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1 Einleitung 

 

minobuttersäure (GABA) ist als Transmitter an vielfältigen Funktionen im Organis-

mus beteiligt. Zum einen ist GABA der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter im 

adulten Nervensystem der Vertebraten und wird von etwa 30 % der Synapsen benutzt 

(Sieghart und Sperk 2002). Zum andern spielt GABA auch in der Peripherie als Boten-

stoff z.B. im Immunsystem oder der Bauchspeicheldrüse eine Rolle (Jin et al. 2013; Jin 

et al. 2013). Im adulten Gehirn stellt GABA, dessen Wirkungen über ionotrope GABAA- 

sowie GABAC- und metabotrope GABAB-Rezeptoren vermittelt werden, das Gegenstück 

zu dem exzitatorischen Neurotransmitter Glutamat dar. In der frühen Entwicklung sowie 

in der Pubertät kann GABA über GABAA-Rezeptoren, welche permeabel für Chloridio-

nen sind, auch exzitatorisch wirken (Shen et al. 2010). Ob die Aktivierung von GABAA-

Rezeptoren zu einem Chloridioneneinstrom und damit zu einer inhibitorisch wirkenden 

Hyperpolarisation oder zu einem depolarisierenden Cl--Ausstrom der Zelle führt, wird 

durch den Cl--Gradienten determiniert. Dieser wird durch die beiden Transporter 

NKCC1, welcher 1 Na+-, 1 K+- und 2 Cl--Ionen in die Zelle transportiert und in unreifen 

Neuronen hochreguliert ist, und KCC2, der 1 K+- und 1 Cl--Ion aus der Zelle herauspumpt 

und mit zunehmender Entwicklung stärker exprimiert wird, reguliert (Ben-Ari 2012). 

 

Abbildung 1: GABA-erges System Schematische Darstellung des synaptisches Spaltes (nach Böhme und 

Lüddens 2001) 
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Im Cytoplasma der präsynaptischen Zelle oder in Gliazellen wird GABA durch das En-

zym Glutamat-Decarboxylase aus Glutamat synthetisiert und die Freisetzung kann in den 

synaptischen Spalt, wie auch in anderen Regionen von Nervenzellen erfolgen (Lee et al. 

2010). Von den Zellen durch GABA-Transporter (GAT) wieder aufgenommenes GABA 

kann durch eine Transaminase zu Succinat-Semialdehyd umgesetzt werden, wobei aus 

Ketoglutarat wieder Glutamat entsteht (Abb.1).  

1.1 Liganden gesteuerte Ionenkanäle (LGIC) 

Im Gegensatz zu metabotropen Rezeptoren wie den G-Protein gekoppelten Rezeptoren 

sind Liganden gekoppelte Ionenkanäle zur sehr schnellen Signalweiterleitung im Bereich 

von wenigen Millisekunden geeignet. Zu den wichtigsten Superfamilien gehören die tri-

meren Purin-Rezeptoren, die tetrameren Glutamat-Rezeptoren sowie die pentameren 

Cys-Loop-Rezeptoren (Collingridge et al. 2009).  

1.1.1 Cys-Loop-Rezeptoren  

Den Cys-Loop-Rezeptoren zugehörig sind die in dieser Arbeit untersuchten GABAA-Re-

zeptoren. Weiterhin zählen die nikotinischen Acetylcholin-Rezeptoren (nAChR), die Se-

rotonin-Rezeptoren des Subtyps 5HT3-R und die Glycin-Rezeptoren zu dieser Superfa-

milie. Allen gemein ist der namensgebende Cys-Loop, welcher zwischen zwei dreizehn 

Aminosäuren auseinander liegenden Cysteinen im ca. 200 AS großen extrazellulären N-

terminalen Bereich gebildet wird (Abb. 2 A). Jede Untereinheit besitzt vier helikale 

Transmembrandomänen, wovon jeweils die zweite an der Porenbildung beteiligt ist (Abb. 

2 A&B). Zwischen der dritten und vierten TM befindet sich eine große intrazelluläre 

Schleife, welche bei der Rezeptorassemblierung und bei der Interaktion mit Adapterpro-

teinen wie z.B. Gephyrin bei GABAA- und Glycin-Rezeptoren eine wichtige Rolle spielt 

(Tretter 2012). 
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Abbildung 2: Cys-Loop Rezeptoren A: Topologie einer Rezeptoruntereinheit mit den Transmembrando-

mänen 1-4 (Kästen in der Primärsequenz unten), Cys-Loop (grüner Kreis oder Stern in der Primärsequenz), 

sowie schematisches Sequenzaligment Cys-Loop-Rezeptoruntereinheiten (oben: nach Gurba 2010; unten: 

nach Connolly und Wafford 2004)  B: Modell der Quartärstuktur des GABAA-Rezeptors von oben mit den 

Bindestellen für GABA und Benzodiazepine (nach Richter 2012)    

Mit der Kristallisation des Acetylcholinbindeproteins, des Glutamat-gesteuerten Chlorid-

kanals (GluCl) aus C.Elegans und des prokaryotischen LGICs (ELIC) und der folgenden 

Röntgenkristallanalyse konnten Modelle entwickelt werden, die eine hohe Sequenz- und 

Strukturhomologie zwischen den Mitgliedern der Superfamilie aufzeigen (Bergmann et 

al. 2013). So ist es zum Beispiel möglich, dass ohne hochauflösende Struktur der GA-

BAA-Rezeptoren die Bindestellen für GABA und die Benzodiazepine modelliert werden 

können. Dies kann somit zur Entwicklung neuer Liganden beitragen.  

1.2 Heterogenität der GABAA-Rezeptoruntereinheiten 

Bis heute sind für die GABAA-Rezeptoren 19 verschiedene Untereinheiten beschrieben. 

Diese werden aufgrund ihrer Sequenzidentitäten in 8 verschiedene Klassen unterteilt. 

Dies sind: Abb. 3, Hevers und Lüddens 1998Er-

weitert wird das Spektrum durch Splicevarianten der Untereinheiten  und Korpi 

et al. 2002 Durch die große Vielfalt der Untereinheiten ergibt sich eine Vielzahl von 

möglichen Rezeptorkombinationen mit unterschiedlichen physiologischen und pharma-

kologischen Eigenschaften, so dass das Rezeptorrepertoire einer Zelle, einer Gehirnre-

gion oder eines Entwicklungszustands auf die jeweilige Funktion abgestimmt werden 

kann.  
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Abbildung 3: Heterogenität GABAA-Rezeptoruntereinheiten (nach Hevers und Lüddens 1998) 

Rezeptoren stellen mit ~40% den größten Anteil der GABAA-Rezeptoren im 

Gehirn. Die Untereinheiten sind in der Sequenz , gelesen gegen den Uhrzei-

gersinn vom synaptischen Spalt aus gesehen, assembliert (Baumann et al. 2002). Dieser 

Subtyp kommt im Wesentlichen synaptisch vor und ist somit für eine schnelle phasische 

Inhibition verantwortlich. Tonische Inhibition wird hingegen durch extrasynaptische Re-

zeptoren vermittelt, diese enthalten oft die Untereinheit (Farrant und Nusser 2005). Mit 

der Untereinheit sind hauptsächlich die Körnerzellen des Cerebel-

lumsThalamus, Hippocampus und Neostratium und Dentate Gyrus des Hip-

pocampusUntereinheit zusammen mit einer -Untereinheit assembliert (Hörtnagl et al. 

2013; Wei et al. 2003 und 2004). Vereinfachend wird der Aufbau analog zu den 

Rezeptoren betrachtet, wobei die -Untereinheit lediglich durch eine Un-

tereinheit ersetzt wird (Baumann 2002). Jedoch setzt sich zunehmend die Idee durch, dass 

die Untereinheit mehrere Positionen im Pentamer einnehmen kann (Kaur et al. 2009; 

Eaton et al. 2014), was zur Folge hätte, dass sich die Anzahl möglicher Assemblierungen 

erhöht. Unterstützt wird die Idee von der Beobachtung, dass in Abhängigkeit der Ratios 

der für die Untereinheiten codierender DNA in Transfektionsexperimenten bei enthal-

tenden Rezeptoren unterschiedliche Rezeptoreigenschaften gemessen werden (Hadley 

und Amin 2007). Der genaue Aufbau dieser Rezeptoren kann somit als offen betrachtet 

werden.  

1.3 Pharmakologie der GABAA-Rezeptoren 

Die Bedeutung des GABAergen Systems in der Physiologie und Pathophysiologie hat ein 

großes Interesse an dessen pharmakologischer Modulation zur Folge gehabt, noch bevor 

die GABAA-Rezeptoren überhaupt kloniert wurden. Die Klonierungen der einzelnen Un-

tereinheiten intensivierte die Suche nach subtypspezifischen Liganden (Schofield et al. 

1987; Levitan et al. 1988; Khrestchatisky et al. 1989; Pritschett et al. 1989; Shivers et al. 
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1989; Ymer et al. 1989). Mit zunehmenden Kenntnissen über die molekularen Strukturen 

beispielsweise durch Homologiemodelle von kristallisierten Acetylcholinrezeptoren 

konnten immer mehr Einsichten in die molekularen Funktionen gewonnen werden. Man 

kann daher heute die Mechanismen der Liganden auf der Ebene von für die Liganden 

selektiven Untereinheiten, Nachbarschaften von Untereinheiten oder gar auf der Ebene 

von einzelnen Aminosäuren diskutieren (Bergmann et al. 2013).  

1.3.1 GABA-Bindestelle 

Die für GABAA-Rezeptoren wahrscheinlich am besten untersuchte Bindestelle ist die 

Bindestelle für den rezeptornamensgebenden und endogenen Liganden GABA selbst. 

Weitere Liganden wie die Agonisten Muscimol und THIP (Abb. 4 B) und Antagonisten 

wie Gabazin und Bicucullin binden daran. Es konnte eine Vielzahl von Aminosäuren in 

der  und der Untereinheit identifiziert werden, welche die Bindung und Funktion 

von GABA beeinflussen. Sehr früh wurde z.B. in elektrophysiologischen Versuchen das 

Phenylalanin in der Position 64 der Untereinheit als Parameter für die GABA-Sensi-

tivität gefunden (Sigel et al. 1992). Durch eine Markierung von photoaktivierten radioak-

tiv markierten Muscimol an der gleichen Position konnten G.B. Smith und R. W. Olsen  

(1994)  bestätigen, dass sie an der Bindestelle beteiligt ist. Weiterhin konnten in der 

Untereinheit in zwei unterschiedlichen Domänen die Aminosäure Tyrosin in den Po-

sitionen 157 und 205 als wichtig für die GABA-Sensitivität herausgearbeitet werden (A-

min und Weiss 1993). Durch auf Kristallstrukturen basierende Modelle des Acetylcho-

linbindeproteins konnte gezeigt werden, dass sechs Proteinschleifen (Loop A-F), wovon 

A, B und C auf der Untereinheit und E, F und  D auf der Untereinheit lokalisiert 

sind, die GABA- Bindestelle zwischen den benachbarten Untereinheiten bilden (Ernst et 

al. 2003) (Abb. 4 A).                                                                                                                                                                                                             

 

Abbildung 4: GABA-Bindestelle A: Dargestellt ist die putative Bindestelle für GABA zwischen der  

und -UE, gebildet durch die Loops A, B, C (und D, E, F (. (modifiziert nach Bergmann 2013) B: 

Strukturformeln typischer Liganden für die GABA-Bindestelle 
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Eine systematische Analyse der sechs Loops mit elektrophysiologischen Methoden und 

vor allem der Substituted Cystein Accessability Method (SCAM) konnten Aminosäuren 

in allen Loops als bindestellenkonstituierend bestätigt werden. In der Bindetasche werden 

vor allem aromatische Seitenketten (F64 in der UE, Y97 in der UE) für eine Ka-

tionen--Wechselwirkung mit der protonierten Aminogruppe des GABA-Moleküls ver-

antwortlich gemacht. Positiv geladene Arginine (R66, R131 in der UE, R207 in der 

UE) wechselwirken wahrscheinlich mit der Carboxylatgruppe (Boileau et al. 1999; 

Wagner und Czajkowski 2001; Boileau et al. 2002; Newell und Czajkowski 2003; Newell 

et al. 2004; Kloda et al. 2007).  

Die GABA-Pharmakologie weist eine hoch- und eine niederaffine Komponente auf. Die 

hochaffine wird im nanomolaren Bereich vor allem in Bindungsstudien teilweise mit tri-

tiierten Muscimol gemessen und beschreibt den Gleichgewichtszustand des geschlosse-

nen Kanals im desensitisierten Zustand (Chang et al. 2002). Die niederaffine wird im 

mikromolaren Bereich in elektrophysiologischen Versuchen gemessen und beschreibt 

Kanalöffnungen im funktionellen Zustand. Es wird diskutiert, ob es sich dabei um ein 

und dieselbe Bindestelle in verschiedenen Zuständen handelt oder ob die Bindestellen 

räumlich voneinander getrennt sind (Baur und Sigel 2003). Ein interessanter Aspekt dabei 

ist, dass es nur geringe Unterschiede in der hohen Affinität in Abhängigkeit des Subtyps 

gibt, die niederaffine Komponente aber in drei Größenordnungen variiert (von 0,5 µM 

für  und bis 50 µM für ). Es konnte von Böhme et. al. 2004 gezeigt werden, 

dass die Sensitivität, welche die niederaffine Komponente beschreibt, durch ein Motiv 

von vier Aminosäuren determiniert wird, ohne dabei den hochaffinen Zustand zu beein-

flussen.  

1.3.2 Benzodiazepine 

Eine zweite Bindestelle, für die hochaffine Liganden existieren, ist die Bindestelle für 

Benzodiazepine (Pritchett et a. 1989). Diese Bindestelle wird von Aminosäuren im N-

terminalen Bereich der und der -Untereinheiten gebildet, sie liegt also höchst wahr-

scheinlich zwischen der - und der -Untereinheit und zeigt deren Nachbarschaft in nur 

einer möglichen Orientierung an (Abb. 5 A). Interessant dabei ist, dass an der Bindetasche 

beteiligte Aminosäuren in der -Untereinheit (z.B. F77) homolog zu Aminosäuren der 

Bindetasche für GABA in der -Untereinheit (F64 in der ) sind. Weiterhin sind Ami-

nosäuren in der -Untereinheit (F99 in der ) homolog zu Aminosäuren der -Unterein-

heit (Y97 in der ). Es wird daher diskutiert, dass die Bindestelle für Benzodiazepine 

homolog zu der GABA-Bindestelle ist (Bergmann et al. 2013). 
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Abbildung 5: Bindestelle für Benzodiazepine A: Die extrazellulären Domänen der  und UE bilden 

die Bindetasche (oben), wobei die Loops A-F der UE vergrößert sind (unten). (modifiziert nach Morlock 

und Czajkowski  2011)   B: Strukturformeln typischer Liganden für die Benzodiazepin-Bindestelle  

Ein wichtiger Ligand für diese Bindestelle ist Diazepam (Abb. 5 B), welches an die klas-

sischen ,5 benzodiazepinsensitiven GABAA-Rezeptoren im nanomolaren Bereich 

bindet und an dessen  GABA-induzierten Ströme allosterisch positiv moduliert. Die Ei-

genschaft, dass die Untereinheit die Benzodiazepinsensitivität beeinflusst, wird durch 

eine Aminosäure determiniert (H101 in ,5 und R100 in ) (Wieland et al. 1992).  

Bretanzenil hingegen wirkt auch als Positivmodulator an den sonst benzodiazepininsen-

sitiven GABAA-Rezeptoren, die die  und 6-Untereinheit enthalten (Knoflach et al. 

1996). Flumazenil ist ein Beispiel für einen Nullmodulator an den benzodiazepinsensiti-

ven GABAA-Rezeptoren und wirkt somit antagonistisch gegenüber Positivmodulatoren 

wie Diazepam oder Flunitrazepam. Im mikromolaren Bereich wirkt es aber auch positiv 

modulierend an den 6-enthaltenden Rezeptoren (Sigel und Baur 2000).          

1.3.3 Anästhetika 

Neben den Benzodiazepinen spielen die Anästhetika eine wichtige klinische Rolle bei der 

Modulation GABAerger Signale. Historisch von  Bedeutung sind vor allem die Barbitu-

rate, wie z.B. Pentobarbital (Abb. 6 B). Diese wirken im unteren mikromolaren Bereich 

(Franks und Lieb 1994) zentral anästhesierend und wurden lange Zeit als Schlaf- und 

Beruhigungsmittel eingesetzt. Sie besitzen eine geringe Subtypspezifität und kennzeich-

nen sich durch eine in geringen Konzentrationen modulierende Wirkung GABA-indu-

zierter Ströme und intrinsisch aktivierende Wirkung in hohen Konzentration aus (Thomp-

son et al. 1996). Bei vermutlich klinisch nicht relevanten Konzentrationen wirken sie in-

hibitorisch auf GABAA-Rezeptoren (Gingrich et al. 2009).  Diese vielfältigen Wirkungen 
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sorgen dafür, dass die Barbiturate immer weniger eingesetzt werden und von spezifische-

ren Liganden wie den Benzodiazepinen verdrängt wurden. Sie bieten andererseits die 

Möglichkeit zur Charakterisierung von GABAA-Rezeptoren unabhängig von der orthos-

teren Bindestelle für GABA.                                                          

  

 

Abbildung 6: Anästhetika A: Bindestelle für Anästhetika mit dafür wichtigen Aminosäuren in den Trans-

membrandomänen der  und Untereinheit. Braun dargestellt ist [3H]azietomidat. (nach Olsen und Li 

2011)  B: Strukturformeln einiger Anästhetika 

Weitere wichtige Vertreter dieser Substanzklasse sind Etomidat, Loreclezol (Abb. 6 B) 

und Propofol. Diese haben ein ähnliches Wirkungsprofil wie die Barbiturate, zeichnen 

sich aber durch eine Selektivität für  gegenüber -enthaltenden Rezeptoren aus 

(Wafford et al. 1994; Belelli et al. 1997; Pistis et al. 1999). Diese Selektivität führte dazu, 

dass durch Sequenzvergleiche und Chimärenkonstruktionen wichtige Aminosäuren für 

die Wirkung identifiziert werden konnten. So lässt sich zum Beispiel durch den Tausch 

einer Aminosäure (N265→S) in der TM2-Region die höhere Sensitivität von der - 

auf die -Untereinheit übertragen  (Wingrove et al. 1996). An der gleichen Position kann 

die Wirkung gänzlich aufgehoben werden, wenn die Aminosäure Methion, welche ho-

molog in den gegenüber Anästhetika insensitiven RDL-Rezeptoren (homolog zu GA-

BAA-Rezeptoren in Drosophila) ist, statt dem Asparagin eingefügt wird (Pistis et al. 

1999).  Weiterhin konnten durch den Einsatz von photoaktivierbaren radioaktivmarkier-

ten Liganden wie [3H]Azaetomidat (Abb. 6 A) und Aminosäuren in der (M236 in der 

TM1-Domäne) und der Untereinheit (M286 in der TM3-Domäne) identifiziert werden, 

welche vermutlich direkt an der Bindung beteiligt sind. Es ist daher auch hier nahelie-

gend, dass die Bindestelle zwischen zwei benachbarten Untereinheiten (hier ebenfalls wie 

bei der Bindestelle für GABA zwischen der   und Untereinheit) liegt.    
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Eine weitere, noch experimentelle Substanz ist E00233-033. Diese zeigt ebenfalls Paral-

lelen, wie die modulierende, die intrinsisch aktivierende und in höheren Konzentrationen 

inhibierende Wirkung zu den beschriebenen Anästhetika auf. Außerdem kennzeichnet 

sich dieser Ligand durch eine präferierte Modulation  und enthaltender GA-

BAA-Rezeptoren. Molekulare Details sind aber noch offen (unpubliziert Rabe).     

 

1.3.4 Furosemid 

Das Schleifendiuretikum Furosemid, welches den NKCC2 hemmt, wirkt auch bei be-

stimmten Subtypen der GABAA-Rezeptoren inhibitorisch (Korpi et al 1995). Die Sensi-

tivität hängt im Wesentlichen von der Untereinheit ab und ist bei IC50 ~12 µM , 

gefolgt von IC50 ~ 200 µMam höchsten. Bei den restlichen Untereinheiten ist die 

Sensitivität im millimolaren Bereich (Thompson et al. 1999). Furosemid wird daher häu-

fig in in-situ Studien verwendet, um - oder -enthaltende Rezeptoren funktionell 

nachzuweisen (Korpi et al 1999). 

Weiterhin konnten Thompson et al. (1999) zeigen, dass ähnlich wie bei Etomidat und 

Loreclezol die höhere Sensitivität von  im Vergleich zu -enthaltenen Rezeptoren 

durch die Aminosäure in Position 265 vermittelt wird. 

Die Autoren Sigel und Minier (2004) konnten in einer Studie, bei der die Konkata-

merstratagie angewendet wurde,  mit  und Mischrezeptoren zeigen, dass eine 

Untereinheit im Pentamer ausreicht, um die gleiche Wirkung wie bei Rezeptoren mit 

zwei Untereinheiten zu erzielen. 

1.3.5 -enthaltende GABAA-Rezeptoren 

Aufgrund der funktionellen Besonderheit, dass -enthaltende Rezeptoren ausschließlich 

extrasynaptisch vorkommen und tonische Inhibition vermitteln (Farrant und Nusser  

2005) und u.a. im Zusammenhang mit Sucht, Epilepsie, und Gedächtnisbildung  disku-

tiert werden (Brickley und Mody 2012), besteht ein großes Interesse selektive Liganden 

für diese Subtypen zu finden (Wafford et al. 2009). Bislang gibt es Substanzen, welche 

-enthaltende Rezeptoren als sogenannter Superagonist wie THIP, effizienter aktivieren 

als GABA (Mortensen et al. 2010) oder Neurosteroide wie THDOC, die sie effizienter 

modulieren als -enthaltende Rezeptoren  (Wohlfahrth et al. 2002). Ethanol wird als 

weiterer Ligand als selektiv im millimolaren Bereich beschrieben (Sundstrom-Poro-

maa 2002 et al.; Wallner et al. 2003). Diese Beobachtung wird aber in der Literatur sehr 

kontrovers diskutiert (Korpi et al. 2007). Es gibt daher noch keine etablierten hochaffinen 

Liganden, welche eine Bindestelle besetzen, die nur in -enthaltenden Rezeptoren vor-
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kommt. Diese hätten neben der Möglichkeit zur selektiven Modulation Anwendungspo-

tential als PET–Ligand, wo radioaktiv markierte Liganden zur Visualisierung im leben-

den Organismus genutzt werden oder als immobilisierter Ligand an einer Säulenmatrix 

zur Aufreinigung dieser Rezeptoren.  

 

Abbildung 7: Strukturformeln der Imidazopyridine DS1 und DS2 

Wafford et al. (2009) beschrieben DS1 und DS2 (Abb.7) aus der Klasse der Imidazopy-

ridine als neue Modulatoren, die im nanomolaren Bereich (~14 nM für DS1 an ) 

selektiv für Rezeptoren sind. In einer weiteren Studie (Jensen et al. 2013) wurde die 

Wirkung von DS2 detaillierter analysiert, dabei wurde zum einen bestätigt, dass die -

Untereinheit Voraussetzung für die positive Modulation ist. Es wurde gezeigt, dass die 

-Untereinheit geringen Einfluss auf die Effizienz hat, wobei die 6-enthaltenden Re-

zeptoren am stärksten moduliert werden. Für die -Untereinheit konnte keine Präferenz 

festgestellt werden. Weiterhin wurden Versuche zur Interaktion von DS2 mit verschiede-

nen bekannten Bindestellen (GABA-, Benzodiazepin-, Etomidat-, Neurosteroid- und 

Pentobarbital-Bindestelle) unternommen, dabei konnte keinerlei Wechselwirkung er-

kannt werden, was zur Schlussfolgerung führte, dass eine neue unbekannte Bindestelle 

vorliegt. 

Die bisherigen Daten bilden den Ausgangspunkt neue Liganden zu synthetisieren, um 

enthaltendeRezeptoren weiter biochemisch und pharmakologisch zu charakterisieren. 

1.4 Konkatamerstrategie 

Rezeptoren, welche aus mehreren Untereinheiten bestehen, bieten zum einen eine große 

Vielfalt an physiologisch potentiell möglichen Rezeptoren, erschweren aber die Interpre-

tation von Ergebnissen in rekombinanten Systemen. Es ist zum Beispiel nicht möglich in 

rekombinaten Systemen GABAA-Rezeptoren mit unterschiedlichen Subtypen in ei-

nem Pentamer, welche u.a. in den Kombinationen vorkommen (Lüddens et al. 

1991), so zu exprimieren, dass nur eine definierte Rezeptorpopulation vorliegt. Weiterhin 
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werden zur rekombinanten Expression die für die verschiedenen Untereinheiten kodie-

renden cDNAs in bestimmten Verhältnissen kotransfiziert (Lüddens und Korpi 1997). 

Verändern sich nun die Eigenschaften mit dem Ändern der Verhältnisse der transfizierten 

Untereinheiten, so spricht dies für mehrere Assemblierungsmöglichkeiten. Dies wurde 

zum Beispiel bei enthaltenden Rezeptoren beobachtet (Hadley und Amin 2007, Wago-

ner und Czajkowski 2010). Die Idee, die Untereinheiten auf DNA-Ebene zu verknüpfen, 

so dass man sogenannte Konkatamere erhält und die Nachbarschaften der Untereinheiten 

im Rezeptor vordefinieren kann, wurde am Beispiel von Kaliumkanälen zuerst ange-

wandt und scheint daher ein nützliches Werkzeug zu sein, um die Struktur-Funktions-

Beziehungen besser studieren zu können (Liman et al. 1992). Diese Strategie könnte dazu 

beitragen: (1) die genaue Architektur von Rezeptorheteromeren herauszufinden; (2) Iso-

formen zu beschreiben, bei denen die Untereinheiten mehrere Positionen einnehmen kön-

nen (Abb. 8A), wie dies z.B. bei nACh-Rezeptoren diskutiert wird (Nichols et al. 

2014) ; (3) Rezeptoren, welche eine einzelne Mutation in mehrfach vorkommenden Un-

tereinheiten tragen, zu charakterisieren. Der letzte Punkt ist vor allem interessant, wenn 

einzelne Ligandenbindestellen ausgeschaltet werden und so die Ligandenstöchiometrie 

untersucht werden kann (Abb. 8B). Weiterhin können so potentielle Rezeptoren von he-

terozygot vorkommenden Erbkrankheiten untersucht werden, bei denen eine Mischung 

aus Wildtypuntereinheiten und mutierten Untereinheiten vorkommen kann.  

 

Abbildung 8: Konkatamerstrategie A: mögliche Assemblierungen von nACh-Rezeptoren B: 

Möglichkeit zum selektiven Mutieren einer GABA-Bindestelle (G)  in GABAA-Rezeptoren durch Verlin-

kung der UE (schwarze Pfeile) C: diskutierte Artefakte durch Proteolyse der Fusionsproteine (1), partiellen 

Einbau eines Dimers (2), Bildung von Rezeptormultimeren (3) und Umlagerung von Untereinheiten (4). 

(modifiziert nach Minier und Sigel 2004)  

Um die Vorteile dieser Strategie nutzen zu können, müssen folgende Anforderungen er-

füllt sein: (1) Zum Verknüpfen der Untereinheiten müssen N- und C-Terminus zusammen 

extra- oder intrazellulär vorliegen. (2) Es muss eine ausreichend gute Exprimierbarkeit, 

die aufgrund der größeren Proteine eingeschränkt sein kann, möglich sein. (3) Es darf 

keine Proteolyse und Neukombination der Untereinheiten stattfinden. (4) Es dürfen sich 
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keine Rezeptormultimere bilden. (5) Es darf keine Umlagerung der verknüpften Unterein-

heiten stattfinden (Abb. 8C). (6) Die Funktionen der Rezeptoren, welche z.B. anhand von 

EC50- Werten, Hill-Koeffizienten oder dem Strombild beschrieben werden können, dür-

fen keine Funktion der Linkerlänge oder –struktur sein.      

1.4.1 Konkatamere GABAA-Rezeptoren 

Aufgrund der Vielzahl an Untereinheiten der GABAA-Rezeptoren und der damit einher-

gehenden möglichen Rezeptorvielfalt bietet sich hier die Strategie Rezeptoren aus Kon-

katameren aufzubauen besonders an. Bereits 1995 wurden von Im et al. (-Kon-

strukte mit einer einzelnen Untereinheit exprimiert beschrieben. Diese Rezeptoren 

hatten in HEK293-Zellen als Expressionssystem die gleichen Eigenschaften wie die aus 

individuellen Untereinheiten assemblierenden Rezeptoren. Systematischer wurden begin-

nend mit 2001 von der Gruppe um Erwin Siegel in bis heute über 15 Publikationen Stu-

dien über aus Konkatameren bestehenden GABAA-Rezeptoren dokumentiert. Wichtige 

Ergebnisse sind: (1) GABAA-Rezeptoren des Subtyps ordnen sich in der Sequenz 

, gelesen gegen den Uhrzeigersinn vom synaptischen Spalt aus gesehen, an 

(Baumann et al. 2002). (2) Diese Rezeptorenfunktionieren nur mit zwei hoch-

affinen GABA-Bindestellen adäquat (Baumann et al. 2003). (3) Die modulierenden Ef-

fekte von Etomidat und Loreclezol wirken additiv in Abhängigkeit der Anzahl der 

Untereinheiten im Pentamer, die intrinsische Aktivierung erfordert hingegen zwei 

Untereinheiten (Boulineau et al. 2005). (4) Für enthaltende Rezeptoren sind meh-

rere Assemblierungen mit der Stöchiometrie  und 1 Untereinheit(en) möglich 

(Baur et al. 2010). 

 

Abbildung 9: Linkerkonstruktion A: Für alle Untereinheitenkombinationen sind variable Aminosäure-

linker (rot) so konstruiert, dass die Summe aus extrazellulären N-Terminus, C-Terminus und Linker gleich 

ist. B: Darstellung der Linkerlängen relativ zu den Untereinheiten, bei der Annahme von 3,6 Å pro Ami-

nosäure. Im gestreckten Zustand reicht ein Linker mit 22 Aminosäuren hypothetisch von der Mitte einer 

Untereinheit auf Höhe der Membranoberfläche (C-Terminus) bis zur Mitte der oberen Seite einer benach-

barten Untereinheit (N-Terminus). (nach Minier und Sigel 2004) 
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Weiterhin wurden einige Grundregeln zur Assemblierung und Konstruktion von Konka-

tameren aus den Ergebnissen abgeleitet: (1) Die Fusionsproteine lagern sich im Pentamer 

vom N- zum C-Terminus gegen den Uhrzeigersinn, vom synaptischen Spalt aus betrach-

tet, an (im Folgenden als Uhrzeigersinnregel bezeichnet) (Baumann et al. 2002). (2) Eine 

zunehmende Größe der Proteine verringert die Expressionsstärke an Rezeptoren, was be-

sonders in Experimenten mit HEK293-Zellen zu Problemen führen kann (Baur et al. 

2006). (3) Ein Überladen des Expressionssystems mit genetischen Material kann zu As-

semblierungsartefakten führen (Sigel et al. 2009). (4) Die Länge der Linker muss in Ab-

hängigkeit der zu verknüpfenden Untereinheiten gestaltet werden. Der letzte Punkt wurde 

in einer initialen Publikation von Baumann et al. 2001 genauer beschrieben, dabei wurde 

die Länge der Linker in  und Konstrukten soweit vergrößert, bis die Ex-

pressionsstärke, sowie die EC50-Werte für GABA nicht mehr weiter den Messwerten für 

Wildtyprezeptoren angenähert werden konnten. Dieser Prozess ergab für die 

Verknüpfung der  mit der Untereinheit eine Länge von 10 Aminosäuren und für 

die Verknüpfung der  mit der Untereinheit 23 Aminosäuren lange Linker. Für die 

weiteren Verknüpfungen wurden die Längen insoweit angepasst, dass die variable Länge 

zwischen den Untereinheiten immer gleich ist, es wurden also die Linker länger gestaltet, 

wenn am N- oder C-Terminus weniger Aminosäuren wie bei den beschriebenen Verknüp-

fungen vorhanden waren (Abb. 9A). Die Problematik der richtigen Länge ist in Abb. 9B 

illustriert. Sind die Linker zu kurz (kleiner als eine Untereinheit), so kann die Expression 

und Funktion beeinträchtigt sein. Sind sie hingegen zu lang (größer als zwei Untereinhei-

ten), so könnten theoretisch Untereinheiten zwischen die verknüpften Untereinheiten in-

korporiert werden. Insgesamt wurden für die GABAA-Rezeptoren sehr viele Studien mit 

Hilfe von Konkatameren durchgeführt, wobei sehr wenige Artefakte, wie zum Beispiel 

Proteolyse der Fusionsproteine oder das Bilden von Rezeptormultimeren, beschrieben 

worden sind. 

1.4.2 Konkatamere weiterer Ionenkanäle 

Als erstes wurde die Konkatamerstrategie bei Studien über spannungsabhängige Kalium-

kanäle angewendet, dabei konnte in Tetrameren die Stöchiometrie an Bindestellen für 

Tetraethylammonium charakterisiert werden (Liman et al. 1992; Hurst et al. 1992). Es 

folgten Untersuchungen an zyklisch nukleotidgesteuerten Kanälen (CNG-Kanal) 

(Zagotta et al. 1996 ), am epithelialen Natriumkanal (ENaC)(Firnov et al. 1998), am me-

chanosensitiven Kanal MscL aus E.coli (Blount et al. 1996), am Cystic Fibrosis Trans-

membran Conductance Channel (CFTR) (Zerhusen et al. 1999) und weiteren Transport-

proteinen. 

Besonders zu erwähnen sind auch Untersuchungen zu nikotinischen Acetylcholin-Rezep-

toren und P2X-Rezeptoren, bei denen auftretende Artefakte sehr genau beschrieben wor-

den sind. Bei ersteren wurden am Beispiel von Rezeptoren robuste Expressionen 
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von intakten dualen Konstrukten und heterogene Rezeptorpopulationen erhalten (Groot-

Kormelink et al. 2004). Es wurden dabei Reportermutationen, welche die Acetylcholin-

sensititvät erhöhen,  in der Untereinheit eingefügt, so dass die Anzahl inkorporierter 

Untereinheiten ausgezählt werden konnte. Als Ursachen für die heterogenen Rezep-

torpopulationen ausgehend von dualen Konstrukten wurden Rezeptoren diskutiert, bei 

denen die Untereinheiten unvollständig in die Pentamere eingebaut wurden. Tatsächlich 

konnten mit biochemischen Versuchen zur Größenbestimmung nativer Proteinkomplexe 

anhand von Rezeptoren höhermolekulare Rezeptoren wie Dipentamere oder Re-

zeptoren mit einer außerhalb des Pentamers befindlichen Untereinheit identifiziert wer-

den. (Zhou et al. 2003). Durch die Koexpression dualer Konstrukte und einer einzelnen 

Untereinheit konnten hingegen nur noch Monopentamere detektiert werden. Ähnliches 

wurde auch bei den trimeren P2X1-Rezeptoren beobachtet, bei denen ausgehend von in-

takten membranständigen Konstrukten aus zwei bis sechs Untereinheiten robuste Ströme 

gemessen werden konnten. (Nicke et al. 2003). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Kon-

katamerstrategie anfällig für Artefakte ist und dass sorgfältige Kontrollen geplant werden 

müssen, um Fehlinterpretationen weitestgehend zu vermeiden.  
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2 Ziele 

Ausgehend von meiner Diplomarbeit zum Thema Ethanolsensitivität enthaltender  

GABAA-Rezeptoren und deren kontroverser Diskussion in der Literatur (Korpi et al. 2007 

und Meera et al. 2010), hatten sich Fragen über die Assemblierung und Stöchiometrie  

dieser Rezeptoren herausgebildet. Ein sehr enthusiastisches Ziel war daher zu Beginn der 

Arbeit die Konstruktion definierter enthaltender GABAA-Rezeptoren mit Hilfe der 

Konkatamerstrategie und deren Testung auf Ethanol, so dass die ethanolsensitive Isoform 

gefunden werden kann. Es wurden dabei im Laufe der Arbeit folgende Ziele erarbeitet:   

 Erstellen eines Sets von Konkatameren zur Assemblierung definierter GABAA-Re-

zeptoren sowie deren biochemischer und pharmakologischer Charakterisierung. 

 Aufgrund der schweren Exprimierbarkeit sich aus Konkatameren assemblierenden 

enthaltenden GABAA-Rezeptoren wurden zunächst enthaltende Rezeptoren zur 

Etablierung der Strategien charakterisiert mit dem Ziel später die  durch die Un-

tereinheit zu substituieren. 

 Eine grundsätzliche Frage ist die Ligandenstöchiometrie, also beispielsweise wieviele 

GABA-Moleküle an den Rezeptor binden müssen, um den Kanal zu öffnen. Dazu 

sollten GABAA-Rezeptoren mit nur einer GABA-Bindestelle durch Einfügen einer 

Punktmutation oder Anordnung der UE, so dass nur eine putative GABA-Bindestelle 

vorliegt, charakterisiert werden. 

 Weiterhin sollten Parameter oder Liganden gefunden werden, welche die An- oder 

Abwesenheit von Untereinheiten (UE) oder UE-Nachbarschaftsbeziehungen in pen-

tameren GABAA-Rezeptoren kennzeichnen. 

 Es sollten suptypspezifische Liganden für enthaltende GABAA-Rezeptoren gefun-

den werden.  
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

Tabelle 2: Verwendete Antikörper 

Antikörper Verdünnung Hersteller 

GABAA  1:1000 Chemicon 

GABAA R3 (D-12) sc-376252 

Maus IgG1 

1:1000 Santa Cruz Biotechnology 

GABAA R 3 62-3G1  1:10000 Upstate (Millipore) 

GABAA R BD28 1:250 – 1:1000 Gabe Hanns Möhler 

GABAA R  1:1000 Rockland 

Ziege Anti-Maus HRP P0447 1:10000 DAKO 

Schwein Anti-Hase HRP P0448 1:10000 DAKO 

Tabelle 3: Verwendete Kits 

Name Verwendung Hersteller 

FastPlasmid Mini Kit Plasmidpreparation reiner DNA 

für Sequenzierungen 

5Prime 

Pure Yield Plasmid 

Miniprep System 

Plasmidpreparation transfezier-

barer DNA ~ 20 µg 

Promega 

Pure Yield Plasmid 

Midiprep System 

Plasmidpreparation transfezier-

barer DNA ~ 200 µg 

Promega 

Pure Yield Plasmid 

Maxiprep System 

Plasmidpreparation transfezier-

barer DNA ~ 1000 µg 

Promega 

Wizard SV Gel und PCR Clean-

UP System 

Reinigung und Extraktion von 

DNA   

Promega 

Plasmid Mini Kit Plasmidpreparation reiner DNA 

für Sequenzierungen 

Quiagen 

Plasmid Midi Kit Plasmidpreparation transfezier-

barer DNA ~ 1000 µg 

Quiagen 

Plasmid Maxi Kit Plasmidpreparation transfezier-

barer DNA ~ 1000 µg 

Quiagen 

QlAQuick Gel Extraction Kit Reinigung und Extraktion von 

DNA   

Quiagen 



3 Material und Methoden 28 

NucleoSpin Gel and PCR 

CleanUp 

Reinigung und Extraktion von 

DNA   

Macherey-Nagel 

SP6 Machine RNA Synthese  Ambion 

Phusion High FidelityPoly-

merase 

PCR NEB 

 

Tabelle 4:  Stammlösungen der eingesetzten Liganden 

Substanz Hersteller Konzentration Lösungsmittel 

GABA Sigma-Aldrich 10 mM und 100 mM Badlösung 

Pentobarbital Sigma-Aldrich 3 M Badlösung 

Furosemid Sigma-Aldrich 2 M 2 M NaOH  

DS-Derivate Tocris, AG Schirmeister, AG Rösch 1 mM DMSO 

E033-00233 Biocrea 1 M DMSO 

Diazepam Laborbestand 100 mM Ethanol 

Bretazenil Roche 100 mM Ethanol 

Flurazepam Roche 100 mM DMSO 

Flumazenil Sigma-Aldrich 100 mM Ethanol 

Etomidat Tocris 300 mM DMSO 

Loreclezol Laborbestand 50 mM Ethanol 

Tabelle 5: Chemikalien 

Substanz Hersteller 

2-Log DANN Leiter (Quick Load) NEB 

4x Lämmlipuffer (Roti-Load 3) Roth 

Acrylamid (30 % Acrylamid/Bis Solution 29:1) Bio-Rad 

Agar (Difco Agar, Granulated) BD 

Agarose (SeaKem LE agarose) FMC BioProducts 

Ampicillin GERBU Trading GmbH 

APS (Ammoniumperoxodisulfat) Sigma-Aldrich 

ATP Sigma-Aldrich 

Blot-Puffer (ProSieve EX Western Blot-Transfer Buffer) Lonza 

CaCl2*2H2O Sigma-Aldrich 
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Carbenicillin Dinatriumsalz Applichem 

CsCl Sigma-Aldrich 

D(+)-Glucose Merck 

DMSO Roth 

dNTPs (10 mM) NEB 

DTT  Sigma-Aldrich 

EDTA Sigma-Aldrich 

EGTA Sigma-Aldrich 

Entwicklungsreagenz (WesternBright Sirius) Advansta 

Entwicklungsreagenz (WesternSure Premium) LICOR 

Essigsäure Roth 

Ethanol Roth 

Ethidiumbromid-Lösung (10 mg/ml in H2O) Sigma-Aldrich 

FBS (Fetal Bovine Serum) Gibco 

Glyzerin Roth 

GTP Sigma-Aldrich 

HCl (37%, rauchend) Merck 

Hefeextrakt (Bacto Yeast Extract) BD 

HEPES Sigma-Aldrich 

Isopropanol Roth 

K2HPO4 Merck 

KCl Roth 

KH2PO4 Merck 

KOH Merck 

Laufpuffer (ProSieve EX Running Buffer) Lonza 

L-Glutamin (200 mM) Sigma-Aldrich 

Ligase (T4 DNA Ligase 5 Weiss U/µl) Fermentas 

MEM (Minimum Essential Medium) Gibco 

MgCl2*10H2O Roth 

MgSO4*7H2O Merck 

Milchpulver (Nonfat Dried Milk Powder) AppliChem 

Na2HPO4*2H2O Roth 

NaCl Roth 
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NaHCO3 Merck 

NaOH Merck 

Natriumacetat-Dihydrat Merck 

Neutravidin Agarose Resin (High Capacity) Thermo Scientific 

Ortho-H3PO4, 85% Merck 

PBS Sigma-Aldrich 

Penicillin (10000 units/ml)-Streptomycin (10 mg/ml) Sigma-Aldrich 

Prestained Protein Ladder, Broad Range (10-230 kDa) NEB 

ProSieve QuadColor Protein Marker (4,6-300 kDa) Lonza 

Proteaseinhibitor-Cocktail P8340 Sigma-Aldrich 

Proteaseinhibitor-Tabletten (cOmplete, Mini) Roche 

Restriktionsenzyme NEB und Fermentas 

RNAse (100 mg/ml) Quiagen 

SDS Roth 

Sulfo-NHS(N-Hydroxysuccinimid)-Biotin Thermo Scientific 

TEMED Sigma-Aldrich 

Tris Roth 

Trypton (Bacto Trypton) BD 

Tween 20 Roth 

WesternBright ChemiPen Advansta 

Tabelle 6: Verwendete Puffer 

Puffer Zusammensetzung 

Badlösung für 

HEK293 

2 mM MgSO4, 135 mM NaCl, 5,3 mM KCl, 2 mM CaCl2, 10 mM HEPES, pH 

= 7,35-7,38 

CsCl-Lösung 90 g CsCl + 90 ml TE-Puffer 

Frosch Ringerlösung 115 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 1,8 mM CaCl2, 10mM HEPES, pH 7,5 mit NaOH, 

1 mM Gentamycin 

HBS 2x 8 g Na NaCl, 0,2 g Na2HPO4*7H2O, 6,5 g HEPES in 500 ml H2O, pH = 7,0 

Intrazelluläre Lösung 10 mM NaCl, 80 mM KCl, 2 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 50 mM KOH, 10 mM 

EGTA, 10 mM HEPES, 3,1 mM ATP, 0,4 mM GTP 

Kollagenasepuffer 83 mM NaCl, 2 mM KCl, 1 mM MgCl2, 5 mM HEPES, pH 7,5 mit NaOH 

LB-Medium 10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L NaCl, 15 g/L Agar,     pH = 7,4 

Lösung 1 50 mM Glucose, 25 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH = 8,0 
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Lösung 2 1% SDS, 0,2 M NaOH 

Lösung 3 600 ml 5 M KCl + 115 ml Eisessig + 285 ml H20 

Lysispuffer 1 % SDS in 50 mM Tris/Citrat, pH = 7,4 + Protease Inhibitor Cocktail Mini  

Sammelgelpuffer 0,3 M Tris/Phosphat, 0,5% SDS, pH 6,7 

SOB-Medium 20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 0,5 g/l NaCl, 0,2 g/l KCl,  10 mM MgCl2, 10 

mM MgSO4, pH= 7,0 mit NaOH 

SOC-Medium 20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 0,5 g/l NaCl, 0,2 g/l KCl,  20 mM Glucose, 

pH= 7,0 mit NaOH 

TAE 50x 2 M TrisCl, 1 M Essigsäure, 50 mM EDTA, pH = 8,0  

TB-Medium 12 g Trypton, 24 g Hefeextrakt, 4 ml Glycerol in 900 ml H2O + 2,31 g KH2PO4, 

12,54 g K2HPO4 in 100 ml H2O  

TBS  50 mM Tris, 150 mM NaCl 

TBST 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1 % Tween 

Trenngelpuffer 60 ml 2,5x Trenngelpuffer (1,875 M Tris/HCl, 0,25 % SDS, pH = 8,9) + 49,3 

ml H2O 

Tris/Citrat-Puffer 50 mM, pH = 7,4 

Tris/HCl-Puffer 10 mM, pH = 7,4 

Tabelle 7: Primer 

Nr. Name Sequenz 5‘→ 3‘  

Primer zum Einfügen von Mutationen 

1 a1F64C_forward  GGAATATACAATAGATGTGTGTTTCCGCCAAAGCTGG 

2 a1F64C_backward CCAGCTTTGGCGGAAACACACATCTATTGTATATTCC 

3 ra4F64C_for_2 GGAATACACAATGGATGTGTGCTTCAGACAGACATGG 

4 ra4F64C_back_2 CCATGTCTGTCTGAAGCACACATCCATTGTGTATTCC 

5 fw alpha6 F63C GATGTTTGCTTCCGACAGACATGGACTGATGAGAG 

6 bw alpha6 F63C GTCGGAAGCAAACATCCATTGTGTACTCCATCTCC 

7 fw_b3ER-TK CTGGCGTGACAAAGATCGAGCTCCCAC 

8 bw_b3GK-DN TAACAGCGTTGTCGTCGCCACGCCAG 

9 fw_b3_rep_DNTK CGACGACAACGCTGTTACTGGCGTGACAAAGATC 

10 bw_b3_rep_DNTK GATCTTTGTCACGCCAGTAACAGCGTTGTCGTCG 

11 bw_b3ER-TK GTGGGAGCTCGATCTTTGTCACGCCAG 

12 fw_b3GK-DN CTGGCGTGGCGACGACAACGCTGTTA 

Primer zum Verknüpfen von Untereinheiten 
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13 Linker3’fw CCGCAATTTAAA-

TAGCGCTGGCGCGCCAGCTCAGGGCGCCCAGAG 

14 Linker5‘bw GCTATTTAAATTGCGGCCGCCACCGG-

TAGGTGCCTGGTTTTGATTCTGG 

15 a6 fw bxb GCAATTTAAATCAAGGCAATGCTCAGACCGCTAACCAGC 

AAGCTCAACTTGAAGATGAAG 

16 a6 bw bxb TGGCGCGCCAGCGCTGTTCTGCTCGACAGTACTGC 

17 a1 fw bxb GCAATTTAAATCAAGCTCAGCAACAGGCTAATGGCC 

AGCCCTCCCAAGATG 

18 a1 bw bxb TGGCGCGCCAGCGCTGTTCTGTTGATGGGGTGTGG 

19 a4 bxb fw GCAATTTAAATCAAGCTCAGCAACAGGCTAATGGCCAGA 

ATTCAAAGGACG 

20 a4 bxb bw TGGCGCGCCAGCGCTGTTCTGCATTAGACTTTCTG 

21 a_g2 fw TGGCGCGCCAGCTCAGGCCGGCCAAAAGTCAGATG 

22 g2s_ax_bw ATTGCGGCCGCCACCGGTAGGTGCCTGGTTTTGATTCTG 

CAGATAAAGATAGGAG 

23 3'alpha1 fw GTCTATTGGGCCACGTATT 

24 g2/d_b3 bw CTGGCGCGCCAGCGCTGTTCTGTTCTGCATTGCGGCCGC 

CACCG 

25 b3_g2 fw GCAATTTAAATCAAGCTCAGCAACAGGGCCAAGCAG 

CTAATGGCCAAAAGTCAGATGATG 

26 fw_b2_BSSH ACAGCGCTGGCGCGCCAGCTCAGGGCGCCCAGAGTG 

TCAATGACCCTAG 

27 bw_b2_Mfe CTTGCAATTGCTTCTCATGGGAG 

Primer zum Sequenzieren oder als Hilfsprimer 

28 T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG 

29 T7 GTAATACGACTCACTATAGGGC 

30 SP6 ACCTTATGTATCATACAC 

31 pRK3’seq AGCTGCAATAAACAAGTTGG 

32 pRK5’seq TCCACTTTGCCTTTCTCTCC 

33 pRK3’b CTCTTTCAGAGGTTATTTCAGG 

34 a4fw GACAACAGTTAATACGACAGG 

35 a4seq GATGGTCACCAAAGTTTGGACC 

36 a4-N-term-seq AATTGTGCCCGGAAAATTTTACC 

37 a4-HindD3 GCGGCCAAGCTTACATTAGACTTTCTGATTTCTCC 

38 Ra4-EcoRV CCAAAAAGAAGATATCAAAACCTCC 
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39 3X6MSCMLU AACTGTTTGGCCAATCAAATCATACTGG 

40 3X1MSCMLU AACTGTTTGGCCAAGAAGGTCATACTGG 

41 5PCRa1 AACAGTTGACTCTGGAATTGT 

42 3PCRa1 CACTTTCTTTGGCTTTTCTGG 

43 b3a4b3bw  CGTTTGTTTGTGTGTGTGTGTG 

neu eingefügte Basen sind unterstrichen  

Tabelle 8: Geräte 

Gerät Hersteller 

Gene Amp PCR System 2400 Perkin Elmer 

Master Cycler Gradient Eppendorf 

SDS-Gel-System Mini-Protea II Bio-Rad 

Trans-Blot Semi Dry Transfer Cell Bio-Rad 

Power Pac 3000 Bio-Rad 

C-DiGit Chemiluminescent Western Blot Scanner LI-COR 

Biofuge 13 Heraeus 

Cetnrifuge 5417R Eppendorf 

Megafuge 1.0R Heraeus 

Superspeed Zentrifuge RC 5B Sorvall 

RC 5B Plus-Rotor SS-34 Sorvall 

Ultrazentrifuge Optima L-7014 Beckman 

Optima L-7014-Rotor VTI 65.2 Beckman 

Thermomixer comfort Eppendorf 

Blockthermostat BT 100 Kleinfeld Labortechnik 

Schüttelinkubator innova 4300 New Brunswick Scientific 

Wärmeschrank Memmert 

Brutschrank Thermo Scientific 

Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer Pequlab 

Ultraschallgerät Sonoplus HD2070 Bandelin 

UV/VIS Spectrometer Lambda Bio Perkin Elmer 

Wippschüttler 3013 GFL 

Mini Rocker-Shaker PMR-30 Grant-Bio 
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Tabelle 9: Gebrauchsmaterialen 

Gegenstand Hersteller 

Extra Thick Western Blotting Filter Paper Thermo Scientific 

Imobilon-P Transfer Membran EMD Millipore 

Kulturflaschen (500 ml) Greiner Bio-One 

Kulturschalen (10 cm) Greiner Bio-One 

6-well-Platten Sarstedt 

Küvetten, Halbmikro PS Ratiolab 

Falcons (15 und 50 ml) Greiner Bio-One 

Reagiergefäße (0.2, 1.5 und 2 ml) Eppendorf und Sarstedt 

Pipettenspitzen (diverse Größen) Eppendorf und Brand 

 

Tabelle 10: Software 

Name Verwendung Hersteller 

Word 2013  Textverarbeitung Microsoft 

Excel 2013 Berechnungen Microsoft 

Powerpoint 2013 Abbildungen Microsoft 

Image Studio Lite 3.1 Western Blots Li-COR 

Clampex 8.1 & 10.1 Datenerfassung Elektrophysiologie Axon Instruments 

Clampfit 10.3 Auswertung Elektrophysiologie Axon Instruments 

ApE Sequenzaligments University Utah 

Omiga 1.0 In silico Klonierungen Oxford Molecular Group 

Prism6 Statistik Graph Pad 

EggWorks 3.02 Datenerfassung Elektrophysiologie NPI 

Origin 8.5 Statistik OriginLab Corp. 

Tabelle 11: Verwendete Vektoren aus dem Laborbestand 

Plasmid Variationen 

pRK5-r  

pRK5-r  

pRK5-r  

pRK5-r pRK5-rshort 
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pRK7-r pRK7-rS265N 

pRK5-r pRK5-rN265S, pRK5-rN265M 

pRK5-r pRK5-rN265S 

pRK5-r  

pRK5-rs pRK5-rl 

pRK5-r  

pRK5-rg2  

pRK5-r  

pRK5-rb3  

pRK5-r  

pRK5-r  

eGFP  

 

 

Tabelle 12: Selbst erstellte oder unter Anleitung* erstellte Punktmutanten 

Plasmid Primer 

pRK5-rF64C PCR (1,2) 

pRK5-rF64C PCR (3,4) 

pRK5-rF64C PCR (3,4) 

pRK5-rF63C* PCR (5,6) 

pRK5-rDNTK 1. PCR (7,8) 2. PCR (9,10) 

 

 

Tabelle 13: Selbst erstellte oder unter Anleitung* erstellte Konkatamere  

Plasmid Vektor Insert Enzyme 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r Not1/Pml1 

pRK5-r pRK5-r PCR(26,27)pRK5-r Mfe1/BssH2 

pRK5-rF64C pRK5-r pRK5-rF64C Mlu1/EcoR1 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r Mlu1/Pst1 
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pRK5-rF64C pRK5-r pRK5-rF64C Xba1/Bsu36I 

pRK5-rDNTK pRK5-r pRK5-rDNTK Sal1/Pml1 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r Mlu1/Xba1 

pRK5-rF64C pRK5-rF64C pRK5-r Mlu1/Pst1 

pRK5-r pRK5-r PCR(17,18) pRK5-r Swa1/BssH2 

pRK5-rF64C pRK5-r PCR(17,18)pRK5-F64C Swa1/BssH2 

pRK5-r pRK5-r PCR(13,14) Swa1/BssH2 

pRK5-r pRK5-r PCR(21,31) pRK5-r Hind3/BssH2 

pRK5-rF64C pRK5-r pRK5-rF64C Nde1/Mlu1 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r Not1/Pml1 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r Kpn1 

pRK5-rF64C pRK5-r pRK5-rF64C Mlu1/EcoR1 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r EcoR5/Xba1 

pRK5-rF64C pRK5-r pRK5-rF64C Mlu1/Xba1 

pRK5-rDNTK pRK5-r pRK5-rDNTK Sal1/Pml1 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r Nde1/Mlu1 

pRK5-rF64C pRK5-r pRK5-rF64C Nde1/Mlu1 

pRK5-r pRK5-r PCR(22,32) pRK5-r Xho1/Not1 

pRK5-rF64C pRK5-rF64C pRK5-r Stu1/EcoR5 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r Stu1/EcoR5 

pRK5-rF64C pRK5-rF64C pRK5-r Stu1/EcoR5 

pRK5-rN265S pRK5-r pRK5-rN265S Not1/Xba1 

pRK5-rN265S pRK5-r pRK5-rN265S Afl2/BssH2 

pRK5-rN265SN265S pRK5-rN265S pRK5-rN265S Not1/Xba1 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r Nde1/Asc1 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r Nde1/Asc1 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r Stu1/Bsu36I 

pRK5-rF63C pRK5-rF63C pRK5-r Stu1/Bsu36I 

pRK5-rshort pRK5-rshort pRK5-r Stu1/Bsu36I 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r Stu1/EcoR5 

pRK5-rF63C pRK5-r pRK5-rF63C Stu1/EcoR5 
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pRK5-rshort pRK5-r pRK5-rshort Stu1/EcoR5 

pRK5-r pRK5-r PCR(15,16)pRK5-r Swa1/BssH2 

pRK5-rF63C pRK5-r pRK5-rF63C EcoR5/Bsu36I 

pRK5-rshort pRK5-r pRK5-rshort EcoR5/Bsu36I 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r Nde1/BssH2 

pRK5-rF63C pRK5-r pRK5-rF63C Nde1/BssH2 

pRK5-rshort pRK5-r pRK5-rshort Nde1/BssH2 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r Nde1/BssH2 

pRK5-rF63C pRK5-r pRK5-rF63C Nde1/BssH2 

pRK5-rshort pRK5-r pRK5-rshort Nde1/BssH2 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r Not1/BssH2 

pRK5-rF63C pRK5-r pRK5-rF63C Not1/BssH2 

pRK5-rshort pRK5-r pRK5-rshort Not1/BssH2 

pRK5-r pRK5-r PCR(22,25)pRK5-r Swa1/BssH2 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r Hind3 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r EcoR5/Nde1 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r EcoR5/Pml1 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r Xba1/Xho1 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r Asc1/SnaB1 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r Not1/Kpn1 

pRK5-r pRK5-r pRK5-r Nde1/Sal1 

3.2 Molekularbiologie 

3.2.1 Restriktion von Nukleinsäuren 

Zur Überprüfung von Restriktionsmustern von Plasmid DNA, zum Erstellen von Inserts 

und Vektoren mit spezifischen Schnittstellen zum Klonieren sowie zum Linearisieren von 

Plasmiden zur RNA-Synthese wurde die DNA nach Herstellerangaben für die jeweiligen 

Enzyme (NEB und Fermentas) verdaut.  

3.2.2 Dephosphorelierung von Nukleinsäuren 

Vektoren mit zwei gleichen Schnittstellen nach der Restriktion wurden mit alkalischer 
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Phosphatase an den Enden dephosphoreliert, um ein Religieren beim Klonieren zu ver-

hindern. Es wurde dazu nach einstündiger Inkubation der DNA mit dem Restriktions-

enzym der Ansatz mit 10x antarktischer Phosphatase Puffer und antarktischer Phospha-

tase versetzt und noch mindestens 1 h bei 37°C und Schütteln (300-400 rpm) inkubiert. 

Die Phosphatase wurde durch eine Reinigung der DNA nach der Gelelektrophorese ent-

fernt oder durch eine fünfzehnminütige Inkubation bei 60°C hitzeinaktiviert.  

3.2.3 Agarose Gelelektrophorese 

Verdaute Plasmid DNA wurde mit 6x Ladepuffer versetzt und es wurden 10-25 µl auf 

ein 0,8-1 prozentiges Agarosegel mit 0,5 µg/ml Ethidiumbromid in TAE-Puffer in die 

Taschen aufgetragen. Die DNA wurde je nach zu erwartender Größe bei 70-120 V für 

20-90 min aufgetrennt. Anschließend wurde das Gel mit einem Transilluminator bei 254 

nm (analytisches Gel) oder 312 nm (präparatives Gel) betrachtet und fotografiert bzw. 

wurden die erwünschten Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten und in Eppendorfge-

fäße überführt.  

3.2.4 Isolierung von DNA 

DNA aus ausgeschnittenen Gelstückchen, aus PCR-Ansätzen oder DNA, welche im klei-

nen Maßstab gereinigt werden sollte, wurde mit den Kits Wizard SV Gel und PCR Clean-

UP System (Promega), NucleoSpin Gel and PCR CleanUp (Macherey-Nagel) oder 

lQlAQuick Gel Extraction Kit (Quiagen) gewonnen. Alle Kits funktionierten nach dem 

gleichen Prinzip, dass die DNA unter sauren, denaturierenden Bedingungen an eine Sili-

kamembran bindet, gewaschen und schließlich eluiert wird. Die Kits funktionierten sehr 

gut und wurden ohne Bevorzugung verwendet. Das Protokoll war beispielsweise für den 

Kit von Promega wie folgt: 10 µl Bindepuffer wurden pro 10 mg Gelstück oder DNA-

Lösung eingesetzt und 10 min bei 65°C unter Schütteln (300-400 rpm) inkubiert. Der 

Ansatz wurde auf eine Säule mit Silikamembran gegeben, 1 min bei 16000 g zentrifugiert,  

mit 700 µl Waschlösung des Herstellers versetzt und 1 min bei 16000 g zentrifugiert. 

Dieser Vorgang wurde mit 400 µl Waschlösung wiederholt und die Säule wurde zum 

Entfernen von Ethanolspuren einmal gegen Luft unter gleichen Bedingungen mit neuen 

Auffanggefäßen zentrifugiert. Abschließend wurden 25 µl autoklaviertes Wasser auf die 

Säulen gegeben und nach 1 min Inkubation wurde die DNA durch Zentrifugation in neue 

1,5 ml Eppendorfgefäße eluiert.  

3.2.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsäuren wurde mit dem Na-

noDrop 1000 Spektrometer durchgeführt. Dazu wurde ein Spektrum von 1-2 µl Lösung 

aufgenommen und die Absorption bei 260 nm zur Konzentrationsbestimmung verwendet.  

Die Ratio OD260/OD280 galt als Maß für die Reinheit der Probe, wobei ein Wert von 1,8 
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reine DNA und ein Wert von 2,0 reine RNA anzeigt. Werte unter 1,8 signalisierten Pro-

teinkontamination und Werte über 1,8 RNA-Kontamination bei DNA-Proben.       

3.2.6 PCR 

Die Polymerasekettenreaktion wurde genutzt, um Punktmutationen einzufügen und um 

Fragmente mit neuen Restriktionsstellen oder Linkersequenzen ausgehend von Plasmid 

DNA zu gewinnen. Es wurde für alle Amplifikationen die Phusion Polymerase von NEB 

verwendet und nach den Herstellerangaben verfahren. Diese zeichnet sich durch eine 

hohe Geschwindigkeit, hohe Robustheit und eine geringe Fehlerhäufigkeit (u.a. durch 3‘-

5‘ Exonukleaseaktivität) aus. Die Komponenten wurden dem Schema in Tab.14 nach auf 

Eis zusammen pipettiert und der PCR-Cycler mit den Parametern aus Tab.15 program-

miert.   

Tabelle 14: Komponenten PCR 

Komponente  50 µl Reaktion Finale Konzentration 

Nukleasefreies Wasser bis 50 µl auffüllen  

5x Phusion HF oder GC Puffer 10 µl 1x 

10 mM dNTPs 1 µl 200 µM 

1 µM forward Primer 2,5 µl 0,5 µM 

1 µM backward Primer 2,5 µl 0,5 µM 

10 ng/µl DNA 1 µl 10 ng 

Phusion DNA Polymerase 0,5 µl  1 U 

 

Tabelle 15: Reaktionsbedingungen PCR 

Schritt Temperatur Dauer 

Initiale Denaturierung 98°C 2 min 

 

20-25 Zyklen 

Denaturierung 98°C 10 sec 

Primer-Anlagerung TM Primer – 3°C 30 sec 

Extension 72°C 30 sec/kb 

Finale Extension 72°C 7 min 

Halteschritt 4°C ∞ 
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Zur Kontrolle, ob eine Amplifikation stattgefunden hat, wurden 10 µl aus dem Reakti-

onsansatz entnommen, mit 2 µl 6x Ladepuffer versetzt und nach 3.2.3. per Gelelektro-

phorese analysiert. Bei erfolgreicher Amplifikation wurde der Rest des Ansatzes mit 1 µl 

DPN1 versetzt und 1 h bei 37°C unter Schütteln (300-400 rpm) inkubiert, um die Temp-

late-DNA zu verdauen. Wurde das Protokoll zum Einfügen von Punktmutationen ver-

wendet, so wurde nach DPN1-Verdau 1 µl des Ansatzes direkt nach 3.3.2 transformiert. 

Andernfalls wurde das Amplifikat mit den für die Klonierung geplanten Restriktions-

enzymen entweder direkt nach 3.2.1 geschnitten oder bei PCR-Pufferinterferenzen (Her-

stellerangabe NEB) nach 3.2.4 gereinigt und dann verdaut. 

3.2.7 Ligation 

Neue Plasmide wurden durch eine Ligation erhalten, indem in 10 µl 50 ng DNA einge-

setzt wurden. Dazu wurden Vektor und Insert im molaren Verhältnis von etwa eins zu 

drei zusammengegeben, mit 10x Ligasepuffer und Ligase von Fermentas versetzt, mit 

autoklavierten Wasser auf 10 µl aufgefüllt, kurz geschüttelt und zentrifugiert. Der Ansatz 

wurde für zweimal sticky ends Ligationen bei Raumtemperatur für 10-15 min und bei 

Ligationen mit blunt ends für 1-2 h inkubiert.  

3.2.8 Sequenzierung 

Die Sequenzierungen wurden von der Firma Starseq oder Genterprise durchgeführt. Dazu 

wurden in 7 µl autoklavierten Wasser etwa 500 ng DNA sowie 10 pmol eines Sequen-

zierprimers  in einen 200 µl PCR Eppendorfgefäßes angesetzt. In der Firma wurden der 

Probe dann mit Fluoreszenzfarbstoffen markierte Nukleotide, nicht markierte Nukleotide, 

Polymerasepuffer sowie eine Polymerase zugesetzt. Es folgte eine Sequenzierung nach 

Sanger und ein Chromatogramm sowie eine Datei mit den ausgelesenen Basen wurden 

erhalten und mit dem Programm ApE ausgewertet.     

3.2.9 DNA Präparationen 

Zur Präparation von Plasmid DNA aus E.Coli wurden je nach Anforderung verschiedene 

Protokolle durchgeführt. Zum Testen von Kolonien beim Klonieren wurde ein einfaches 

Protokoll angewendet, welches geringe Kosten hat, aber das Testen einer Vielzahl von 

Klonen parallel ermöglichte. DNA, welche direkt nach der Präparation für eine Sequen-

zierung eingesetzt wurde und dafür eine sehr hohe Reinheit aufweisen muss, wurde mit 

dem FastPlasmid Kit (5Prime) gewonnen. Plasmid DNA, welche für Transfektionen von 

HEK293T-Zellen verwendet wurde, wurde mit verschiedenen Kits oder mit einem Pro-

tokoll zur Gewinnung sehr großer DNA-Mengen, erhalten. 

3.2.9.1 Plasmid DNA Miniprep zum Austesten von Kolonien 

Zum Austesten der Kolonien nach einer Ligation wurden je nach Klonierstrategie 2-18 
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Klone mit einer gelben Eppendorfpipettenspitze gepickt und in ein Übernachtkulturröhr-

chen mit ca. 3 ml LB-Medium und 100 µg/ml Ampicillin über Nacht bei 37°C und 200 

rpm im Inkubator geschüttelt. Am folgenden Tag wurden etwa 1,5 ml der trüben Bakte-

riensuspension in 2 ml Eppendorfgefäße dekantiert und 3 min bei 16000 g in der Tisch-

zentrifuge zentrifugiert. Die Überstände wurden verworfen und die Pellets in 150 µl Lö-

sung 1 resuspendiert. Anschließend wurden zur alkalischen Lyse 150 µl Lösung 2 zuge-

setzt, die Röhrchen verschlossen, 6-8 mal invertiert und 1 min inkubiert. Es folgte die 

Zugabe von 150 µl Lösung 3 zur Neutralisation und ein 10-12 maliges Invertieren. Nach 

fünfminütiger Zentrifugation bei 16000 g wurden jeweils vorsichtig 400 µl Überstand 

(ohne weiße Flocken!) zu 280 µl Isopropanol in neuen 2 ml Eppendorfgefäßen gegeben 

und es wurde zum Ausfällen der DNA kräftig geschüttelt. Im Anschluss wurden 10 min 

mit 16000 g zentrifugiert, der Überstand wurde vorsichtig abgegossen, das kurz an Luft 

getrocknete Pellet wurde in 100 µl Wasser mit 100 µg/ml RNase aufgenommen und 1 h 

bei 37°C unter Schütteln (300-400 rpm) inkubiert. Es folgte eine Testrestriktion gemäß 

Protokoll 3.2.1. mit 3-5 µl.      

3.2.9.2 Plasmid DNA Miniprep zur Gewinnung reiner DNA 

Für eine Leseweite über 800 bp in der Sequenzierung wurde sehr reine DNA benötigt. 

Diese wurde mit dem FastPlasmid Kit von 5Prime gewonnen. Dazu wurden entweder die 

restlichen 1,5 ml einer Übernachtkultur von einem positiven Klon (3.2.9.1) verwendet 

oder es wurden 1,5 ml direkt von einer Übernachtkultur genutzt, wenn mit hoher Wahr-

scheinlichkeit (beim Einfügen von Punktmutanten) ein positiver Klon erwartet wurde. 

Die Bakteriensuspension wurde in ein 2 ml Eppendorfgefäß dekantiert und 3 min bei 

16000 g in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Das Pellet wurde in 400 µl eiskalten RNase- 

und lysozymhaltigen Lysepuffer resuspendiert, 30 sec gewortext und 3 min bei RT inku-

biert. Das Lysat wurde auf eine Säule dekantiert und es wurde 30 sec mit 16000 g zentri-

fugiert. Anschließend wurde mit 400 µl Waschpuffer gewaschen und schließlich mit 50 

µl autoklavierten Wasser eluiert.  

3.2.9.3 Plasmid DNA Midi- und Maxiprep  

Zur Gewinnung mittlerer Mengen reiner und endotoxinfreier DNA wurden verschiedene 

Kits (siehe Materialteil 3.1) verwendet. Alle funktionierten nach dem gleichen Prinzip 

der alkalischen Lyse, dem Binden und Waschen an einer Silika- oder Anionenaustau-

schermembran und dem Eluieren. Die DNA-Qualität war bei allen Protokollen sehr gut 

(Transfizierbarkeit, geringe Zelltoxizität, OD260/OD280 1,8-1,9), es wurden aber die Kits 

von Promega aus Zeit- und Preisgründen bevorzugt und werden daher im Folgenden kurz 

am Beispiel einer Midiprep dargestellt.  

Es wurde nach einer Retransformation (3.3.2) von einer Kolonie eine Vorkultur in 3 ml 
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LB-Medium (100 mg/ml Ampicillin) für 6-10 h bei 37°C und 200 rpm im Inkubator an-

gelegt. Mit den 3 ml wurde eine große Kultur in 50 ml LB-Medium (100 mg/ml Ampi-

cillin) in einem 250 ml Erlenmeyerkolben beimpft und über Nacht bei 37°C und 200 rpm 

im Inkubator geschüttelt. Die Bakteriensuspension wurde bei RT mit 5000 g 10 min zent-

rifugiert und das Pellet wurde in 3 ml Resuspensionslösung aufgenommen. Anschließend 

wurden 3 ml Lysispuffer zugesetzt und es wurde 3-5 mal invertiert. Nach 3 min Inkuba-

tion bei RT folgte die Zugabe von 3 ml Neutralisationspuffer. Das Lysat wurde 15 min 

mit 15000 g bei RT zentrifugiert und der Überstand wurde auf eine Filtersäule gegeben, 

um SDS-/Membran/-Proteinreste zu entfernen. Das geklärte Lysat wurde durch Unter-

druck von einer Vorrichtung von Promega auf eine Silikamembran gezogen. Unter stän-

dig anliegenden Unterdruck wurde die Membran mit 5 ml Waschlösung, welche Endoto-

xine bindet und mit 20 ml einer weiteren Waschlösung gewaschen. Die Membran wurde 

5 min an der Luft getrocknet, um Ethanolreste zu beseitigen. Die Säule wurde danach in 

ein 50 ml Falcon gesteckt, mit 400 µl nukleasefreiem Wasser versetzt und mit 3000 g bei 

RT für 10 min zentrifugiert. Im Eluat befanden sich anschließend 150-250 µg gereinigte 

DNA.    

3.2.9.4 Plasmid DNA Maxiprep über einen CsCl-Gradienten 

Plasmide, mit denen eine größere Anzahl von Versuchen geplant wurde, wurden nach 

einem Protokoll (Lüddens und Korpi 1997) über einen CsCl-Gradienten gereinigt. 

Dazu wurde nach einer Retransformation (3.3.2) von einer Kolonie eine Vorkultur in 3 

ml TB-Medium (100 mg/ml Ampicillin) für 6-10 h bei 37°C und 200 rpm im Inkubator 

angelegt. Mit den 3 ml wurde eine große Kultur in 250 ml TB-Medium (100 mg/ml Am-

picillin) in einem 250 ml Erlenmeyerkolben beimpft und über Nacht bei 37°C und 200 

rpm im Inkubator geschüttelt. Die Bakteriensuspension wurde am folgenden Tag in 250 

ml Zentrifugenbecher überführt und 10 min bei 4°C mit 3000 g zentrifugiert. Das Pellet 

wurde in 30 ml Lösung 1 resuspendiert und 5 min bei RT inkubiert. Es folgte die Zugabe 

von 60 ml Lösung 2, 4-6 maliges Invertieren und eine 10 minütige Inkubation auf Eis. 

Nach Zugabe von eiskalter Lösung 3 wurde 10-12 mal invertiert und noch einmal 5 min 

auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde 15 min bei 4°C mit 27000 g zentrifugiert und der 

Überstand wurde abfiltriert. Zum geklärten Überstand wurden 100 ml Isopropanol gege-

ben, es wurde kräftig geschüttelt und nochmals 20 min bei 4°C mit 27000 g zentrifugiert. 

Das Pellet wurde kurz an der Luft getrocknet und in 28 ml TE-Puffer aufgenommen. 

Anschließend wurden 28 g CsCl und 0,2 ml (10mg/ml) Ethidiumbromidlösung zugesetzt. 

Die Lösung wurde in 50 ml Falcons 15 min bei RT mit 3000 g zentrifugiert und der 

geklärte Überstand in 28 ml Ultrazentrifugenröhrchen überführt. Es folgte eine Zentrifu-

gation mit 200000 g bei 25°C für 22-24 h. Die Röhrchen wurden geöffnet und die untere 

rote Bande (des Plasmids) wurde mit einer Kanüle abgezogen und in ein neues 4,5 ml 

Ultrazentrifugenröhrchen überführt. Es folgte eine Zentrifugation mit 400000 g bei 25°C 



3 Material und Methoden 43 

für 4 h. Wiederum wurden die Röhrchen geöffnet und die untere rote Bande (meist nur 

eine Bande) wurde mit einer Kanüle abgezogen und in ein 15 ml Falcon überführt. Zur 

Entfernung des Ethidiumbromids wurde 3-4 mal mit  NaCl-gesättigtem Isopropanol aus-

geschüttelt. Die Lösung wurde im Anschluss 1 h und danach 24h gegen 5 l TE-Puffer 

dialysiert. Es konnten mit dem Protokoll 5-8 mg reine Plasmid DNA gewonnen werden. 

 

3.2.10 RNA-Synthese 

Die RNA wurde zum Injizieren in Xenopus Oozyten für die Expression von GABAA-

Rezeptoren benötigt. Dazu wurde zunächst 1 µg Plasmid DNA linearisiert, indem mit 

einem Enzym hinter dem PolyA-Schwanz geschnitten wurde (3.2.1).  

Die Reaktion wurde mit dem SP6 MachineKit von Ambion durchgeführt. Die Kompo-

nenten aus Tab. 16 wurden dazu in einen 1,5 ml Eppendorfgefäß zusammengegeben und 

der Ansatz wurde 2 h bei 37°C und 300-400 rpm geschüttelt. Im Anschluss wurde 1 µl 

DNase zugegeben und 15 min bei 37°C und 300-400 rpm geschüttelt.  

Tabelle 16: Komponenten RNA-Synthese. 

Komponente  20 µl Reaktion 

Nukleasefreies Wasser bis 20 µl auffüllen 

10x Reaktionspuffer 2 µl 

2x NTPs/CAP 10 µl 

1 µg linearisierte DNA x 

Enzymmix  2 µl  

Die Reaktion wurde gestoppt, indem 30 µl nukleasefreies Wasser und 30 µl LiCl-Lösung 

zugesetzt wurden. Nach starken Schütteln und 30 minütiger Inkubation bei -20°C wurde 

bei 4°C und 16000 g für 15 min zentrifugiert. Zum Waschen des Pellets wurde zweimal 

mit 70% Ethanol das Pellet resuspendiert und nochmals bei 4°C und 16000 g für 15 min 

zentrifugiert. Das Pellet wurde in 50 µl TE-Puffer aufgenommen und nach Konzentrati-

onsbestimmung bei -80°C bis zur Verwendung gelagert. Mit dem Protokoll wurden 10-

20 µg RNA erhalten.  
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3.3 Mikrobiologische Arbeiten 

3.3.1 Kompetente Zellen 

Chemisch kompetente Zellen wurden nach dem Protokoll von Inoue et al. (1990) herge-

stellt. Besonders an diesem Protokoll ist das langsame Wachstum der Bakterien bei 18-

22°C für 24-48 h, welches zu einer höheren Kompetenz, d.h. Aufnahmefähigkeit von 

DNA, führt. Es wurden 10-50 µl einer DH5 oder DH10B Suspension zu 125 ml frisch 

autoklavierten SOB-Medium mit Magnesium und ohne Anitbiotikum in einem 1000 ml 

Erlenmeyerkolben mit Schikane gegeben und bei 18-22 °C unter Schütteln (200-300 rpm) 

inkubiert. Die optische Dichte wurde bei 600 nm Wellenlänge nach 24 h und dann alle 1-

2 h gemessen und das Wachstum wurde bei einer OD von 0,3-0,6 gestoppt, indem die 

Kultur auf Eis gelagert wurde. Die gekühlte Suspension wurde für 10 min bei 4°C mit 

5000 g zentrifugiert. Das Pellet wurde in eiskalten 40 ml TB2 resuspendiert und 10 min 

auf Eis inkubiert. Folgend wurde noch einmal für 10 min bei 4°C mit 5000 g zentrifugiert 

und das Pellet in eiskalten 10 ml TB2 resuspendiert, mit 800 µl DMSO versetzt und zu 

100 µl und 500 µl in vorgekühlte 1,5 ml Eppendorfgefäße aliquotiert und sofort bei -80°C 

eingefroren. Zur Bestimmung der Kompetenz wurden am folgenden Tag 100 µl Zellsus-

pension mit 0,1 pg pUC18 nach dem Protokoll 3.3.2 transformiert und die Kolonien aus-

gezählt. Es wurde regelmäßig eine Kompetenz von 107 - 108 Kolonien pro µg – DNA 

erreicht. 

3.3.2 Transformation 

100-200 µl chemisch kompetente E.Coli DH5oder DH10 wurden langsam aufgetaut 

mit etwa 50 ng DNA versetzt und 10 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock für 

60 sec bei 42°C. Nach einer fünfminütigen Inkubation auf Eis folgte nach Zugabe von 

900 µl SOC-Medium eine Inkubation bei 37°C unter Schütteln (300-400 rpm) für 20-40 

min. Von diesem Ansatz wurden 50-200 µl auf vorgewärmte Agarplatten mit 100 µg/ml 

Carbenecilin ausgestrichen und im Brutschrank über Nacht bei 37°C inkubiert.  

3.4 Zellkultur 

3.4.1 HEK293T 

Hek293T-Zellen wurden zur transienten Expression von GABAA-Rezeptoren und deren 

Charakterisierung via Patch-Clamp-Messungen verwendet. Außerdem wurden die bio-

chemischen Tests auf Integrität der Fusionsproteine mit Membranpräparationen von 

HEK293T-Zellen durchgeführt. 
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3.4.1.1 Auftauen von HEK293T-Zellen 

Eine neue Charge an Zellen wurde gestartet, indem 1 ml einer in flüssigen Stickstoff ge-

lagerten DMSO-haltigen Kultur bei 37°C aufgetaut und mit 19 ml vorgewärmten Medium 

versetzt wurde. 1-2 Tage später wurde das Medium getauscht, um das DMSO zu verdün-

nen. Bei ausreichender Zelldichte (50-70% Konfluenz) wurden die Zellen wie unter 

3.4.1.2 weiter kultiviert.  

3.4.1.2 Kultivieren von HEK293T-Zellen 

Die Zellen wurden in 550 cm2 Kulturflaschen in 20 ml Modified Eagles Medium (MEM, 

Invitrogen) unter Zusatz von 10% FCS (hitzeinaktiviert), 2 mM L-Glutamin sowie 100 

µg/ml Penicillin und 100 U/ml Streptomycin im 5% begasten Brutschrank bei 37°C kul-

tiviert. Für die Transfektion wurden die Zellen in 6 Well-Platten (10 cm Schalen) mit 2 

ml (10 ml) Medium gehalten. In die Schalen für elektrophysiologische Versuche wurden 

außerdem 3-6 runde Deckgläschen gelegt, so dass die daran angewachsenen Zellen in die 

Messkammer des Mikroskops eingebracht werden konnten. Die Kultur wurde einmal wö-

chentlich verjüngt, indem die Zellen mit 3 M NaCl (pH 7,4) vom Boden abgelöst und mit 

Medium 1:5 verdünnt wurden. Für die 20 ml Vorratsflasche wurden die Zellen noch ein-

mal 1:4 verdünnt und für die Transfektionen etwa 1:2, 1:3, 1:5 oder 1:8 in Abhängigkeit 

des Transfektionstages (1, 2, 3 oder 4 Tage nach dem Ausplattieren) verdünnt. Die Zellen 

wurden bis zu den Passagen 20-25 verwendet. 

3.4.1.3 Transfektion von HEK293T-Zellen 

Die Zellen wurden in 6 Well-Platten (10 cm Schalen) mit 2 ml (10 ml) Medium kultiviert.    

Die Transfektion der Zellen wurde bei 30-40% Konfluenz mit reiner Plasmid-DNA nach 

der modifizierten (HBS statt BBS) Calciumphosphatmethode (Lüddens und Korpi 1997) 

durchgeführt. Dabei lagen die codierenden Gene in eukaryotischen Expressionsvektoren 

vor. Es wurden für die zu exprimierenden Proteine die Mengen aus Tab. 17 an DNA 

eingesetzt. 

Tabelle 17: cDNA-Mengen für die Transfektionen 

Protein Menge 6 Well-Platte [µg] Menge 10 cm Schale [µg] 

 0,2 1 

 1 5 

 0,2 1 

 0,15 0,6 

 1 5 
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 0,04 0,2 

 0,3 1,5 

 0,08 0,4 

eGFP 0,1 0,5 

Konkatamere 1 5 

 

Die Transfektionsansätze wurden gemäß Tab.18 in der angegebenen Reihenfolge zusam-

men pipettiert. Nach der Zugabe von dem HBS-Puffer wurde der Ansatz zweimal mit der 

Pipette aufzogen, durchmischt und direkt auf die Zellen getropft. Die Zellen wurden fol-

gend nach 20-28 h mit frischem Medium versetzt und am nächsten Tag für die Experi-

mente eingesetzt.     

Tabelle 18: Komponenten Transfektionsansatz 

Komponente  6-Well Platte  10 cm Schale 

Wasser bis 200 µl auffüllen    bis 1 ml auffüllen    

Plasmid DNA Tab. 17 Tab. 17 

2,5 M CaCl2 12,6 µl 63 µl 

2x HBS-Puffer 100 µl  500 µl 

 

3.4.2 Oozyten aus Xenopus laevis  

3.4.2.1 Haltung und Präparation der Xenopus laevis Oozyten 

Die weiblichen südafrikanischen Krallenfrösche (Xenopus laevis) wurden nach den Re-

geln der Versuchstierordnung Helsinki bei 18 °C gehalten. Für die Präparation der Oozy-

ten wurden die Frösche in einem 1 l Becherglas mit 0,2% Tricainlösung anästhesiert und 

im unteren Abdomen aufgeschnitten, um 3-5 Loben mit Oozyten zu entfernen. Es wurden 

die Zellen grob vereinzelt und mit Kollagenase Typ 1A (0,3 U/ml) 30 Minuten inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen in 96 Well-Platten vereinzelt und bei 18 °C  in Frosch-

Ringerlösung einen Tag bis zur RNA-Injektion gehalten. 
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3.4.2.2 Injektion der RNA zur Expression in Xenopus laevis Oozyten 

Für die Injektion der RNA-Lösungen wurden Glaskapillaren ausgezogen und abgebro-

chen, so dass eine scharfe Öffnung von etwa 20-40 µm entstand. Die Kapillaren wurden 

mit Öl gefüllt und es wurde die RNA-Lösung mit Hilfe des Nanoject Injektor (Drummond 

Scientific) aufgezogen und anschließend wurden je ~42 nl (5-20 ng DNA) in die Zellen 

injiziert. Die Zellen wurden zurück in die 96 Well-Platten überführt und 3-9 Tage bis zu 

den Experimenten aufbewahrt.    

 

3.5 Proteinbiochemie 

3.5.1 Membranproteine solubilisieren 

Es wurde ein Protokoll zur Membranpreparation von HEK293T-Zellen im kleinen Maß-

stab in Anlehnung an die Publikation (Lüddens und Korpi 1997) entwickelt, um für Wes-

tern Blots 6-18 Proben parallel zu bearbeiten. Es wurden im Wesentlichen 6-well Platten 

mit einer Fläche von je ~ 9 cm2 verwendet. 

Zu Beginn wurde das Medium abgesaugt und die Zellen vorsichtig mit 1 ml PBS gewa-

schen. Anschließend wurden die Zellen mit 1 ml eiskalten hypotonen Puffer von der 

Oberfläche abgelöst und in vorgekühlte 1,5 ml Eppendorfgefäße überführt. Nach 10 

minütiger Inkubation auf Eis auf dem Kippschüttler wurde 20 min bei 4°C mit 20000 g 

zentrifugiert. Die Pellets wurden in 100 µl SDS-Lysispuffer aufgenommen und mit 3-4 

Ultraschallpulsen (50% Power) resuspendiert, wobei die genomische DNA durch die 

Scherkräfte in kleinere Fragmente zerlegt wurde. Nach 10 minütiger Inkubation auf Eis 

auf dem Kippschüttler wurden die Proben 30 min bei 4°C mit 20000 g zentrifugiert. Es 

wurden folgend vorsichtig 52 µl Überstand abgenommen und mit 20 µl 4x RotiLoad3 

und 8 µl 1M DTT versetzt, 10 min bei 70°C gekocht und die Proben wurden bei -20°C 

eingefroren.  

3.5.2 Aufreinigung von membranständigen Proteinen mittels 

Biotinylierung 

Um nur die plasmamembranständigen Proteine zu untersuchen, wurde ein Protokoll ent-

wickelt, bei dem auf die intakten Zellen eine Lösung mit einem nicht membrangängigen 

Sulfo-NHS-Biotin, welches mit Lysinen reagiert, gegeben wurde. 

Zu Beginn wurde das Medium abgesaugt und die Zellen vorsichtig mit 1 ml PBS gewa-

schen. Die Zellen wurden noch einmal mit 1 ml PBS versetzt, von der Oberfläche abgelöst 

und 10 min bei 4°C und 600 g zentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen mit 200 µl 

PBS + 0,5 mg/ml Sulfo-NHS-Biotin versetzt und 30 min auf Eis auf dem Kippschüttler 
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inkubiert. Die Zellen wurden erneut bei 10 min bei 4°C und 600 g zentrifugiert und drei-

mal mit 500 µl PBS + 50 mM Tris zum Quenchen der Reaktion gewaschen. Folgend 

wurde das Pellet in 500 µl hypotonen Puffer resuspendiert und die Probe wurde wie unter 

Punkt 3.5.1 bis zum SDS-Lysespufferüberstand behandelt. 100 µl des Überstandes wur-

den mit 800 µl hypotonen Puffer versetzt, um die SDS-Konzentration auf 0,1% in der 

Neutravidin-Biotinreaktion zu verringern. Es wurden 100 µl Neutravidinagarosesuspen-

sion zugegeben und der Ansatz wurde über Nacht bei 4°C im Überkopfschüttler geschüt-

telt. Die Agarosebeads wurden am nächsten Tag 5 min bei 4°C und 2500 g zentrifugiert 

und zweimal mit 500 µl hypotonen Puffer gewaschen. Danach wurden zu den Beads 25 

µl 4x RotiLoad3 sowie 10 µl 1 M DTT gegeben und es wurde 10 min bei 70°C eluiert. 

Anschließend wurden die Proben 10 min mit 13000 g zentrifugiert und die Überstände 

bei -20°C eingefroren.      

3.5.3 SDS-Gelektrophorese 

Für die SDS-Gelelektrophorese wurden die Proben aus 3.5.2 und 3.5.3 aufgetaut, noch-

mals 5 min bei 70°C erhitzt und 10 min mit 13000 g zentrifugiert. Die Zusammensetzung 

der Gele ist in Tab.19 dargestellt.  

Tabelle 19: Komponenten SDS-Gel 

Komponente  Trenngel 8% Sammelgel 4% 

Acrylamid (30%) 3,95 ml 0,65 ml 

Puffer 10, 91 ml Trenngelpuffer 4,2 Sammelgelpuffer 

TEMED 12,7 µl 6,2 µl 

APS (10%) 136 µl 45 µl 

Das Trenngel wurde gegossen und mit Isopropanol überschichtet. Nach dem Aushärten 

wurde das Isopropanol abgegossen und es wurden das Sammelgel sowie der Kamm ein-

geführt. Der Kamm wurde entfernt und es wurden 5-20 µl der Proben in die Taschen eines 

1 mm oder 0,75 mm Gels mit einer Hamiltonspritze aufgetragen. Zusätzlich wurde eine 

Tasche mit 5 µl ProSieveQuadColor Proteinmarker oder NEB BroadRange beladen. Der 

Gellauf fand in einem ProSieve EX Running Puffer statt, wobei erst 20 min 50 V und 

dann 90 min 100 V angelegt wurden. Als Apparatur wurde das BioRad MiniProtean II 

System, welches in einem Eisbad stand, verwendet. 
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3.5.4 Western Blot 

Das Polyacrylamidgel wurde aus den Glasplatten entfernt, 5 min mit Wasser gewaschen 

und 5 min mit ProSieve EX WesternBlot Transferpuffer equilibriert. Parallel wurden 

PVDF-Membranen 60 sec in Ethanol, 60 sec in Wasser und 5 min mit ProSieve EX Wes-

ternBlot Transferpuffer equilibriert. In dem Puffer wurde das Gel blasenfrei auf die 

Membran gelegt und auf ein in Blotpuffer getränktes Filterpapier auf der SemiDry-Ap-

paratur aufgebracht, oben wurde nochmals ein in Blotpuffer getränktes Filterpapier ge-

legt. Die Apparatur wurde zusammengebaut und der Transfer fand für 20 min bei 15 V 

statt. 

Die Membran wurde danach kurz in Wasser getaucht und kurz an der Luft getrocknet, bis 

die Proteinspuren erkennbar wurden. Die Membran wurde zurecht geschnitten und die 

Markerbanden wurden mit dem WesternBright ChemiPen nachgezeichnet. Es folgte zum 

Blocken unspezifischer Bindungen eine Inkubation in TBST mit 0,5% Milchpulver auf 

dem Kippschüttler bei RT. Anschließend wurden je nach Größe der Membran und des 

Gefäßes 5-10 ml Primärantikörperlösung (Verdünnung siehe Tab.2) in TBST mit 0,5% 

Milchpulver zugegeben und über Nacht bei 4°C auf dem Kippschüttler inkubiert. Am 

nächsten Tag wurde einmal kurz und dreimal 10 min mit TBST gewaschen und es folgte 

die Inkubation mit dem Sekundärantikörper (Verdünnung siehe Tab.2) in TBST mit 0,5% 

Milchpulver 1 h bei RT auf dem Kippschüttler. Es wurde die Membran wie zuvor mit 

TBST und noch einmal 5 min mit TBS gewaschen. Folgend wurde eine Mischung zu 

gleichen Teilen aus WesternBright Chemilumineszenz Substrat 1 und 2 gleichmäßig auf 

die Membran verteilt. Es wurde 1 min gewartet, das überschüssige Substrat abgegossen 

und abschließend der Blot mit dem C-Digid-Scanner eingescannt. 

3.6 Elektrophysiologie 

3.6.1 Patch-Clamp-Messungen an in HEK293T-Zellen exprimierten 

GABAA-Rezeptoren 

Zur Charakterisierung der Wechselwirkung zwischen Rezeptoren und Liganden wurden 

Einzelzellexperimente mit der Patch-Clamp-Methode im Ganzzellmodus durchgeführt. 

Die Methode basiert auf Entwicklungen von E. Neher und B. Sakmann (Hamill et al 

1981). Dabei wird der Zelle ein definiertes Membranpotential nach den Prinzipien der 

Spannungsklemme aufgezwungen. Die Zelle ist dabei in einer mit Elektrolytlösung (ex-

terne Lösung) gefüllten Badkammer in einem inversen Mikroskop. Mit Hilfe einer Patch-

Clamp-Elektrode, in er sich ebenfalls eine Elektrolytlösung (interne Lösung) befindet, 

verschafft man sich einen nach außen isolierten Zugang zum Zellinneren. In dieser Kon-

figuration bildet die Zelle ein sogenanntes RC-Glied (Abb. 10).  
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Abbildung 10: Ersatzschaltbild Patch-Clamp A: Vereinfachtes Schaltbild, Im ist der über die Membran 

fließende Strom, Vm das Membranpotential, Rf bezeichnet den Rückkopplungswiderstand, OPV und DV 

den Operations- bzw. Differenzverstärker. B: Zelle im Ganz-Zell-Modus, Cm ist die Membrankapazität, Rm 

und RS sind der Membranwiderstand bzw. an der Pipettenöffnung auftretende Widerstrand. (nach Skript 

Biophysikalisches Institut Göttingen, 2007) 

Die Zelle wird während der Messung bei einem Potential von -40 mV gehalten. Treten 

Änderungen der Membranleitfähigkeit z.B. infolge von Ionenkanalöffnungen auf, so wird 

dies registriert, indem ein Operationsverstärker solange aufgrund der Rückkopplung 

nachregelt, bis Vm= Vsoll ist. Der über den Rückkopplungswiderstand fließende Strom Im 

ist identisch mit dem Strom durch die Membran, welcher zur Aufrechterhaltung der 

Membranspannung erforderlich ist. 

Ein Differentialverstärker greift die abfallende Spannung am Widerstand ab, und dieses 

Signal wird am Strom-Monitor-Ausgang zur Verfügung gestellt. Das Programm Pulse 

(Heka) steuert mit Hilfe des im EPC8-Verstärkers implementierten Analog-Digital-

Wandlers den Verstärker und berechnet den Strom.  

Der Messstand ist in Abb. 11 dargestellt. Dabei ist ein Inversmikroskop (Olympus IX70 

mit Fluoreszenzeinrichtung (U-RFL-T) und Phasenkontrastoptik; Objektive: 10x, 40x) 

auf einem schwingungsgedämpften Tisch (IsoStation Vibration Isolated Workstation) 

aufgebaut. Seitlich sind ein Manipulator (Narishige NHW-3, Narishige Scientific Lab.) 

zur Führung der Ableitelektrode und ein Manipulator (Narishige MX-2) mit dem Appli-

kationssystem (SF77B, Warner Instruments), welches einen Lösungswechsel < 20 ms er-

möglicht, angebracht. Dem Applikationssystem sind Spritzen (Braun) zur Befüllung von 
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Lösungen über ein 26-fach Rotationsventil (VICI Valco Instruments) angeschlossen. Die 

Ableitelektrode besteht aus einer mit dem Puller (P-97 Flaming Brown, Sutter Instru-

ments) in 4 Zyklen ausgezogenen Borosilikatglas-Patchpipette (GB 150F-10 0.5-1.5-100 

mm) und einem chlorierten Silberdraht (AG-5T, Science Products, Hofheim). Sie ist an 

einem Elektrodenhalter (HEKA) fixiert und so mit einem Schlauch zur Druckmanipula-

tion verbunden.  

 

Abbildung 11: Messstand Patch-Clamp-Setup (Im Text erläutert) 

Die Badkammer ist mit zwei Glaskapillaren bestückt, wobei eine der Zuführung von Bad-

lösung dient und die andere mit Hilfe einer Vakuumpumpe das Volumen konstant und 

die Badoberfläche sauber hält. Dadurch wurde die Badlösung alle 30-40 sec ausgetauscht. 
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Zur Abschirmung von elektrischen Störungen war der gesamte Messstand in einem Fara-

dayschen Käfig aufgebaut. 

Für die Messungen wurden die auf runden Deckgläschen gewachsenen Zellen zwei Tage 

nach der Transfektion in die Messkammer eingebracht. Die intrazelluläre Lösung wurde 

mit einer 1 ml Spritze mit Sterilfilter (Puradisc 4 mm syringe filter, 0,2 µm PES Membran, 

Whatman International) und Glaskapillare (MikroFil, CMF34G mit 100 µm OD, WPI) in 

die ausgezogenen Pipetten gefüllt. Durch kurze Testpulse wurde der Widerstand der Pi-

petten gemessen, welcher zwischen 2,5 und 10 MΩ liegen sollte. 

Im Anschluss wurde eine einzelne grünfluoreszierende Zelle, welche eine erfolgreiche 

Transfektion anzeigte, ausgewählt. Die Patchpipette wurde mit Hilfe des Mikromanipu-

lators über die Zelle gesteuert, auf die Pipette wurde leichter Überdruck ausgeübt und sie 

wurde unter Kontrolle des Widerstandes auf die Zelloberfläche gesetzt. Es wurde sofort 

Unterdruck ausgeübt und eine Haltespannung von -40 mV angelegt, so dass sich die Zell-

membran an die Glasöffnung bindet. Nach Erreichen des Gigaseals befand sich die Zelle 

im Cell-Attached-Modus und es wurde zum Öffnen der Zelle starker Unterdruck angelegt 

oder ein Spannungssprung von 200-300 mV durchgeführt. Nachdem sich die Zelle im 

Ganzzellmodus befand, wurde diese vorsichtig vom Boden abgelöst und mit dem Mani-

pulator vor das Applikationssystem befördert. Die transienten Stromspitzen wurden kom-

pensiert, indem die Kapazitäten Cfast für die Pipette, Cslow  für die Membran und der Se-

rienwiderstand Rs am Verstärker eingestellt wurden.  

Es folgten Applikationen von täglich frisch angesetzter in Badlösung gelöster Liganden 

für 4 sec. Zwischen den Applikationen wurde für 30-60 sec mit Badlösung gewaschen.   

  

3.6.2 Zwei-Elektroden-Spannungsklemme zur Charakterisierung von in 

Xenopos laevis Oozyten exprimierten GABAA-Rezeptoren 

Für die Messungen wurden Glaskapillaren mit Widerständen von etwa 1-2 MΩ aus Bo-

rosillikatglas mit dem Puller Sutter P-1000 gezogen und mit 3 M KCl-Lösung gefüllt. Die 

Zellen wurden 3-9 Tage nach der RNA-Injektion mit einer abgeschmolzenen Pasteurpi-

pette in die Badkammer, welche über ein Ventilsystem (VC3-8xG, Ala Scientific Instru-

ments) mit Badlösung oder in ihr gelösten Liganden mit einer Austauschrate von 1 ml/min 

gespeist wird, eingebracht. Unter dem Binokular wurden unter akustischer Kontrolle die 

Ableit- und Strominjektionselektroden mit Hilfe von Mikromanipulatoren in die Zelle 

eingeführt. Bei einem stabilen Ruhemembranpotential von mindestens -35 mV wurden 

die Zellen für die Messungen verwendet. Es wurde über den Verstärker Turbo TEC 03 

(NPI) eine Haltespannung von -50 mV angelegt und die Liganden wurden für eine Zeit 

von 30 Sekunden für GABA und bis zu 90 Sekunden für Koapplikationen von GABA 

mit DS2 appliziert. Zwischen den Applikationen wurde bis zu 5 Minuten gewartet, bis 
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die Liganden wieder vollständig aus der Badkammer ausgewaschen waren. Die Ströme 

wurden mit der Software EggWorks 3.02 aufgenommen und mit Clampfit 10.3 analysiert.     

3.7 Präparative Chemie 

Für die Doktorarbeit wurden in Kooperationen mit der AG Prof. T. Schirmeister (Medi-

zinische Chemie, Universität Mainz) und der AG Prof. F. Rösch (Kernchemie, Universi-

tät Mainz) Derivate der Leitstrukturen DS1/2 synthetisiert. Die genauen Synthesen sind 

in den Diplomarbeiten von Sascha Jung (AG Schirmeister) und von Judith Weber (AG 

Rösch) dokumentiert.   

3.8 Datenanalyse und Statistik 

Für die Elektrophysiologie wurden die Stromantworten mit Clampex 8.1 oder 10.3 auf-

gezeichnet und mit Clampfit 10.3 ausgewertet. Dazu wurden zunächst eine Verstärkungs- 

und Basiswertkorrektur durchgeführt. Es wurden die Stromamplituden ausgelesen. Zur 

Berechnung der Modulationsstärken wurden die Amplituden bei positiven Modulatoren 

bzw. negativen Modulatoren auf den suptypspezifischen EC20- bzw. EC50-Wert normiert. 

Zur Erstellung von Konzentrations-Effekt-Kurven und Berechnung von EC50-Werten 

wurden die Stromamplituden auf die Maxima normiert, wobei bei biphasischen Kurven 

für einen besseren Fit auch Werte bis zu ca. 95% des Maximums toleriert wurden. Au-

ßerdem wurden Konzentrations-Effekt-Kurven bei Modulationsstudien an nicht normier-

ten Werten erstellt, um die Modulationsstärke zu berechnen. Zur Erstellung von Dosis-

Wirkungs-Kurven wurden die Effekte [I] halblogarithmisch gegen die Konzentrationen 

[L] aufgetragen. Die Parameter EC50, power p (Äquivalent zum Hillkoeffizienten) und 

bei nicht normierten Werten die Modulationssärke [A2] wurden durch einen logistischen 

Fit nach der Gleichung I0/Imax= A2 + (A1-A2)/(1+(L/EC50)^p) erhalten. Dieser Fit wurde 

mit Origin 8.5 durchgeführt, wobei die Fehlergewichtung, wenn nicht anders gekenn-

zeichnet, deaktiviert wurde. 

Bei dem Vergleich von Werten auf statistische Signifikanz wurde der Student`s t-test mit 

Prism 6 durchgeführt, wobei als Signifikanzkriterium p < 0,05 galt.  
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4 Ergebnisse  

4.1 GABA- und Pentobarbitalsensitivitäten der GABAA-

Rezeptoren   

Zu Beginn der Arbeit wurden GABAA-Rezeptoren, exprimiert aus individuellen Un-

tereinheiten in HEK293T-Zellen, anhand von Dosiswirkungskurven für GABA und Pen-

tobarbital charakterisiert. Diese wurden zum einen gemessen, um EC20- und EC50-Refe-

renzwerte für Modulationstudien von neuen Liganden zu erhalten und zum anderen um 

Referenzwerte zum Vergleich von aus Konkatameren assemblierenden Rezeptoren zu be-

kommen. Dabei wurde für alle Assemblierungen das Modell, dass sich die Untereinheiten 

in der Sequenz X, gelesen gegen den Uhrzeigersinn vom synaptischen Spalt 

aus betrachtet, angenommen, so dass zwei Bindestellen für GABA enthalten sind (Abb. 

12). Die variable Untereinheit X wird dabei von der  oder Untereinheit besetzt, 

was sich aber nur im letzteren Fall durch eine Modulierbarkeit durch Benzodiazepine 

zeigen lassen sollte. 

  

Abbildung 12: Rezeptorassemblierungen aus individuellen Untereinheiten A: Darstellung der expri-

mierten Proteine am Beispiel von X-Rezeptoren: Es wurden - und -UE zusammen (-) oder in 

Kombination mit einer - oder -UE exprimiert.  B: Anordnung der Untereinheiten im Pentamer nach dem 

Modell, dass zwei GABA-Bindestellen (G) zwischen den  und UE, sowie im Fall von -Rezep-

toren eine Bindestelle für Benzodiazepine (Bz) entstehen. Für - und -Rezeptoren wird eine - bzw. 

-UE in der Position der -UE angenommen.   

4.1.1 GABA-Dosiswirkungskurven 

Die Sensitivitäten der GABAA-Rezeptorsubtypen schwankten über drei Größenordnun-

gen. Die extrasynaptisch vorkommenden - und -enthaltenden Rezeptoren zusam-

men mit der  oder der  und UE waren die sensitivsten Subtypen (Tab. 20). Die 

synaptisch Lokalisierten hatten die geringste Sensitivität der hier getesteten Subtypen. 
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Charakteristisch für die extrasynaptisch vorkommenden Rezeptoren sind ein Hillkoeffi-

zient von etwa 1, eine langsamere Desensitisierung während der GABA-Applikation 

(Abb. 13), sowie geringere durch GABA induzierte Maximalströme im Vergleich zu den 

analogen Subtypen. Eine Besonderheit stellen die Rezeptoren dar, da sie 

im Gegensatz zu  und enthaltenden Kombinationen mit der UE die geringste 

Sensitivität der Rezeptoren aufwiesen.  2-enthaltende Rezeptoren hatten dagegen 

einen Hillkoeffizienten größer 1,5, was als 2 gewertet wird und eine Anwesenheit von 

Bindestellen indiziert. Außerdem zeigten sie eine schnellere Desensitisierung.       

 Tabelle 20: Übersicht GABA-Pharmakologie GABAA-Rezeptoren exprimiert aus individuellen UE  

Subtyp EC50 [µM] p Stromdichte [pA] n 

 4,6 + 0,2 1,3 + 0,1 1063 + 695 9(9) 

 5,0 + 0,2 1,5 + 0,2 2476 + 2145 3(6) 

 3,1 + 0,1 1,8 + 0,1 2680 + 1737 10(10) 

DNTK 2,3 + 0,1 1,5 + 0,1 2000 + 610 3(3) 

F64C 3420 + 554 1,3 + 0,2 232 + 158 9(9) 

 10,7 + 0,4 1,1 + 0,1 566 + 221 4(4) 

 0,6 + 0,1 1,4 + 0,3 177 + 163 6(6) 

 6,6 + 0,6 1,6 + 0,2 1744 + 1173 11(16) 

F64C 4866 + 720 0,8 + 0,1 162 + 169 8(8) 

 1,1 + 0,1 1,2 + 0,1 731 + 561 3(11) 

F64C 519 + 200 0,9 + 0,3 48,0 + 25,8 4(8) 

 0,6 + 0,1 1,0 + 0,2 328 + 241 3(10) 

 1,2 + 0,1 1,7 + 0,2 1263 + 677 3(9) 

 1,0 + 0,1 1,8 + 0,2 2137 + 1250 4(4) 

F64C 2131 + 218 0,9 + 0,1 320 + 314 5(5) 

short nicht bestimmbar 105 + 81,3 (3) 

 0,5 + 0,1 1,0 + 0,1 354 + 178 3(12) 

short nicht bestimmbar kein Strom (7) 

Die EC50- und p-Werte wurden durch einen vierparametrischen logistischen Fit durch die Mittelwerte von 

auf Maximalströmen normierten Strömen bei den jeweiligen Konzentrationen errechnet und sind mit dem 

entsprechenden Fehler angegeben. Die Stromdichten sind Mittelwerte + SD der Maximalströme bei 300-

10000 µM GABA. n= Anzahl der gemessenen Zellen für die Dosiswirkungskurven und (Stromdichten).1 

Messwerte entstammen meiner Diplomarbeit (2010) 
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Die Mutation der Aminosäure F64C in den Subtypen  und  (F63C bei ) verrin-

gerte die GABA-Sensitivität etwa um den Faktor 1000 und die GABA-induzierten Maxi-

malströme um den Faktor 10. Weiterhin desensitisierten die Ströme kaum (Abb. 13). Die 

short-Variante, bei der 10 Aminosäuren im Loop D der GABA-Bindestelle fehlen 

(Korpi et al. 1994), zeigte GABA-induzierte Ströme, die aber aufgrund der geringen 

Amplitude und fehlenden Sättigung nicht auswertbar waren.   

 

 

Abbildung 13: GABA-Sensitivitäten ausgewählter Subtypen A: Strombilder; die schwarzen Balken re-

präsentieren GABA-Applikationen, die Subtypen sind über den Elektrogrammen angegeben. B: Dosiswir-

kungskurven typischer extrasynaptisch vorkommender und Rezeptoren, sowie von synap-

tisch vorkommenden wt-und mit mutierter GABA-BindestelleF64CRezeptoren. Darge-

stellt sind logistische Fits durch die Mittelwerte + SEM von auf die Maximalströme normierten Ströme bei 

den jeweiligen Konzentrationen (n= 3-10). 

4.1.2 Pentobarbital-Dosiswirkungskurven 

Pentobarbital aktiviert GABAA-Rezeptoren über einen anderen Mechanismus als GABA 

und wurde somit als Kontrolle für die Expressionstärke für in der GABA-Bindestelle mu-

tierter Rezeptoren verwendet. Außerdem kann man das Maß der Effizienz den Kanal zu 

öffnen für die jeweiligen Liganden abschätzen, wenn man ihre Maximalantworten ins 

Verhältnis setzt. 

Tabelle 21: Pentobarbital-Pharmakologie GABAA-Rezeptoren exprimiert aus individuellen UE 

Subtyp EC50 [µM] p Stromdichte [pA] IGABA/IPB n 

 330 + 16 3,6 + 0,3 907 + 1003 3,5 + 1,1 10(10) 

 262 + 28 2,2 + 0,2 1737 + 1102 1,7 + 0,4 4(5) 

F64C nicht bestimmt 2231 + 1263 0,1 + 0,1 (9) 

 1592 + 138 3,1 + 0,5 537 + 205 1,1 + 0,4 8(8) 

 309 + 68 3,4 + 0,5 223 + 195 0,7 + 0,5 5(10) 
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 175 + 15 2,1 + 0,2 2576 + 778 1,3 + 0,5 7(9) 

F64C 175 + 1 2,5 + 0,1 1135 + 437 0,2 + 0,3 9(9) 

 51 + 6 1,9 + 0,2 809 + 536 3,3 + 3,4 10(10) 

F64C nicht bestimmt 262 + 147 nicht bestimmt (7) 

 344 + 72 3,6 + 0,3 633 + 178 0,2 + 0,1 3(3) 

 80 + 6 2,4 + 0,4 1413 + 881 1,5 + 0,8 6(7) 

F63C nicht bestimmt 1154 + 1570 0,5 + 0,1 (5) 

short 187 + 25 2,1 + 0,5 1325 + 1483 0,1 + 0,1 3(7) 

 115 + 14 1,8 + 0,3 1173 + 785 1,1 + 0,7 5(5) 

short nicht bestimmt 283 + 196 0,1 + 0,1 (7) 

 nicht bestimmbar 25 + 26 nicht bestimmbar (9) 

 nicht bestimmt 203 + 233 nicht bestimmbar (8) 

 nicht bestimmt 157 + 141 nicht bestimmbar (11) 

Die EC50- und p-Werte wurden durch einen vierparametrischen logistischen Fit durch die Mittelwerte von 

auf Maximalströmen normierten Strömen bei den jeweiligen Konzentrationen errechnet und sind mit dem 

entsprechenden Fehler angegeben. Die Ratio IGABA/IPB wurde durch Maximalantworten der Liganden er-

rechnet und ist ein Maß für deren Effizienz und sind als Mittelwerte + SD ausgegeben. Die Stromdichten 

sind Mittelwerte + SD der Maximalströme bei 500-3000 µM Pentobarbital. n= Anzahl der gemessenen 

Zellen für die Dosiswirkungskurven (Stromdichten).  

 

Die berechneten Werte sind in Tab. 21 dargestellt und es ist ersichtlich, dass sich die 

binären Kombinationen in den EC50-Werten und Hillkoeffizienten kaum unterschei-

den. Fügt man die UE hinzu, so steigen die Sensitivitäten etwas, wobei die Verschie-

bung bei  mit dem Faktor ~4 am stärksten ist. Außerdem unterscheiden sich die Strom-

bilder deutlich. Die enthaltenden Kombinationen (exemplarisch für  in Abb. 14 

dargestellt) zeigten eine schnellere Aktivierung als die analogen Rezeptoren. Weiter-

hin zeigten die binären Rezeptoren einen größeren Stromanstieg beim Auswaschen des 

Liganden, was auf eine stärkere Inhibition während der Applikation hinweist. Fügt man 

eine UE hinzu, so stiegen die Sensitivitäten für  und Rezeptoren ebenfalls an, 

wobei der Subtyp in dieser Messreihe der Sensitivste war. Ähnlich wie bei der 

GABA-Sensitivität zeigten die Rezeptoren die geringste Sensitivität enthal-

tender Rezeptoren.    
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Abbildung 14: Pentobarbital-Sensitivitäten ausgewählter Subtypen A: Strombilder; die schwarzen 

Balken repräsentieren Pentobarbital-Applikationen (PB), die Subtypen sind über den Elektrogrammen an-

gegeben. B: Dosiswirkungskurven -enthaltenden Rezeptoren, sowie des hoch sensitiven Sub-

typs. Dargestellt sind logistische Fits durch die Mittelwerte + SEM von auf die Maximalströme normierten 

Ströme bei den jeweiligen Konzentrationen (n= 5-10). 

Die in der GABA-Bindestelle mutierten Rezeptoren und die short-enthaltende Kom-

binationen unterschieden sich in ihrer Pentobarbitalpharmakologie nicht von den Wild-

typrezeptoren. 

Deutliche Unterschiede zwischen den Subtypen treten auf, wenn man die Verhältnisse 

der Maximalströme zwischen GABA und Pentobarbital darstellt (Abb. 15). Ein Wert von 

1 gibt dabei an, dass  beide Liganden den Kanal mit gleicher Effizienz öffnen. Werte 

kleiner 1 zeigen hingegen an, dass GABA eine geringer Effizienz hat. Deutlich erkennbar 

ist, dass die Effizienz für GABA bei allen Mutanten, sowie den short-Kombinationen 

deutlich abnahm. Außerdem hatten die enthaltenden Rezeptoren eine Ratio von etwa 

1 oder größer. Bei den binären -Kombinationen fällt auf, dass für  eine Ratio von 

über 3 bestimmt wurde und für  sowie von deutlich unter 1 erhalten wurden. Be-

sonders -Rezeptoren zeigten mit einem Wert von ~ 0,2, dass GABA eine sehr ge-

ringe Effizienz hat, den Kanal zu öffnen. Die Rezeptoren fallen durch die sehr 

große Streuung der Ratio auf. Weiterhin ist Tab. 21 zu entnehmen, dass sich bei - 

oder -Kombinationen pentobarbitalsensitive Rezeptoren assemblierten, die eine hö-

here Stromdichte als Homomere, jedoch eine deutlich geringere Stromdichte als bei 

Zugabe einer UE hatten.  
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Abbildung 15: GABA-Effizienz diverser Subtypen. Dargestellt sind die geometrischen Mittelwerte + 

95%CI auf Pentobarbital normierter Maximalantworten durch GABA. Ein Messpunkt steht für die gemes-

sene Ratio einer Zelle. 

4.2 Auf DS1/2 basierende Liganden als potentielle selektive 

Modulatoren  

4.2.1 Screening von DS1/2 Derivaten mithilfe von  als Target 

Ausgehend von einer Publikation (Wafford et al. 2009) wurde von Kooperationspartnern 

ein Set an Liganden erstellt, um eine Orientierung zu erlangen, welche Seiten der Leit-

struktur modifiziert werden können, ohne die Affinität und Selektivität wesentlich zu be-

einflussen. Als Target wurden in HEK-Zellen exprimierte Rezeptoren verwendet, 

da diese einen Prototyp für extrasynaptisch vorkommende Rezeptoren darstellen und im 

Labor in elektrophysiologischen sowie proteinbiochemischen Versuchen sehr gut inter-

pretierbare Ergebnisse liefern. 

Die Liganden und die bestimmten Parameter sind in Tab. 22 aufgeführt. Daraus ist er-

sichtlich, dass die Bromierungen am Imidazopyridin-System einen deutlichen Einfluss 

auf die Sensitivität hatten. So zeigten Derivate mit zweifacher Bromierung in der 6- und 

8-Position wie zum Beispiel DS1 etwa 10-fach höhere Sensitivitäten als nicht bromierte 

Derivate, z.B. DS2. Erfolgte eine Bromierung in der 6-Position, so erhielt man nur etwas 

geringere Sensitivitäten als bei einer Zweifachbromierung, z.B. SJ4T. Eine Chlorierung 

in dieser Position hat zu einer höheren Effizienz bei ähnlicher Potenz geführt (SJ23). 
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Modifikationen am p-Chlorsubstituenten des Benzamidsystems von DS1 bzw. DS2 hat-

ten zum Teil Liganden mit höheren Sensitivitäten zur Folge. Eine Methoxygruppe in der 

para-Position veränderte die Potenz kaum (SJ11), eine Butoxygruppe führte zu den Lig-

anden mit der höchsten Sensitivität (SJ33). Als potentiell [18F]-markierbare Substanzen 

wurden JW9 mit einer Fluorethoxygruppe und JW10 mit einem Fluor in para-Stellung 

synthetisiert, wobei JW10 mit einer Sensitivität von ~ 40 nM eine ähnliche Wirkung wie 

SJ33 hatte. 

Der bioisostere Austausch des Thiophenrings gegen einen Benzolring hatte keinen Effekt 

auf die Potenz oder Effizienz, was beispielsweise beim Vergleich von DS2 und DS2B 

auffällt. Eine Modifikation dieses Benzolrings in para-Stellung durch eine Methoxyg-

ruppe verringerte die Effizienz deutlich, wobei die Potenz wenig verändert wurde (SJ12). 

Ein längerer Rest (SJ19) führte jedoch zum Verlust der modulierenden Wirkung.         

Tabelle 22: Screening Modulation DS-Derivate an Rezeptoren  

Ligand EC50 [µM] p Modulation [%] n 

 

127 + 26 1,5 + 0,4 802 + 68 7 

 

2286 + 674 0,9 + 0,1 994 + 520 5 

 

8494 + 6884 0,9 + 0,2 336 + 137 7 

 

223 + 32 1,5 + 0,3 363 + 19 4 

 

115 + 78 1,3 + 1,0 325 + 87 6 
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5216 + 1127 1,5 + 0,3 504 + 104 5 

 

486 + 192 1,1 + 0,2 485 + 81 6 

 

119 + 39 1,5 + 0,3 435 + 83 4 

 

263 + 84 1,4 + 0,3 109 + 11 4 

 

10 µM: 9,2 + 3,4 % → kein Effekt < 1µM 5 

 

10 µM: -3,2 + 2,5 % → kein Effekt < 1µM 3 

 

375 + 67 2,8 + 1,2 1469 + 638 3 

 

596 + 171 1,2 + 0,2 714 + 95 7 

 

38 + 8 1,0 + 0,2 208 + 10 7 
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10 µM: 54 + 17 % → kein Effekt < 1µM 4 

 

44 + 5 1,6 + 0,2 271 + 25 6 

 

322 + 97 0,8 + 0,1 212 + 24 6 

Die EC50-, p-Werte und Modulationsstärken wurden durch einen vierparametrischen logistischen Fit durch 

die Mittelwerte von auf den EC20 für GABA normierten Strömen bei den jeweiligen Ligandenkonzentrati-

onen errechnet und sind mit dem entsprechenden Fehler angegeben. n= Anzahl der gemessenen Zellen für 

die Dosiswirkungskurven. 

 

Die Substanzen SJ19 und SJ22 zeigten keinen positiv modulierenden Effekt, daraus kann 

aber nicht geschlossen werden, dass keine Bindung stattfindet. Um zu überprüfen, ob 

diese Liganden Nullmodulatoren sind, wurden Koapplikationen mit GABA und SJ4T 

durchgeführt. Bei einer Kompetition des strukturell ähnlichen SJ4Ts würde dessen Po-

tentierung vermindert werden, was im Falle von SJ12 gezeigt werden konnte, da dieser 

Ligand im Vergleich zu SJ4T eine geringere Modulationsstärke aufweist (Abb.16).  

 

Abbildung 16: Kompetition SJ4T A: Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der Modulationen des EC20 

für GABA von SJ12, SJ19, SJ22 und SJ4, sowie der Test auf Kompetition von SJ4T mit SJ12, SJ19 und 

SJ22. (n= 3-5) B: SJ4T-Kompetition mit den jeweiligen Liganden, wobei für jede Zelle auf die SJ4T-Werte 

normiert und die Mittelwerte + SEM berechnet wurden (n=3).     

Im Folgenden wurden die Liganden DS1, DS2, SJ4T und SJ33 genauer analysiert. Die 
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ersten beiden Liganden wurden ausgewählt, da sie als Referenz in der Literatur erwähnt 

sind und käuflich zu erwerben sind. SJ4T wurde in die Analyse mit eingeschlossen, da es 

in Bezug auf die Bromierung am Imidazopyridin-System strukturell zwischen DS1 und 

DS2 liegt. Weiterhin zeigte sich in einem von Prof. Dr. U. Schmitt durchgeführten Vor-

versuch im Tiermodell mit Pgp-KO-Mäusen eine sedierende Wirkung, was als Hinweis 

auf eine Hirngängigkeit gedeutet wurde. Zudem wurde SJ33 als der Ligand mit der höchs-

ten Sensitivität und aufgrund der potentiellen Modifizierbarkeit zur Ligandenimmobili-

sierung an dem Butoxyrest ausgewählt.  

Als Rezeptoren wurden aufgrund der physiologischen Relevanz enthaltende Rezepto-

ren jeweils mit der  und Untereinheit zusammen mit einer Untereinheit 

ausgewählt. Es wurden als Kontrollen die dazugehörigen binären Kombinationen aus 

Rezeptoren sowie die enthaltenden Rezeptoren durchgeführt.         

4.2.2 Evaluierung von DS1 an xRezeptoren 

Die Messwerte für DS1 sind in Tabelle 23 dargestellt. Dabei fällt auf, dass zwischen den 

enthaltenden Subtypen keine Unterschiede in der Sensitivität liegen, enthaltende 

Rezeptoren jedoch etwas geringer moduliert werden. Binäre -Kombinationen hatten 

ähnliche EC50-Werte wie analoge Rezeptoren mit der UE, wobei -Rezeptoren am 

stärksten moduliert wurden (Abb. 17). 2-enthaltende Rezeptoren hatten etwa 7-10-fach 

höhere EC50-Werte und zeigten eine deutlich geringere Modulierbarkeit als die entspre-

chenden  bzw. Rezeptoren, wobei bei  gar kein Effekt gemessen werden 

konnte. 

Tabelle 23: Evaluierung von DS1 an xRezeptoren 

Subtyp EC50 [µM] p Modulation [%] n 

 100 + 9 1,9 + 0,3 35 + 2 4 

 1001 + 518 0,6 + 0,2 194 + 205 3 

 104 + 24 1,0 + 0,1 761 + 54 6 

 60 + 22 1,7 + 0,7 168 + 29 4 

 10 µM: -6,5 + 6,8 % → kein Effekt < 1µM 4 

 148 + 79 0,8 + 0,2 297 + 14 3 

 166 + 16 1,2 + 0,1 1144 + 29 7 

 874 + 154 1,3 + 0,3 157 + 10 7 
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ohne GABA 479 + 55 2,6 + 0,5  4 

 EC20 127 + 26 1,5 + 0,4 802 + 68 7 

EC50 37,2 + 2,9 1,5 + 0,1 146 + 6 5 

Die EC50-, p-Werte und Modulationsstärken wurden durch einen vierparametrischen logistischen Fit durch 

die Mittelwerte von auf den EC20 für GABA normierten Strömen bei den jeweiligen Ligandenkonzentrati-

onen errechnet und sind mit dem entsprechenden Fehler angegeben. n= Anzahl der gemessenen Zellen. Bei 

-Rezeptoren wurden zusätzlich die Parameter in Abwesenheit von GABA und mit GABA beim EC50 

bestimmt.  

 

Abbildung 17: DS1-Modulation an enthaltenden Rezeptoren A: Stromantworten der einzelnen 

Subtypen. Schwarze Balken kennzeichnen die Ligandenapplikationen. Zwischen den Applikationen wur-

den die Auswaschzeiten (60-90 sec) entfernt (durch zwei Striche dargestellt) B: Dosiswirkungskurven -

enthaltender Rezeptoren. Dargestellt sind logistische Fits durch die Mittelwerte + SEM von auf die EC20-

Werte für GABA normierten Ströme bei den jeweiligen Ligandenkonzentrationen (n= 4-7). (blau)-

Rezeptoren werden dabei gefolgt von (rot)- und (schwarz)-Rezeptoren am stärksten modu-

liert. Aufgrund der Inhibition bei 10 µM ( wurde der Wert für einen besseren Fit ausgeschlossen.   

Alle Rezeptoren konnten durch DS1 direkt aktiviert werden, wobei nur  

und Rezeptoren Effekte größer als 20 % des durch GABA induzierten Maxi-

malstroms  aufwiesen (Abb 18). Bei  und Rezeptoren erreichten die durch 

DS1 induzierten Ströme größere Werte als die durch GABA. Für Rezeptoren be-

trug der EC50-Wert der direkten Aktivierung 477 + 55 µM und ist damit etwa um den 

Faktor 5 im Vergleich zur Modulation des EC20 für GABA höher. Der Hillkoeffizient mit 

2,6 + 0,5 deutet einen kooperativen Prozess unter Beteiligung von mindestens zwei eher 

aber drei Bindestellen an.  
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Abbildung 18: Direkte Aktivierung durch DS1 A: Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der Antworten 

durch 1000 µM DS1 normiert auf 1000 µM GABA. B: Repräsentative Strombilder. Die schwarzen Balken 

stellen die Ligandenapplikationen dar. BL steht für Badlösung (n= 3-6).   

4.2.3 Evaluierung von DS2 an xRezeptoren 

DS2 wurde als weiterer Ligand an verschiedenen Subtypen getestet, da diese Substanz in 

der Literatur als selektiv für enthaltende Rezeptoren beschrieben worden ist (Wafford 

et al.  2009 und Jensen et al. 2013). Diese Ergebnisse konnten in Modulationsstudien von 

GABA induzierten Strömen für die  und  bestätigt werden (Abb. 19), für die hin-

gegen nicht. Rezeptoren wiesen dabei eine ähnliche Sensitivität wie  Re-

zeptoren auf (Tab. 24). -enthaltenden Rezeptoren zeigten dagegen keine Modulierbar-

keit.   

 

Abbildung 19: DS2-Modulation an enthaltenden Rezeptoren A: Stromantworten der einzelnen Sub-

typen. Schwarze Balken kennzeichnen die Ligandenapplikationen. Zwischen den Applikationen wurden 

die Auswaschzeiten (60-90 sec) entfernt (durch zwei Striche dargestellt) B: Dosiswirkungskurven -ent-

haltender Rezeptoren. Dargestellt sind logistische Fits durch die Mittelwerte + SEM von auf die EC20-

Werte für GABA normierten Ströme bei den jeweiligen Ligandenkonzentrationen (n= 4-7). Deutliche Mo-

dulierbarkeit zeigen nur (rot)-Rezeptoren. (blau)- und (schwarz)-Rezeptoren zeigen 

keine dosisabhängigen Effekte. Aufgrund der Inhibition bei 30 µM ( wurde der Wert für einen bes-

seren Fit ausgeschlossen. 
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Tabelle 24: Evaluierung von DS2 an xRezeptoren 

Subtyp EC50 [µM] p Modulation [%] n 

 10 µM: 8,5 + 10,9 %  → kein Effekt < 1µM 3 

 10 µM: -4,0 + 15,9 %  → kein Effekt < 1µM 3 

 859 + 97 1,0 + 0,1 213 + 8 3 

 10 µM: 6,8 + 2,6% → kein Effekt < 10 µM 3 

 10 µM: -2,9 + 4,4 % → kein Effekt < 1µM 3 

 965 + 353 1,2 + 0,4 231 + 76 3 

 2439 + 820 3,1 + 3,3 588 + 254 3 

 kein Effekt < 1µM 5 

 2286 + 674 0.9 + 0,1 993 + 519 5 

Die EC50-, p-Werte und Modulationsstärken wurden durch einen vierparametrischen logistischen Fit durch 

die Mittelwerte von auf den EC20 für GABA normierten Strömen bei den jeweiligen Ligandenkonzentrati-

onen errechnet und sind mit dem entsprechenden Fehler angegeben. n= Anzahl der gemessenen Zellen. 

In Abb. 20 sind die auf GABA normierten durch DS2 (1 µM) induzierten Ströme 

dargestellt. Dabei ist ersichtlich, dass alle Subtypen geringe (unter 20% der GABA-

Antwort) Ströme zeigten. Es wird daher deutlich, dass DS2 an alle hier getesteten 

Subtypen bindet, aber zum Teil nur mit sehr geringer Effizienz den Kanal öffnet. 

 

Abbildung 20: Direkte Aktivierung durch DS2 A: Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der Antworten 

durch 1000 µM DS2 normiert auf 1000 µM GABA. B: Repräsentative Strombilder. Die schwarzen Balken 

stellen die Ligandenapplikationen dar. BL steht für Badlösung (n= 3-5).   
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4.2.4 Evaluierung von SJ4T an xRezeptoren 

SJ4T zeigte in Bezug auf die Selektivität ähnliche Ergebnisse wie DS1 in 4.2.2, aber ins-

gesamt eine etwas geringere Modulationsstärke (Tab. 25). 

Tabelle 25: Evaluierung von SJ4T an xRezeptoren 

Subtyp EC50 [µM] p Modulation [%] n 

 234 + 11 2,2 + 0,2 177 + 3 4 

 kein Effekt < 1µM 4 

 183 + 34 1,5 + 0,4 698 + 44 4 

 420 + 293 1,0 + 0,2 85,6 + 8,4 4 

 10 µM: -1,8 + 3,4 % → kein Effekt < 1µM 3 

 187 + 51 1,1 + 0,1 328 + 17 3 

 508 + 117 3,1 + 1,2 489 + 43 4 

 453 + 80 0,9 + 0,1 68,5 + 3,6 8 

 223 + 32 1,5 + 0,3 363 + 19 4 

Die EC50-, p-Werte und Modulationsstärken wurden durch einen vierparametrischen logistischen Fit durch 

die Mittelwerte von auf den EC20 für GABA normierten Strömen bei den jeweiligen Ligandenkonzentrati-

onen errechnet und sind mit dem entsprechenden Fehler angegeben. n= Anzahl der gemessenen Zellen für 

die Dosiswirkungskurven. 

Wie DS1 und DS2 zeigte SJ4T bei allen Subtypen eine Aktivierung in Abwesenheit von 

GABA, aber nur bei  und  sind deutliche Ströme über 40% des GABA in-

duzierten Maximalstromes mit 1000 nM gemessen worden (Abb. 21).

 

Abbildung 21: Direkte Aktivierung durch SJ4T A: Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der Antwor-

ten durch 1000 µM SJ4T normiert auf 1000 µM GABA. B: Repräsentative Strombilder. Die schwarzen 

Balken stellen die Ligandenapplikationen dar. BL steht für Badlösung (n= 3-5). 
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4.2.5 Evaluierung von SJ33 an xRezeptoren 

Als vierter Ligand wurde SJ33 getestet, wobei ein ähnliches Selektivitätsprofil wie bei 

den zuvor beschriebenen Liganden aufgetreten ist. Durch die insgesamt geringere Effizi-

enz von SJ33 konnten nicht für alle Subtypen EC50-Werte ermittelt werden (Tab. 26).  

Tabelle 26: Evaluierung von SJ33 an xRezeptoren  

Subtyp EC50 [µM] p Modulation [%] n 

 100 µM: 4,4 + 1,6 %, 1000 µM: 8,4 + 4,3 %1 3 

 100 µM: 23,5 + 4,9 %, 1000 µM: 44,4 + 9,1 %1 4 

 44,4 + 8,1 1,1 + 0,2 497 + 36 5 

 100 µM: 27,5 + 9,3 %, 1000 µM: 5,6 + 8,3 %1 4 

 100 µM: 1,5 + 7,1 %, 1000 µM: -3,5 + 2,4 %2 4 

 31,9 + 4,0 3,0 + 1,8 69,6 + 3,4 3 

 43,6 + 1,3 1,8 + 0,1 81,8 + 1,0 7 

 100 µM: 5,0 + 5,5 %, 1000 µM: -8,6 + 9,7 %2 3 

 38,4 + 8,0 1,0 + 0,2 208 + 10 7 

Die EC50-, p-Werte und Modulationsstärken wurden durch einen vierparametrischen logistischen Fit durch 

die Mittelwerte von auf den EC20 für GABA normierten Strömen bei den jeweiligen Ligandenkonzentrati-

onen errechnet und sind mit dem entsprechenden Fehler angegeben. n= Anzahl der gemessenen Zellen.        

1signifikanter Effekt bei mindestens einer Konzentration (100 µM), aber kein Fit möglich. 2kein 

signifikanter Effekt 

Wie Abb. 22 zu entnehmen ist, bindete auch SJ33 an alle hier getesten Subtypen. Die 

Effizienz den Kanal zu öffnen war dabei aber deutlich geringer als für GABA. Am 

stärksten wurden auch hier  und Rezeptoren mit 10-20% der GABA-

Maximalantwort aktiviert. 
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Abbildung 22: Direkte Aktivierung durch SJ33 A: Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der Antwor-

ten durch 1000 µM SJ33 normiert auf 1000 µM GABA. B: Repräsentative Strombilder. Die schwarzen 

Balken stellen die Ligandenapplikationen dar. BL steht für Badlösung (n= 3-5). 

4.3 E033-00233 als -selektiven Liganden 

Die Substanz E033-00233 wurde in einer Vorstudie (Rabe H.) als selektiv für Rezeptoren 

mit der -Untereinheit charakterisiert, darüber hinaus zeigte sich eine höhere Effizienz 

bei Rezeptoren mit der  und -Untereinheit in x Rezeptoren gegenüber x- 

und -Rezeptoren. Im Folgenden wurde die Substanz auf ihre Selektivität 

untersucht und auf eine ähnliche -Abhängigkeit wie bei Pentobarbital. Weiterhin wur-

den -Punktmutanten, welche bei der Wirkung von Anästhetika eine Rolle spielen, un-

tersucht. 

4.3.1 Testung von E033-00233 an -enthaltenden Rezeptoren 

E033-00233 modulierte bei enthaltenden GABAA-Rezeptoren deutlich die GABA 

induzierten Ströme (EC. Die durch logistische Fits erhaltenen Parameter sind in Tab. 

27 angegeben. Dabei zeigte E033-00233 eine leichte Präferenz in Bezug auf die 

Sensitivität für Rezeptoren gegenüber den analogen - und -Subtypen. Am 

stärksten moduliert wurden Rezeptoren. Eine Besonderheit stellt die inhibierende 

Wirkung bei höheren Konzentrationen dar. Diese beeinträchtigt zwar präzise 

Berechungen der Parameter der Dosiswirkungskurven, ermöglicht aber die 

Unterscheidung von Rezeptoren und den analogen  bzw. enthaltenden 

Rezeptoren (Abb.23).     
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Abbildung 23: Modulation enthaltender GABAA-Rezeptoren durch E033-00233 A: Repräsentative 

Strombilder. Die schwarzen Balken stellen die Ligandenapplikationen dar. B: Dosiswirkungskurven -ent-

haltender Rezeptoren. Dargestellt sind logistische Fits durch die Mittelwerte + SEM von auf die EC20-

Werte für GABA normierten Ströme bei den jeweiligen Ligandenkonzentrationen (n= 3-5). Werte bei 1000 

µM, die eine deutliche Inhibition anzeigen, wurden vom Fit ausgeschlossen. 

Tabelle 27 Modulation enthaltender GABAA-Rezeptoren durch E033-00233 

Subtyp EC50 [µM] p Modulation [%] n 

 152 + 22 1,0 + 0,1 152 + 22 3 

 90,5 + 12,6 1,6 + 0,2 475 + 36 5 

 39,5 + 11,0 1,9 + 0,3 252 + 11 4 

Die EC50-, p-Werte und Modulationsstärken wurden durch einen vierparametrischen logistischen Fit durch 

die Mittelwerte von auf den EC20 für GABA normierten Strömen bei den jeweiligen Ligandenkonzentrati-

onen errechnet und sind mit dem entsprechenden Fehler angegeben. n= Anzahl der gemessenen Zellen 

E033-00233 aktivierte alle hier getesteten enthaltenden GABAA-Rezeptoren in 

Abwesenheit von GABA. Die induzierten Ströme betrugen im Vergleich zu GABA 10-

20% (Abb. 24), wobei die Berechung von Dosiswirkungskurven aufgrund der fehlenden 

Sättigung bei der höchsten möglichen Ligandenkonzentration nicht durchgeführt werden 

konnte.   
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Abbildung 24: Direkte Aktivierung enthaltender GABAA-Rezeptoren durch E033-00233 A: 

Exemplarische Strombilder. Die schwarzen Balken stellen die Ligandenapplikationen dar. B: Dosiswir-

kungskurven -enthaltender Rezeptoren. Die oberen Ausschnitte zeigen Vergrößerungen für - und 

-Rezeptoren. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM der auf Maximalströme für GABA normierten 

Ströme. (n= 3-4) 

4.3.2 Untersuchung von Punktmutanten zum Mechanismus der - 

Selektivität von E033-00233 

Zur eingangs erwähnten Selektivität von E033-00233 wurden die Mutanten der UE 

in der Position 265, welche die Wirkungen von Etomidat und Loreclezol determinieren, 

eingesetzt, um Parallelen der Mechanismen zu überprüfen.    

 

Abbildung 25: Dosiswirkungskurven Modulation E033-00233. Dargestellt sind logistische Fits durch 

die Mittelwerte + SEM von auf die EC20-Werte für GABA normierten Ströme bei den jeweiligen Ligan-

denkonzentrationen (n= 3-7). Werte bei 1000 µM, die eine deutliche Inhibition anzeigen, wurden vom Fit 

ausgeschlossen. 
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Wie Abb. 25 und Tab. 28 zu entnehmen ist, führte ein Austausch in der UE mit dem 

anlogen Asparagin265 der UE zu einer ähnlichen Sensitivität, wobei die Effizienz 

nicht stark beeinflusst wurde. Der analoge Austausch in der UE verringerte die Sen-

sitivität etwas, wobei auch hier die Effizienz wenig beeinflusst wurde. Die Mutation zu 

einen Methionin verschob die Sensitivität deutlich, so dass die Modulationsstärke durch 

einen Fit nicht mehr bestimmt werden konnte. Insgesamt lässt sich feststellen, dass E033-

00233 nicht über den gleichen Mechanismus wie die Anästhetika Etomidat und Lorecle-

zol wirkt, obwohl einige Parallelen erkennbar sind.   

Tabelle 28 Modulation enthaltender GABAA-Rezeptoren durch E033-00233 

Subtyp EC50 [µM] p Modulation [%] n 

 228 + 151 0,6 + 0,1 145 + 31 4 

S265N 48,5 + 2,5 2,0 + 0,2 48,5 + 2,6 7 

 38,8 + 2,2 1,2 + 0,1 376 + 8 6 

N265S 88,0 + 2,4 1,2 + 0,1 510 + 6 6 

N265M 1000 µM: 122,6 + 27,7 µM, kein Fit möglich 3 

Die EC50-, p-Werte und Modulationsstärken wurden durch einen vierparametrischen logistischen Fit durch 

die Mittelwerte von auf den EC20 für GABA normierten Strömen bei den jeweiligen Ligandenkonzentrati-

onen errechnet und sind mit dem entsprechenden Fehler angegeben. n= Anzahl der gemessenen Zellen. 

*Daten von H.Rabe 

4.4 Charakterisierung von ()-Dimeren 

Zu Beginn der Arbeit wurden schon bestehende Plasmide in den Anordnungen  

und  verwendet, da diese durch Zugabe einer dritten Untereinheit () die 

sogenannte Standardkonfiguration liefern sollten (exemplarisch für () in Abb.26 B).   

Die im Folgenden verwendete Schreibweise der UE in Klammern bedeutet, dass diese in 

der Abfolge N- zu C-terminal durch einen Aminosäurelinker verknüpft sind. Die Schreib-

weise ohne Klammern bedeutet lediglich, dass diese UE vorkommen. Eine Verlin-

kung ist mit  und UE immer mit 23 Aminosäuren durchgeführt wurden. Bei der 

UE wurden in Anlehnung an die Literatur (Minier und Sigel 2004, Minier und Sigel 

2006) 26 Aminosäuren verwendet. Diese Strategie wurde im Verlauf der Arbeit für wei-

tere Konstrukte angewendet.  
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Abbildung 26: Rezeptoren mit einem (Konkatamer A: Schematische Darstellung der Proteinse-

quenz. Die -UE ist dabei C-terminal mit der -UE über 23 AS verbunden. B: Erwartete Anordnung der 

Untereinheiten bei Kotransfektion mit einer -UE, so dass sich zwei Bindestellen für GABA (G) und eine 

für Benzodiazepine (Bz) bilden sollten. 

4.4.1 Western Blot 

Um zu überprüfen, ob die Fusionsproteine intakt sind, wurden Western-Blots 

durchgeführt. Wie aus Abb. 27 deutlich wird, ist bei allen Konstrukten eine Bande 

zwischen 80 und 100 kDa erkennbar, was als intaktes Dimer gewertet wurde. Die Proben 

in Abb. 27 A zeigten schwache Banden bei ca. 42 kDa, d.h. unterhalb einer evtl. durch 

Proteolyse entstandenen UE. In hier nicht dargestellten Proben nicht transfizierter 

HEK-Zellen konnte mit diesem Protokoll zum Teil ebenfalls eine Bande in dem Bereich 

detektiert werden, was eher auf einen unspezifischen Hintergrund als auf Proteolyse 

hindeutet. Im Laufe der Arbeit wurde das Protokoll zum Beispiel durch ein kurzes 

Waschen und Trocknen der Blotmembran direkt nach dem Blot oder durch den Einsatz 

von neuem Milchpulver zum Blockieren so verbessert, dass diese Bande und der gesamte 

Hintergrund verschwunden sind (Abb. 26 B).  

 

Abbildung 27: Western Blots Dimer.Detektion verschiedener Konstruktebei Kotransfektio-

nen mit einer -UE.  Als Antikörper wurde anti-2/3 1:1000 verwendet. 
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4.4.2 GABA-Pharmakologie ()-enthaltender GABAA-Rezeptoren 

Wie Tab. 29 zu entnehmen ist, zeigten die enthaltenden Rezeptoren eine ähnliche Ex-

pressionsrate wie analoge Rezeptoren aus individuellen Untereinheiten (Kapitel 4.1), was 

aus der Stromdichte nach GABA-Applikation ableitbar ist. Die enthaltenden Rezepto-

ren wurden dagegen etwas schlechter exprimert. Ein Versuch, diese Rezeptoren in Xe-

nopus Oozyten zu exprimieren, ergab für  sehr gute Expressionsraten mit einem 

sehr guten Signal-Rausch-Verhältnis und ähnlicher Pharmakologie wie in HEK-Zellex-

pressionen. Die Dimere zeigten bei alleiniger Transfektion minimale Ströme, welche im 

Vergleich zu vollständig assemblierten Pentameren vernachlässigbar sind.  

Auffällig ist bei allen Rezeptoren, außer denen mit der UE, dass die GABA-Sensiti-

vitäten um den Faktor 10-20 geringer waren als bei analogen Rezeptoren aus individuel-

len Untereinheiten.  

Tabelle 29: GABA-Pharmakologie enthaltender GABAA-Rezeptoren   

Subtyp EC50 [µM] p Stromdichte [pA] n 

 nicht bestimmbar 61,2 + 77,3 (5) 

 65,8 + 3,5 1,2 + 0,1 1513 + 1591 13(13) 

 nicht bestimmbar 14,8 + 5,7 (4) 

 71,1 + 10,2 1,4 + 0,1 2472 + 1560 5(8) 

 23,4 + 4,0 1,1 + 0,2 150 + 162 3(9) 

 16,1 + 1,0 0,8 + 0,1 8,3 + 10,4 *106 6(8) 

 nicht bestimmbar kein Strom (4) 

 4,0 + 0,2* 1,0 + 0,1* 979 + 846 7*(7) 

 3,3 + 0,2* 1,1 + 0,1* 107 + 118 12*(6) 

Die EC50- und p-Werte wurden durch einen vierparametrischen logistischen Fit durch die Mittelwerte von 

auf Maximalströmen normierten Strömen bei den jeweiligen Konzentrationen errechnet und sind mit dem 

entsprechenden Fehler angegeben. Die Stromdichten sind Mittelwerte + SD der Maximalströme bei 300-

10000 µM GABA. n= Anzahl der gemessenen Zellen für die Dosiswirkungskurven (Stromdichten).  *Daten 

sind von H.Rabe 
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4.4.3 Modulation enthaltender Rezeptoren durch Benzodiazepine  

Zur Überprüfung der Assemblierungen der Untereinheiten wurden Koapplikationen von 

für die Untereinheit spezifischen Benzodiazepinen mit GABA (EC20) durchgeührt. Im 

Fall von enthaltenden Rezeptoren unterschied sich die Modulierbarkeit durch 1 µM 

Diazepam nicht vom Wildtyp und aus Konkatameren gebildeten Rezeptoren. Gleiches 

konnte mit 10 µM Bretazenil bei enthaltenden Rezeptoren gezeigt werden. Für 

enthaltenden Rezeptoren zeigte sich hingegen eine statistisch signifikant höhere 

Modulation mit 10 µM Bretazenil bei aus  Konkatameren assemblierenden Rezeptoren, 

obwohl sich die Fehlergrenzen auch hier überschneiden.  

 

Abbildung 28: Modulation Benzodiazepine von -Rezeptoren. Diazepam () und Bretazenil  

und a6) wurden zur Modulation GABA-induzierter Ströme eingesetzt. Nur bei a6-enthaltenden Rezeptoren 

werden die Rezeptoren mit Konkatamer stärker moduliert. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM (n= 4-13). 

(* p < 0,05) 

4.5 Charakterisierung von Dimeren 

Plasmide in den Anordnungen  und lagen ebenfalls zu Beginn der Arbeit 

schon vor und dienten zur Assemblierung von Rezeptoren welche nach Befolgung der 

oben genannten Regeln zu Rezeptoren in einer atypischen Anordnung (Abb. 29 B) führen 

sollten. Am Beispiel von 2-enthaltenden Rezeptoren wurden diese Assemblierungsre-

geln anhand der Pharmakologie für Benzodiazepine genauer überprüft. Eine -Verlin-

kung ist für alle Subtypen gemäß der Literaturangaben mit 11 Aminosäuren durchgeführt 

worden.  
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Abbildung 29: Rezeptoren mit einem (Konkatamer A: Schematische Darstellung der Proteinse-

quenz. Die -UE ist dabei C-terminal mit der -UE über 11 AS verbunden. B: Erwartete Anordnung der 

Untereinheiten bei Kotransfektion mit einer -UE, so dass eine Bindestelle für GABA (G) und keine für 

Benzodiazepine vorhanden sein sollten. 

4.5.1 Western-Blot 

Im Rahmen der Diplomarbeit von Raphael Haase (FB 10 Biologie, Uni Mainz 2013) 

wurde gezeigt, dass die hier verwendeten  und enthaltende Dimere nicht proteo-

lysieren. In einem unter 4.7 aufgeführten Ansatz kamen  und enthaltende 

Dimere zum Einsatz, wobei keine Proteolyse festgestellt wurde.   

4.5.2 GABA-Pharmakologie ()-enthaltender GABAA-Rezeptoren 

Aus Dimeren gebildeten Rezeptoren zeigten für enthaltende Rezeptoren ähnli-

che Expressionen wie Wildtyp-Rezeptoren, wobei die Rezeptoren mit der UE etwas 

kleinere Ströme zuließen (Tab. 30). Mit der UE konnten für die UE wie bei den 

Konstrukt (4.4.2) geringe Ströme in HEK293-Transfektionen und sehr gute Ex-

pressionen in Xenopus Oozyten gemessen werden. Das analoge Dimer zeigte in 

einer von H. Rabe durchgeführten Studie mit GABA als Liganden weder in HEK293-

Zellen, noch in Xenopus Oozyten in Kombination mit der UE funktionelle Rezeptoren. 

Das Ergebnis konnte hier mit Pentobarbital bestätigt werden. Weiterhin zeigten im Mittel 

die Dimere bei alleiniger Transfektion vernachlässigbar kleine Ströme. 

Im Gegensatz zu den in Kapitel 4.4 aufgeführten Dimeren, bei denen der N-Termi-

nus der UE verlinkt ist, zeigten die Dimere mit einem sogenannten freien N-

Terminus der UE eine höhere GABA-Sensitivität und unterschieden sich nur um den 

Faktor 2-5 von den entsprechenden Wildtyprezeptoren.  
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Tabelle 30: GABA-Pharmakologie enthaltender GABAA-Rezeptoren   

Subtyp EC50 [µM] p Stromdichte [pA] n 

 nicht bestimmbar 71,0 + 104 (13) 

 15,5 + 0,8 1,6 + 0,1 1675 + 654 (8) 

 nicht bestimmbar 14,6 + 9,7 (6) 

 15,9 + 0,6 2,0 + 0,4 1715 + 673 3(10) 

 6,3 + 0,6 1,2 + 0,1 98,1 + 77,6 3(6) 

 4,6 + 0,5 1,2 + 0,1 7,5 + 7,3 *106 6(8) 

 nicht bestimmbar kein Strom (6) 

 3,3 + 0,2* 1,1 + 0,1* 330 + 334 (12) 

 keine Expression in HEK und Xenopus Oozyten  

Die EC50- und p-Werte wurden durch einen vierparametrischen logistischen Fit durch die Mittelwerte von 

auf Maximalströmen normierten Strömen bei den jeweiligen Konzentrationen errechnet und sind mit dem 

entsprechenden Fehler angegeben. Die Stromdichten sind Mittelwerte + SD der Maximalströme bei 300-

10000 µM GABA. n= Anzahl der gemessenen Zellen für die Dosiswirkungskurven (Stromdichten). *Daten 

sind von H.Rabe 

4.5.3 Modulation enthaltender Rezeptoren durch Benzodiazepine 

Wie in der Abb. 30 dargestellt, sollten nach der von Baumann et al. (2002) postulierten 

Uhrzeigersinnregel aus Dimeren in Kombination mit einer UE Rezeptoren ent-

stehen, welche keine klassische Bindestelle für Benzodiazepine haben. Es wurden also 

analog Kapitel 4.4.3 Koapplikationen von GABA und Diazepam bei enthaltenden 

und Bretazenil bei  und enthaltenen Rezeptoren durchgeführt. Die  und 

enthaltenden Subtypten waren ähnlich dem entsprechenden Wildtyp durch Benzodi-

azepine modulierbar (Abb. 30). Bei Rezeptoren mit der UE konnte kein Effekt von 

Bretazenil gemessen werden.  

Bei der Annahme, dass Benzodiazepine nur dann am Rezeptor binden und Effekte ausü-

ben können, wenn eine Nachbarschaft, wie in Abb. 26 vorliegt, widersprechen die 

aufgeführten Ergebnisse, dass sich die Dimere entsprechend der Abb. 29 im Penta-

mer anordnen.  
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Abbildung 30: Modulation Benzodiazepine von -Rezeptoren. Diazepam () und Bretazenil  

und a6) wurden zur Modulation GABA-induzierter Ströme eingesetzt. Bei keinem Subtyp unterscheiden 

sich Rezeptoren aus individuellen UE oder ()-enthaltenden Rezeptoren. Dargestellt sind Mittelwerte + 

SEM (n= 4-13). 

4.6 Charakterisierung von -Trimeren 

Durch Bildung von -Konstrukten konnte eine große Anzahl an Rezeptoren mit un-

terschiedlichen -Untereinheiten oder Rezeptoren mit einer mutierten Bindestelle für 

GABA exprimiert werden. In Abb. 31 ist die Strategie am Beispiel von enthaltenden 

Rezeptoren dargestellt, die  und die UE wurden als einzelne Untereinheiten zu ei-

nem Trimerkotransfiziert. Die Anordnung der UE gemäß Abb. 31 B wurde mit 

Hilfe von Benzodiazepinen überprüft. Weiterhin wurden zur Kontrolle duale Kon-

strukte eingesetzt.   

 

Abbildung 31: Rezeptoren mit einem (Konkatamer A: Schematische Darstellung der Pro-

teinsequenz. Die -UE ist dabei C-terminal mit der -UE über 11 AS und N-terminal über 23 AS mit 

einer weiteren -UE verbunden. B: Erwartete Anordnung der Untereinheiten bei Kotransfektion mit einer 

-UE und einer -UE, so dass zwei Bindestellen für GABA (G) und eine für Benzodiazepine (Bz) vor-

handen sein sollten. 
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4.6.1 Western Blot 

Wie Abb. 32 zu entnehmen ist, zeigten alle trimeren Konstrukte im Western 

Blot die erwartete Größe von über 150 kDa. Es gab auch keine wesentlichen Unterschiede 

im Expressionslevel zwischen mutierten und Wild-Typ-Konstrukten bzw. der Spliceform 

short der UE in HEK-Zelllysat. In Abb. 32 A&B konnten zum Teil schwache Banden 

auf der Höhe der UE einer Cortexmembranpreparation detektiert werden. Wie unter 

4.4.1 dargestellt, ist dies aber vermutlich eine unspezifische Bande aus dem HEK-Zellly-

sat. Zur Kontrolle, ob es sich dabei um eine UE handelt, die plasmamembranständig 

ist und in funktionellen Rezeptoren vorkommen kann, wurden plasmamembranständige 

Proteine aufgereinigt (Abb. 32 C). Diese Proben zeigten nur noch die trimeren Kon-

strukte.  

 

Abbildung 32: Western Blot TrimerDetektion verschiedener Konstruktebei Ko-

transfektionen mit einer -UE und -UE. CX ist eine Probe einer Rattenhirnmembranpreparation. M und 

s kennzeichnen UE mit der Mutation F64C/F63C  bzw. die Spliceform short C: Detektion verschiedener 

plasmamembranständiger Konstruktebei Kotransfektionen mit einer -UE und -UE nach Bioti-

nylierung und Aufreinigung der Membranproteine. Als Antikörper wurde anti-2/3 1:1000 verwendet. 

Weiterhin wurden Konstrukte auf Proteolyse überprüft. Intakte Dimere sollten bei 

etwa 100 -110 kDa auftreten, wie Abb. 33 A zu entnehmen ist, sind aber alle Banden 

deutlich tiefer bei etwa 60-80 kDa aufgetreten. Gegen eine Proteolyse, die zu 

funktionellen Untereinheiten führt, spricht zum einen, dass die Banden größer sind, als 

für eine UE erwartet 54 kDa und zum anderen, dass die UE als individuelle UE 

ein atypisches Laufverhalten hat und bisher immer bei kleineren Molekulargewichten 

detektiert wurde (43 kDa, Benke et al 1990). Außerdem müssten bei einer spezifischen 

Proteolyse der UE bei den (undKonstrukten unterschiedlich große 
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Banden auftreten, was aber nicht beobachtet wurde (Abb. 33 B).    

 

Abbildung 33: Western Blots dualer -Konkatamere und Trimer.Detektion verschie-

dener Konstruktein Kotransfektionen mit einem -Trimer. Als Antikörper wurde anti-2 1:1000 

verwendet.  

4.6.2 GABA-Pharmakologie enthaltender GABAA-Rezeptoren 

4.6.2.1 GABA-Pharmakologie enthaltender GABAA-Rezeptoren mit 

 gleichen -Subtypen 

Mit einem ()-Trimer zeigten nur Koexpressionen mit einer  und einer UE oder 

mit dualen Konstrukten hohe mit Wild-Typ-Rezeptoren vergleichbare Stromant-

worten durch GABA (Tab. 31). Die GABA-Sensitivitäten unterschieden sich für ent-

haltende Rezeptoren um den Faktor 8-10 im Vergleich zu Rezeptoren aus indi-

viduellen Untereinheiten. Bei der UE war der Unterschied mit dem Faktor zwei ge-

ring und bei der UE sogar vernachlässigbar. In allen -Assemblie-

rungen hatte die unter Kapitel 4.1 beschriebene Mutation der GABA-Bindestelle im Tri-

mer keinen wesentlichen Einfluss auf die GABA-Pharmakologie. Bei  und ent-

haltenden Rezeptoren stieg die Sensitivität sogar leicht. Bei den  und enthalten-

den Subtypen war durch die Mutation eine etwas geringere Stromdichte infolge GABA-

Applikationen zu beobachten. Deutlicher fielen die Effekte aus, wenn die einzelne UE 

mutiert war. So verringerten sich die Sensitivitäten bei  und enthaltenden Rezep-

toren um den Faktor 50-100 und die Stromdichte war im Fall der UE 8-10-fach ver-

ringert im Vergleich zum analogen Rezeptor mit zwei Bindestellen. In enthaltenden 

Rezeptoren war zwar die Stromdichte ebenfalls niedriger, wenn in der einzelnen Un-

tereinheit die GABA-Bindestelle mutiert ist, die Sensitivität verringerte sich aber nur 

leicht um den Faktor 3-4. Durch eine Verlinkung der  mit der UE zu  bzw. 

Dimeren verringerten sich die Sensitivitäten im Fall der UE leicht und bei der 
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UE nicht. Die Effekte der Mutationen in den jeweiligen UE unterschieden sich 

auch nicht von -Assemblierungen. Weiterhin wurde die in Kapitel 4.1 

beschriebene Splicevariante short als Mittel, um die GABA-Bindestelle auszuschal-

ten in die Konkatamere einkloniert. Es konnte aber kein Unterschied zu den Rezeptoren 

mit der F63C-UE in dem Trimer festgestellt werden. Rezeptoren in den Konfiguratio-

nen s und s zeigten hingegen keine auswertbaren 

Ströme. 

Kombinationen mit der UE wurden in der Konfiguration gemessen. 

Dabei wurde die gleiche GABA-Sensitivität wie bei der analogen Assemblierung mit der 

UE erhalten. Im Gegensatz zu den entsprechenden enthaltenden Rezeptoren ist ein 

deutlicher Unterschied (Faktor 15) zum Wildtyp aus individuellen UE auffällig. Wurde 

die im Trimer enthaltene GABA-Bindestelle hingegen mutiert, so wurde eine dem Wild-

typ entsprechende Sensitivität erreicht. Aufgrund der wie auch in Kapitel 4.4 und Kapitel 

4.5 dargestellten sehr geringen Ströme enthaltende aus Konkatameren assemblieren-

den Rezeptoren in HEK-Zellen wurden im Folgenden nur noch enthaltenden Rezep-

toren charakterisiert. 

Tabelle 31: GABA-Pharmakologie enthaltender GABAA-Rezeptoren mit gleichen -Subtypen 

Subtyp EC50 [µM] p Stromdichte [pA] n 

 nicht bestimmbar kein Strom (3) 

 nicht bestimmbar kein Strom (5) 

 nicht bestimmbar 28,7 + 24,0 (5) 

 nicht bestimmbar 15,1 + 9,7 (5) 

 24,7 + 3,4 1,4 + 0,1 731 + 529 6(7) 

 15,8 + 0,3 1,3 + 0,1 939 + 507 (11) 

l 27,7 + 1,5 1,6 + 0,1 725 + 517 3(3) 

 1114,1 + 70,2 0,9 + 0,1 952 + 1011 5(5) 

 45,6 + 2,8 1,3 + 0,1 1510 + 1357 9(10) 

 19,5 + 2,2 1,2 + 0,1 939 + 507 11(11) 

 2317,3 + 223,7 1,0 + 0,1 407 + 346 3(4) 

 64,1 + 7,7 1,0 + 0,1 571 + 616 6(9) 

 nicht bestimmbar kein Strom (3) 

 nicht bestimmbar 20,6 + 22,3 (6) 
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 nicht bestimmbar 109 +75 (5) 

 nicht bestimmbar 5,7 + 3,2 (3) 

 14,0 + 1,2 1,5 + 0,2 1151 + 631 11(7) 

 7,6 + 0,6 1,4 + 0,2 428 + 246 7(7) 

 2140 + 871 0,7 + 0,1 152 + 55 5(6) 

 nicht bestimmbar (PB: 119 + 5 µM) 795 + 1227 (PB: 2967) (8) 

 14,6 + 1,0 0,8 + 0,1 137 + 134 11(11) 

 1,5 + 0,2 0,9 + 0,1 61,2 + 38,5 2(2) 

 nicht bestimmbar 66,4 + 64,6 (8) 

 1,5 + 0,1 2,0 + 0,3 4819 + 2163 3(3) 

 1,0 + 0,1 1,6 + 0,2 826 + 524 6(6) 

 1,2 + 0,1 1,1 + 0,1 922 + 774 3(3) 

 1,4 + 0,4 0,7 + 0,1 1143 + 900 5(5) 

 6,0 + 0,8 0,8 + 0,1 674 + 546 10(10) 

 3,2 + 0,5 0,7 + 0,1 283 + 212  3(3) 

s 1,7 + 0,5 1,2 + 0,4 329 + 349 6(6) 

s 3,4 + 0,9 0,9 + 0,2 324 + 324 4(4) 

s nicht bestimmbar 19,2 + 7,8 (3) 

s nicht bestimmbar 17,8 + 10,7 (7) 

Die EC50- und p-Werte wurden durch einen vierparametrischen logistischen Fit durch die Mittelwerte von 

auf Maximalströmen normierten Strömen bei den jeweiligen Konzentrationen errechnet und sind mit dem 

entsprechenden Fehler angegeben. Die Stromdichten sind Mittelwerte + SD der Maximalströme bei 300-

10000 µM GABA. n= Anzahl der gemessenen Zellen für die Dosiswirkungskurven (Stromdichten). 

4.6.2.2 GABA-Pharmakologie enthaltender GABAA-Rezeptoren mit 

 unterschiedlichen -Subtypen 

Im weiteren Verlauf wurden GABAA-Rezeptoren charakterisiert, bei denen unterschied-

liche Subtypen im Pentamer vorliegen. Zusätzlich wurden selektiv einzelne GABA-

Bindestellen mutiert, so dass die Rolle einer einzelnen UE im pentameren Komplex 

untersucht werden konnte. Wie in Tab. 32 dargestellt, zeigten alle Kombinationen mit 

einer einzelnen UE eine ähnliche Sensitivität, wie die analogen Rezeptoren mit zwei 

UE dieses Subtyps. Eine Ausnahme bildeten Rezeptoren, welche einen 

EC50-Wert ähnlich wie Rezeptoren hatten. Die Mutationen in den Trime-

ren hatten nur geringe Effekte. In Rezeptoren beispielsweise verringerte 

sich die Sensitivität, wenn die -UE mutiert war, so dass die Eigenschaften näher an den 
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-Rezeptoren, d.h. an denen mit der geringsten Sensitivität, lagen. In 

Rezeptoren stieg hingegen die Sensitivität, wenn die -UE mutiert war 

und näherte sich den Eigenschaften der sensitiveren -Rezeptoren an. Die einzige Kom-

bination, bei der dieMutation in der einzelnen Untereinheit die Sensitivität nicht beein-

flusste war wobei die Rezeptoren deutlich geringere GABA-induzierte 

Ströme als Rezeptoren hatten. 

Insgesamt lässt sich aber mit Ausnahme einiger enthaltender Rezeptoren feststellen, 

dass in den Assemblierungen die Eigenschaften in Bezug auf GABA durch 

die einzelne UE zwischen der  und UE bestimmt wurden, folgt man der Uhr-

zeigersinnregel. Die N-terminal verlinkte UE zwischen den UE hatte hingegen we-

nig Einfluss.     

Tabelle 32 : GABA-Pharmakologie enthaltender GABAA-Rezeptoren mit unterschiedlichen 

-Subtypen 

Subtyp EC50 [µM] p Stromdichte [pA] n 

 5,2 + 0,5 0,9 + 0,1 1484 + 529 3(3) 

 300 + 95 0,6 + 0,1 1178 + 442 3(3) 

 1,2 + 0,1 2.1 + 0,2 172 + 129 1(2) 

 18,8 + 0,5 1,3 + 0,1 1816 + 1490 13(13) 

 45,2 + 1,5 1,5 + 0,1 991 + 556 12(12) 

 43,6 + 1,7 1,4 + 0,1 1804 + 1180 8(8) 

 69,9 + 9,0 1,0 + 0,1 874 + 766 9(9) 

 6,1 + 0,7 0,9 + 0,1 1078 + 1110 23(23) 

 1,8 + 0,1 1,4 + 0,1 305 + 225 14(12) 

 1,1 + 0,1 0,9 + 0,1 2263 + 1816 7(7) 

 0,9 + 0,3 0,7 + 0,1 67,7 + 107 2(7) 

 22,3 + 2,4 0,8 + 0,1 1569 + 2298 5(5) 

s 26,1 + 2,1 1,2 + 0,1 1621 + 1646 4(4) 

Die EC50- und p-Werte wurden durch einen vierparametrischen logistischen Fit durch die Mittelwerte von 

auf Maximalströmen normierten Strömen bei den jeweiligen Konzentrationen errechnet und sind mit dem 

entsprechenden Fehler angegeben. Die Stromdichten sind Mittelwerte + SD der Maximalströme bei 300-

10000 µM GABA. n= Anzahl der gemessenen Zellen für die Dosiswirkungskurven (Stromdichten). 
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4.6.3 Modulatoren 

Zur Überprüfung, ob die Untereinheiten gemäß der Abb. 31 B im Pentamer angeordnet 

sind, wurden Modulatoren eingesetzt, die als selektiv für bestimmte Untereinheiten oder 

Nachbarschaften von Untereinheiten beschrieben worden sind.  

4.6.3.1 Modulation enthaltender Rezeptoren durch Benzodiazepine 

Zum einen wurden Diazepam und Bretazenil aus der Klasse der Benzodiazepine 

eingesetzt. Es konnte, wie Abb. 34 zu entnehmen ist, gezeigt werden, dass nur die 

einzelne UE die Benzodiazepinpharmakologie determiniert und somit vermutlich 

neben der UE sitzt. So zeigte z. B. die Kombination keine 

typische Diazepammodulation. Die Kombination zeigtediese 

hingegen. Weiterhin zeigte ein Verknüpfen der  mit derUE, dass und 

Dimere eine Bindestelle für Diazepam ausbildeten, gemäß der 

Uhrzeigersinnregel war das aber nur für das Konstrukt zu erwarten. Das 

Konstrukt, bei dem die UE N-terminal verknüpft ist, zeigte zwar eine 

schwächere Modulierbarkeit, es ist aber nach Kapitel 4.4 und 4.5 ein weiteres Beispiel, 

dass die N-terminale Verlinkung der UE die Funktion beeinflußt und dass sich durch 

die Verlinkung die Anordnung nicht mit Sicherheit definieren lässt. 

 

Abbildung 34: Modulation durch Benzodiazepine -enthaltender Rezeptoren. Dargestellt sind 

Mittelwerte + SEM (n= 4-13). Bret= Bretazenil; Diaz= Diazepam. (** p < 0,01) 

4.6.3.2 Inhibition enthaltender Rezeptoren durch Furosemid 

Furosemid ist eine weitere Substanz, deren Selektivität durch die UE determiniert 

wird. Den in Abb. 35 dargestellten enthaltenden Assemblierungen ist zu entnehmen, 

dass eine -UE im Pentamer ausreichte, um die Inhibitition durch Furosemid zu 
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vermitteln. Das Experiment stellt somit auch ein Kontrolle dar, ob die -UE aus einem 

Konstrukt im Pentamer integriert ist. Selbst wenn die GABA-Bindestelle 

dieser -UE mutiert war, zeigte sich in der Kombination die 

gleiche Inhibition wie in Rezeptoren.     

 

Abbildung 35 Furosemidinhibition benötigt nur eine Untereinheit im Pentamer. A: Dargestellt ist 

die Konzentrationsabhängikeit der Inhibition durch Furosemid der angegeben Subtypten.  B: Vergleich der 

einzelnen Kombinationen bei 1000 µM Furosemid. Angegeben sind Mittelwerte + SEM (n= 3-8). (** p < 

0,01) 

4.6.3.3 Modulation und Aktivierung enthaltender Rezeptoren durch 

Etomidat 

Wie oben (Kapitel 4.3.2) beschrieben, lässt sich durch die Mutation N265S in der UE 

die Sensitivität und Effizienz für Etomidat verringern. Diese Mutation wurde am Beispiel 

des Trimers jeweils in eine oder beide UE eingebracht, um zum einen de-

ren Funktion zu charakterisieren und zum andern deren Anwesenheit im Pentamer nach-

zuweisen. In Abb. 36 A ist die Modulation durch 10 µM Etomidat dargestellt. Es ist zu 

erkennen, dass zwei wt-UE vorhanden sein mussten, um die Eigenschaften von 

Rezeptoren, exprimiert aus individuellen UE, zu zeigen. Weiterhin war die Wir-

kung von Etomidat von der Position der UE unabhängig und additiv in Abhängigkeit 

ihrer Anzahl. Abb. 36 B zeigt anhand der Aktivierung durch 300 µM Etomidat in Abwe-

senheit von GABA noch deutlicher, dass zwei UE für die Eigenschaften von wildty-

pischen Rezeptoren notwendig waren. 
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Abbildung 36  Etomidat zum Nachweis der UE im Pentamer A: Modulation durch 10 µM Etomidat 

in Abhängigkeit der Anzahl der wt-UE.  B: Aktivierung durch 300 µM Etomidat benötigt zwei wt-

UE. M kennzeichnet die Mutation N265S. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM, (n= 4-6). (* p < 0,05, 

** p < 0,01, *** p < 0,005) 

4.6.3.4 Modulation enthaltender Rezeptoren durch Loreclezol 

Analog zu Etomidat wurde das Antikonvulsivum Loreclezol an den in Kapitel 4.6.3.3 

beschriebenen Trimeren eingesetzt. Dabei wurden analoge Ergebnisse erzielt, 

in dem Sinn, dass die Potentierung GABA-induzierter Ströme durch Loreclezol abhängig 

von der Anzahl der funktionalen UE war (Abb. 37). Es zeigte sich auch, dass beide 

UE des Trimers im Pentamer integriert waren. 

 

Abbildung 37 Modulation durch 2 µM Loreclezol. M kennzeichnet die Mutation N265S. Dargestellt 

sind Mittelwerte + SEM, (n= 4-6). (** p < 0,01, *** p < 0,005) 
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 Charakterisierung von -Trimeren

Aus der These, dass eine Verknüpfung N-terminal an der -Untereinheit die Funktion in 

Bezug auf GABA beeinflusst, ergab sich die Konstruktion der Konkatamere zur Assemb-

lierung aus  und Konstrukten (Abb. 38). Bei diesem Ansatz wurde angenom-

men, dass im  Gegensatz zu der unter 4.6. dargestellten Strategie bei der eine UE frei 

und die andere C- und N-terminal verknüpft ist, beide N-Termini der UE die gleiche 

Flexibilität haben. Die Funktion der UE im Pentamer sollte also von der Position des 

Linkers unabhängig sein, so dass die Rolle der UE in Rezeptoren mit unterschiedlichen 

Subtypen besser untersucht werden kann.    

 

Abbildung 38: Rezeptoren mit einem (undKonkatamer A: Schematische Darstel-

lung der Proteinsequenzen. Für das Trimer ist die -UE C-terminal mit der -UE über 26 AS 

verknüpft und diese ist über 26 AS C-terminal mit einer -UE verbunden. Das (Dimer besteht aus 

einer über 11 AS C-terminal  mit einer -UE verknüpften -UE B: Erwartete Anordnung der Unterein-

heiten bei Kotransfektion dieser beiden Konstrukte, so dass zwei Bindestellen für GABA (G) und eine für 

Benzodiazepine (Bz) vorhanden sein sollten. 

4.7.1 Western Blot 

Abb. 39 zeigt, dass die trimeren Konstrukte in verschieden Variationen mit der 

 und UE zusammen mit der UE mit einem anti Antikörper de-

tektiert werden konnten und  die Größe von etwa 150 kDa hatten. Das jeweilige Di-

mer, welches kotransfiziert wurde, ließ sich nicht so leicht nachweisen, da der unter Ka-

pitel 4.4.1 und 4.5.1 eingesetzte anti Antikörper durch eine N-terminale Verlinkung 

der UE das N-terminale Epitop nicht mehr binden konnte. Ein getesteter anti An-

tikörper, welcher im cytoplasmatischen Loop bindet, zeigte eine sehr starke unspezifische 

Bande auf Höhe der UE und konnte daher zu Fragen bzgl. der Proteolyse nicht ver-

wendet werden (Abb. 39 C). Der Antikörper BD28 detektiert alle GABAA-Rezeptorun-

tereinheiten bis auf die  und konnte wie in Abb. 39 D genutzt werden, um Dimere zu 

detektieren. Insgesamt kann davon ausgegangen werden, dass die eingesetzten Fusions-

proteine nicht proteolysieren.  
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Abbildung 39: Western Blots  (Trimer und Dimer.Detektion Konstruktebei Ko-

transfektionen mit einem -Dimer. A: anti-2 1:1000 B: anti- 1:1000 C: anti- 1:10000 D: BD 28 

gegen alle UE 1:1000 E: anti-2 1:1000. Für A, B und C wurden dieselben Proben verwendet. 

4.7.2 GABA-Pharmakologie ()- und ()-enthaltender GABAA-

Rezeptoren 

4.7.2.1 GABAA-Rezeptoren mit gleichen Subtypen in der Konfiguration 

 ()() 

Bei der Strategie, Rezeptoren mit Hilfe eines Trimers zu assemblieren ist auf-

gefallen, dass im Gegensatz zu den bisherigen enthaltenden Konstrukten zum Teil 

ähnlich hohe Ströme bei alleiniger Expression des Trimers wie bei einer Koexpression 

von Trimer und Dimer auftraten (Abb. 40). Weiterhin unterschied sich der EC50-Wert für 

GABA von Assemblierungen mit 49,2 + 6,3 µM nur unwesentlich von 

Rezeptoren mit 30,7 + 0,8 µM. Dieser Umstand macht Interpretationen 

schwierig, insbesondere wenn GABA-Bindestellen ausgeschaltet werden und infolgedes-

sen die messbaren Ströme kleiner werden, da nicht genau bestimmt werden kann, welche 

Assemblierungen vorliegen. Es wurde also versucht (Konstrukte zu finden, wel-

che bei alleiniger Expression keine oder sehr kleine Ströme liefern. Wie Tab. 33 zu ent-

nehmen ist, konnte durch ein Tausch mit der  oder UE kein Vorteil gegenüber 

der  erreicht werden. Es wurde von Sigel et. al. 2009 berichtet, dass enthaltende 

Konstrukte mit steigender RNA-Menge in Xenopus-Oozyten als Expressionssystem stei-

gende Ströme bei alleiniger Expression von Dimeren und Timeren zeigen. Es wurden 

infolgedessen analoge Konstrukte mit der  und UE hergestellt und das Ergebnis 

in Tab. 33 zeigt, dass nur unter Einsatz der UE sehr geringe Ströme in Trime-

ren messbar waren. Da aber die Expressionen mit der -UE deutlich schlechter sind und 

zum Beispiel für Kombinationen mit mutierter GABA-Bindestelle, wie 

 keine Ströme gemessen werden konnten, wurde nach einer Möglich-

keit gesucht, die UE so zu modifizieren, dass sie in den Konstruktennicht 
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mehr Ströme bei alleiniger Expression zeigt. Die Eigenschaft,  dass - und -UE im 

Gegensatz zur -UE Homopentamere (Krishek et al. 1996 und Wooltorton et al. 1997) 

bilden können, wurde als mögliche Ursache für die Artefakte angenommen. Mit Mutation 

des Vierermotivs (DNTK) der  in der -UE bilden letztere keine Homopentamere 

mehr aus (Taylor et al. 1999). Es wurde also diese Variante der -UE (DNTK) in die 

Konkatamere eingebaut, was aber zu keiner wesentlichen Veränderung führte (Abb. 40). 

Als weiterer Ansatz wurden Rezeptoren exprimert, welche eine -UE sowie eine -UE 

haben und die Mutation für die GABA-Bindestelle in dem -enthaltenden Konstrukt 

tragen. Da so ggf. auftretende Assemblierungen nur aus dem -enthaltenden Konkata-

mer bestehen und eine GABA-Sensitivität im millimolaren Bereich haben, sollten sie im 

typischen EC50-Bereich der meisten Assemblierungen (2-100 µM) keinen wesentlichen 

Einfluss haben.      

 

Abbildung 40: Stromdichten -enthaltender Rezeptoren. Die Messpunkte sind Stromantworten ein-

zelner Zellen auf 1000 µM GABA. Schwarz dargestellt und mit P gekennzeichnet sind Ströme eines voll-

ständigen Pentamers aus  und Konstrukten. Rot dargestellt und mit T und D gekennzeich-

net sind die jeweiligen trimeren  und dimeren Konstrukte bei alleiniger Expression. Die 

unterste Reihe gibt die Anzahl der insgesamt gemessenen Zellen an und die Reihe darüber stellt die Anzahl 

der Zellen mit Strom dar. Die Messergebnisse stammen von mindestens drei Transfektionstagen je Ansatz. 

M ist eine Variante der UE mit vier Punkmutationen, welche die Assemblierung zu Homopentame-

ren beeinflussen sollen.     
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Abbildung 41: GABA-Pharmakologie undenthaltender GABAA-Rezeptoren mit 

selektiv mutierten GABA-Bindestellen. A: Exemplarische Strombilder, M kennzeichnet die Mutation 

F64C in den jeweiligen Konstrukt zum Ausschalten der Bindestelle. Die schwarzen Balken über den Strom-

spuren stellen die Ligandenapplikationen (4 sec) dar. B: Dosiswirkungskurven -enthaltender Rezepto-

ren. Dargestellt sind logistische Fits durch die Mittelwerte + SEM von auf die Maximalströme normierten 

Ströme bei den jeweiligen Konzentrationen (n= 4-10).  

Die GABA-Sensitivitäten der enthaltenden Rezeptoren sind Tab. 33 zu entnehmen 

und zeigten eine Verringerung etwa um den Faktor 10 im Vergleich zu Wild-typ-Rezep-

toren. Bei enthaltenden Rezeptoren war der Unterschied hingegen vernachlässigbar. 

In allen hier getesteten Kombinationen hatten Rezeptoren mit einer GABA-Bindestelle 

unabhängig der Position eine ähnliche Sensitivität wie analoge Rezeptoren mit zwei 

GABA-Bindestellen. Die Rezeptoren mit einer GABA-Bindestelle zeigten eine langsa-

mere Desensitisierung (Abb. 41 A) und hatten geringere Stromdichten (Tab. 33).  

Kombinationen  und enthaltender Konkatamere zeigten ähnliche Eigenschaften 

wie Rezeptoren, so dass davon ausgegangen werden kann, dass das oben dargestellte 

Problem der funktionellen Assemblierung beispielsweise aus Trimeren bei al-

leiniger Expression die Messergebnisse bei Rezeptoren mit einer GABA-Bindestelle 

nicht wesentlich beeinflussen. 

Tabelle 33: GABA-Pharmakologie undenthaltender GABAA-Rezeptoren mit gleichen 

-Subtypen 

Subtyp EC50 [µM] p Stromdichte [pA] n 

 nicht bestimmbar 99 + 306 (23) 

 nicht bestimmbar 26,5 + 40,1 (16) 

 nicht bestimmt 476 + 512 (18) 

 nicht bestimmbar 14,7 + 23,5 (28) 

 nicht bestimmbar kein Strom (13) 
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 45,8 + 1,6 1,2 + 0,1 397 + 605 5(19) 

 49,2 + 6,3 1,5 + 0,2 146 + 226 5(34) 

 nicht bestimmbar 71,0 + 104 (13) 

 30,7 + 0,8 1,4 + 0,1 633 + 886 7(22) 

DNTK nicht bestimmbar 69,4 + 153 (16) 

DNTK nicht bestimmbar 14,2 + 23,0 (24) 

DNTKDNTK 24,0 + 3,0 1,7 + 0,3 508 + 405 4(15) 

 52,3 + 5,0 1,0 + 0,1 754 + 580 5(5) 

 27,9 + 1,4 1,4 + 0,1 1493 + 160 5(5) 

 48,4 + 10,3 0,6 + 0,1 291 + 355 4(10) 

 41,8 + 1,6 1,0 + 0,1 98,4 + 134 4(10) 

 124 + 9 0,9 + 0,1 89,5 + 127 4(11) 

 nicht bestimmbar kein Strom (11) 

 102 + 19 1,0 + 0,2 275 + 259 3(5) 

 58,7 + 11,3 0,8 + 0,1 309 + 310 4(7) 

 nicht bestimmt 110 + 216 (8) 

 nicht bestimmbar kein Strom (4) 

 nicht bestimmbar kein Strom (6) 

 2,4 + 0,1 1,7 + 0,1 137 + 85 6(6) 

 2,1 + 0,1 1,9 + 0,1 186 + 281 6(10) 

 nicht bestimmbar 17,2 + 12,3 (8) 

 2,1 + 0,1 1,4 + 0,1 250 + 312 4(14) 

 2,7 + 0,3 1,8 + 0,3 48,7 + 25,0 3(10) 

 nicht bestimmbar 12,2 + 5,3 (9) 

Die EC50- und p-Werte wurden durch einen vierparametrischen logistischen Fit durch die Mittelwerte von 

auf Maximalströmen normierten Strömen bei den jeweiligen Konzentrationen errechnet und sind mit dem 

entsprechenden Fehler angegeben. Die Stromdichten sind Mittelwerte + SD der Maximalströme bei 300-

10000 µM GABA. n= Anzahl der gemessenen Zellen für die Dosiswirkungskurven (Stromdichten). 
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4.7.2.2 GABAA-Rezeptoren mit unterschiedlichen Subtypen in der 

 Konfiguration ()() 

Wie in 4.7.2.1 dargestellt, hatten ()()-Rezeptoren eine etwa 15-fach niedri-

gere Sensitivität als analoge a6-enthaltende Rezeptoren. Im Folgenden sind Ergebnisse 

sogenannter Mischrezeptoren dargestellt, bei denen  und UE teilweise mit mu-

tierten GABA-Bindestellen in den Rezeptoren vorlagen. Wie in Tab. 32 dargestellt, haben 

Rezeptoren mit je einer UE und einer UE im Fall von enthaltenden Rezepto-

ren eine GABA-Sensitivität ähnlich analoger Rezeptoren mit zwei UE (Tab. 31). Bei 

enthaltenden Rezeptoren liegt deren Sensitivität hingegen zwischen den Sensitivitä-

ten analoger Rezeptoren mit gleichen Subtypen. Ist in diesen Mischrezeptoren nun eine 

GABA-Bindestelle mutiert, so nähern sich die Sensitivitäten bei 

 und Rezeptoren den Sensi-

tivitäten der entsprechenden Rezeptoren mit der jeweils nicht mutierten UE an. Bei 

Rezeptoren ist dies dagegen nicht der Fall, sie zeigen einen ähnlichen 

EC50-Wert, wie Rezeptoren. 

Tabelle 34 : GABA-Pharmakologie undenthaltender GABAA-Rezeptoren mit unter-

schiedlichen -Subtypen 

Subtyp EC50 [µM] p Stromdichte [pA] n 

 37,9 + 2,0 0,9 + 0,1 304 + 268 5(5) 

 33,8 + 1,3 1,2 + 0,1 187 + 181 5(5) 

 9,4 + 0,6 1,2 + 0,1 892 + 637 4(7) 

 3,9 + 0,6 0,8 + 0,1 197 + 217 8(8) 

 28,3 + 1,9 1,2 + 0,1 78,2 + 54,5 4(8) 

 16,6 + 1,7 0,8 + 0,1 741 + 779 8(8) 

 11,4 + 1,1 0,9 + 0,1 274 + 285 6(6) 

 1,6 + 0,2 1,0 + 0,1 58,2 + 63,3 5(14) 

Die EC50- und p-Werte wurden durch einen vierparametrischen logistischen Fit durch die Mittelwerte von 

auf Maximalströmen normierten Strömen bei den jeweiligen Konzentrationen errechnet und sind mit dem 

entsprechenden Fehler angegeben. Die Stromdichten sind Mittelwerte + SD der Maximalströme bei 300-

10000 µM GABA. n= Anzahl der gemessenen Zellen für die Dosiswirkungskurven (Stromdichten). 

4.7.3 Modulatoren 

Zum Überprüfen der Anwesenheit der einzelnen Untereinheiten und deren Rolle im Pen-

tamer wurden folgende UE-selektive Modulatoren analog Kapitel 4.6.3 eingesetzt.   
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4.7.3.1 Modulation enthaltender Rezeptoren durch     

 Benzodiazepine 

Wie in Abb. 42 zu erkennen ist, zeigte die Modulierbarkeit mit Diazepam in allen Fällen 

bis auf Rezeptoren die Nachbarschaft in enthalten-

den Rezeptoren an. In enthaltenden Rezeptoren blieb die Modulation wie erwar-

tet in allen Assemblierungen aus. Diese konnte gemäß Abb. 43 hingegen mit den auch an 

enthaltenden bindenden Bretazenil gezeigt werden. Die Rezeptoren mit einem 

Trimer zeigten ebenfalls eine unterschiedlich starke Modulierbarkeit mit Breta-

zenil, unabhängig davon, ob noch zusätzlich eine UE in den Konstrukten enthalten 

ist.  

 

Abbildung 42: Modulation durch Diazepam zum Nachweis der UE in direkter Nachbarschaft zu 

der UE. Dargestellt sind Mittelwerte + SD Modulation des EC20 für GABA durch 1 µM Diazepam (n= 

3-6).   

 

Abbildung 43: Modulation durch Bretazenil zum Nachweis der UE in direkter Nachbarschaft zu 

derUE. Dargestellt sind Mittelwerte + SD Modulation des EC20 für GABA durch 10 µM Bretazenil  

(n= 3-6).    

4.7.3.2 Modulation enthaltender Rezeptoren durch E033-00233 

Wie bereits in Kapitel 4.3 erwähnt wurde, besitzt E033-00233 eine Selektivität für 

enthaltende Rezeptoren und einige Parallelen zu den Anästhetika Etomidat und Lo-

reclezol. Im Folgenden sind Rezeptoren mit einer  und einer UE bzw. einer   

und einer UE in unterschiedlichen Positionen dargestellt. Wie Abb. 44 zu entnehmen 
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ist, war die Wirkung von E033-00233 additiv in Abhängigkeit der Anzahl der UE und 

unabhängig von deren Position. Weiterhin zeigten Rezeptoren mit zwei UE größere 

Effekte als Rezeptoren mit einer oder zwei UE. Im Fall der ist die Wirkung daher 

nicht additiv. 

 

Abbildung 44 Modulation E033-00233. Dargestellt sind Mittelwerte + SD Modulation des EC20 für 

GABA durch 30 µM E033-00233  (n= 3-6).  (* p < 0,05, ** p < 0,01)  

4.7.3.3 Inhibition enthaltender Rezeptoren durch Furosemid 

Die Ergebnisse der Inhibiton mit dem selektiven Furosemid sind in Abb. 45 

dargestellt und zeigen eine nahezu hundertprozentige Inhibion der GABA-induzierten 

Ströme mit 500 µM Furosemid, wenn zwei UE enthalten waren. Waren eine  und 

eine UE enthalten, so zeigten die meisten Rezeptoren eine Inhibition von etwa 75%. 

Eine Außnahme stellten wiederrum die Rezeptoren dar, welche nicht 

durch Benzodiazepine moduliert werden konnten und auch nahezu insensitiv gegenüber 

Furosemid bei 500 µM waren. Die andere Variante mit der mutierten UE in 

Rezeptoren zeigte ebenfalls eine geringere Inhibition als die 

entsprechende Wild-Typ-Kombination. 

 

Abbildung 45: Furosemidinhibition zum Nachweis der -UE. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM der 

Modulation des EC50 für GABA durch 500 µM Furosemid (n= 3-7).    
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4.8 Charakterisierung von -Trimeren 

Als Gegenstück zu dem Verfahren aus Kapitel 4.7, wonach die -Untereinheit N-terminal 

frei sein sollte, ergab sich der Ansatz, Rezeptoren zu assemblieren, bei denen beide -

Untereinheiten N-terminal verknüpft wurden (Abb. 46).  

 

Abbildung 46: Rezeptoren mit einem (undKonkatamer A: Schematische Darstel-

lung der Proteinsequenzen. Für das (-Trimer ist die -UE C-terminal mit der -UE über 23 AS 

verknüpft und diese ist über 26 AS C-terminal mit einer -UE verbunden. Das (-Dimer besteht aus 

einer über 23 AS C-terminal  mit einer -UE verknüpften -UE B: Erwartete Anordnung der Unterein-

heiten bei Kotransfektion dieser beiden Konstrukte, so dass zwei Bindestellen für GABA (G) und eine für 

Benzodiazepine (Bz) vorhanden sein sollten. 

4.8.1 Western Blot 

Die hier eingesetzten  und Konstrukte zeigten mit dem anti An-

tikörper im Western Blot nur eine Bande im Bereich von etwa 150 kDa  und wurden somit 

nicht proteolysiert (Abb. 47). Die koexprimierten Dimere wurden als intakte Di-

mere bereits in 4.4.1 aufgeführt und sind somit hier nicht noch einmal dargestellt. 

 

Abbildung 47 : Western Blot Konkatamere. Detektion verschiedener Konstruktebei 

Kotransfektionen mit einem Dimer. Als Antikörper wurde anti-2 1:1000 verwendet. 
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4.8.2 GABA-Pharmakologie ()- und ()-enthaltender GABAA-

Rezeptoren 

Wie unter 4.6.2 aufgeführt, zeigten enthaltende Rezeptoren in der Konfiguration 

, dass die N-terminale Verlinkung der UE einen wesentlichen 

Einfluss auf die GABA-Sensitivität hatte. In der Konfiguration wurde 

dies bestätigt, da die Sensitivität mehr als um den Faktor 25 geringer war als in wildtypi-

schen Rezeptoren (Tab. 35). Weiterhin zeigten in dieser Konfiguration Rezep-

toren mit nur einer Bindestelle unabhängig der Position eine mehr als 10-fache Verringe-

rung der Sensitivität im Vergleich zu den analogen Rezeptoren mit zwei Bindestellen. 

Interessanterweise stieg die Sensitivität in der Konfiguration wenn 

dieBindestelle in dem Trimer mutiert war.   

Tabelle 35: GABA-Pharmakologie undenthaltender GABAA-Rezeptoren mit gleichen 

-Subtypen 

Subtyp EC50 [µM] p Stromdichte [pA] n 

 149 + 21 1,0 + 0,1 290 + 272 3(13) 

 nicht bestimmbar 61,2 + 77,3 (5) 

 nicht bestimmbar 71,0 + 104 (13) 

 85,8 + 14,3 1,6 + 0,2 1148 + 637 5(10) 

 83,1 + 10,4 1,0 + 0,1 1390 + 1755 4(7) 

 1141 + 147 0,7 + 0,1 279 + 20 3(3) 

 1345 + 159 0,7 + 0,1 514 + 376 6(11) 

 25,0 + 1,9 1,1 + 0,1 190 + 54 5(5) 

 nicht bestimmbar 48,5 + 45,1 (5) 

 nicht bestimmbar 14,9 + 6,1 (5) 

 1,8 + 0,3  1,1 + 0,2 498 + 265 5(5) 

 2,1 + 0,3 1,5 + 0,3 159 + 95 9(9) 

 2,7 + 0,3 0,8 + 0,1 221 + 114 7(7) 

s 2,5 + 0,3 1,0 + 0,1 199 + 224 6(6) 

s 3,3 + 0,6 0,9 + 0,1 122 + 148 7(12) 

Die EC50- und p-Werte wurden durch einen vierparametrischen logistischen Fit durch die Mittelwerte von 

auf Maximalströmen normierten Strömen bei den jeweiligen Konzentrationen errechnet und sind mit dem 

entsprechenden Fehler angegeben. Die Stromdichten sind Mittelwerte + SD der Maximalströme bei 300-

10000 µM GABA. n= Anzahl der gemessenen Zellen für die Dosiswirkungskurven (Stromdichten). 
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Für enthaltende Rezeptoren konnte in der Konfiguration bei Rezep-

toren mit einer Bindestelle unabhängig der Position eine Sensitivität ähnlich den analogen 

Rezeptoren mit zwei Bindestellen gefunden werden (Tab. 35). Weiterhin zeigten die Re-

zeptoren mit einer GABA-Bindestelle geringere Ströme und eine langsamere Desensiti-

sierung (Abb. 48).   

 

Abbildung 48: GABA-Pharmakologie undenthaltender GABAA-Rezeptoren mit 

selektiv mutierten GABA-Bindestellen. A: Exemplarische Strombilder, M kennzeichnet die Mutation 

F63C in den jeweiligen Konstrukt zum Ausschalten der Bindestelle. Die schwarzen Balken über den Strom-

spuren stellen die Ligandenapplikationen (4 sec) dar. B: Dosiswirkungskurven -enthaltender Rezepto-

ren. Dargestellt sind logistische Fits durch die Mittelwerte + SEM von auf die Maximalströme normierten 

Ströme bei den jeweiligen Konzentrationen (n= 5-9). 

4.9 Charakterisierung von -Trimeren 

Konstrukte in der pseudosymetrischen Anordnung wurden erstellt, um anhand der 

unterschiedlichen Pharmakologie der a1- und a6-Untereinheit für Benzodiazepine die so-

genannte Uhrzeigersinnregel zu überprüfen. Diese Regel besagt, dass sich die Konkata-

mere im Pentamer vom N- zum C-Terminus gegen den Uhrzeigersinn assemblieren, wenn 

man den Rezeptor vom Zelläußeren betrachtet. Die Proteine und die erwarteten Assemb-

lierungen sind in Abb. 49 gezeigt.  
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Abbildung 49: Rezeptoren mit einem (Konkatamer. A: Schematische Darstellung der Pro-

teinsequenzen. Für das (-Trimer ist die -UE N-terminal mit einer -UE über 11 AS und C-

terminal über 23 AS mit einer -UE verknüpft. B: Erwartete Anordnung der Untereinheiten bei Kotrans-

fektion des (-Konstruktes mit einer  und einer UE, so dass zwei Bindestellen für GABA 

(G) und eine für Benzodiazepine (Bz) vorhanden sein sollten. 

4.9.1 Western Blot 

Die Trimere zeigten bei alleiniger Expression in keiner Kombination 

Proteolyseprodukte (Abb. 50 A). Die Konstrukte wurden ohne weitere Untereinheiten 

transfiziert, da nur mit dem BD 28 Antikörper alle Proben gut detektiert werden konnten. 

Bei Koepressionen mit weiteren Untereinheiten hätte dieser Antikörper eben diese auch 

markiert, was die Unterscheidung von Proteolyseprodukten erschwert hätte. Die zur 

Koexpression eingesetzten dualen Konstrukte zeigten mit dem anti- Antikörper 

ebenfalls nur eine Bande der erwarteten Größe (Abb. 50 B).   

 

Abbildung 50 : Western Blots Trimere und dualer -Konstukte. A: Detektion verschiedener 

Konstrukte. Als Antikörper wurde BD28 (gerichtet gegen alle UE) 1:1000 verwendet. B: Nachweis 

dualer -Konstrukte bei Koexpression mit einem Trimer. Als Antikörper wurde anti-2 1:1000 

verwendet. 
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4.9.2 GABA-Pharmakologie ()-enthaltender GABAA-Rezeptoren 

Trimere zeigten nur in Kombinationen mit einer  und einer UE bzw. eines 

dualen Konstruktes sehr gute Ströme im Bereich von ca. 1 nA (Tab. 36). Die Sen-

sitivitäten lagen für enthaltende Rezeptoren etwa 6-8-fach niedriger als die entspre-

chenden Rezeptoren aus individuellen Untereinheiten. Für die gab es dabei wie bei 

den oben aufgeführten Konfigurationen keinen relevanten Unterschied zu den 

Rezeptoren. Die Rezeptoren mit einer  und UE zeigten einen geringen 

Positionseffekt, wobei die Assemblierung mit der UEneben der UE die Sensiti-

vität von Rezeptoren mit zwei UEzeigten. Eine Verlinkung der UE mit der 

UE zu  bzw. Dimeren führte zu einer Verringerung der Sensitiviäten 

um den Faktor 2-10,  gegenüber einer Kombinationen aus Trimer  .  

Tabelle 36: GABA-Pharmakologie enthaltender GABAA-Rezeptoren  

Subtyp EC50 [µM] p Stromdichte [pA] n 

 19,3 + 2,7 1,1 + 0,2 961 + 236 4(4) 

 42,5 + 1,5 1,6 + 0,1 1053 + 803 4(4) 

 37,5 + 2,9 1,6 + 0,1 976 + 847 5(5) 

 2,2 +0,1 1,1 + 0,1 1127 + 1622 7(7) 

 2,3 + 0,3 1,1 + 0,1 1144 + 847 6(6) 

 9,4 + 1,4 0,7 + 0,1 1580 + 1260 7(7) 

 7,0 + 0,5 1,0 + 0,1 1528 + 1076 6(6) 

 10,3 + 1,3 1,1 + 0,1 664 + 517 7(7) 

 57,5 + 13,6 1,0 + 0,1 815 + 397 3(3) 

 104 + 15 0,7 + 0,1 715 + 250 3(3) 

 nicht bestimmbar 34,9 + 39,3 (7) 

 nicht bestimmbar 11,9 + 12,7 (5) 

 nicht bestimmbar 69,5 + 74,5 (5) 

 nicht bestimmbar 17,6 + 5,6 (5) 

 nicht bestimmbar 37,0 + 42,8 (6) 

Die EC50- und p-Werte wurden durch einen vierparametrischen logistischen Fit durch die Mittelwerte von 

auf Maximalströmen normierten Strömen bei den jeweiligen Konzentrationen errechnet und sind mit dem 

entsprechenden Fehler angegeben. Die Stromdichten sind Mittelwerte + SD der Maximalströme bei 300-

10000 µM GABA. n= Anzahl der gemessenen Zellen für die Dosiswirkungskurven (Stromdichten). 
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4.9.3 Modulatoren 

4.9.3.1 Modulation enthaltender Rezeptoren durch Benzodiazepine  

Wie Abb. 51 zu entnehmen ist, modulierte Diazepam GABA-induzierte Ströme nur, wenn 

eine UE C-terminal in einem Trimer vorlag. Sie muss also immer neben einer 

UE vorliegen. Die Trimere assemblierten gemäß der Uhrzeigersinnregel. Durch die 

positive selektive Modulation durch Flumazenil (Ro-1788) und Bretazenil konnte 

ebenfalls beobachtet werden, dass diese UE nur neben einer UE liegen kann, wenn 

sie in den Trimeren in C-terminaler Position war.  

 

 

Abbildung 51: Modulation von Rezeptoren durch Benzodiazepine. Dargestellt sind Mit-

telwerte + SEM, (n= 3-8). 1788= Ro15-1788; Diaz= Diazepam  

Für Flurazepam sind weitere Wirkungen unabhängig der klassischen Bindestelle für Ben-

zodiazepine zwischen einer  und UE beschrieben. Im mikromolaren Bereich 

konnte eine allosterische Inhibition der nanomolaren positiven Modulation vermittelt 

durch die klassische Benzodiazepinbindestelle, beobachtet werden (Walters et al. 2000).  

Baur et. al (2008) konnten zeigen, dass die Selektivität an beiden Stellen gleich ist. Bei 

der UE konnten also positive und negative Modulation festgestellt werden. Liegt hin-

gegen eine für die Positivmodulation flurazepaminsensitive UE zwischen den 

UE, so blieb auch eine negative Modulation der Positivmodulation über die klassische 

Benzodiazepinbindestelle aus.  

Im Folgenden wurde entsprechendes mit den Trimeren überprüft, wobei zusätz-

lich Bretazenil eingesetzt wurde, um Rezeptoren mit der UE neben der  UE posi-

tiv zu modulieren. Wie Abb. 52 zu entnehmen ist, wurde eine Inhibition durch Flu-

razepam mit 100 µM beobachtet, wenn eine UE zwischen den UE vorlag und 
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über die klassischen Benzodiazepinbindestelle entweder mit geringen Flurazpamkonzent-

rationen  oder 10 µM Bretazenil  positiv moduliert wurde. Es wurde aber wei-

terhin beobachtet, dass 100 µM Flurazepam negativ modulieren kann, wenn eine UE 

zwischen den UE vorlag und positiv über die klassischen Benzodiazepinbindestelle 

moduliert wurde. 

 

Abbildung 52: Modulation von Rezeptoren durch Flurazepam. Dargestellt sind Mittel-

werte + SEM, (n= 3-8). Flura= Flurazepam; Bret= Bretazenil  

Den Darstellungen oben zufolge richtete sich ein Trimer im Pentamer gemäß der 

Uhrzeigersinnregel aus. Im Folgenden wurde dies nochmals mit  bzw. Di-

meren überprüft. In Abb. 53 ist dargestellt, dass bei Kotransfektionen mit einem  

bzw. Konstrukt analoge Ergebnisse wie bei -Expressionen er-

halten wurden. Es bildete sich also immer die gleiche Nachbarschaft aus, unabhän-

gig der Orientierung in den Konkatameren. Das Dimer gehorchte der Uhr-

zeigersinnregel also nicht. 

 

Abbildung 53: Modulation von   Dargestellt sind Mittelwerte + SEM, (n= 3-4). 

Diaz= Diazepam; Bret= Bretazenil 
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4.9.3.2 Inhibition enthaltender Rezeptoren durch Furosemid 

Zum Nachweis, dass die UE des Trimers funktionell im Pentamer eingebaut 

wurden, wurde auch die Anwesenheit der UE im Pentamer überprüft. Wie Abb. 54 

zu entnehmen ist, zeigten alle Konstrukte mit einer UE eine Inhibition durch Furo-

semid. Die Rezeptoren mit nur einer UE im Trimer hatten eine minimal geringere 

Sensitivität, es bildete sich aber kein furosemidinsensitives Plateau in den Dosiswir-

kungskurven aus, was darauf hindeutet, dass keine Subpopulationen mit nur enthal-

tenden Rezeptoren vorlagen.     

 

Abbildung 54: Furosemidinhibition enthaltender Rezeptoren. Dargestellt sind logistische Fits 

durch die Mittelwerte + SEM (n= 3-5) 

4.10 Rezeptorassemblierungen aus enthaltenden Dimeren mit 

()-Dimeren 

Zusätzlich zu den unerwarteten Ergebnissen bei der Modulation von Diazepam in 

Rezeptoren oder das Bilden von Rezeptoren aus Dimeren oder Trimeren bei 

deren alleiniger Expression gab es weitere Ergebnisse, bei denen enthaltende Dimere 

bei Koexpressionen mit einem Dimer funktionelle Rezeptoren bildeten. 
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4.10.1 Western Blots 

Die Dimere zeigten bei Kotransfektionen mit einem Dimer ebenso wie bei 

den oben erwähnten Kotransfektionen mit einem Trimer keine Proteolyse (Abb. 55).   

 

Abbildung 55: Western Blots dualer -Konstukte. Detektion verschiedener Dimere kotransfeziert 

jeweils mit einem Dimer. Als Antikörper wurde anti-2 1:1000 verwendet. 

4.10.2 GABA-Pharmakologie enthaltender Dimere koexprimiert mit 

Dimeren 

Die Dimere zeigten in Kombination mit einer  oder einer UE deutliche 

Ströme mit GABA und Pentobarbital. Bei alleiniger Expression zeigten sie wie alle 

enthaltenden Dimere keinen durch die beiden Liganden erzeugten relevanten Strom. 

Exprimierte man sie jedoch zusammen, so ließen sich bei allen Kombinationen Ströme 

messen und EC50-Werte bestimmen (Tab. 37). Die Konstrukte zeigten ähnliche 

Sensitivitäten wie Rezeptoren und zeigten mit GABA größere Ströme als mit 

Pentobarbital. Bei den Konstrukten waren die Sensitivitäten um den Faktor 3-6 ge-

ringer als bei Rezeptoren. Es fällt besonders auf, dass die GABA-induzierten 

Ströme kleiner als die durch Pentobarbital verursachten Maximalströme waren. 

Tabelle 37: GABA-Pharmakologie enthaltender Dimeren mit Dimeren 

Subtyp EC50 [µM] p 
Stromdichte [pA] 

1000 µM GABA 

Stromdichte [pA] 

500 µM PB 
n 

 19,3 + 2,7 1,1 + 0,2 6,0 + 4,5 7,2 + 4,4 (13) 

 9,2 + 1,1 1,1 + 0,1 1320 + 345 341 + 78 3(4) 

 nicht bestimmbar 14,7 + 14,7 15,3 + 14,7 (7) 
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 nicht bestimmbar 27,7 + 13,3 38,3 + 21,3 (4) 

 21,2 + 1,3 1,3 + 0,1 507 + 360 453 + 388 8(10) 

 26,6 + 1,8 1,4 + 0,1 188 + 496 39,2 + 63.4 4(11) 

 38,6 + 3,3 1,4 + 0,1 281 + 352 106 + 133 5(10) 

 69,1 + 6,6 1,0 + 0,1 40,6 + 61,7 163 + 286 3(12) 

 118 + 4,3 0,8 + 0,1 263 + 480 418 + 784 5(9) 

Die EC50- und p-Werte wurden durch einen vierparametrischen logistischen Fit durch die Mittelwerte von 

auf Maximalströmen normierten Strömen bei den jeweiligen Konzentrationen errechnet und sind mit dem 

entsprechenden Fehler angegeben. Die Stromdichten sind Mittelwerte + SD der Maximalströme bei 300-

1000 µM GABA bzw. 500 µM Pentobarbital (PB). n= Anzahl der gemessenen Zellen für die Dosiswir-

kungskurven (Stromdichten). 
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5 Diskussion 

Durch die Vielfalt an Untereinheiten können sich sehr viele Kombinationen von GABAA-

Rezeptoren assemblieren. Tatsächlich wurden bislang 11 Subtypen als sicher vorkom-

mend und 8 weitere als sehr wahrscheinlich im ZNS existierend beschrieben (Olsen und 

Sieghart 2008). Die größte Gruppe mit 75-80% (Whiting et al. 2000; Sieghart und Ernst 

2005) nehmen die meist synaptisch lokalisierten -enthaltenden Rezeptoren, welche vor 

allem phasische Inhibition vermitteln, ein. Diese kommen wiederum mit allen UE in 

den Kombinationen  vor, wobei die -, - und -enthaltenden Rezeptoren mit 

je 20-30 % wieder die größten Fraktionen stellen. Die selteneren Subtypen  mit der 

 und UE haben die Besonderheit, dass sie in bestimmten Hirnregionen an-

gereichert sind. So kommen die UE im Wesentlichen im Thalamus, die UE im 

Hippocampus und die UE ausschließlich im Cerebellum vor (Sieghart und Sperk 

2002). Allen diesen Rezeptoren ist gemein, dass sie vermutlich die UE-Stöchiometrie 

 haben, das aber nur für den Subtyp  in immunochemischen (Tretter et 

al. 1997), elektrophysiologischen (Backus et al. 1993; Chang et al. 1995) fluoreszenspek-

troskopischen (Farrar et al. 1999) oder rasterkraftmikroskopischen (Neish et al. 2003) 

Versuchen gezeigt werden konnte. Anhand der Pharmakologie für Benzodiazepine, wel-

che zwischen der  und UE binden und GABA, das zwischen der  und der UE 

bindet und unter Zuhilfenahme von sogenannten Konkatameren, d.h. kovalent verknüpf-

ten UE, leiteten Baumann et al. 2002 die Anordnung der UE in der Sequenz , ge-

lesen gegen den Uhrzeigersinn vom synaptischen Spalt aus betrachtet, ab.  Vereinfachend 

wird bis heute davon ausgegangen, dass in nicht enthaltenden Rezeptoren dessen Po-

sition durch eine UE, UE oder eine andere sogenannte fünfte UE neben den 2 

und 2UE in den jeweiligen Assemblierungen ersetzt wird. 

Obwohl enthaltende GABAA-Rezeptoren im Vergleich zu den oben genannten Subty-

pen nur in geringer Menge im ZNS vorkommen, haben sie die Besonderheit, dass sie 

ausschließlich extrasynaptisch lokalisiert sind und tonische Inhibition vermitteln (Brick-

ley und Mody 2012). Es wird angenommen, dass der Ladungstransfer, vermittelt durch 

tonische Inhibition, in einer ähnlichen Größenordnung wie die phasischen Ströme durch 

die zahlreicheren synaptischen Rezeptoren liegt. In Körnerzellen des Kleinhirns wurde 

bei Ratten eine Zunahme tonischer Inhibition von 5% (P7) auf 99% (P21) des gesamten 

Ladungstransfers im Laufe der Entwicklung beobachtet (Brickley et al. 1996). Weiterhin 

konnte in Neuronen des Rückenmarkes bei adulten Mäusen ein 6-fach größerer Ladungs-

transfer vermittlet durch tonische Inhibition als durch phasische Ströme gemessen werden 

(Ataka und Gu 2006). Mit der UE sind Assemblierungen zusammen mit der  (Den-

tate Gyrus im Hippocampus),  Interneurone im Thalamusund der UE in den 

Körnerzellen des Cerebellums beschrieben (Farrant und Nusser 2005). Aufgrund dieser 
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Datenlage wurden in dieser Arbeit diese drei UE ausgewählt und in den Kombinatio-

nen ,  und  charakterisiert.  Dabei wurden Unterschiede in Bezug auf die 

etablierten Liganden GABA und Pentobarbital herausgearbeitet, sowie neue Liganden 

ausgehend von der Leitstruktur DS1/2 und der selektiven Substanz E0233-0033 an 

diesen Subtypen charakterisiert. Weiterhin wurden mit diesen UE Konkatamere er-

stellt, wobei insbesondere die Fragestellung bearbeitet wurde, inwieweit GABAA-Rezep-

toren in Abhängigkeit der UE mit nur einer Bindestelle funktionieren.  

5.1 GABA- und Pentobarbitalpharmakologie transient 

transfizierter GABAA-Rezeptoren in HEK293T-Zellen 

Die Ergebnisse der GABA- und Pentobarbitalpharmakologie der hier verwendeten Sub-

typen sind in den Tabellen 20 und 21 zusammengefasst. Bei den GABA-Sensitivitäten 

konnten vergleichbare Werte wie in anderen Studien an in HEK293-Zellen exprimierten 

GABAA-Rezeptoren gemessen werden (Böhme et al. 2004, Mortensen et al. 2012). Be-

sonders zu erwähnen sind die -Rezeptoren: diese haben im Vergleich zu den ent-

sprechenden Subtypen mit der  und UE eine für extrasynaptisch vorkommende 

Rezeptoren niedrige Sensitivität (EC50: 10,7 + 0,4 µM  1,1 + 0,1 µM , 0,5 + 0,1 

µM  Da die extrazelluläre GABA-Konzentration auf 20-500 nM geschätzt wird 

(Mortensen und Smart 2006; Lee et al. 2010), würden diese Rezeptoren nur sehr wenig 

aktiviert werden. Andererseits haben diese Rezeptoren dann das Potential, stark durch 

Modulatoren wie endogen vorkommende Neurosteroide oder Anästhetika moduliert zu 

werden, da bei niedrigen relativen GABA-Konzentrationen deren Effizienz deutlich hö-

her ist (Walters et al. 2000). So würde bei einer Konzentration von 0,5 µM GABA, was 

dem EC50 bei undECbeientspricht die Wirkung im Wesentlichen über 

Rezeptoren vermittelt werden, sofern keine deutliche Subtypselektivität ange-

nommen wird. Unterstützt wird die Hypothese durch die Modulation mit DS1 (Tab. 23). 

So konnten Rezeptoren bei 0,5 µM GABA nur noch etwa 150% potentiert wer-

den. Bei 0,2 µM GABA wurde hingegen eine Potentierung von ca. 800% beobachtet. 

Dazu kommt, dass insbesondere Rezeptoren durch GABA nur mit sehr geringer 

Effizienz aktiviert werden und erst durch das endogen vorkommende Neurosteroid 

THODC (Tetrahydrodeoxycorticosteron) deutliche Ströme zeigen (Zheleznova et al. 

2008). 

Die enthaltenden Rezeptoren haben in allen getesteten Wildtyp-Rezeptoren einen 

Hillkoeffizienten größer 1,5, was auf zwei GABA-Bindestellen, die kooperativ wechsel-

wirken, hindeutet. Durch diesen Parameter und die in Kapitel 4.4.2 gezeigte Benzodiaze-

pinsensitivität wird also unterstützt, dass -Rezeptoren in der Konfiguration 
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gelesen gegen den Uhrzeigersinn, vom synaptischen Spalt aus betrachtet as-

semblieren. Bei den enthaltenden Rezeptoren ist hingegen in den Kombinationen 

 ein Wert von ~1 erhalten worden, dies kann mindestens drei Ursachen haben: 

1. Es liegen zwei  Bindestellen vor, die aber nicht kooperativ wirken; 2. Es liegt nur eine 

Bindestelle vor und die Rezeptoren assemblieren demzufolge anders als die oben genann-

ten Subtypen; 3. Es existiert eine Mischung an Rezeptoren, so dass verschiedene Dosis-

wirkungskurven überlagert sind. Zwischen den ersten beiden Punkten kann man nicht 

leicht differenzieren. Ein Ansatz zur Lösung ist, Rezeptoren mit Hilfe von Konkatameren 

in einer definierten Anordnung zu exprimieren und deren Ligandenstöchiometrie zu cha-

rakterisieren. Der letzte Punkt scheint aber plausibel, da insbesondere die UE als 

schwer zu exprimieren  gilt (Meera et al. 2010, Wang et al. 2010), was auch von den 

Autoren um P. Meera und R. Olsen als Ursache angenommen wird, dass z.B. andere Ar-

beitsgruppen (Korpi et al. 2007, Borghese und Harris 2007) die selektiven potentieren-

den Effekte von Ethanol im niedrigen millimolaren Bereich nicht beobachten konnten. 

Anhand der GABA-Pharmakologie konnte im Rahmen meiner Diplomarbeit 2010 ge-

zeigt werden, dass bei -enthaltenden Rezeptoren die Stromdichten sowie der EC50-

Wert bei Rezeptoren signifikant kleiner sind als bei Rezeptoren. In den 

Fällen der  und UE konnte mit Hilfe der in Kapitel 4.1.2 aufgeführten Pentobar-

bitalpharmakologie deutlich gezeigt werden, dass die UE exprimiert ist. So ist bei der 

UE der EC50-Wert etwa um den Faktor fünf größer als bei den entsprechenden -

Rezeptoren. Zudem zeigt ein Hillkoeffizient von 3,1 + 0,5 eine hohe Kooperativität an 

und schließt den oben genannten Punkt, dass sich Dosiswirkungskurven von  und 

Rezeptoren überlagern, nahezu aus. Weiterhin zeigt die Ratio der induzierten 

Ströme durch die maximalen GABA- und Pentobarbitalkonzentrationen bei  und 

Rezeptoren an, dass bei dem erstgenannten die Effizienz für GABA deutlich grö-

ßer ist (3,5 + 0,4 vs. 1,1 + 0,2; p<0,0001). Der letzte Parameter ist neben der höheren 

Pentobarbitalsensitivität von gegenüber Rezeptoren (115 + 14 vs. 344 + 

72 µM) zur Differenzierung nutzbar. So ist in diesem Fall im Gegensatz zu den ent-

haltenden Rezeptoren die Effizienz für GABA bei der binären Kombination deutlicher 

kleiner (0,15 + 0,1 vs. 1,0 + 0,3; p<0,01) als bei Rezeptoren. Insgesamt kann man 

anhand der GABA- und Pentobarbitalpharmakologie eindeutig zeigen, dass die UE 

funktionell in die Rezeptoren integriert wird und es kann auch festgehalten werden, dass 

dies effizient geschieht, da Rezeptoren keinen wesentlichen Anteil in Tranfek-

tionen haben. Der letzte Punkt wird durch die in Kapitel 4.2 eingesetzten Modulatoren 

unterstützt, die in Kapitel 5.2 diskutiert werden.  

Offen bleibt, ob sich alle Subtypen nach demselben Bauplan wie die enthaltenden 

Rezeptoren assemblieren, so dass immer zwei GABA-Bindestellen an Nachbar-

schaften existieren. Unter der Annahme, dass die GABA-Sensitivität im Wesentlichen 
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durch die UE determiniert wird (Böhme et al. 2004), würde man in erster Näherung 

erwarten, dass die Abfolge der EC50-Werte von bei Rezeptoren auf die 

binären Kombinationen bzw.  enthaltenden Rezeptoren übertragen werden kann. Tat-

sächlich erhält man  für  und Rezeptoren mit noch größeren Abstu-

fungen zwischen der  und UEÄhnliches fällt auch bei Pentobarbital auf. So zeigt 

sich in binären Kombinationen keine Abhängigkeit der Potenz und in und 

Rezeptoren eine deutliche Aufspaltung in bzwErklären könnte 

man diese Inhomogenität damit, dass die Sensitivitäten nicht durch eine einzelne Un-

tereinheitenklasse determiniert werden, sondern durch ein Zusammenspiel der Unterein-

heiten. Zum anderen könnte es ein Hinweis sein, dass eben nicht alle Subtypen demselben 

Bauplan folgen. Es wäre daher von Interesse, die Experimente zu wiederholen und die 

Ratios der Untereinheiten dabei zu ändern, um schließlich die Ergebnisse mit den vorlie-

genden Daten abzugleichen. Sollten verschiedene Assemblierungen, wie bei (Hadley 

und Amin 2007, Kaur et al. 2009; Baur et al. 2010; Wagoner und Czajkowski 2010)  aber 

auch bei Rezeptoren (Im et al. 1995; Baumann et al. 2001; Boileau et al. 2005) dis-

kutiert werden vorkommen, so könnten sich in Abhängigkeit der UE-Ratios die bestimm-

ten Parameter ändern.  

5.2 DS1/2-Derivate als neue Liganden für GABAA-Rezeptoren 

Die Bedeutung der enthaltenden GABAA-Rezeptoren bzw. der tonischen GABAergen 

Inhibition im Zusammenhang mit Sucht, Epilepsie, Angst, Depression und Gedächtnis-

bildung ist in der Literatur eingehend beschrieben (Scimemi et al. 2005; Earnheart et al. 

2007; Maguire und Mody 2008; Shen et al. 2010; Brickley und Mody 2012). Der bekann-

teste Ligand, welcher als selektiv bezeichnet wird, ist THIP (Mortensen et al. 2004; 

Storustovu und Ebert 2006; Saarelainen et al. 2008; Mortensen et al. 2010). Dieser bindet 

an die GABA-Bindestelle und hat daher ähnlich wie GABA eine höhere Sensitivität für 

Rezeptoren im Vergleich zu Rezeptoren. Dazu kommt, dass er eine 

höhere Effizienz als GABA an diesen Rezeptoren aufweist und somit als „Superagonist“ 

wirkt (Mortensen et al. 2010). Insgesamt führt das dazu, dass im potentiell therapeutisch 

erreichbaren Bereich von 0,3-2 µM (Madsen et al. 1983) nahezu ausschließlich extrasy-

naptisch lokalisierte GABAA-Rezeptoren durch THIP aktiviert werden. Die klinische 

Phase III Studie zur Behandlung von Schlaflosigkeit wurde aber 2007 durch die Firma 

Lundbeck aufgrund einer zu schwachen Wirksamkeit und dem Auftreten psychiatrischer 

Nebenwirkungen wie Orientierungslosigkeit und Halluzinationen abgebrochen. Weitere 

Substanzklassen, welche enthaltende GABAA-Rezeptoren aktivieren und/oder modu-

lieren sind die Neurosteroide, Barbiturate und andere Anästhetika wie Etomidat. Sie mo-

dulieren zum Teil zwar Rezeptoren mit der UE stärker als die anderen Subtypen, be-
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sitzen aber keine ausreichende Selektivität (Belelli et al. 2002; Brown et al. 2002; Wohl-

farth et al. 2002; Zheleznova et al. 2008). Neben den Substanzen AA29504 (Hoestgaard-

Jensen et al. 2010) und JM-11-43A (Lewis et al. 2010) wurden DS1/2 (Wafford et al. 

2009) als neue selektive Verbindungen beschrieben. Letztere wurden aufgrund der ho-

hen Selektivität und Affinität von ~14 nM für DS1 und ~ 140 nM für DS2 an Re-

zeptoren ausgewählt. Die Idee dabei war, dass die Selektivität auf einer Bindestelle an 

der UE beruht und im besten Fall ein Marker für eine Nachbarschaftsbeziehung sein 

kann. Weiterhin wurde ein Set von 15 neuen Derivaten mit Hilfe der Kooperationspartner 

erstellt, um zum einen Aussagen über Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu ermöglichen. 

Zum anderen wurde aufgrund der hohen beschriebenen Affinität die Absicht verfolgt, 

Derivate zu erstellen, welche radioaktiv markiert werden können, um zum Beispiel in 

PET-Studien selektiv enthaltende GABAA-Rezeptoren zu visualisieren.  

Beim Vergleich der in Tab. 22 dargestellten EC50-Werte der Modulationen des EC20 für 

GABA mit den Daten der initialen Studie von Wafford et a. 2009, fällt auf, dass die hier 

gemessenen Sensitivitäten für DS1 und DS2 etwa um den Faktor 10 geringer sind. In 

einer folgenden Studie, bei der auch Autoren der ersten Studie mitwirkten (Jensen et al. 

2013), konnten im Fall von DS2 (EC50 ~ 5 µM) aber die hier gemessenen Sensitivitäten 

bestätigt werden. Für DS1 konnten auch Dosiswirkungskurven für  und Re-

zeptoren  erstellt werden (Abb.17). Im Vergleich zu den initial getesteten enthalten-

den Rezeptoren sind die Modulationsstärken an Rezeptoren mit der UE größer, was 

auch von Jensen et al. 2013 gezeigt wurde. So ist insbesondere bei Rezeptoren im 

Vergleich zu  oder Kombinationen bei etwa gleicher Potenz (EC50 ~ 100 

nM) die Modulation mit 1144 + 29 %  vs. 35 + 1,5 bzw. 168 + 29 deutlich stärker. Die 

enthaltenden Subtypen haben im Vergleich zu den ähnlich sensitiven  und 

Rezeptoren eine um den Faktor 7-8 geringere Sensitivität und außerdem eine um 

den Faktor 4-5 geringere Modulationsstärke als die entsprechenden Rezeptoren mit der 

UE. Dies könnte zum einen ursächlich für die von Wafford at al. 2009 beschriebene 

fehlende Modulation von  und Subtypen sein und neben den fehlenden 

Kontrollen mit binären Kombinationen zu dem Schluss der Selektivität geführt haben. 

Andererseits unterstützen die hier erhobenen Daten, dass die tonischen Ströme in Inter-

neuronen des Thalamus  selektiv durch DS2 (Wafford et al. 2009) moduliert werden, da 

die relevante physiologische Wirksamkeit sich immer aus einer Kombination von Potenz 

und Effizienz ergibt.  

Die in Tab. 22 aufgeführten Liganden zeigen an, dass die Bromierungen am Imidazopy-

ridin-System ein wichtiger Faktor für die Sensitivität sind. So konnten mit einer Bromie-

rung in der 6- und 8-Position Derivate mit den höchsten Sensitivitäten gewonnen werden 

(DS1, SJ33 vs. DS2). Außerdem wurde gezeigt, dass Funktionalisierungen in para-Stel-

lung des Benzamid-systems die Sensitivität gegenüber DS1 steigern konnten. So zeigen 
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SJ33 mit einer Butoxygruppe eine Sensitivität von ~35 nM und JWA9 mit einer Fluorie-

rung in dieser Position mit ~ 44 nM die Liganden mit der höchsten Sensitivität. 

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass alle Substanzen die getesteten Rezeptoren auch 

ohne Anwesenheit von GABA aktivieren können. In dem Parameter zeigen aber neben 

den Rezeptoren nur enthaltende Subtypen deutliche Effekte von ~10-200 % des 

GABA induzierten Maximalstroms, wobei auch hier die Bromierung am Imidazopyridin-

System eine wichtige Rolle zu spielen scheint. So kann DS2 Rezeptoren zu ~ 7% 

SJ4T zu ~40% und DS1 zu~200 %  der maximalen GABA-Antwort aktivieren. Die intrin-

sische Aktivität wird aufgrund der Möglichkeit zur Überdosierung oft als Nachteil bei in 

vivo Einsätzen betrachtet, so dass folgende Liganden eher nur in der 6er-Position haloge-

niert werden sollten, da die etwas geringere Potenz (Faktor 2) in diesem Fall vernachläs-

sigbar ist. Andererseits ist davon auszugehen, dass in der Umgebung extrasynaptischer 

GABAA-Rezeptoren immer GABA vorhanden ist und die intrinsische Aktivierung ver-

nachlässigbar ist. Für die Planung von PET-Liganden muss der Fokus auf die Affinität 

gelegt werden und somit in der 6er- und 8er-Position halogeniert werden. Sehr interessant 

wären außerdem Substanzen die Nullmodulatoren oder Negativmodulatoren für ent-

haltende Rezeptoren sind, da Liganden mit diesen Eigenschaften nach jetziger Kenntnis 

nicht verfügbar sind. Diese Liganden wären eine weitere Möglichkeit, die Rolle tonischer 

Inhibition zu untersuchen. So wird zum Beispiel diskutiert, ob verstärkte durch enthal-

tende Rezeptoren vermittelte  tonische Inhibition die Lernleistung beeinträchtigt (Shen et 

al. 2010; Whissell et al. 2013).   

Insgesamt lässt sich feststellen, dass die ausgehend von DS1/2 erstellten Derivate zwar 

nicht die zuvor in der Literatur (Wafford et al. 2009; Jensen et al. 2013) dargestellte Se-

lektivität für enthaltende GABAA-Rezeptoren aufweisen, aber dennoch eine Basis bil-

den könnten, um die Rolle der tonischen Inhibition, welche durch  und Rezep-

toren vermittelt wird, mit neuen Mitteln zu untersuchen. In der in diesem Projekt zunächst 

erhofften Anwendung, dass die Substanzen an eine Bindestelle, die nur an der UE vor-

kommt, binden oder eine UE-Nachbarschaft anzeigen, konnte kein Fortschritt erzielt wer-

den, da mit den beschriebenen Liganden nicht ausreichend zwischen  und Re-

zeptoren differenziert werden kann. Aufgrund eines Hillkoeffizienten von 2,6 + 0,5 bei 

der Beschreibung der intrinsischen Aktivität an Rezeptoren kann aber davon aus-

gegangen werden, dass mindestens zwei, eher aber drei Bindestellen vorliegen, welche 

aber nicht gleich sein müssen. Es ist daher nicht auszuschließen, dass bei der Erstellung 

und Charakterisierung weiterer Liganden Substanzen gefunden werden, die eine Selekti-

vität für enthaltende GABAA-Rezeptoren haben. 
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5.3 E033-00233 als selektiver Ligand 

Neben den Ansätzen GABAA-Rezeptoren über die orthostere Bindestelle oder die Binde-

stelle für Benzodiazepine positiv zu modulieren, stellen die Anästhetika die dritte Mög-

lichkeit dar. Etablierte Liganden sind neben den Barbituraten und Neurosteroiden vor al-

lem Etomidat, Loreclezol und Propofol. Ihnen gemein ist eine geringe Abhängigkeit von 

der Variante und insbesondere bei den Letzteren eine Präferenz für die  und  

gegenüber der UE. Die Rolle dieser Liganden bei der tonischen Inhibition oder bei 

enthaltenden Rezeptoren ist Gegenstand aktueller Forschung (Meera et al. 2009; 

Zecharia et al. 2012; Brickley und Mody 2012; Mesbah-Oskui et al. 2014). 

Die Substanz E033-00233 zeigte in einer unpublizierten Studie von H. Rabe eine Selek-

tivität für enthaltende GABAA-Rezeptoren, wobei Subtypen in den Kombinationen 

 stärker moduliert werden als die entsprechenden binären Rezeptoren oder 

Rezeptoren mit anderen UE. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zum einen die Pharma-

kologie von E033-00233 an enthaltenden GABAA-Rezeptoren untersucht und zum an-

deren verschiedene Mutanten der UE, welche die Wirkung einiger Anästhetika be-

einflussen, charakterisiert, um mögliche Parallelen zu den Anästhetika aufzudecken.  

Die Ergebnisse der E033-00233-Pharmakologie enthaltender Rezeptoren sind in Ka-

pitel 4.3.1 aufgeführt und zeigen, dass E033-00233 Rezeptoren in den Kombinationen 

 in Abwesenheit von GABA zu 10-20% der GABA-induzierten Maximalant-

wort direkt aktivieren kann. Dies stellt einen deutlichen Unterschied zu den Neurosteroi-

den (Wohlfarth et al. 2002) und den Barbituraten dar, was in Kapitel 4.1. exemplarisch 

am Beispiel von Pentobarbital aufgeführt ist. Da diese Liganden in Abwesenheit von 

GABA Ströme induzieren können, welche größer als die möglichen Maximalantworten 

durch GABA sind.  

In der Modulation gibt es eine geringe Abhängigkeit, wobei die Rezeptoren in der 

Abfolge  einen EC50-Wert zwischen ~40 und ~150 µM haben. In der Modula-

tionsstärke ist die Abfolge  mit durch logistische Fits erhaltenen Werten von 

~150 bis ~470% des GABA induzierten Stromes beim subtypspezifischen EC20. Auf-

grund der Inhibition bei Konzentrationen > 100-300 µM sind die Parameter des logisti-

schen Fits fehlerbehaftet und stellen nur eine Orientierung dar. Es wäre genauso ange-

bracht, bei einer relevanten Konzentration die Werte der einzelnen Subtypen zu verglei-

chen, da auch dort die Potenz und Effizienz einfließen. Weil nicht bekannt ist, welche 

Konzentrationen in vivo erreicht werden können, ist der Vergleich bei 30 µM durchge-

führt worden, da bei dieser Konzentration bei keinem Subtyp Inhibition erkennbar gewe-

sen war. Für die enthaltenden Rezeptoren ergab dieser Test keinen Unterschied zwi-

schen den Subtypen. Es wurden Potentierungen von 62-67% berechnet. Der Vergleich 

mit den schon vorher bestimmten Werten zu den enthaltenden Rezeptoren (~160-
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440%)  ergab, dass enthaltende Rezeptoren am schwächsten moduliert werden. Dies 

ist zusätzlich zu der direkten Aktivierung ein weiterer Unterschied zu den Neurosteroiden 

(Wohlfarth et al. 2002) und anderen Anästhetika (Brown et al. 2002).  

Die zuvor beschriebene Selektivität in der Abfolge  , was der Vergleich der 

Modulationen des GABA-induzierten EC20-Wertes bei Rezeptoren mit ~30%, 

~60% und ~160% verdeutlicht, macht E033-00233 pharmakologisch interessant, da die 

etablierten Anästhetika Etomidat und Loreclezol eine Selektivität der  und UE 

gegenüber enthaltenden Rezeptoren haben (Belelli et al. 1997; Wafford et al. 1994).  

Die Neurosteroide, Barbiturate und Benzodiazepine differenzieren dagegen nicht zwi-

schen den Subtypen (Hadingham et al. 1993; Thompson et al. 1996). 

Mit den bereits erwähnten Mutanten in der Position 265 konnten aber einige Paralle-

len zu den beschriebenen Anästhetika herausgearbeitet werden. Wie Abb. 25 und Tab. 28 

zu entnehmen ist, zeigt der Aminosäuretausch N265M in der UE eine deutliche Re-

duktion der Modulationsstärke, weiterhin nimmt die Potenz soweit ab, dass keine Effekt-

sättigung mit 1000 µM erreicht werden konnte. Dieser starke Mutationseffekt ist für E-

tomidat, Propofol und den Barbituraten ebenfalls beschrieben (Belelli et al. 1999). Der 

Aminosäuretausch zwischen den homologen Resten zwischen der  und UE ist 

hingegen nicht so deutlich. So verringert das Serin in der UE die Potenz etwa um den 

Faktor zwei, die Modulationsstärke aber nicht. Analog erhöht das Asparagin in der 

UE die Potenz um den Faktor 2-4 und verringert die Modulationsstärke sogar etwas. 

Dieser schwache Mutationseffekt unterscheidet sich deutlich von Etomidat und Lorecle-

zol (Belelli et al. 1999). Weiterhin konnte mit den in den weiteren Unterpunkten disku-

tierten Konkatameren gezeigt werden, dass die Modulationsstärke von E033-00233 in 

Abhängigkeit der UE im Pentamer additiv wirkt, was wieder eine Parallele zu den 

Liganden Etomidat und Loreclezol darstellt (Boulineau et al. 2005). 

Insgesamt stellt E033-00233 eine neue Substanz dar, welche infolge der Selektivität für  

enthaltende GABAA-Rezeptoren ein unterschiedliches Wirkungsprofil wie die etab-

lierten Anästhetika erwarten lässt. Dies ist insbesondere interessant, da die sedierenden 

Wirkungen der Anästhetika als vermittelt diskutiert werden (Reynolds et al. 2003). 

Die anästhesierenden Wirkungen hingegen werden als  vermittelt angesehen (Quinlan 

et al.1998). 

5.4 Konkatamere zur Assemblierung definierter GABAA-

Rezeptoren 

Neben der Charakterisierung -enthaltender GABAA-Rezeptoren mit den beschrie-

benen  etablierten und neuen Liganden wurde mit Hilfe von Konaktameren der Ansatz 
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verfolgt GABAA-Rezeptoren definierter Anordnung und Nachbarschaftsbeziehungen der 

Untereinheiten zu charakterisieren. Diese Strategie bietet sich insbesondere bei Hetero-

pentameren wie den GABAA-Rezeptoren an und wird für diese als etabliert in der Litera-

tur angesehen (Minier und Sigel 2004), wobei noch offene Punkte zur Gestaltung der 

Linker existieren (Ericksen und Boileau 2007). Zu Beginn der Arbeit war ein enthusias-

tisches Ziel, die in ihrer Architektur noch nicht geklärten enthaltenden Rezeptoren in 

verschiedenen Konfigurationen zu assemblieren und auf Ethanol zu testen, so dass evtl. 

eine Isoform gefunden wird, welche die kontrovers diskutierte Ethanolsensitivität im 

niedrigen millimolaren Bereich hat (Wallner et al. 2003; Korpi et al. 2007). Diese Idee 

wurde bereits von Kaur et al. (2009) und Baur et al. (2009) verfolgt, wobei nur ein Teil 

der möglichen Variationen mit (1 oder 6)-  und 1 UE getestet wurde. Es konnte 

für keine der Assemblierungen eine Ethanolsensitivität bei 30 mM gemessen werden. 

Weiterhin bieten Rezeptoren definierter Anordnung das Potential Bindestellen für neue 

Liganden leichter zu finden, wenn diese durch die Nachbarschaft der Untereinheiten ge-

bildet werden. Die in einer frühen Phase der Arbeit begonnene Charakterisierung von 

DS2, als selektive Leitstruktur (Wafford et al. 2009) hatte u.a. das Ziel, Assemblierun-

gen zu finden, welche eine unterschiedliche Pharmakologie für diese neue Substanzklasse 

aufzeigen, so dass molekulare Determinanten identifiziert werden können. 

Es konnte gezeigt werden, dass bei Koexpressionen diverser Dimeren  mit der UE, 

nur geringe GABA-induzierte Ströme in HEK293-Zellen gemessen werden konnten, so 

dass Modulationsstudien mit Ethanol oder DS2 nur sehr schwer möglich gewesen wären. 

In einem Projekt am Biomedicum I in Helsinki (Labor Esa R. Korpi) wurden 

bzw.Dimere mit der UE erfolgreich mit sehr guten Stromdichten in 

Xenopus Oozyten als Expressionssystem charakterisiert. Dazu wurden auch Vorversuche 

mit DS2 und Ethanol durchgeführt, wobei mit DS2 nicht zwischen den beiden Assemb-

lierungen differenziert werden konnte und auch keine Ethanolsensitivität unter 100 mM 

festgestellt werden konnte. 

Für den weiteren Fortgang wurde in Mainz, wo die Methode der Xenopus Oozyten als 

Expressionssystem nicht verfügbar war, ein großes Set an Konkatameren erstellt in Kom-

binationen mit der leichter exprimierbaren und durch die etablierte Benzodiazepinphar-

makologie nachweisbare UE charakterisiert. Weiterhin wurde in Anlehnung an die 

enthaltenden Rezeptoren, welche als mit einer GABA-Bindestelle funktionierend dis-

kutiert werden (Kapitel 4.1 und 5.1), der Fokus auf Assemblierungen mit nur einer funk-

tionellen Bindestelle für GABA gelegt. Es ergaben sich im weiteren Verlauf Probleme 

mit der Definierbarkeit der UE-Anordnung im Pentamer, so dass unter Einsatz subtyp-

spezifischer Modulatoren und unterschiedlicher Linkerpositionen im Pentamer Anwen-

dungsmöglichkeiten und Limitierungen der Konkatamerstrategie herausgearbeitet wur-

den.  
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5.4.1 Ist die Uhrzeigersinnregel zur Anordnung der Untereinheiten im 

Pentamer allgemeingültig? 

Die Uhrzeigersinnregel gibt an, dass die Untereinheiten sich immer vom N-zum C-Ter-

minus, gelesen gegen den Uhrzeigersinn vom synaptischen Spalt aus betrachtet, im Pen-

tamer anordnen. Die Regel wurde von Baumann et al. 2002 aus einem Set von enthal-

tenden Assemblierungen abgeleitet und in zahlreichen Studien auch anderer Arbeitsgrup-

pen als Basis verwendet (Gallagher et al. 2004; Minier und Sigel 2004; Bracamontes et 

al. 2011; Feng et al. 2014).  So ergaben zum Beispiel die Kombinationen  

und in Xenopus Oozyten gut exprimierbare benzodiazepinsensitive  Re-

zeptoren. Die Kombinationen  und zeigten dagegen 

keine GABA-induzierten Ströme. Es wurde daraus geschlossen, dass das Dimer 

sich nicht umlagert und das Pentamer zu einem funktionellen Rezeptor vervollständigen 

kann. Weiterhin zeigte die Kombination deutliche Ströme. Die inverse 

Konfiguration wurde allerdings nicht gezeigt, obwohl das ()-Dimer 

in der Publikation aufgeführt wurde. Die Uhrzeigersinnregel ist für andere aus Konkata-

meren assemblierenden Rezeptoren nicht beschrieben und ist auch bei GABAA-Rezepto-

ren nicht widerspruchsfrei. So zeigen Ergebnisse von Im et al. (1995), Baumann et al. 

(2001) und Boileau et al. (2005), dass Dimere, koexprimiert mit einer UE, funk-

tionelle benzodiazepinsensitive Rezeptoren bilden, obwohl dies nach der Regel nicht zu 

erwartet war (Abb. 56).  

Eine in silico-Analyse ergab für die bis dahin publizierten Linker, dass es keine oder nur 

geringe Bevorzugung der UE-Anordnung infolge einer Verlinkung gibt (Ericksen und 

Boileau 2007). Da aber die genaue Kenntnis der Anordnung eine Voraussetzung ist, wenn 

man mit Hilfe von Konkatameren Aussagen über die Architektur von Rezeptoren unbe-

kannter Konfiguration treffen möchte, wurde eine Reihe an Kontrollexperimenten durch-

geführt, bei denen mit Hilfe der Benzodizepinpharmakologie die Konfigurationen über-

prüft wurden. Zum einen wurde gezeigt, dass Dimere, koexprimiert mit einer 

UE, analog den oben genannten Publikationen benzodiazepinsensitive Rezeptoren 

bilden und zwar für die  und UE. Zum andern zeigten die in Xenopus Oozy-

ten nicht exprimierbaren Kombinationen  und 

((Baumann et al. 2002) in HEK293-Zellen GABA-induzierte und ben-

zodiazepinsensitive Ströme. Das Dimer wird also als invertierbar betrachtet, d.h., 

dass es sich in Pentameren auch wie ein Dimer einlagern kann. Abb. 56 kann dies 

etwas verdeutlichen. So lagern sich immer untereinheitenspezifisch sogenannte (+)- und 

(-)-Seiten zusammen (Ernst et al. 2005). Es gibt also undNachbar-

schaften. Demzufolge könnte es sein, dass eine Nachbarschaftgegen-

überbevorzugt ist. Ein Dimer würde sich somit bevor es in ein Pentamer 
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integriert wird immer als Dimer und nicht alsDimer ausrichtenAn-

dererseits ist es auch möglich, dass es erst im Pentamer „ausgerichtet“ wird, da sich evtl. 

undNachbarschaften bevorzugt gegenüber  und 

Nachbarschaften assemblieren. 

 

Abbildung 56: Uhrzeigersinnregel. Links ist die erwartete und beobachtete Assemblierung von 

Dimeren mit einer UE dargestellt. Die Dimere assemblieren  mit einer UE entgegen 

der Erwartung (rechts) und zeigen entsprechend des Rezeptors in der Mitte eine Bindestelle für Benzodia-

zepine (Bz). Die schwarzen Pfeile illustrieren die Linker vom N- zum C-Terminus. 

Weitere Versuche mit  und enthaltenden Trimeren (4.9) zeigten anhand 

der spezifischen Benzodiazepinpharmakologie, dass sich die Trimere immer nach der 

Regel gegen den Uhrzeigersinn im Pentamer assemblierten. Bei Koexpressionen mit ei-

nem Dimer zeigte sich hingegen eine ähnliche Pharmakologie wie bei Koexpres-

sionen mit einem Dimer oder undMonomeren, so dass davon auszuge-

hen ist, dass hier die Regel nicht gilt und sich die Untereinheiten entsprechend der oben 

dargestellten (+)- und (-)-Nachbarschaften ausrichten. Ähnliches wurde auch in Assemb-

lierungen aus  + bzw. Konstrukten beobachtet.  

Es kann also zusammengefasst werden, dass mit den etablierten Linkerkonstruktionen 

(Minier und Sigel 2004) die Nachbarschaften nicht eindeutig definiert werden können. 

Die Untereinheiten scheinen sich entgegen der Vorgabe durch den Linker eher nach den 

Affinitäten zueinander auszurichten. Ein Lösungsansatz für das Problem könnte ein Ver-

kürzen der Linker sein. Diese wurden zwar nach einer Publikation (Baumann et al. 2001) 

so kurz wie möglich gehalten. Es sind generell auch niedrigere Sensitivitäten bei aus 

Konkatameren assemblierender Rezeptoren beschrieben, was auf einen Linker bedingten 

Artefakt hindeutet. Die Linker für Dimere wurden aber in Koexpressionen mit der 

UE ausgetestet. In dieser Konfiguration müssen sie sich jedoch umlagern. Verkürzt 
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man die Linker weiter bis keine Rezeptoren mehr entstehen und testet dann in der Konfi-

guration  in der sie sich nicht umlagern müssen, so könnte man eine Linker-

länge für diese Nachbarschaft gewinnen, die ein Definieren der Anordnung ermöglicht. 

Ähnliche Strategien ließen sich für weitere Konstrukte durchführen. 

5.4.2 Weitere Grenzen der Definierbarkeit der UE-Anordnung im 

Pentamer mit Hilfe von Konkatameren 

Neben der in 5.4.1 diskutierten Problematik der Ausrichtung der Konkatamere in den 

Pentameren konnten insbesondere mit enthaltenden Konkatameren funktionelle Re-

zeptoren bei alleiniger Expression von Trimeren (4.7.2 und 4.8.2) oder bei der Kombina-

tion enthaltender Dimere mit Dimeren (4.10.2) erhalten werden. Proteolyse 

der Fusionsproteine und infolgedessen eine Neukombination der Untereinheiten konnte 

in umfangreichen Tests mit Hilfe von Western Blots ausgeschlossen werden. Die Ursa-

chen könnten aber Rezeptormultimere oder Rezeptoren mit unvollständig integrierten 

Konkatameren sein, obwohl dies für GABAA-Rezeptoren bislang nicht in der Literatur 

dokumentiert wurde. Für die trimeren P2X-Rezeptoren, sowie für die zu den Cys-Loop-

Rezeptoren gehörenden nikotinischen Acetylcholinrezeptoren konnten jedoch plasma-

membranständige Rezeptormultimere beschrieben werden (Nicke et al. 2003; Zhou et al. 

2003; Groot-Kormelink et al. 2004). Bei letzteren wurde jedoch am Beispiel von 

Rezeptoren gezeigt, dass die Artefakte nur auftreten, wenn Dimere alleine expri-

miert werden. Wird hingegen eine einzelne Untereinheit kotransfiziert, so wurden in ei-

nem Sucrosegradienten nur noch Monopentamere beobachtet. In der vorliegenden Arbeit 

kann im Wesentlichen auch davon ausgegangen werden, dass bei einer beabsichtigen As-

semblierung von Rezeptoren in der prototypischen sogenannten Standardkonfigura-

tion keine Artefakte der oben beschriebenen Form auftreten. So zeigt sich zum 

Beispiel bei einer Kotransfektion von  und Konstrukten, wobei erstere 

bei alleiniger Expression deutliche Ströme zeigen und einen EC50 von ~ 50 µM für GABA 

aufweisen, eine GABA-Sensitivität von ~10 µM und eine Furosemidsensitivität. Beides 

deutet auf eine Anwesenheit des Konstruktes im Pentamer hin. Das 

Konstrukt ließ sich über die Sensitivität gegenüber Diazepam nachweisen. 

Weiterhin zeigen die Versuche mit enthaltenden Konkatameren, die bei alleiniger Ex-

pression keine relevanten Ströme zeigen die gleichen Ergebnisse in Bezug auf die Modu-

latoren, wie analoge Rezeptoren mit der UE (Abb. 42, 43 und 45). Ein weiteres Bei-

spiel sind Assemblierungen aus  und Konstrukten, wobei das erst-

genannte bei alleiniger Expression einen EC50 von ~ 150 µM hat. Ist die GABA-Binde-

stelle in dem Dimer mutiert, so zeigt sich eine Verringerung der GABA-Sensititvität bei 

den Koexpressionen um den Faktor 10 bei ähnlicher Stromdichte wie bei den 

Expressionen. Es kann also auch hier von einem vollständigen Pentamer aus 



5 Diskussion 117 

Dimer plus Trimer ausgegangen werden.  

Es wurde anhand von Konstrukten überprüft, ob eine Untereinheit ursächlich für 

die Assemblierung funktioneller Rezeptoren aus diesem Trimer ist. Die UE konnte 

ausgeschlossen werden, da für die  und UE ähnliche Ergebnisse gefunden 

wurden. Die UE hat hingegen einen deutlichen Einfluss. So konnten mit der  und 

UE, die im Gegensatz zur UE die Eigenschaft haben Homopentamere zu bilden 

(Krishek et al. 1996 und Wooltorton et al. 1997), bei einzelnen, aber nicht allen Zellen 

ähnliche Ströme wie bei einem vollständigen Pentamer gemessen werden (Abb. 40). Es 

wurde mit Hilfe des Assemblierungsmotivs DNTK der UE, welches die Bildung von 

Homopentameren verhindert, versucht, die enthaltenden Konkatamere so zu mo-

difizieren, dass bei alleiniger Expression sich keine funktionellen Rezeptoren mehr as-

semblieren. Für Dimere kann dieser Ansatz als gelungen aufgefasst werden, da 

die (DNTK)-Dimere weniger GABA-induzierten Strom zeigen als die entsprechen-

den ()-Dimere (14 + 5 pA vs. 71 + 29 pA; p= 0,014, n= 24 bzw. 13).  Bei den 

Trimeren konnte hingegen kein signifikanter Unterschied zwischen 

DNTKund Konstrukten festgestellt werden (69 + 38 pA vs. 146 + 

39 pA, p= 0,23, n= 34 bzw. 16).  Die UE ist daher vermutlich mit ursächlich für das 

beschriebene Problem. In dieser Arbeit, wie auch in den Konstrukten der Arbeitsgruppe 

E. Siegel (Minier und Sigel 2004) wurde ausschließlich die Spliceform short verwen-

det. Die long-Variante (Whiting et al. 1990) unterscheidet sich durch eine zusätzliche 

Sequenz von 8 Aminosäuren im cytoplasmatischen Loop zwischen der TM3 und TM4. 

Wesentliche pharmakologische Unterschiede sind jedoch nicht beschrieben (Horn et al. 

1993; Wick et al. 2000). Es konnte aber gezeigt werden, dass die shortUE, entgegen 

der long-Variante, als eine sogenannte modulatorische Untereinheit an vollständige 

Pentamere binden kann und somit als einzelne Untereinheit in der Plasmamembran vor-

kommen kann (Boileau et al. 2010). Demnach wäre es theoretisch möglich, dass die Tri-

mere so assemblieren, dass eine UE aus dem Pentamer ausgeschlossen wird. Eine 

Konstruktion von einem longDNTKKonkatamerund der Vergleich mit einem 

shortDNTKKonstrukt wäre daher ein Ansatz die beschriebenen Assemblie-

rungsartefakte zu verringern. Die Ursächlichkeit der UE an diesen Artefakten wird 

auch dadurch unterstützt, dass die enthaltenden Dimere koexprimiert mit Di-

meren in allen Varianten funktionelle Rezeptoren liefern. Bei diesen Assemblierungen 

kann nichts über deren Architektur gesagt werden. Ein interessanter Test wäre jedoch die 

Überprüfung mit Diazepam, so dass Hinweise erhalten werden könnten, ob die UE in 

die Pentamere integriert ist oder ob sie evtl. immer außerhalb des Pentamers ist.      

Insgesamt stellt die Assemblierung funktioneller Rezeptoren aus Dimeren, Trimeren und 

aus der Kombination enthaltender Dimere mit Dimeren, neben der in Kapitel 
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5.4.2 diskutierten nicht immer gültigen Uhrzeigersinnregel die Definierbarkeit der UE-

Nachbarschaften durch den Einsatz von Konkatameren in Frage. Infolgedessen müssen 

zu den jeweiligen Fragestellungen sorgfältige Kontrollen und auch andere experimentelle 

Ansätze geplant werden, um Fehlinterpretationen zu minimieren. 

5.4.3 Einschätzung der Anwendbarkeit von Konkatameren bei 

Rezeptoren unbekannter Architektur am Beispiel enthaltender 

GABAA-Rezeptoren 

Wie eingangs erwähnt, zielte die Konkatamerstrategie zu Beginn des Projektes darauf ab, 

die in ihrer Architektur und Pharmakologie noch nicht im Detail verstandenen enthal-

tenden GABAA-Rezeptoren genauer zu charakterisieren. Infolge deren geringeren Expri-

mierbarkeit in HEK293-Zellen und der in Kapitel 5.4.1 und 5.4.2 diskutierten Probleme 

mit der Vorhersagbarkeit der UE-Anordnung wurde das Ziel im Rahmen der Dissertation 

aufgegeben. Es wurden stattdessen enthaltende GABAA-Rezeptoren in der prototypi-

schen Konfiguration charakterisiert. Die Literatur zu aus Konkatameren assemb-

lierender enthaltender GABAA-Rezeptoren wird daher im Kontext der hier gewonne-

nen Erkenntnisse im Folgenden diskutiert. Auch werden alternative Strategien kurz auf-

geführt.  

Für Rezeptoren postulierten Kaur et al. (2009), dass die UE mindestens drei 

Positionen im Pentamer einnehmen kann und in Transfektionen verschiedene Re-

zeptorpopulationen vorkommen können. Zum einen wird die analoge Position der UE 

und somit die sogenannte klassische Konfiguration  diskutiert, zum anderen gehen 

die Autoren davon aus, dass die Sequenzenundgelesen gegen den Uhr-

zeigersinn möglich sind. Die  und Assemblierungen wurden u.a. mit den 

Kombinationen  und hergestellt. Den Ausführungen aus 

Kapitel 5.4.1 zufolge kann das Dimer sich aber auch umlagern und sich im Pen-

tamer wie ein Dimer einlagern. Die Daten von Kaur et al. (2009) deuten aber an, 

dass dies im vorliegenden Fall nicht zutrifft. So zeigt die Kombination 

imGegensatz zu Assemblierungeneine höhere Sensiti-

vität gegenüber Zn2+, was auf eine Nachbarschaft hindeutet (Hosie et al. 2003). Zum 

anderen konnten die Eigenschaften mit dem Pentamer () reproduziert werden 

(Kaur et al. 2009). Ausgehend von den hier erhobenen Daten wäre eine Charakterisierung 

der genannten Assemblierungen mit DS1 und Pentobarbital sehr interessant, da mit diesen 

Liganden sehr gut zwischen  und Rezeptoren differenziert werden kann 

(Kapitel 4.1; 4.2.2). Weiterhin wäre in Anlehnung an die geringe Inhibition bei hohen 

Konzentrationen von E033-00233 bei Rezeptoren im Gegensatz zu Rezep-

toren dies ein möglicher Parameter zur Differenzierung zwischen den einzelnen Subty-

pen. Anhand von Rezeptoren konnte in 4.6.3.3 gezeigt werden, dass zwei 
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UE im Pentamer für eine direkte Aktivierung durch Etomidat in Abwesenheit von 

GABA notwendig sind. Folgt man der Annahme, dass die Bindestelle zwischen der  

und UE liegt (Li et al. 2006), so ist naheliegend, dass nicht nur zwei UE, sondern 

zwei Nachbarschaften vorliegen müssen. Kann man im Fall von Rezep-

toren ausschließen, dass die UE bei der Aktivierung eine wesentliche Rolle spielt, so 

könnte man mit diesem Parameter die von Kaur et al. (2009) beschriebenen Assemblie-

rungen überprüfen. Tatsächlich wurde kürzlich von Feng et al. (2014) anhand von Modu-

lationsstudien durch Etomidat gezeigt, dass zwei Nachbarschaften analog den 

Rezeptoren in Assemblierungen vorliegen. Diese Autoren gehen dem-

nach davon aus, dass in Rezeptoren die UE die Position der UE einnimmt.  

Für Rezeptoren geht die Gruppe von E. Sigel ebenfalls wie für Rezepto-

ren davon aus, dass mehrere Assemblierungsvarianten möglich sind (Baur et al. 2010). 

So beschreiben sie die Kombinationen  und 

als funktionelle Assemblierungen Allen Konfigurationen ist aber ge-

mein, dass, im Gegensatz zu Assemblierungen aus individuellen UE, nur in Ge-

genwart des Neurosteroids (THDOC) sehr gute GABA-induzierte Ströme gemessen wer-

den konnten. Diese Eigenschaft ist eher analog zu den ebenfalls beschriebenen Re-

zeptoren. Es ist daher offen, ob überhaupt eine physiologisch relevante Assemb-

lierung mit den aufgeführten Konstrukten erhalten wurde. Auch hier wären die oben auf-

geführten Vorschläge mit DS1, Pentobarbital und E033-00233 eine Möglichkeit besser 

zwischen den einzelnen Assemblierungen zu differenzieren. 

Im Fall von  Rezeptoren konnte mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie gezeigt 

werden, dass in vitro zwei Assemblierungen möglich sind (Barrera et al. 2008). Es wur-

den zu ~80% Rezeptoren in der prototypischen Konfiguration  gefunden, ~20% 

assemblierten sich hingegen in der Sequenz Shu et al. publizierten 2012, 

Rezeptoren mit Hilfe von Kotransfektionen. Sie fanden in Bezug 

auf GABA, DS2, Zn2+ und Furosemid ähnliche Eigenschaften wie in Rezeptoren 

assembliert aus individuellen Untereinheiten. Autoren dieser Studie publizierten 2014 

(Eaton et al. 2014), dass die Eigenschaften von Rezeptoren in Bezug auf Neuro-

steroide am ehesten durch Kotransfektionen erreicht werden konnten. Ohne 

konkrete Vorschläge darzustellen, wie die Rezeptoren assembliert sein könnten, 

schlossen sie aus ihren Daten, dass mehrere Assemblierungen möglich sind.  

Einen anderen Ansatz, um Aussagen über die UE-Stöchiometrie zu treffen, wählte die 

Gruppe um T.Smart. Sie berichtete mit Hilfe von Punktmutationen einer konservierten 

Aminosäure in der TM2 (9`S), welche die GABA-Sensitivität stöchiometrisch nach ihrer 

Anzahl im Pentamer beeinflusst, dass unabhängig der Ratio der cDNAs für die Unterein-

heiten während der Transfektion immer eine Stöchiometrie von  bei 
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Assemblierungen erhalten wurde (Patel et al. 2014). Das Einfügen sogenannter 

Reportermutationen stellt somit eine sehr gute Möglichkeit dar, um zum einen die UE-

Stöchiometrie zu bestimmen und andererseits die Integration einer Untereinheit eines 

Konkatameres in einem Pentamer nachzuweisen. Eine weitere Option ist es, die UE so 

zu funktionalisieren, dass sie zum Beispiel benzodiazpinsensitiv wird, wie von Meera et 

al. 2010 berichtet wurde. So könnte man unter der Annahme, dass die Assemblierung 

nicht beeinflusst wird evtl. eine An- oder Abwesenheit einer Nachbarschaft aufzei-

gen.  

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Frage zur Assemblierung von ent-

haltenden Rezeptoren noch nicht vollständig geklärt ist und dass die Konkatamere nur 

Puzzlesteine liefern können. Zur Bestimmung der UE-Anordnung ist eine Kombination 

biochemischer Methoden, wie zum Beispiel selektiven Crosslink-Versuchen zwischen 

den Untereinheiten oder optischer Methoden, wie etwa FRET-Mikroskopie notwendig.    

5.5 GABAA-Rezeptoren mit einer Bindestelle für GABA 

Im Folgenden werden die Ergebnisse aus Kapitel 4.6.2, 4.7.2 und 4.8.2 zu der Fragestel-

lung, inwieweit GABAA-Rezeptoren in der sogenannten Standardkonfiguration mit einer 

Bindestelle funktionieren, zusammengefasst und diskutiert. Dabei wird im Besonderen 

auf die Position der Linker zwischen den Untereinheiten eingegangen.   

Die GABA-Bindestelle wurde im Wesentlichen durch Mutation die F64C im Loop D der 

UE (F63C in der UE) ausgeschaltet. Tab. 20 ist zu entnehmen, dass durch diese 

Mutation die GABA-Sensitivität um den Faktor 1000 verringert wird. Hier nicht darge-

stellte Radioligandenbindungsassays mit [3H]Muscimol zeigten, dass am Beispiel von 

F64Rezeptoren die Affinität soweit verringert ist, dass bei einer Radioliganden-

konzentration um den KD des Wildtyps von etwa 6 nM keine Bindung mehr gemessen 

werden konnte. Kürzlich wurde in einer mechanistischen Studie von Szczot et al. (2014) 

berichtet, dass diese Mutation neben der Bindung auch die Offenwahrscheinlichkeit und 

die Transduktion zu der Kanalöffnung beeinflusst. Als weiterer Ansatz wurde die natür-

lich vorkommende Spliceform der UE, bei der 10 AS einschließlich das F63 im Loop 

D fehlen, eingesetzt (Korpi et al. 1994). Bei dieser Untereinheit sind die GABA-induzier-

ten Ströme nicht mehr zu charakterisieren (Tab. 20). Anhand der Pentobarbitalwirkung 

konnte aber die Expression in der Kombination a6sb3g2 gezeigt werden (Tab. 21). 

Die Frage, ob GABAA-Rezeptoren mit nur einer Bindestelle adäquat funktionieren, ist in 

der Literatur nicht eindeutig geklärt. In Tabelle 38 sind die bisherigen Literaturdaten und 

die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten dargestellt. Baumann et al. berichteten 

2003 mit Hilfe von Rezeptoren, dass die Mutation F64L in einer UE 

die GABA-Sensitivität etwa um den Faktor 5-6 verringert und sich nur um den Faktor 2 
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vom doppeltmutierten Rezeptor unterscheidet. Weiterhin wurden in 

Assemblierungen die UE selektiv in der Position 205 (Y zu S) mu-

tiert, wobei mit GABA biphasische Dosiswirkungskurven erhalten wurden. Die erste 

Komponente wurde als monoliganden vermittelte Aktivierung interpretiert, wobei diese 

nur etwa 2-3 % der Stromamplitude entsprechender Wildtyp-Rezeptoren aufwies. Die 

Sensitivität war aber bei der Mutation in der UE neben der UE nur um den Faktor 

2-3 verschoben. Die Mutation in der UE zwischen den UE hatte eine etwa 9-10-

fache Verringerung der Sensitivität zur Folge. Die Autoren schlossen daraus, dass die 

zwei GABA-Bindestellen nicht gleichwertig sind. Die Autoren Barcamontes et al. (2011) 

fügten die gleiche Mutation in Assemblierungen selektiv ein und er-

hielten auch einen geringen Positionseffekt, wobei die Reihenfolge genau umgekehrt ist. 

Die Mutation in der UE zwischen den UE hatte keinen Effekt. Eine mutierte UE 

neben der UE verringerte die GABA-Sensitivität etwa um das 3-fache. Keinen Posi-

tionseffekt und eine deutliche Erhöhung des EC50-Wertes für GABA um den Faktor 100-

200 beim selektiven Ausschalten einer GABA-Bindestelle konnte mit Hilfe eines Penta-

mers  beobachtet werden (Gielen et al. 2012). Die Ergebnisse eröffnen zum 

einen die Frage, ob die Auswahl der Mutation zum Ausschalten der Bindestelle für 

GABA eine Rolle spielt und die unterschiedlichen Ergebnisse erklärt. Zum anderen deutet 

aber der Vergleich der Assemblierungsstrategien mit der Y205S-UE eine Rolle der 

Verlinkung an (Tab. 38). 

Tabelle 38: Übersicht der GABA-Sensitivitäten von Rezeptoren mit mutierten GABA-Bindestellen 

Assemblierung Mutation 1Wt / 2Wt 1Wt / 2M 1M / 2Wt 1M / 2M 

 F64L 184 1001 972 2253 

 b2Y205S 113 382* 921*  

 b2Y205S 33 95 32  

 b2Y157S 120 22600 10400 ~75000 

 F64C 25   16 1114  

 F64C 46 20 2317  

 F64C 86 1345 1140  

 F64C 31 42 49  

Dargestellt sind die EC50-Werte für GABA in µM. Die GABA-Bindestelle, welche von der UE neben 

der UE gebildet wird, ist als Bindestelle 1 definiert. Die Bindestelle mit der UE zwischen den UE 

ist als Bindestelle 2 definiert.1Baumann et al. 2003, 2Barcamontes et al. 2011, 3Gielen et al. 2012, Die 

Literaturdaten stammen alle aus Messungen mit Xenopus Oozyten als Expressionssystem. *1. Komponente 

einer Dosiswirkungskurve.   
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In der vorliegenden Arbeit wurde die F64C-UE über verschiedene Verlinkungen in die 

Rezeptoren eingebaut und es wurden deutliche Positionseffekte des Linkers gefunden 

(Tab. 39). Liegt eine N-terminale Verlinkung der -UE vor, so verringert sich zum einen 

die GABA-Sensitivität in nicht mutierten Assemblierungen. Weiterhin hat eine N-termi-

nale Verlinkung der -UE zur Folge, dass sich die GABA-Sensitivität um den Faktor 

10-50 verringert, wenn die andere -UE unabhängig davon mutiert ist. Der Linker am 

N-Terminus der UE kann somit als Artefakt verursachend aufgefasst werden. Dieser 

Effekt konnte auch in einer Assemblierung mit der UE in Rezeptoren 

beobachtet werden (Tab. 31). Bei der UE konnte dieser Effekt jedoch in keiner As-

semblierung festgestellt werden, selbst wenn beide N-Termini durch einen Linker mit 

einer UE verknüpft wurden (Abb. 48). Eine Ursache könnte die Linkerlänge sein, so 

wurden für die  und UE 23 AS eingebaut, für die UE wurden gemäß der 

Regeln zur Linkerkonstruktion (Minier und Sigel) ein 26 AS lange Linker verwendet. Der 

Unterschied könnte aber auch in den Eigenschaften der UE begründet sein, so wurden 

für enthaltende Konkatamere unabhängig der Verlinkung immer GABA-Sensitivitä-

ten gefunden, die nahe an der Sensitivität für Rezeptoren aus individuellen UE assemb-

lierend sind. Für enthaltende Konkatamere verringerten sich hingegen die GABA-

Sensitivitäten, selbst wenn beide N-Termini nicht verlinkt sind um den Faktor 10 gegen-

über Wildtyp-Rezeptoren.  

Betrachtet man die oben aufgeführten Literaturdaten noch einmal mit der These, dass die 

UE N-terminal nicht verlinkt sein darf, so kann das im Fall des Ansatzes mit der 

F64LUE als bestätigt angesehen werden. Die Ansätze mit den Mutationen in der 

UE widersprechen hingegen der These. Die Autoren Barcamontes et al. (2011) argu-

mentieren vielmehr damit, dass die N-Termini der UE nicht verlinkt sein dürfen. Ihre 

Ergebnisse mit der Y205S-Mutanten bestätigen die Annahme auch.  

Es kann also festgehalten werden, dass GABAA-Rezeptoren grundsäzlich durch die Bin-

dung eines GABA-Moleküls adäquat aktiviert werden können. Für die Nachbildung sol-

cher Zustände mit Hilfe selektiv mutierter Untereinheiten in definierten Konkatameren 

müssen aber verschiedene Linkerpositionen und evtl. auch –längen ausgetestet werden. 

Weiterhin können die Ergebnisse abgesichert werden, wenn verschiedene Mutationen 

eingefügt werden.  
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5.6 GABAA-Rezeptoren mit unterschiedlichen -

Untereinheiten in einem Pentamer 

Es wurde schon frühzeitig mit biochemischen Methoden beschrieben, dass neben einer 

UE noch eine weitere -UE in einem pentamteren GABAA-Rezeptorkomplex nativ 

vorkommen kann (Lüddens et al. 1991). Später wurde bestätigt, dass insbesondere im 

Cerebellum der Ratte  und UE zusammen mit der (37% der enthaltenden 

Rezeptoren) oder UE (15% der enthaltenden Rezeptoren) vorkommen (Jechlinger 

et al. 1998). Auch für die UE konnte mit immunochemischen Methoden gezeigt wer-

den, dass sie mit allen UE, bis auf die undUE, in einem Pentamer vorkom-

men kann (Bencsits et al. 1999). Diese sogenannten Mischrezeptoren in rekombinanten 

Expressionen genauer zu charakterisieren stellt eine Herausforderung dar. Zum einen 

konnten die Autoren Sigel und Baur 2000 die Koexistenz der  und UE in mit 

beiden cDNAs injizierten Xenopus Oozyten pharmakologisch zeigen. Es ist aber zum 

anderen nahezu unmöglich, nur eine Rezeptorpopulation in solch einem Ansatz zu erhal-

ten. Die Methode der Untereinheitenverknüpfung scheint damit die Methode der Wahl, 

um dieses Problem zu lösen. Die Autoren Minier und Sigel beschrieben 2004 aus Kon-

kantameren bestehende Rezeptoren in der Konfiguration 

mitundUE in den unterschiedlichen Positionen. Dieser Ansatz 

wurde hier erweitert durch das selektive Ausschalten der GABA-Bindestelle, sowie durch 

eine Variation der Linkerpositionen (Tab. 39).   

Tabelle 39: Vergleich GABAA-Rezeptoren mit  und Untereinheiten 

 
selbst erhobene Daten  Minier und Sigel 2004 

wt     wt  

 2,8 24,7 30,7 19,3 42,5 41 183 

 
 

5,2 16,6 2,3 7,0 

 

94 

 1,1 9,4 10,3 57,5 42 

 0,9 1,5 2,1 2,2 - 0,9 1,2 

Dargestellt sind die EC50-Werte für GABA in µM. Die in der ersten Spalte zuerst dargestellte UE befin-

det sich im Pentamer neben der UE, die Zweite befindet sich entsprechend zwischen den UE. Wt 

kennzeichnet Rezeptoren assembliert aus individuellen Untereinheiten. 

Auffallend ist die in Kapitel 5.5 diskutierte Tatsache, dass in Konkatameren mit zwei 

UE unabhängig der Verlinkung oder des Expressionssystems eine GABA-Sensitivi-

tät ähnlich den Wildtyp-Rezeptoren bestimmt werden konnte. Diese Eigenschaft der 
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UE geht aber in einigen Assemblierungen verloren. So wurden insbesondere in Re-

zeptoren, bei denen beide Untereinheiten die gleiche Verlinkung erfahren, Sensitivitä-

ten zwischen  und enthaltenden Rezeptoren erhalten. Ist die Verlinkung der N-

Termini der UE hingegen nicht gleich, so dominiert zum Teil die Sensitivität, wie 

dies bei Assemblierungen (Tab. 39) der Fall ist.  

Im Fall der Assemblierungen wurden systematisch Rezeptoren vermessen, 

welche eine mutierte GABA-Bindestelle haben. Wie den Ergebnissen aus Tab. 34 zu ent-

nehmen ist, nähern sich dann die Sensitivitäten den Rezeptoren an deren Bindestelle nicht 

mutiert ist. Dies bedeutet, dass die Untereinheiten, welche kein GABA binden auch 

nicht die GABA-Sensitivität beeinflussen. Für andere Untereinheiten kann das nicht si-

cher  gesagt werden, da sich zum Beispiel  und Rezeptoren in der GABA-

Sensitivität um den Faktor 10 unterscheiden. Nach gegenwärtigem Stand besitzt die 

UE jedoch keine Bindestelle für GABA, welche den Unterschied verursachen könnte. 

Mithilfe der Benzodiazepine Diazepam, Bretatzenil und Flumazenil konnte aufgrund der 

subtypspezifischen Pharmakologie in Abhängigkeit der UE gezeigt werden, dass nur 

die UE neben der UE die Benzodiazepinpharmakolgie bestimmt. Die fehlende Be-

einflussung der Benzodiazepinpharmakolgie durch die UE zwischen den UE ist au-

ßerdem ein Hinweis, dass die Rezeptoren gemäß den jeweiligen Erwartungen assemblie-

ren. Weiterhin konnte anhand der Furosemidpharmakologie gezeigt werden, dass unab-

hängig der Position eine  oder UE im Pentamer ausreichend ist, um eine vollstän-

dige Inhibition der GABA induzierten Ströme analog der entsprechenden Wild-Typ-Re-

zeptoren zu erreichen. Die Versuche mit Modulatoren sind insgesamt leichter interpre-

tierbar, da durch die Anwesenheit von UE oder UE-Nachbarschaften im Pentamer erst 

die für den Modulator notwendige Bindestelle entsteht. Die Ergebnisse zur  GABA-Sen-

sitivität zeigen hingegen in Abhängigkeit der Verlinkung ein heterogenes Bild. Dass die 

N-Termini der UE nicht verlinkt sein dürfen, ist naheliegend, da mit Hilfe der Mutan-

ten eine Abhängigkeit der Verlinkung gezeigt werden konnte. Für Fragestellungen, bei 

denen der Einfluss der UE im Pentamer im Vordergrund steht, stellt somit die Konfi-

guration  eine sehr gute Möglichkeit dar.  
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6 Zusammenfassung und Ausblick 

Im Rahmen des Promotionsprojektes wurden enthaltende GABA-Rezeptoren in 

den Kombinationen X (X= ) anhand ihrer GABA- und Pentobarbitalpharma-

kologie sowie weiterer Liganden mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik im Ganzzellmodus 

charakterisiert. Es wurden DS1 und DS2, welche in der Literatur als selektiv beschrie-

ben sind, sowie 15 davon abgeleiteter neuer Liganden evaluiert. Entgegen der Publikati-

onslage stellten sich diese Liganden, einschließlich der Leitstruktur, als nicht selektiv für 

die Untereinheit heraus. Es wurden vielmehr sowohl  als auch Rezeptoren, 

welche extrasynaptisch lokalisiert sind und tonische Inhibition vermitteln mit einer 5-10-

fach höheren Effizienz moduliert als entsprechende synaptisch vorkommende enthal-

tende Rezeptoren. Diese zeigten weiterhin eine um den Faktor 7-8 geringere Potenz als 

die zuvor genannten Subtypen. SJ33 und JWA9 stellten die Liganden mit der höchsten 

Sensitivität (35-45 nM) dar. Durch eine [18F]-Markierung von JWA9 könnte dieser Lig-

and, vorausgesetzt er passiert die Blut-Hirn-Schranke, als PET-Tracer zum Visualisieren  

extrasynaptischer GABAA-Rezeptoren dienen. Offen ist jedoch, ob die aufgeführte Se-

lektivitätsratio ausreichend ist, da man nur bei einem Verhältnis >100 eine sichere Diffe-

renzierung erwarten kann. Dazu wären kompetitive Radioligandenassays hilfreich, um 

die Affinität zu bestimmen. Für Applikationen, bei denen die Wirkung im Vordergrund 

steht, können die Liganden als selektiv für tonische Inhibition betrachtet werden. In Ver-

haltensexperimenten könnten die Liganden daher eine Alternative zu den Neurosteroiden 

oder THIP zur Untersuchung der tonischen Inhibition darstellen.  

Weiterhin wurde ein Set an Plasmiden erstellt, welche es erlauben GABAA-Rezeptoren 

definierter Stöchiometrie und Nachbarschaftsbeziehungen der Untereinheiten zu expri-

mieren. Diese aus sogenannten Konkatameren bestehenden Rezeptoren wurden genutzt, 

um zu zeigen, dass Rezeptoren in Abhängigkeit der Linkerposition mit einer 

GABA-Bindestelle eine ähnliche Sensitivität wie entsprechende Wild-Typ-Rezeptoren 

aufweisen. Anhand der Benzodiazepinpharmakologie und eines Hillkoeffizienten >1,5 in 

Dosiswirkungskurven für GABA kann in wildtypischen Rezeptoren trotzdem eine An-

ordnung der Untereinheiten in der Sequenz  angenommen werden. Die zu Beginn 

dargestellte Fragestellung zur Anordnung der Untereinheiten in enthaltenden GABAA-

Rezeptoren wird weiterhin als offen betrachtet, da diese Rezeptoren einen Hillkoeffizien-

ten von etwa 1 in Dosiswirkungskurven für GABA aufweisen. Es ist also nur eine GABA-

Bindestelle und somit nur eine Nachbarschaft in den Pentameren für die Funktion 

Voraussetzung. Der Ansatz mit Konkatameren zur Untersuchung von Rezeptoren mit un-

bekannter Untereinheitenanordnung kann nur Puzzlesteine liefern, da sich die Positionen 

der Untereinheiten nicht beliebig mit Konkatameren definieren lassen.  

In der sogenannten Standardkonfiguration konnten mit Hilfe der Konkatamere 

weitere folgende Ergebnisse gewonnen werden. (1) Assemblierungen, bei denen beide N-
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Termini der UE nicht verlinkt sind, zeigten, dass beide GABA-Bindestellen gleich-

wertig sind. (2) Die Benzodiazepinpharmakologie wird im Wesentlichen durch die UE 

neben der UE determiniert. (3) Weiterhin wurde gezeigt, dass für eine vollständige 

Inhibition GABA-induzierter Ströme durch Furosemid eine  oder UE unabhängig 

der Position im Pentamer ausreichend ist. (4) Charakterisierungen mit Etomidat und Lo-

reclezol haben für Rezeptoren ergeben, dass zwei Untereinheiten im Penta-

mer vorliegen. (5) Für die selektive Substanz E033-00233 konnte gezeigt werden, 

dass deren Wirkung unabhängig der Position der UE, aber in Abhängigkeit ihrer An-

zahl im Pentamer additiv ist. Der letzte Punkt zeigt, dass die Konkatamerstrategie genutzt 

werden kann, um die Mechanismen von Liganden mit unbekannter Bindestelle einzu-

grenzen. So kann für E033-00233 ausgeschlossen werden, dass dessen Bindestelle zwi-

schen der  und UE liegt, obwohl die SubstanzRezeptoren am stärksten 

moduliert. 

Insgesamt liefert die Konkatamerstragie eine Möglichkeit die Rolle von einzelnen Un-

tereinheiten in pentameren GABAA-Rezeptoren zu studieren. Um Fehlinterpretationen 

weitestgehend zu vermeiden müssen aber sorgfältige Kontrollen mit unterschiedlichen 

Linkerpositionen und dem Einsatz von UE-selektiven Modulatoren geplant werden. Wei-

terhin wären Kombinationen mit biochemischen Crosslinkingversuchen und optischen 

Methoden wie FRET-Messungen Möglichkeiten, um weitere Einsichten in die Architek-

tur von GABAA-Rezeptoren und der Assemblierung von Konkatameren zu gewinnen. 
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