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BEVEZETES

A gamma-hidroxi vajsav (GHB) egy rovid szénldncu
zsirsav, mely gamma-amino vajsavbol (GABA), a kozponti
idegrendszer f6 gatlé neurotranszmitterébdl keletkezik és
borostydnkésavon (szukcinat, SUC) keresztiill bomlik le a
szervezetben. A GHB alkalmaziasa doézis-fiiggd moddon
euféridt, szorongdsoldést, altaté hatdst, mozgasbeli zavarokat,
epilepsziat és végiil komat valt ki. A GHB kébitészerként is
igen elterjedt, ismétl6do alkalmazdsa fliggdség kialakuldsdhoz
vezet. Magyarorszagon 2006-ban keriilt a tiltott szerek
listdjéra.

A GHB gyenge GABAg receptor agonista, ugyanakkor
sajat nagy-affinitdsi kotohelye és transzport-rendszere is
ismert. A GHB az agyban mikromoldaris koncentraciéban, mig
periférids szervekben nagyobb koncentricidban fordul eld.
Egymasnak ellentmond6 publikdcidk szamolnak be a GHB
GABAjg receptor-fiiggd ¢és fiiggetlen hatdsairdl, melyek
indokolttd teszik a GHB specifikus kotohelyeinek tovabbi
vizsgilatit, ezen belil a GHB kotddés és a GHB-val
metabolikus kapcsolatban 4ll6 SUC lehetséges kolcsonhatésat.

Kutatdsaim kozéppontjdban a nucleus accumbens
(NAc) allt, mely a fiiggdség kialakuldsaért felelds agyteriilet. A
NAc sejtjei funkciondlis halozatokat alkotnak, melyeket a
kozottiik nagy szamban eléfordulé réskapcsolatokon (‘gap-
junction’) keresztiil valdsitanak meg. Ismeretes, hogy
droghaszndlat sordn a réskapcsolatok szdma megnd, mely
jelenség szerepet jatszhat a kiillonboz6 drogok hatdsara fellépd
oromérzet, valamint a fiiggdség kialakuldsaban.

Munkdm sordn arra kerestem a valaszt, hogy a
veszélyes kabitoszerként nyilvantartott GHB és a sejtek
energiahdztartdsdban nélkiilozhetetlen szerepet jatsz6 SUC,
mely agyi  membranfehérjéhez  kothetdé  molekuldris

1



kapcsolatban dllnak egymadssal és a réskapcsolatokkal a NAc-
ben. Ennek érdekében patkdny eldagybdl illetve humén NAc-
bdl elddllitott szinaptikus membranfrakciéban radioaktiv
nyomjelzéses technikdkat alkalmaztunk. A SUC és GHB
sejtszintll hatdsainak vizsgélatira fluoreszcens Ca® ion
festékkel jelolt NAc sejtek intracelluldris Ca®*  ion
koncentracid-valtozdsait kovettilk nyomon pasztazo konfokdlis
lézermikroszkép alkalmazédsaval.

CELKITUZESEK

1. Feladatom volt az ©6ndllo, GABAgp receptor fiiggetlen,
specifikus GHB receptor 1étezését tisztizni és jellemzdit
felderiteni kiilonbozd fajokban (patkdny és ember) és
agyteriileteken (teljes eldagy, NAc és GP), tovdbba

2. meghatarozni a specifikus SUC kotddés jellemzoit és
felderiteni a kotOhely ligandum-specificitdsat kiilonb6z6
fajokban (patkdny és ember) és agyteriileteken (teljes
eldagy, NAc), valamint

3. azonositani a GHB és SUC feltételezett kozos kotohelyét.

4. Feladatom volt a potencidlisan 1étez0 GABAgp fiiggetlen
GHB receptor funkcié kimutatdsa €s jellemzése izolalt
NAc agyszeletben.

5. Célom volt a SUC, a GHB és a réskapcsolatok esetleges
funkciondlis kapcsolatdnak vizsgdlatdra alkalmas protokoll
kidolgozdsa és alkalmazdsa a funkciondlis kapcsolat
jellemzésére.



MODSZEREK
Agyszovet prepardtumok elddllitdsa

A radioaktiv nyomjelzéses mérésekhez szubcellularis
membrénfrakcidkat allitottunk el6 patkdny el6agybol vagy
humédn NAc-bdl illetve GP-bol. A szinaptoszoma frakcid
elkiilonitésére a homogenizdlt agyszovetet cukor-gradiensen
centrifugdltuk. A frakciét  leflizddott  preszinaptikus
idegvégzddések — szinaptoszémak — alkotjdk, melyekhez a
posztszinaptikus felszin is hozzatapadhat. A szinaptoszoma
frakcié ozmotikus sokkot kovetd centrifugaldsdval nyertiik az
extraszinaptikus plazmamembrdan vezikuldkat valamint a
‘junctional’ komplexet €s posztszinaptikus denzitast dusitva
tartalmazo szinaptoszomdlis membrdnfrakciot.

Radioaktiv ligandum kotodési mérések

A membranba &gyazott, specifikus kotéhelyek kvantitativ
meghatdrozasa érdekében [3 H]GHB vagy [3H]SUC kotodési
méréseket végeztiink patkany eldagybdl, human NAc-bdl vagy
GP-bol eldallitott szinaptoszomdlis membranfrakciéban. A
szinaptoszomdlis membranfrakciét tartalmazé mintdkat -
kiillonbozé  koncentricidjid  ligandumok jelenlétében vagy
tavollétében, - ["H]GHB-vel vagy ["H]SUC-tal inkubéltuk egy
oran keresztiil 4°C-on. A nem-specifikus radioaktiv kotddést 1
mM GHB vagy 30 mM SUC hozzdadéasaval hatdroztuk meg. A
membréanhoz kotott radioaktivitdst centrifugéldssal szepardltuk.
A mintdk radioaktivitasat folyadékszintillacids spektrométerrel
hataroztuk meg.



Radioaktiv felvétel meghatdrozdsa

A specifikus SUC transzport kvantitativ meghatarozdsdhoz
PHISUC felvételi méréseket végeztiink patkdny elagybdl
eldallitott szinaptoszéma frakcidban. Az agyszovet mintdkat
[*H]SUC-tal inkubdltuk egy percig, miutdn kiilonbdzd teszt-
ligandumokkal kezeltik el6. A nem specifikus radioaktiv
felvétel meghatdrozasdhoz 1 mM SUC-t alkalmaztunk. Az
inkubdldst kovetden a mintdkat azonnal livegsziirOn szirtik,
majd az {vegsziirok radioaktivitdsat folyadékszintillicids
spektrométerrel hatdroztuk meg.

Radioaktiv kibocsdtds meghatdrozdsa

A kiilonb6zd teszt-vegyiiletek hatdsara bekovetkezd SUC
kibocsatds meghatdrozasidhoz patkdny akut agyszeletekbol
kimetszett NAc-t hasznaltunk. Az NAc metszeteket [14C]SUC
(200 uM) oldattal inkubaltuk, majd egy zart mikrotérfogati
kamrdba helyeztiikk, ahol oxigénnel duisitott mesterséges
agyfolyadékkal (’artificial cerebrospinal fluid’, ACSF)
aramoltattunk. A kamrabdl tavozo folyadékot egy automatizalt
cseppszamléléval ellatott frakcidszeddvel gyhjtottiik, melybol
mind az alap, mind a kivéltott radioaktiv kibocsatast
meghataroztuk. A mintdk radioaktivitasat folyadékszintillacids
spektrométerrel hatdroztuk meg.

Intracelluldris Ca®* ion vdltozdsok kovetése konfokdlis lézer
mikroszkopidval

Frissen izoldlt korondlis agyszeleteket Ca®* ion-szenzitiv
fluoreszcens festéket, Fluo-4-et (5 uM) tartalmazd, oxigénnel
dusitott ACSF-ben festettik. A sejtek fluoreszcencia-
véaltozdsait a NAc teriiletén konfokalis lézermikroszkdppal
kovettiik. Egyes ligandumok hatdsat az intracelluldris Ca** ion
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tranziensekre a felvillané sejtek szamdval vizsgaltuk. Ezen
tilmenéen, réskapcsolatokon keresztiill terjedé Ca®* ion
hullamokat valtottunk ki ATP-vel, majd figyeltik az egyes
ligandumok Ca”* ion hulldmra gyakorolt hatdsait.

Immunfluoreszcens sejtazonositds

A Ca®* ion tranzienseket mutatd sejtek azonositdsdra glidlis
marker, S100B, illetve az ATP-vel kivaltott Ca®* ion
hullimban részt vevd sejtek azonositdsa érdekében
fluoreszcens GFAP (specifikus asztroglia fibrillaris fehérje)
immunreakcidkat végeztiink. Az immunpozitiv  sejtek
detektalasdhoz fluoreszcens jelzOanyaggal ellatott, Alexa 594-
konjugdlt mdésodlagos antitestet alkalmaztunk. A sejtek
azonositasat konfokaélis 1ézermikroszkoppal végeztiik.

Eredmények kiértékelése

A mérések statisztikai kiértékeléshez az OriginPro 7.5 program
beépitett ‘one-way ANOVA’-probdjat és ‘Student’s’ ¢-prébait
(pérositott és fliggetlen) hasznaltuk. Az adatokat atlag + S.D-
ben fejeztiik ki a radioaktiv nyomkovetéses méréseknél és atlag
+ S.E.M-ben, a konfokalis képalkot6 kisérleteknél. Adatainkat
minden esetben p<0,05 hatarérték szintnél tekintettiik
szignifikdnsnak.



FOBB EREDMENYEK, TEZISPONTOK

1. Bebizonyitottuk, hogy létezik egy GABAgp receptor-
fiiggetlen GHB célfehérje, mely kolcsonhatdsba 1ép a
citromsav-ciklus koztitermék SUC-tal és a réskapcsolat
gatloszer karbenoxolonnal (CBX). A specifikus SUC-, és
CBX-szenzitiv GHB receptort kimutattuk human NAc és GP
mintdkban is.

2. Megéllapitottuk, hogy létezik egy specifikus SUC kotShely,
mely GHB-szenzitiv, kolcsonhatdsba 1ép a réskapcsolat
gatloszer CBX vegyiilettel, valamint fiiggetlen a SUC
transzportfolyamatait6l. A GHB-, és CBX-szenzitiv specifikus
SUC kotohelyet kimutattuk huméan NAc mintdkban is.

3. Az egyetlen elfogadott specifikus GHB receptor ligandum,
az NCS-382 vegyiilet kirdlis tulajdonsdgait kihaszndlva
jellemeztiik a specifikus GHB és a nagy-affinitisi SUC
kotéhelyek (R)-, és (S§)-NCS-382 leszoritasi profiljat. Az NCS-
382 sztereoizomerekkel végzett leszoritdsi eredmények
értelmében kijelenthetjiilk, hogy a nagy-affinitasi specifikus
SUC koétOhely megegyezik a GHB receptorral.

4. Felismertik, hogy a GHB intracelluldris Ca®* ion
koncentracionovekedést valt ki egyes NAc asztrocitikban,
mely hatdsa a GABAgp receptoroktdl fiiggetlen. Ezt a GHB
hatast nemcsak patkdny NAc asztrocitdkban, hanem GABAg
receptorokat nem tartalmazd, génkiiitott egerekben is
kimutattuk. A GHB NAc asztrocitik Ca®* ion koncentraci6
noveld hatdsa fiiggetlen a neurondlis aktivitdstél és a
vezikuldris neurotranszmitter felszabadulastol.



5. A funkciondlis réskapcsolatok vizsgélatdra alkalmas
protokoll  alkalmazdsdval kimutattuk, hogy a SUC
koncentracio-fiiggdé modon befolyasolja az ATP-vel kivaltott
CBX-szenzitiv, és ezért valoszinlileg réskapcsolatokon
keresztiil terjedé Ca®* ion hullimokban részt vevé asztrocitik
szamat és fluoreszcencidjat. A GHB kis koncentraciéban
hasonl6 hatést gyakorol a Ca®* ion hullimokban részt vevé
asztrocitdk szdmadra és fluoreszcencidjéra.

KONKLUZIO

A tézipontokban ismertetett eredmények alapjan kijelenthetjiik,
hogy a veszélyes kabitészerként ismert GHB és a citromsav-
ciklus koztitermék SUC kozds, membridnba 4gyazott
kotéhellyel rendelkezik. Ez a kétdhely a GABAg receptoroktol
fiiggetlen, ugyanakkor kolcsonhatdsba 1ép réskapcsolat
fehérjékre specifikusnak tartott vegyiiletekkel. Eredményeink a
SUC sejtek kozotti, réskapcsolatokon keresztiil megvaldsuld
jelatvitelben jatszott nem véart szerepére utalnak.
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