TEMA: MEDICINALKEMI
Den rode fluesvamp

i medicinalkemisk og klinisk belysning

Et mangedrigt projekt om»temning« af giftstotfet muscimol fra rod fluesvamp il
forbindelsen THIP har givet nye spendende resultater. Kliniske forsog med forbindelsen
viser en helt ny farmakologisk profil, en ny type sovemiddel, som forbedrer sovnens
kvalitet. Dyreforsog har vist, at stoffet hverken skaber afhangighed eller medforer
abstinenser, og nye forsog med ldre mennesker tegner lovende

Af Povl Krogsgaard-larsen (ano@dfh.dk), Lotte Brehm, Tommy Liljefors, Institut for Medicinalkemi, Danmarks Farmaceutiske
Hojskole og Bjarke Ebert, Molekylaerfarmakologisk Afdeling, H. Lundbeck A/S

Figur 1. Den rgde fluesvamp, Amanita muscaria (Foto Per Mglgaard).

Den rgde fluesvamp (figur 1) indeholder forbindelser som er
toksiske i dyr og mennesker [1,2]. Toksiciteten afspejler, at de
pageldende stoffer pavirker fysiologiske mekanismer, som er
af vital betydning. Fluesvampen syntetiserer flere strukturelt
seregne stoffer, hvoraf nogle pavirker det perifere nervesy-
stem, mens andre udgver deres effekt pa det centrale nervesy-
stem (hjernen og rygmarven).

Muscarin

Muscarin er en muscarin-agonist, hvilket betyder, at det kan
aktivere den undergruppe af receptorer for signalstoffet
acetylcholin, der betegnes muscarine receptorer. Muscarin
indeholder en kvarterner ammoniumgruppe (figur 2) og kan
derfor ikke treenge gennem den lipofile blod-hjerne-barriere.
Muscarin aktiverer saledes kun de muscarine receptorer i det
perifere nervesystem, bl.a. i hjertemuskulaturen. Det er primart
denne effekt, der ligger til grund for alvorlige forgiftninger,
evt. med dgdeligt forlgb som fglge af indtagelse af stgrre
mangder af tgrret fluesvamp.

Ibotensyre

Den rgde fluesvamp biosyntetiserer ogsad aminosyren
ibotensyre, som indeholder en 3-hydroxyisoxazolgruppe.
Hydroxygruppen pa isoxazolringen har sur karakter af omtrent
samme styrke som en carboxylgruppe. Ibotensyre er en
strukturanalog af glutaminsyre med 3-hydroxyisoxazolgruppen
som en bioisoster af glutaminsyrens terminale carboxylgruppe
(figur 2). En bioisoster er en gruppe/forbindelse, der har
lignende biologiske egenskaber, som den gruppe/forbindelse
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Figur 2. De vigtigste farmakologisk aktive indholdsstoffer i den rgde
fluesvamp er muscarin, ibotensyre og muscimol. Figuren illustrerer den
strukturelle lighed mellem ibotensyre og muscimol og hjernens signalstoffer
glutaminsyre og GABA.

den erstatter. Ibotensyre er i stand til at aktivere receptorerne
for signalstoffet glutaminsyre.

Den tgrrede fluesvamp indeholder ogsa forbindelsen musci-
mol, som er en bioisoster af signalstoffet GABA (figur 2).
Svampen biosyntetiserer ikke muscimol; men under tgrrings-
processen sker en decarboxylering af ibotensyre. I de omrader i
verden, hvor fluesvampen anvendes som rusmiddel, er det den
tgrrede svamp, der indtages. Effekten pa centralnervesystemet
skyldes primert indholdet af muscimol. De forvirringstilstande
(og efter indtagelse af stgrre mangder tgrret svamp psykotiske
forstyrrelser), der karakteriserer rusen skyldes, at muscimol
meget kraftigt aktiverer hjernens receptorer for signalstoffet
GABA.

Ibotensyre er bl.a. toksisk over for fluer. Det er na@ppe
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ibotensyren selv, der dreber fluerne, da flere analoger af
glutaminsyre, som pavirker glutaminsyre-receptorerne endnu
kraftigere end ibotensyre, ikke er toksiske over for fluer. Alle
dyrearter indeholder receptorer for GABA, og den toksiske
effekt skyldes efter al sandsynlighed, at ibotensyre i dyrene
decarboxylerer under dannelse af muscimol, som pavirker
GABA-receptorerne. Decarboxyleringen af ibotensyre kataly-
seres af enzymet GAD (figur 2), som i alle organismer kataly-
serer dannelsen af GABA ud fra glutaminsyre. Meget tyder
altsa pa, at fluesvampen har fundet det hensigtsmzssigt at
danne ibotensyre som »prodrug« af muscimol som forsvar mod
forskellige dyrearter. Ibotensyre udggr endvidere en strukturel
komponent af svampens rgde farvestof.

Strukturen af ibotensyre og muscimol er enestdende. Som
naturstoffer er der ikke isoleret andre aminosyreanaloger, der
indeholder 3-hydroxyisoxazol-ringstrukturen.

Hvorfra ved vi nu med sikkerhed, at disse toksiske, men
farmakologisk interessante stoffer har de viste strukturer? Det
er naturligvis vigtigt at fa besvaret dette spgrgsmal, fgr der
igangsettes medicinalkemiske projekter. Stoffernes strukturer
er blevet entydigt bestemt ved rgntgenkrystallografiske struk-
turbestemmelser. Molekylerne vil normalt have lav-energi
konformationer i krystallerne; men de kan meget vel antage
andre konformationer, nar de binder til receptorer og biologi-
ske systemer. Figur 3 viser strukturen af ibotensyre og musci-
mol som amfoioner bestemt ved rgntgenkrystallografiske
strukturbestemmelser [3,4].
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Figur 3. Strukturen af ibotensyre-amfoion og muscimol-amfoion, som entydigt
er fastlagt ved rgntgenkrystallografiske strukturbestemmelser.

Ibotensyre Muscimol

Muscimol som medicinalkemisk modelstof [2]

Muscimol har en kraftigt aktiverende effekt pa hjernens
GABA-receptorer. Det er som GABA-agonist vasentligt mere
effektivt end GABA selv, og toksiciteten skyldes sandsynligvis,
at det bindes for kraftigt til GABA-receptorerne og dermed pa
en made »satter dem ud af spillet«. Toksiciteten kan ogsa til
dels afspejle, at muscimol metaboliseres i hjernen og pavirker
andre funktioner i GABA-signalsystemet.

Ikke desto mindre er muscimol et interessant medicinalke-
misk modelstof til udvikling af leegemidler til behandling af
sygdomme, som involverer GABA-systemet. Spgrgsmalet er,
om vi vil veere i stand til at »temme« dets effekt og omdanne
dette seregne stof til et legemiddel med en gnsket kontrolleret

virkning.
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Figur 4. En illustration af to konformationer af muscimol I og Il samt
strukturen af THIP, som afspejler en »hgj-energi« konformation af muscimol.

Hypotese
I den farste fase af projektet blev der opstillet en hypotese om
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stoffets kraftige GABA-agonist-effekt. Hypotesen er illustreret
skematisk i figur 4. Muscimol har pga. det indbyggede ring-
system en langt mere fastlast struktur end GABA, idet der kun
er drejelighed af molekylets sidekaede. Selv om den viste
konformation I, som muscimol antager i fast fase (figur 3), har
lav energi, forestillede vi os, at muscimol ikke ngdvendigvis
bindes til receptoren i konformation I, men maske i
konformation II, som har hgjere energi og derfor er mindre
favorabel. Ifglge hypotesen ville muscimol ved en trinvis
binding tilpasse sig receptoren. Fgrst bindes muscimol f.eks.
via ammoniumgruppen til receptoren, herefter sker der en
konformations@ndring fra den mere stabile konformation I til
den mindre favorable konformation II. Efter bindingen til
receptoren forestillede vi os, at muscimol-molekylet vha.
receptoren igen ville &ndre konformation fra II henimod den
mere stabile konformation I, og at den herved frigjorte energi
var tilstreekkelig til at aktivere receptoren.

For at underbygge hypotesen blev THIP (figur 4) syntetiseret
som modelstof [5]. Her er muscimol fastlast i den ufavorable
konformation II. Pga. den fastlaste konformation ville THIP
nok kunne bindes til receptoren, men maske ikke vere i stand
til at aktivere receptoren.

Det blev vist, at THIP binder nasten lige sa effektivt til
GABA-receptoren som muscimol. Men til vores overraskelse
viste det sig, at THIP ogsa i hgj grad var i stand til at aktivere
receptoren [6]. Det betgd, at den del af hypotesen, der vedrgrte
aktiveringsmekanismen for GABA-receptoren, var forkert. Det
kan ikke kun vere den energi, der friggres ved muscimol-
molekylets @ndring fra konformation II til I, der aktiverer
receptoren. Hvilken mekanisme, der aktiverer GABA-recepto-
ren, er i dag, mange ar senere, fortsat uafklaret.
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»The right compound for the wrong reason«

Det skulle vise sig, at vi havde faet »the right compound for the
wrong reason«. Gennem flere érs studier er det blevet klarlagt,
at THIP i modsetning til muscimol er en specifik GABA-
agonist. Mere pracist aktiverer THIP den undergruppe af
GABA-receptorerne, der betegnes GABA,. Det var lykkedes at
»temme« muscimol, og efter omfattende studier af THIP
tonede konturerne af et nyt legemiddelstof frem.

3D-farmakoformodel for GABA,-agonister
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Figur 5. Energikurve for muscimol. Molekylets relative konformationsenergi
afbildet som funktion af rotation af sidekceeden (O-C-C-N*). Desuden er
illustreret to beregnede konformationer af muscimol hhv. i det globale
energiminimum og i THIP-lignende konformation (angivet ved pile). Rgntgen-
strukturen af THIP-kation er vist til sammenligning.

I de tidlige studier af sammenhangen mellem kemisk struktur
og biologisk aktivitet af GABA ,-agonister var den grundleg-
gende antagelse, at 3-hydroxyisoxazol-anionerne og
ammoniumgrupperne i muscimol og THIP bandt til de samme
komplementere omrader i GABA ,-receptoren. Antagelsen er
imidlertid yderst problematisk af to grunde. For det fgrste
indicerer hgjniveau kvantemekaniske ab initio beregninger, at
muscimol ma antage en hgj-energi konformation — 8.9 kcal
over det globale minimum — for at kunne bindes til receptoren
pa samme made som THIP (figur 5) [3]. En sa hgj energi er
ikke i overensstemmelse med muscimols sterke binding til
GABA ,-receptoren. For det andet binder muscimol-analogen
4-methyl-muscimol stort set ikke til GABA-receptorerne (figur
6) [8]. Manglen pa binding kan forklares ved en sterisk effekt
(frastgdende vekselvirkning) mellem 4-methylgruppen og
receptoren. Hvis 3-hydroxyisoxazol-anionerne og ammonium-
grupperne i muscimol og THIP som fgrst antaget binder til de
samme omrader i receptoren, vil methylengruppen i THIP
markeret med en pil i figur 6 optage det samme omrade i
receptorens bindingslomme som 4-methylgruppen i 4-methyl-
muscimol. Dvs. THIP skulle ikke kunne binde sig til GABA ,-
receptoren.
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Figur 6. Strukturer af muscimol, 4-methyl-muscimol og THIP.
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I et forsgg pa at belyse de skitserede problemer er der udviklet
en farmakoformodel for GABA ,-agonister [9]. Modellen er
udviklet pa basis af konformationsanalyser af forskellige
klasser af GABA ,-agonister, molekylaere overlejringsstudier og
analyser af receptorbindingsdata. THIP var ikke inkluderet i
udviklingen af farmakoformodellen.
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Figur 7. A. Illustration af bindingen af den bioaktive konformation af
muscimol til et udsnit af farmakoformodellen for GABA ,-agonister. Hydrogen-
bindinger til receptoren er vist med brudte linier.

B. Overlejring af THIP og muscimol (vist i grgnt) i farmakoformodellen.
Hydrogenbindinger mellem THIP og receptoren er vist med brudte linier.

Figur 7A illustrerer bindingen af den foreslaede bioaktive
konformation af muscimol til receptormodellen. Ammonium-
gruppen binder til receptoren via tre hydrogenbindinger.
3-hydroxyisoxazol-anionen binder via to hydrogenbindinger til
guanidingruppen i en argininrest. At netop en argininrest er
involveret i bindingen af muscimol er underbygget af punkt-
mutationsstudier [10]. Ved »dockning« (indpasning) af THIP til
receptormodellen under anvendelse af en energi-minimerings-
metode viste det sig, at THIP foretrak en anden bindingsmade
end muscimol (figur 7B). Hverken 3-hydroxyisoxazol-anionen
af muscimol hhv. THIP, eller methylengruppen i THIP (figur 6
markeret med en pil) hhv. 4-methylgruppen i 4-methyl-
muscimol var overlejrede.

Denne farmakoformodel er af stor vaerdi ved struktur-
aktivitetsstudier af GABA ,-agonister og for design af nye
GABA ,-receptorligander [11,12].
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Figur 8. En skematisk illustration af syntesen af THIP.
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THIP i kemisk og farmakologisk belysning [6]

@nsker man at treenge ind pa nye farmakologiske og terapeuti-
ske omrader, er det selvsagt ngdvendigt med nye stoffer, der
hverken kan kgbes eller pa anden made erhverves.

Nye stoffer ma syntetiseres, og i mange tilfzelde er synteserne
vanskelige og serdeles tidsrgvende. Det geelder ogsa for THIP [5].
Det tog mere end et r at syntetisere de fgrste 50 mg af stoffet, og
yderligere adskillige maneder fgr metoden var videreudviklet til at
fremstille THIP i gramskala. H. Lundbeck A/S har nu stoffet i
udvikling og har efter ars intens forskning formaet at udvikle
syntesemetoden til produktion af THIP i stor skala.

Fremstillingen af THIP sker gennem en mangetrinssyntese,
som skitseret i figur 8. Strategien har varet fgrst at opbygge
6-ringen i THIP med funktionelle grupper, som muliggjorde en
cyklisering, der kunne fgre til dannelsen af 3-hydroxyisoxazol-
gruppen i THIP.
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Figur 9. En illustration af det forhold, at THIP i modscetning til GABA er i
stand til at treenge gennem blod-hjerne-barrieren.

GABA-molekylet er sa godt som 100% pa amfoionform, og
pga. den ladede struktur er det ikke i stand til at treenge gennem
blod-hjerne-barrieren (figur 9). Ligesom muscimol er THIP
overvejende pa amfoionform; men for begge stoffer gaelder, at
omkring 0,1% af molekylerne i vandig oplgsning er uladede.
Denne form er langt mindre poler end amfoionformen og kan
penetrere blod-hjerne-barrieren (figur 9). Inde i hjernevaevet,
pa den anden side af barrieren, indstiller ligevagten sig igen
med 99,9% af stoffet THIP pa amfoionform, og det er denne
form, der binder til og aktiverer GABA ,-receptorerne.

I modsetning til muscimol viser THIP meget ringe toksicitet
i dyr og mennesker. Det skyldes muligvis, at aminogruppen i
THIP er indbygget i en ring og dermed beskyttet mod den
enzymatiske proces, der nedbryder sidekaden i muscimol.

Tilsammen har alle disse forhold vedrgrende THIP banet
vejen for undersggelser af stoffet i klinikken. Tidlige patient-
undersggelser har vist, at det besidder en meget kraftig smerte-
stillende effekt. Det skels®ttende er, at den smertestillende
effekt er uathengig af hjernens opiatsystem, dvs. det system,
der medierer morfins effekt pa smerter. Vi har altsa et smerte-
stillende stof, hvis effekt ikke ledsages af morfinpreparaternes
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bivirkningsmgnster. Dertil kommer, at det er blevet vist, at
THIP har meget interessante effekter pa sgpvnmekanismerne i
mennesker. Det er en spendende kombination af kliniske
effekter.

Sovn og sovnbehandling
Alle har prgvet at ligge sgvnlgs om natten og opdaget, at den
folgende dag har vaeret preget af irritation og trang til en lille
lur. Men for en stor del af befolkningen er sgvnlgshed mere
end blot en enkel nats venden og drejen i sengen; for dem er
det en langvarig tilstand, der opfattes og er ligesa invaliderende
som smerter og depression. Faktisk resulterer sgvnlgshed ofte i
depressive tilstande, sé for den sgvnlgse patient bliver den
manglende sgvn endnu en del af en meget svaer hverdag.

Brugen af sovemidler er i dag primart begrenset til
benzodiazepiner og pa samme made som ethanol, fjerner
sovemidler som Rohypnol og andre lignende stoffer (der under
et kaldes benzodiazepiner eller benzodiazepin-lignende stoffer)
overgangene mellem de forskellige sgvntilstande (figur 10, side
32). Det betyder, at man, selv om man har sovet dybt hele
natten, stadigvek kan vare sgvnig og uoplagt den fglgende
dag. Ud over at sgvnkvaliteten falder, er der ogsa en mangde
andre bivirkninger. Den vasentligste er nok, at man allerede
efter kort tid kan blive afth@ngig af sovemidlet.

Lgsningen pa disse problemer er at udvikle nye sovemidler,
der far hjernen til at falde i sgvn, og samtidig gger sgvn-
kvaliteten, uden at det ggr hjernen afh@ngig. Men kan man
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Figur 10. Qverst ses et elektroencefalogram (EEG), som med bldt viser
hjernens elektriske aktivitet under en del af den normale spvn. Her veksler
perioder med hektisk aktivitet med rolige perioder med lav aktivitet. Nederst
ses med rgdt et EEG af en forspgsperson, der har faet et traditionelt sovemid-
del, et benzodiazepin. Her viser hjerneaktiviteten, at forspgspersonen hele
tiden sover dybt og mangler de hektiske perioder med drgmme.

det? Ja, meget tyder pa det! Men for at forstd mekanismen er
det ngdvendigt at se nermere pA GABA-systemet.

GABA-systemet

Nar en GABA-receptor aktiveres, resulterer det i, at den
nervecelle, hvor receptoren er lokaliseret, bliver mindre aktiv —
den bremses. GABA-systemet kan derfor opfattes som hjer-
nens overordnede bremse, der forhindrer, at alt lgber 1gbsk. De
forskellige typer af GABA-receptorer er placeret forskellige
steder i hjernen. En type findes f.eks. i omradet, der har
betydning for sgvn, mens andre er lokaliseret i omrader, der har
betydning for hukommelse, angst eller smerte. Problemet med
benzodiazepin-sovemidlerne er, at de pavirker nasten alle
typer af GABA-receptorer. Det kan derfor ikke undre, at der er
en del bivirkninger forbundet med brugen af disse sovemidler.
Malet er at udvikle leegemiddelstoffer, der kun aktiverer de
receptorer, der findes i de omrader, der er vigtige for sgvnens
kvalitet.

GABA, -receptorerne og sovn

For nogle ar siden opdagede professor Lancel i Tyskland, at
THIP i dyreforsgg var i stand til at forbedre dyrenes sgvn-
kvalitet. Efterfglgende blev det pavist, at l&ngere tids behand-
ling af dyr tilsyneladende heller ikke medfgrte de kendte
problemer med faldende effekt og abstinenser.

For at opna en dybere forstéelse af, hvad det er, som bestem-
mer THIPs aktivitet, har vi i et samarbejde mellem DFH
(Institut for Medicinalkemi og Institut for Farmakologi) og H.
Lundbeck A/S (Molekylerfarmakologisk Afdeling og Medici-
nalkemisk Afdeling) bl.a. undersggt THIP pa forskellige typer
af GABA ,-receptorer.

GABA ,-receptorerne er pentamere membranbundne struktu-
rer, som er sammensat af en kombination af flere forskellige
proteiner, sakaldte subunits. Disse subunits kan inddeles i
grupper, o, B, 7, 0, € og T, som hver iser atter kan inddeles i
undergrupper. Det giver mulighed for adskillige tusinde
forskellige kombinationer af subunits og dermed i princippet
receptorer med forskellig farmakologi. I praksis har det vist
sig, at langt hovedparten af receptorerne dannes af o2 plus 32
samt enten en Y- eller en d-subunit, hvilket begrenser mulighe-
derne en del. Endvidere har adskillige forsgg vist, at over 98%
af de eksisterende GABA ,-receptorer representerer 20 forskel-
lige subunitkombinationer. For stoffet THIP betyder det, at det
pa en kombination kan vare en partiel agonist med relativ lille
potens, mens det pa andre kombinationer kan fungere som en
meget aktiv agonist med en maksimal effekt, der er mere end

dansk kemi, 83, nr. 6/7, 2002

dobbelt sa steerk som GABAs effekt. Nar resultater fra forsgg
med THIP i dyr eller mennesker skal tolkes, er det derfor
serdeles vigtigt at kende subunitkombinationer i de enkelt
hjerneregioner og at kende THIPs farmakologiske profil pa
disse kombinationer.

Et af de meget interessante resultater, man har fundet, er, at
THIP tilsyneladende virker ekstra sterkt pa en gruppe af
receptorer, der indeholder od- og 8-subunits, der er lokaliseret i
omrader, som er sarligt involveret i sgvnregulation og angst
[13]. Meget peger derfor pa, at THIP vil kunne spille en
vasentlig rolle i behandlingen af disse tilstande. THIP er stort
set det eneste stof, som virker pa netop denne kategori af
receptorer, og Vi tror, at vi er ved at forstd baggrunden for
THIPs effekt pa sgvnen. Professor Lancel har for nyligt vist, at
®ldre mennesker med sgvnbesvar sover fastere og er vaesent-
ligt mere veludhvilede, nar de har faet THIP, som nu bzrer
firmanavnet gaboxadol. Det er spendende, at vi tilsyneladende
star med en hel ny type sovemedicin, der forbedrer kvaliteten
af sgvnen uden de bivirkninger, som man normalt ser ved brug
af sovemidler.

Referencer

1. Eugster, C. H. Chemie der Wirkstoffe aus dem Fliegenpilz. Fortschr.
Chem. Org. Naturst. 1969, 27, 261-321.

2. Krogsgaard-Larsen, P.; Brehm, L.; Schaumburg, K. Muscimol, a
psychoactive constituent of Amanita Muscaria as a medicinal chemical
model structure. Acta Chem. Scand. 1981, B35, 311-324.

3. Brehm, L.; Frydenvang, K.; Hansen, L. M.; Norrby, P.-O.; Krogsgaard-
Larsen, P; Liljefors, T. Structural features of muscimol, a potent
GABA, receptor agonist. Crystal structure and quantum chemical ab
initio calculations. Struct. Chem., 1997, 8, 443-451.

4. Brehm, L.; Frydenvang, K.; Krogsgaard-Larsen, P.; Liljefors, T. Crystal
structure and quantum chemical ab initio calculations of ibotenic acid,
an excitatory amino acid receptor agonist. Struct. Chem. 1998, 9, 149-155.

5. Krogsgaard-Larsen, P. Muscimol Analogues. II. Synthesis of some
bicyclic 3-isoxazolol zwitterions. Acta Chem. Scand. 1977, B31, 584-588.

6. Krogsgaard-Larsen, P.; Falch, E.; Christensen, V. Chemistry and
pharmacology of the GABA agonists THIP (gaboxadol) and
isoguvacine. Drugs of the Future 1984, 9, 597-618.

7. Lipkowitz, K. B.; Gilardi, R. D.; Aprison, M. H. Electronic and
structural features of y-aminobutyric acid (GABA) and four of its direct
agonists. J. Mol. Struct. 1989, 195, 65-77.

8. Krogsgaard-Larsen, P.; Johnston, G. A. R. Structure-activity studies on
the inhibition of GABA binding to rat brain membranes by muscimol
and related compounds. J. Neurochem. 1978, 30, 1377-1382.

9. Tagmose, L. A pharmacophore model for GABA , receptor agonists.
Ph.d. thesis, Royal Danish School of Pharmacy, Copenhagen, 2000.

10. Westh-Hansen, S. E.; Witt, M. R.; Dekermendjian, K.; Liljefors, T.;
Rasmussen, P. B.; Nielsen, M. Arginine residue 120 of the human
GABA, receptor ¢, subunit is essential for GABA binding and chloride
current gating. Neuroreport 1999, 10, 2417-2421.

11. Frglund, B.; Tagmose, L.; Liljefors, T.; Stensbgl, T. B.; Engholm, C.;
Kristansen, U.; Krogsgaard-Larsen, P. A novel class of potent 3
isoxazolol GABA, antagonists: Design, synthesis and pharmacology.
J. Med. Chem. 2000, 43, 4930-4933.

12.Frglund, B.; Jgrgensen, A. T.; Tagmose, L.; Stensbgl, T. B.;
Vestergaard, H. T.; Engblom, C.; Kristiansen, U.; Sanchez, C.;
Krogsgaard-Larsen, P; Liljefors, T. A novel class of potent 3-isoxazolol
GABA, antagonists: synthesis, pharmacology and molecular modeling.
J. Med. Chem. 2002, in press.

13. Adkins, C. E.; Pillai, G. V.; Kerby, J.; Bonnert, T. P.; Haldon, C.;
McKernan, R. M.; Gonzalez, J. E.; Oades, K.; Whiting, P. J.; Simpson,
P. B. 0438 GABA, receptors characterized by fluorescence resonance
energy transfer-derived measurements of membrane potential. J. Biol.
Chem. 2001, 276, 38934-38939.

32



