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BEVEZETÉS 

 
 
 A gamma-hidroxi vajsav (GHB) egy rövid szénláncú 
zsírsav, mely gamma-amino vajsavból (GABA), a központi 
idegrendszer fő gátló neurotranszmitteréből keletkezik és 
borostyánkősavon (szukcinát, SUC) keresztül bomlik le a 
szervezetben. A GHB alkalmazása dózis-függő módon 
eufóriát, szorongásoldást, altató hatást, mozgásbeli zavarokat, 
epilepsziát és végül kómát vált ki. A GHB kábítószerként is 
igen elterjedt, ismétlődő alkalmazása függőség kialakulásához 
vezet. Magyarországon 2006-ban került a tiltott szerek 
listájára. 
 A GHB gyenge GABAB receptor agonista, ugyanakkor 
saját nagy-affinitású kötőhelye és transzport-rendszere is 
ismert. A GHB az agyban mikromoláris koncentrációban, míg 
perifériás szervekben nagyobb koncentrációban fordul elő. 
Egymásnak ellentmondó publikációk számolnak be a GHB 
GABAB receptor-függő és független hatásairól, melyek 
indokolttá teszik a GHB specifikus kötőhelyeinek további 
vizsgálatát, ezen belül a GHB kötődés és a GHB-val 
metabolikus kapcsolatban álló SUC lehetséges kölcsönhatását. 
 Kutatásaim középpontjában a nucleus accumbens 
(NAc) állt, mely a függőség kialakulásáért felelős agyterület. A 
NAc sejtjei funkcionális hálózatokat alkotnak, melyeket a 
közöttük nagy számban előforduló réskapcsolatokon (‘gap-
junction’) keresztül valósítanak meg. Ismeretes, hogy 
droghasználat során a réskapcsolatok száma megnő, mely 
jelenség szerepet játszhat a különböző drogok hatására fellépő 
örömérzet, valamint a függőség kialakulásában. 
 Munkám során arra kerestem a választ, hogy a 
veszélyes kábítószerként nyilvántartott GHB és a sejtek 
energiaháztartásában nélkülözhetetlen szerepet játszó SUC, 
mely agyi membránfehérjéhez köthető molekuláris 
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kapcsolatban állnak egymással és a réskapcsolatokkal a NAc-
ben. Ennek érdekében patkány előagyból illetve humán NAc-
ből előállított szinaptikus membránfrakcióban radioaktív 
nyomjelzéses technikákat alkalmaztunk. A SUC és GHB 
sejtszintű hatásainak vizsgálatára fluoreszcens Ca2+ ion 
festékkel jelölt NAc sejtek intracelluláris Ca2+ ion 
koncentráció-változásait követtük nyomon pásztázó konfokális 
lézermikroszkóp alkalmazásával.  

 
 

CÉLKITŰZÉSEK 

 

1. Feladatom volt az önálló, GABAB receptor független, 
specifikus GHB receptor létezését tisztázni és jellemzőit 
felderíteni különböző fajokban (patkány és ember) és 
agyterületeken (teljes előagy, NAc és GP), továbbá 

 
2. meghatározni a specifikus SUC kötődés jellemzőit és 

felderíteni a kötőhely ligandum-specificitását különböző 
fajokban (patkány és ember) és agyterületeken (teljes 
előagy, NAc), valamint  

 
3. azonosítani a GHB és SUC feltételezett közös kötőhelyét. 
 
4. Feladatom volt a potenciálisan létező GABAB független 

GHB receptor funkció kimutatása és jellemzése izolált 
NAc agyszeletben. 

 
5. Célom volt a SUC, a GHB és a réskapcsolatok esetleges 

funkcionális kapcsolatának vizsgálatára alkalmas protokoll 
kidolgozása és alkalmazása a funkcionális kapcsolat 
jellemzésére. 
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MÓDSZEREK 

 
Agyszövet preparátumok előállítása 

 

A radioaktív nyomjelzéses mérésekhez szubcelluláris 
membránfrakciókat állítottunk elő patkány előagyból vagy 
humán NAc-ből illetve GP-ből. A szinaptoszóma frakció 
elkülönítésére a homogenizált agyszövetet cukor-grádiensen 
centrifugáltuk. A frakciót lefűződőtt preszinaptikus 
idegvégződések – szinaptoszómák – alkotják, melyekhez a 
posztszinaptikus felszín is hozzátapadhat. A szinaptoszóma 

frakció ozmotikus sokkot követő centrifugálásával nyertük az 
extraszinaptikus plazmamembrán vezikulákat valamint a 
‘junctional’ komplexet és posztszinaptikus denzitást dúsítva 
tartalmazó szinaptoszómális membránfrakciót. 
 

Radioaktív ligandum kötődési mérések 

 
A membránba ágyazott, specifikus kötőhelyek kvantitatív 
meghatározása érdekében [3H]GHB vagy [3H]SUC kötődési 
méréseket végeztünk patkány előagyból, humán NAc-ből vagy 
GP-ból előállított szinaptoszómális membránfrakcióban. A 
szinaptoszómális membránfrakciót tartalmazó mintákat - 
különböző koncentrációjú ligandumok jelenlétében vagy 
távollétében, - [3H]GHB-vel vagy [3H]SUC-tal inkubáltuk egy 
órán keresztül 4°C-on. A nem-specifikus radioaktív kötődést 1 
mM GHB vagy 30 mM SUC hozzáadásával határoztuk meg. A 
membránhoz kötött radioaktivitást centrifugálással szeparáltuk. 
A minták radioaktivitását folyadékszintillációs spektrométerrel 
határoztuk meg. 
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Radioaktív felvétel meghatározása 

 
A specifikus SUC transzport kvantitatív meghatározásához 
[3H]SUC felvételi méréseket végeztünk patkány előagyból 
előállított szinaptoszóma frakcióban. Az agyszövet mintákat 
[3H]SUC-tal inkubáltuk egy percig, miután különböző teszt-
ligandumokkal kezeltük elő. A nem specifikus radioaktív 
felvétel meghatározásához 1 mM SUC-t alkalmaztunk. Az 
inkubálást követően a mintákat azonnal üvegszűrőn szűrtük, 
majd az üvegszűrők radioaktivitását folyadékszintillációs 
spektrométerrel határoztuk meg. 
 

Radioaktív kibocsátás meghatározása 

 
A különböző teszt-vegyületek hatására bekövetkező SUC 
kibocsátás meghatározásához patkány akut agyszeletekből 
kimetszett NAc-t használtunk. Az NAc metszeteket [14C]SUC 
(200 µM) oldattal inkubáltuk, majd egy zárt mikrotérfogatú 
kamrába helyeztük, ahol oxigénnel dúsított mesterséges 
agyfolyadékkal (’artificial cerebrospinal fluid’, ACSF) 
áramoltattunk. A kamrából távozó folyadékot egy automatizált 
cseppszámlálóval ellátott frakciószedővel gyűjtöttük, melyből 
mind az alap, mind a kiváltott radioaktív kibocsátást 
meghatároztuk. A minták radioaktivitását folyadékszintillációs 
spektrométerrel határoztuk meg. 
 

Intracelluláris Ca
2+

 ion változások követése konfokális lézer 

mikroszkópiával 

 

Frissen izolált koronális agyszeleteket Ca2+ ion-szenzitív 
fluoreszcens festéket, Fluo-4-et (5 µM) tartalmazó, oxigénnel 
dúsított ACSF-ben festettük. A sejtek fluoreszcencia-
változásait a NAc területén konfokális lézermikroszkóppal 
követtük. Egyes ligandumok hatását az intracelluláris Ca2+ ion 
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tranziensekre a felvillanó sejtek számával vizsgáltuk. Ezen 
túlmenően, réskapcsolatokon keresztül terjedő Ca2+ ion 
hullámokat váltottunk ki ATP-vel, majd figyeltük az egyes 
ligandumok Ca2+ ion hullámra gyakorolt hatásait. 
 

Immunfluoreszcens sejtazonosítás 

 
A Ca2+ ion tranzienseket mutató sejtek azonosítására gliális 
marker, S100B, illetve az ATP-vel kiváltott Ca2+ ion 
hullámban részt vevő sejtek azonosítása érdekében 
fluoreszcens GFAP (specifikus asztroglia fibrilláris fehérje) 
immunreakciókat végeztünk. Az immunpozitív sejtek 
detektálásához fluoreszcens jelzőanyaggal ellátott, Alexa 594-
konjugált másodlagos antitestet alkalmaztunk. A sejtek 
azonosítását konfokális lézermikroszkóppal végeztük. 
 

Eredmények kiértékelése 

 
A mérések statisztikai kiértékeléshez az OriginPro 7.5 program 
beépített ‘one-way ANOVA’-próbáját és ‘Student’s’ t-próbáit 
(párosított és független) használtuk. Az adatokat átlag ± S.D-
ben fejeztük ki a radioaktív nyomkövetéses méréseknél és átlag 
± S.E.M–ben, a konfokális képalkotó kísérleteknél. Adatainkat 
minden esetben p<0,05 határérték szintnél tekintettük 
szignifikánsnak. 
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FŐBB EREDMÉNYEK, TÉZISPONTOK 
 

 
1. Bebizonyítottuk, hogy létezik egy GABAB receptor-
független GHB célfehérje, mely kölcsönhatásba lép a 
citromsav-ciklus köztitermék SUC-tal és a réskapcsolat 
gátlószer karbenoxolonnal (CBX). A specifikus SUC-, és 
CBX-szenzitív GHB receptort kimutattuk humán NAc és GP 
mintákban is. 
 
2. Megállapítottuk, hogy létezik egy specifikus SUC kötőhely, 
mely GHB-szenzitív, kölcsönhatásba lép a réskapcsolat 
gátlószer CBX vegyülettel, valamint független a SUC 
transzportfolyamataitól. A GHB-, és CBX-szenzitív specifikus 
SUC kötőhelyet kimutattuk humán NAc mintákban is. 
 
3. Az egyetlen elfogadott specifikus GHB receptor ligandum, 
az NCS-382 vegyület királis tulajdonságait kihasználva 
jellemeztük a specifikus GHB és a nagy-affinitású SUC 
kötőhelyek (R)-, és (S)-NCS-382 leszorítási profilját. Az NCS-
382 sztereoizomerekkel végzett leszorítási eredmények 
értelmében kijelenthetjük, hogy a nagy-affinitású specifikus 
SUC kötőhely megegyezik a GHB receptorral. 
 
4. Felismertük, hogy a GHB intracelluláris Ca2+ ion 
koncentrációnövekedést vált ki egyes NAc asztrocitákban, 
mely hatása a GABAB receptoroktól független. Ezt a GHB 
hatást nemcsak patkány NAc asztrocitákban, hanem GABAB 
receptorokat nem tartalmazó, génkiütött egerekben is 
kimutattuk. A GHB NAc asztrociták Ca2+ ion koncentráció 
növelő hatása független a neuronális aktivitástól és a 
vezikuláris neurotranszmitter felszabadulástól.  
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5. A funkcionális réskapcsolatok vizsgálatára alkalmas 
protokoll alkalmazásával kimutattuk, hogy a SUC 
koncentráció-függő módon befolyásolja az ATP-vel kiváltott 
CBX-szenzitív, és ezért valószínűleg réskapcsolatokon 
keresztül terjedő Ca2+ ion hullámokban részt vevő asztrociták 
számát és fluoreszcenciáját. A GHB kis koncentrációban 
hasonló hatást gyakorol a Ca2+ ion hullámokban részt vevő 
asztrociták számára és fluoreszcenciájára. 
 
 

KONKLÚZIÓ 
 
A tézipontokban ismertetett eredmények alapján kijelenthetjük, 
hogy a veszélyes kábítószerként ismert GHB és a citromsav-
ciklus köztitermék SUC közös, membránba ágyazott 
kötőhellyel rendelkezik. Ez a kötőhely a GABAB receptoroktól 
független, ugyanakkor kölcsönhatásba lép réskapcsolat 
fehérjékre specifikusnak tartott vegyületekkel. Eredményeink a 
SUC sejtek közötti, réskapcsolatokon keresztül megvalósuló 
jelátvitelben játszott nem várt szerepére utalnak. 
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