cm; n=8). Mause, denen Derivat A verabreicht
wurde, bewegten sich trendmaRig etwas mehr als Mause der Kontroll- aber weniger als jene der
VA-Verumgruppe (A: 7414,32 + 346,35 cm; n=17). Demgegeniiber legten Méause nach i.p.
Applikation von Derivat C tendenziell mit durchschnittlich 6801,44 + 380,13 cm (n=8) die
kiirzesten Strecken zuriick und bewegten sich damit trendmaRig auch weniger als die Tiere der

Kontrollgruppe.
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7 Diskussion

GABA hat als wichtigster inhibitorischer Neurotransmitter eine besondere Bedeutung fir die
Balance zwischen exzitatorischen und inhibitorischen Prozessen im Gehirn von Saugetieren
(Richter et al., 2012; Rudolph und Knoflach, 2011). Zahlreiche Krankheitsbilder, wie
beispielsweise Epilepsie (Pavlov und Walker, 2012), Schlafstérungen (Sakurai, 2007) oder
Angststérungen (Tasan et al., 2011), werden maRgeblich mit einer Stérung der GABAergen
Neurotransmission in Zusammenhang gebracht. Daher haben sich GABA,-Rezeptor-Modulatoren
als interessante Targets zur Behandlung derartiger Erkrankungen herausgestellt (Olsen und
Sieghart, 2008).

Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollten die in vivo Effekte von 6 verschiedenen Derivaten eines
Naturstoffs (VA) untersucht werden, welcher am Department fir Pharmakologie und Toxikologie
(Universitdt Wien, Prof. Hering) bereits als B,;-selektiver GABA,-Rezeptor-Modulator mit
anxiolytischer Wirkung identifiziert wurde.

Die untersuchten Substanzen zeigten unterschiedliche Effekte am Tiermodell:
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Abb. 39: Darstellung der Ergebnisse von Derivat A (3 mg/kg Korpergewicht) im EPM und LDT im
Vergleich mit VA (3 mg/kg Kérpergewicht) und Kontrolllésung (0,9 % Kochsalzlésung)
Die erfassten Parameter sind in Mittelwerten + SEM angegeben (siehe Tabellen 1, 2, 3 und 4).

*= statistisch signifikant (p<0,05); **= statistisch signifikant (p<0,005); ***=statistisch signifikant (p<0,001)

A: Die Balken zeigen die mittlere Aufenthaltsdauer der Mause in den OA des EPMs in Prozent.

B: Die Balken zeigen die mittlere zuriickgelegte Gesamtstrecke der Mduse im EPM in Zentimetern.
C: Die Balken zeigen die mittlere Aufenthaltsdauer der Mause in der LA des LDT in Sekunden.

D: Die Balken zeigen die mittlere Anzahl der Besuche der Mause der LA des LDT.

E: Die Balken zeigen die mittlere zuriickgelegte Strecke der Mduse in der LA des LDT in Zentimetern.

F: Die Balken zeigen die mittlere zuriickgelegte Gesamtstrecke der Mause im LDT in Zentimetern.
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Wahrend sich die Aufenthaltsdauer der Kontrolltiere in den OA des EPM 15, 30 und 60 min nach
i.p. Applikation der Kontrolllésung (0,9 % Kochsalzlosung) nicht nennenswert veranderte, hielten
sich sowohl VA-Mause als auch Mause, denen Derivat A verabreicht wurde (jeweils 3 mg/kg
Korpergewicht), langer in den OA auf, je mehr Zeit nach Injektion der Substanz verstrichen war
(siehe Abb. 39). Sowohl! VA als auch Derivat A bewirkte im EPM nach 30 und 60 Minuten eine
signifikante Steigerung der in den OA des EPMs verbrachten Zeit der Versuchstiere im Vergleich
zu Kontrollmdusen. Der gemessene Effekt fir Derivat A lag zu allen drei untersuchten
Zeitpunkten auch deutlich Gber jenem Effekt, der fir VA beobachtet wurde. So hielten sich
Mause, die Derivat A erhalten hatten, 30 min nach i.p. Applikation etwa 60 % und 60 min nach
i.p. Applikation rund 64 % der Zeit in den OA auf und verbrachten daher dort etwa ein Viertel
mehr Zeit als VA-Mduse und rund drei Viertel mehr Zeit als Kontrolltiere.

Im LDT konnte fiir Derivat A keine signifikante Veranderung der Parameter beobachtet werden.
Es zeigte sich, dass Mause, denen Derivat A injiziert wurde, 30 min nach i.p. Applikation der
Substanz tendenziell seltener als VA- und Kontrollmduse vom dunklen in das helle Areal
wechselten, dort jedoch trendmaRig mehr Zeit als die beiden Vergleichsgruppen verbrachten.
Bezogen auf die zuriickgelegte Gesamtstrecke zeigte sich im LDT sowie im EPM 15 und 30
Minuten nach i.p. Applikation keine signifikante Verdnderung dieses Parameters. 60 min nach
i.p. Applikation legten Mause, denen Derivat A verabreicht wurde, im EPM jedoch signifikant
(p<0,05) kiirzere Strecken als Mause der Kontrollgruppe zuriick.

Die Ergebnisse des EPM deuten darauf hin, dass Mause, denen dieses Derivat verabreicht wurde,
weniger Scheu vor offenen Flachen hatten und diese starker explorierten, was darauf schliefRen
lasst, dass Derivat A anxiolytisches Potential besitzt und auch starker anxiolytisch als VA wirkt.
Auch im LDT zeigte sich fur Derivat A eine geringfligige Steigerung der Aufenthaltsdauer im
hellen Areal, die jedoch nicht signifikant war. Dies kdnnte darauf zuriickzufiihren sein, dass die
Mause zum Zeitpunkt des LDT moglicherweise bereits zu alt waren oder durch den mehrere
Wochen zuvor durchgefiihrten EPM-Test beeinflusst waren.

Da bezlglich der zurlickgelegten Strecke im EPM 60 min nach i.p. Applikation eine signifikante
Reduktion der Laufstrecke beobachtet werden konnte, ware es moglich, dass Derivat A auch
sedierende Eigenschaften besitzt. Da jedoch in keinem anderen Versuch eine Sedierung der
Tiere beobachtet werden konnte, sollten weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden. Da im
Rahmen dieser Versuche ein sedierender Effekt erst 60 min nach i.p. Applikation sichtbar war,
ware es sinnvoll, das Verhalten der Mause mehrere Stunden nach Applikation der Substanz zu

untersuchen, da die sedierende Wirkung eventuell erst verzdgert eintritt.
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Abb. 40: Darstellung der Ergebnisse von Derivat B (3 mg/kg Kérpergewicht) im EPM und LDT im
Vergleich mit VA (3 mg/kg Korpergewicht) und Kontrolllésung (0,9 % Kochsalzlésung)
Die erfassten Parameter sind in Mittelwerten + SEM angegeben (siehe Tabellen 1, 2, 3 und 4).

*= statistisch signifikant (p<0,05)

A: Die Balken zeigen die mittlere Aufenthaltsdauer der Mause in den OA des EPMs in Prozent.

B: Die Balken zeigen die mittlere zuriickgelegte Gesamtstrecke der Mause im EPM in Zentimetern.
C: Die Balken zeigen die mittlere Aufenthaltsdauer der Mause in der LA des LDT in Sekunden.

D: Die Balken zeigen die mittlere Anzahl der Besuche der Mause der LA des LDT.

E: Die Balken zeigen die mittlere zuriickgelegte Strecke der Mduse in der LA des LDT in Zentimetern.

F: Die Balken zeigen die mittlere zuriickgelegte Gesamtstrecke der Mause im LDT in Zentimetern.
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Wie in Abb. 40 erkennbar ist, bewirkte Derivat B (3 mg/kg Kérpergewicht) im EPM 15, 30 und 60
min nach i.p. Applikation keine signifikant verlangerte Aufenthaltszeit der Mause in den offenen
Armen verglichen mit Kontrolltieren. Tendenziell verbrachten Mause, denen dieses Derivat
verabreicht wurde, 15 min nach Injektion noch rund 50 % mehr Zeit in OA als Kontroll- und 40 %
mehr als VA-Tieren, 60 min nach Applikation jedoch trendmaRig deutlich weniger (rund 20 %
weniger als Kontroll- und 40 % weniger als VA-Mdause). Bezogen auf die im EPM zurlickgelegte
Gesamtstrecke konnte fiir Derivat B ebenfalls keine signifikante Verdanderung beobachtet
werden. Tendenziell legten Mause, denen Derivat B verabreicht wurden, im EPM 15, 30 und 60
min nach i.p. Applikation geringfligig kirzere Strecken als Mause der beiden Vergleichsgruppen
zurtick.

Im LDT konnte hingegen gezeigt werden, dass Mduse, denen Derivat B verabreicht wurde, nicht
nur tendenziell 6fter als Kontrolltiere in die LA eintraten sondern dort auch signifikant (p<0,05)
mehr Zeit verbrachten und signifikant (p<0,05) langere Strecken in der LA zurlicklegten. In Bezug
auf die im LDT zurilickgelegte Gesamtstrecke konnte fiir Derivat B keine signifikante Veranderung
des Parameters festgestellt werden, der gemessene Effekt war aber vergleichbar mit jenem von
VA.

Die Untersuchungen lieferten kontroverse Ergebnisse: Im LDT bewirkte Derivat B eine signifikant
verlangerte Aufenthaltszeit der Mause im hellen Areal gegenliber Mausen der Kontrollgruppe,
die jedoch im EPM nicht beobachtet werden konnte. Da sich Mause, denen Derivat B verabreicht
wurde, auch im EPM 15 und 30 min nach i.p. Applikation trendmaRig langer als Kontrolltiere in
den OA aufhielten, diese Tendenz nach 60 min jedoch nicht mehr sichtbar war, ware es maoglich,
dass die anxiolytische Wirkung von Derivat B nur kurz andauert. Da die Anzahl der Versuchstiere
im EPM in diesem Fall gering war (n=5-8, je nach untersuchtem Zeitpunkt), sind hier weitere
Untersuchungen — auch mehrere Stunden nach i.p. Applikation — wiinschenswert, um genauere
Aussagen Uber eine eventuelle anxiolytische Wirkung von Derivat B treffen zu kénnen.

Weder im EPM noch im LDT konnten Hinweise auf eine sedierende Wirkung von Derivat B
beobachtet werden. Im LDT bewegten sich Mause, denen dieses Derivat verabreicht wurde, in
der LA sogar signifikant mehr als Kontrollmause, jedoch hielten sie sich auch signifikant langer in
diesem Areal auf (jeweils p<0,05). Es ist daher unwahrscheinlich, dass Derivat B sedierende

Eigenschaften besitzt.
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Abb. 41: Darstellung der Ergebnisse von Derivat C (3 mg/kg Kérpergewicht) im EPM und LDT im
Vergleich mit VA (3 mg/kg Korpergewicht) und Kontrolllésung (0,9 % Kochsalzlésung)
Die erfassten Parameter sind in Mittelwerten + SEM angegeben (siehe Tabellen 1, 2, 3 und 4).

*= statistisch signifikant (p<0,05)

A: Die Balken zeigen die mittlere Aufenthaltsdauer der Mause in den OA des EPMs in Prozent.

B: Die Balken zeigen die mittlere zuriickgelegte Gesamtstrecke der Mduse im EPM in Zentimetern.
C: Die Balken zeigen die mittlere Aufenthaltsdauer der Mause in der LA des LDT in Sekunden.

D: Die Balken zeigen die mittlere Anzahl der Besuche der Mause in der LA des LDT.

E: Die Balken zeigen die mittlere zurlickgelegte Strecke der Mause in der LA des LDT in Zentimetern.

F: Die Balken zeigen die mittlere zuriickgelegte Gesamtstrecke der Mause im LDT in Zentimetern.
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Wie in Abb. 41 dargestellt, bewirkte Derivat C (3 mg/kg Kérpergewicht) bei c57BI/6N Mausen im
EPM 30 und 60 Minuten nach i.p. Applikation verglichen mit Kontrolllésung (0,9 %
Kochsalzlésung) eine signifikante (p<0,05) Steigerung der in OA verbrachten Zeit. Mause, denen
Derivat C verabreicht wurde, verbrachten im EPM nach 30 und 60 Minuten rund ein Drittel mehr
Zeit in offenen Armen als Kontrolltiere und hielten sich hier dhnlich lange wie VA-Mause (3
mg/kg Korpergewicht) auf. Diese Ergebnisse deuten daher darauf hin, dass Derivat B dhnlich
stark anxiolytisch wie der Naturstoff VA wirkt.

Diese signifikante Anxiolyse konnte im LDT jedoch nicht beobachtet werden, hier bewirkte
Derivat C nur eine trendmaRige Zunahme der Aufenthaltszeit in der LA. Das kdnnte einerseits am
Alter der Tiere, andererseits an der geringen Anzahl an Versuchstieren im LDT (n=8) liegen,
weshalb hier weitere Untersuchungen notig waren, um die im EPM beobachtete anxiolytische
Wirkung zu bestéatigen. Bezogen auf die zuriickgelegte Strecke konnte weder im EPM noch im
LDT eine signifikante Verdanderung der Parameter im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet
werden. Mause, denen Derivat C i.p. appliziert wurde, legten im EPM nach 15 und 30 Minuten
tendenziell langere Strecken, im EPM nach 60 Minuten sowie im LDT jedoch trendmaRig kiirzere
Strecken als Kontrolltiere zurlick. Da jedoch keiner dieser gemessenen Effekte signifikant war, ist

unwahrscheinlich ist, dass Derivat C sedierend wirkt.
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Abb. 42: Darstellung der Ergebnisse von Derivat D (3 mg/kg Kérpergewicht) im EPM und LDT im
Vergleich mit VA (3 mg/kg Korpergewicht) und Kontrolllésung (0,9 % Kochsalzlosung)
Die erfassten Parameter sind in Mittelwerten + SEM angegeben (siehe Tabellen 1, 2, 3 und 4).

*= statistisch signifikant (p<0,05); **= statistisch signifikant (p<0,005); ***=statistisch signifikant (p<0,001)

A: Die Balken zeigen die mittlere Aufenthaltsdauer der Mause in den OA des EPMs in Prozent.

B: Die Balken zeigen die mittlere zuriickgelegte Gesamtstrecke der Mduse im EPM in Zentimetern.
C: Die Balken zeigen die mittlere Aufenthaltsdauer der Mause in der LA des LDT in Sekunden.

D: Die Balken zeigen die mittlere Anzahl der Besuche der Mause der LA des LDT.

E: Die Balken zeigen die mittlere zurlickgelegte Strecke der Mause in der LA des LDT in Zentimetern.

F: Die Balken zeigen die mittlere zuriickgelegte Gesamtstrecke der Mause im LDT in Zentimetern.
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Derivat D (3 mg/kg Korpergewicht) bewirkte im EPM sowohl 30 als auch 60 Minuten nach i.p.
Applikation eine signifikant gesteigerte Aufenthaltszeit der Mause in OA verglichen mit
Kontrolltieren (siehe Abb. 42). Der gemessene Effekt war auch starker als jener nach Injektion
von VA, was darauf schlieRen lasst, dass Derivat D starker anxiolytisch wirkt als der Naturstoff
selbst.

Diese Vermutung bestatigte sich auch im LDT, wo Mause, denen dieses Derivat verabreicht
wurde, nicht nur tendenziell 6fter die LA besuchten sondern dort auch signifikant (p<0,005)
mehr Zeit verbrachten und signifikant (p<0,05) mehr Strecke als Kontrolltiere in der LA
zuriicklegten.

Bezogen auf die zuriickgelegte Gesamtstrecke wurde im EPM 15 min nach i.p. Applikation des
Derivats interessanterweise eine signifikante (p<0,05) Reduktion der Totallaufstrecke
beobachtet. Diese Reduktion der Laufstrecke kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht interpretiert
werden, da die Anzahl der Versuchstiere, die im EPM 15 min nach i.p. Applikation untersucht
wurden, gering war (n=7). Dementsprechend sollten hier weiterfilhrende Tests mit einem

groReren Kollektiv an Versuchstieren durchgefiihrt werden.
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Abb. 43: Darstellung der Ergebnisse von Derivat E (3 mg/kg Korpergewicht) im EPM und LDT im
Vergleich mit VA (3 mg/kg Korpergewicht) und Kontrolllésung (0,9 % Kochsalzlésung)
Die erfassten Parameter sind in Mittelwerten + SEM angegeben (siehe Tabellen 1, 2, 3 und 4).

*= statistisch signifikant (p<0,05); ***=statistisch signifikant (p<0,001)

A: Die Balken zeigen die mittlere Aufenthaltsdauer der Mause in den OA des EPMs in Prozent.

B: Die Balken zeigen die mittlere zuriickgelegte Gesamtstrecke der Mause im EPM in Zentimetern.
C: Die Balken zeigen die mittlere Aufenthaltsdauer der Mause in der LA des LDT in Sekunden.

D: Die Balken zeigen die mittlere Anzahl der Besuche der Mause der LA des LDT.

E: Die Balken zeigen die mittlere zuriickgelegte Strecke der Mduse in der LA des LDT in Zentimetern.

F: Die Balken zeigen die mittlere zuriickgelegte Gesamtstrecke der Mause im LDT in Zentimetern.
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Auch Mause, denen Derivat E (3 mg/kg Korpergewicht) i.p. appliziert wurde, verbrachten im
EPM 30 und 60 Minuten nach Injektion signifikant (p<0,001) mehr Zeit in den OA als Mause,
denen 0,9 % Kochsalzlosung (Kontrolle) verabreicht wurde. Diese Méause hielten sich rund 87 %
(EPM 30 min) beziehungsweise rund 92 % (EPM 60 min) langer als Kontrolltiere in OA auf und
verbrachten dort auch etwa ein Drittel mehr Zeit als Mause der VA-Verumgruppe (3 mg/kg
Korpergewicht), was darauf schlieSen ldsst, dass Derivat D starkeres anxiolytisches Potenzial als
VA besitzt. Diese deutliche Anxiolyse konnte im LDT nicht beobachtet werden, hier hielten sich
Mause, denen Derivat E verabreicht wurde, nur geringfiigig langer als VA- und Kontroll-Ma&use in
der LA auf, dieser Effekt war jedoch statistisch nicht signifikant. Moglicherweise beruht dieser
Befund darauf, dass die Mause zu diesem Zeitpunkt schon zu alt waren. Eine zu geringe Anzahl
an Versuchstieren (n=7) und eine Streuung der gemessenen Effekte (292,93 + 53,75 sec) im LDT
kénnten ebenfalls fir die unterschiedlichen Effekte im EPM und LDT verantwortlich sein. Hier
waren weitere Untersuchungen mit einem gréReren Kollektiv an Versuchstieren notig, um auch
im LDT eine signifikante Anxiolyse messen zu kénnen.

Interessanterweise bewirkte Derivat E weiters eine signifikante (p<0,001) Reduktion der
zurlickgelegten Gesamtstrecke im EPM 60 Minuten nach i.p. Applikation des Derivats. Mause,
denen dieses Derivat verabreicht wurde, legten hier mit durchschnittlich 996,40 + 92,02 cm
(n=10) vergleichbar kurze Strecken wie Mause, die 1 mg/kg Korpergewicht Diazepam erhalten
hatten (978,94 + 94,13 cm; n=8), zurick. Das konnte ein Indiz flr eine sedierende Wirkung sein.
Uberraschend ist hierbei, dass bei keinem anderen Versuch eine Reduktion der Aktivitit zu
beobachten war, im LDT bewirkte Derivat E sogar sowohl eine trendmaRige Steigerung der

zuriickgelegten Strecke in der LA sowie eine tendenzielle Zunahme der Gesamtstrecke.
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Abb. 44: Darstellung der Ergebnisse von Derivat F (3 mg/kg Kérpergewicht) im EPM und LDT im

Vergleich mit VA (3 mg/kg Korpergewicht) und Kontrolllésung (0,9 % Kochsalzlosung)

Die erfassten Parameter sind in Mittelwerten + SEM angegeben (siehe Tabellen 1, 2, 3 und 4).

*= statistisch signifikant (p<0,05);

A: Die Balken zeigen die mittlere Aufenthaltsdauer der Mause in den OA des EPMs in Prozent.

B: Die Balken zeigen die mittlere zuriickgelegte Gesamtstrecke der Mduse im EPM in Zentimetern.

C: Die Balken zeigen die mittlere Aufenthaltsdauer der Mause in der LA des LDT in Sekunden.

D: Die Balken zeigen die mittlere Anzahl der Besuche der Mause der LA des LDT.

E: Die Balken zeigen die mittlere zurlickgelegte Strecke der Mause in der LA des LDT in Zentimetern.

F: Die Balken zeigen die mittlere zuriickgelegte Gesamtstrecke der Mause im LDT in Zentimetern.
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Wie in Abb. 44 sichtbar ist, konnte eine i.p. Applikation von Derivat F (3 mg/kg Kérpergewicht) in
keiner der durchgefiihrten Versuchsanordnungen mit einer Anxiolyse der Versuchstiere in
Zusammenhang gebracht werden: Im EPM konnte keine signifikant verlangerte Aufenthaltszeit
der Mause in den OA beobachtet werden, im LDT verbrachten sie sogar trendmaRig weniger Zeit
im hellen Areal als die Kontrollgruppe. 15 Minuten nach i.p. Applikation verbrachten Mause,
denen Derivat F verabreicht wurde, zwar tendenziell mehr Zeit in den OA des EPMs als
Kontrolltiere, jedoch war die Anzahl der untersuchten Tiere hier deutlich zu niedrig (n=3) und die
Streuung daher sehr hoch (46,47 + 12,98 %).

Weiters wurde beobachtet, dass Mause, denen Derivat F verabreicht wurde, 15 min nach i.p.
Applikation signifikant (p<0,05) kiirzere Strecken als Kontrolltiere zurlicklegten. Daher wéren

weitere Tests wiinschenswert, um genauere Aussagen treffen zu kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein erster Schritt zur Erforschung der in vivo Wirkung dieser 6
neu synthetisierten VA-Derivate getan. Es konnte gezeigt werden, dass Derivate des Naturstoffs
VA anxiolytisches Potential besitzen und darin dem Naturstoff teilweise tiberlegen sind. Es sind
jedoch noch weitere Untersuchungen notig, um zahlreiche offene Fragen zu klaren:

Da die Derivate i.p. injiziert wurden, muss getestet werden, wie die Wirkung nach peroraler
Gabe ausfallt. Wie aus der Literatur bekannt ist, spielt bei peroraler Gabe im Gegensatz zur
Injektion der First-Pass-Effekt in der Leber eine entscheidende Rolle fiir die Pharmakokinetik des
Arzneistoffs, weswegen aufgrund hepatischer Metabolisierung madglicherweise die
Bioverfligbarkeit und damit auch die Wirkung verringert sein kénnte. In weiterer Folge sollte
untersucht werden, inwieweit die Substanzen imstande sind die Blut-Hirn-Schranke zu
Uberwinden und in welcher Konzentration sie schlieBlich am Wirkort vorliegen.

Zusatzlich waren Daten vonnoten, die Aufschluss dariiber geben, ob diese Substanzen dhnlich
wie Benzodiazepine bei langfristiger Einnahme zur Entwicklung von Toleranz und Abhangigkeit
fahren.

Weiters ist zu klaren, ob diese Substanzen selektiv auf das GABAerge System wirken oder ob es
eventuell zu einer Interaktion auf mehreren Ebenen, beispielsweise durch Bindung weiterer

Rezeptoren, kommt.

Zusammengefasst konnten in dieser Arbeit 3 VA-Derivate (A, D und E) identifiziert werden, die

ein hoheres anxiolytisches Potential als VA selbst besitzen.
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Zusammenfassung

8 Zusammenfassung

v-Aminobuttersdure (GABA) stellt den wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter im zentralen
Nervensystem (ZNS) von Sdugetieren dar. Zahlreiche Krankheitsbilder, beispielsweise Epilepsie,
Schlaf- oder Angststorungen, basieren auf einer Stérung der GABAergen Neurotransmission.
GABA Typ A (GABA,) Rezeptor-Modulatoren, allen voran Benzodiazepine, sind aufgrund guter
anxiolytischer, hypnotischer und antiepileptischer Wirksamkeit zur Behandlung derartiger
Erkrankungen geeignet. Benzodiazepine sind jedoch fiir eine langfristige Behandlung ungeeignet,
da sie unerwiinschte ZNS-Wirkungen hervorrufen und sich nach einiger Zeit eine Toleranz und
Abhangigkeit entwickeln kann, weswegen schon seit langerem nach Alternativen gesucht wird.
Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden sechs verschiedene Derivate eines anxiolytisch
wirksamen Naturstoffs (VA), der kirzlich als B,/-selektiver GABA,-Rezeptor-Modulator
identifiziert wurde, auf ihre anxiolytische und sedierende Wirkung im Tiermodell getestet. Dazu
wurde das Angstverhalten von c¢57BI/6N Mausen unter dem Einfluss der jeweiligen Derivate
(jeweils 3 mg/kg Korpergewicht) mithilfe zweier verhaltenspharmakologischer Tests (Elevated
Plus-Maze (EPM) und Light/Dark-Choice Test (LDT)) und einem automatischen Trackingsystem
(VideoMot2 und ActiMot2) untersucht. Ziel der Arbeit war es, Derivate zu identifizieren, die sich
vom Naturstoff VA durch eine noch bessere Wirkung unterscheiden. Drei der sechs Derivate (A,
D, E) wirkten im EPM starker anxiolytisch als VA. Derivat B wirkte nur im LDT starker anxiolytisch
als VA, dieser Effekt konnte im EPM jedoch nicht beobachtet werden. Derivat C bewirkte eine
Anxiolyse im EPM, die mit jener des Naturstoffs vergleichbar ist. Einzig fiir Derivat F konnte im
Rahmen der durchgefiihrten Arbeit keine anxiolytische Wirkung festgestellt werden.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Derivate des Naturstoffs VA anxiolytisch wirken und
interessante Leitstrukturen fiir die Entwicklung neuer Arzneistoffe darstellen koénnten.
Zahlreiche weitere Untersuchungen werden zeigen, ob sie letztlich auch fiir die Therapie von

Angststorungen beim Menschen geeignet sind.
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Abstract

9 Abstract

v-aminobutyric acid (GABA) is the most important inhibitory neurotransmitter in the mammalian
central nervous system (CNS). Numerous clinical conditions, such as epilepsy, sleeping or anxiety
disorders, are due to a disturbance of the GABAergic neurotransmission. GABA type A (GABA,)
receptor modulators, especially benzodiazepines, display anxiolytic, sedative-hypnotic and
antiepileptic effects and are therefore widely used in the treatment of these illnesses.
Nevertheless benzodiazepines are not recommended for a long-term treatment, because they
cause undesirable CNS side effects and additionally tolerance and dependency can occur. Due to
these facts, much effort is put in the research for adequate alternatives.

Within the scope of this thesis six derivatives of an anxiolytic natural compound (VA) which was
recently identified as a B,s-selective GABA, receptor modulator were examined for their
anxiolytic and sedative effects in an animal model. Therefore, the anxiety-related behavior of
c57BI/6N mice after application of the respective derivatives (3 mg/kg bodyweight) was analysed
in 2 behavioral tests (Elevated Plus-Maze (EPM) and Light/Dark-Choice Test (LDT)) by means of
an automated tracking system (VideoMot2 and ActiMot?2).

The aim of this work was to identify derivatives which display stronger anxiolytic effects than the
natural compound.

Three of six derivatives (A, D, E) showed stronger anxiolytic properties than VA itself. Derivative
B displayed a more pronounced anxiolytic effect compared to VA in the LDT, which could not be
confirmed in the EPM test. Derivative C caused anxiolysis which is comparable to VA. Only
derivative F did not induce anxiolytic effects.

These results suggest that derivatives of the natural compound VA have anxiolytic properties
and might represent interesting lead structures for novel drug development. Numerous further
investigations will show whether they are suitable for the therapy of anxiety disorders in

humans at the end.
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