Szinaptikus modulacio, y-hidroxivajsav hatasa a nucleus accumbens es a ventralis tegmentalis

area sejtjeiben.
I. Nucleus accumbens sejtjeinek karakterizalasa:

Nucleus accumbens (NA) sejtjeit karakterizaltuk elektrofiziologiai €s morfologiai sajatossagaik
alapjan. Az elektrofizioldgiai kisérletekhez biocitinnel feltoltott éles-elektrodakat hasznaltunk, igy
moddunkban 4llt az elektrofizioldgiai és anatomiai eredmények korrelaltatdsa. A sejtek morfoldgiai és
elektrofiziologiai sajatossagai alapjan elkiilonitettiink fOsejteket (‘medium spiny’ neuronok) és

cholinerg interneuronokat.
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I1. GHB és baclofen hatasa az NA neuronjainak pre- és posztszinaptikus receptoraira.

1) Osszehasonlitottuk a GHB (0.3-20 mM) hatasat a GABA-B receptor agonista baclofen (1-20 UM)
posztszinaptikus hatasaval.

Megallapitottuk, hogy egyik anyag sem valt ki posztszinaptikus valaszt egyik neuron tipuson sem.
Valosziniileg, az NA sejtjeiben a striatum sejtjeihez hasonldéan nincsenek posztszinaptikus GABA-B

receptorok, ¢és a jelen kisérlet szerint posztszinaptikus GHB receptorok sem.
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Baclofen és GHB posztszinaptikus hatasa az NA projekciés neuronjaira as cholinerg

interneuronjaira.
Se a GABA-B receptor agonista baclofen, se a GHB nem befolyasolta a sejtek nyugalmi
membranpotencialjat vagy bemeneti ellenallésat, ellentétben a GABA-A receptor agonista muscimollal,

amely jol lathatd hiperpolarizaciot és ellenallas csokkenést valtott ki.



2) Osszehasonlitottuk a GHB és baclofen hatasat a gatld és serkentd posztszinaptikus potencialokra

(EPSP, IPSP).

Megallapitottuk, hogy a baclofen csokkenti mind az EPSP-k mind az IPSP-k amplitadéjat, mig a GHB-

nak nincs hatésa se az EPSP-kre se az IPSP-kre. A GHB receptor specifikus hatasokat is vizsgaltuk a
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Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a GHB nem hat az NA neuronok nyugalmi membran
aramaira vagy szinaptikus valaszaira. Az NA sejtjein, hasonldan a tobbi striatalis teriilethez, nincsenek
posztszinaptikus GABA-B receptorok, €s preszinaptikus GABA-B receptoraik is egy olyan alosztalyba
tartoznak, amelyeket a GHB nem képes aktivalni. In vitro kisérleteinkben a GABA-receptoroktol

figgetlen GHB receptorok jelenlétét sem sikeriilt kimutatnunk, se poszt- se preszinaptikusan.

III. GHB kotéhely karakterizalasa patkany valamint human NA és globus pallidus

szinaptikus membranfrakcioban.

1) A GHB kotéhely jellemzése patkany eléagybol készitett tisztitott szinaptikus membranfrakcidban.
A GHB kotohely tovéabbi karakterizalasat patkdny szinaptikus membranfrakcioban végeztik el,

[PH]JGHB kotddés vizsgalataval. A specifikus kotddési adatok nem-linearis regresszios analizisével
meghataroztuk a GHB kotédés jellemzdit. Az 1 nM - 1 uM GHB koncentracié tartomanyban egyetlen
GHB kotohelyet tudtunk kimutatni, ez a kotéhely Kq= 1 UM és Buax= 14 pmol/mg fehérje (N=4)
értékekkel jellemezhetd. Ezen a kdzepes-affinitast kotdhelyen tulmenden, a leszoritdsi adatok egy kis-
affinitasu kotohely jelenlétét is kimutattak. Ez a kdtdhely Kq ~ 0,2 mM é€s Bpax ~ 300 pmol/mg fehérje

paraméterekkel jellemezhetd.
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[*’H]GHB kotodést a GHB receptor specifikus NCS-382 és a GHB illetve a GABA metabolit szukcinat
gatolta. Az NCS-382-vel végzett leszoritasi kisérletek nem utaltak NCS-382-t nem kot6, valamint
NCS-382-t nagy affinitassal kotd GHB receptorok jelenlétére. A GABA-B receptor specifikus anyagok
a GABA-B agonista baclofen és a GABA-B antagonista CGP-55845 a [*H]JGHB kotddését nem

befolyasoltak.
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A GHB kotédés azon sajatossaga, hogy savas kémhatast kozeg (pH=6.5) biztositja hozza az idedlis
feltételt és azok az 0j adatok amelyek a gap junction blokkolok nem gap junction-okon kifejtett egyéb
hatasait tartak fel (Gareri és mtsai., 2004. Eur J Pharmacol 484:49-56., Rouach ¢és mtsai., 2003. J.
Physiol 553:729-745., és Wu és mtsai 2005. Soc Neurosci Abstr 244.12.) felvetették annak lehetdségét,
hogy a gap junction blokkoloknak és a GHB-nak egymassal atfedd kotohelyei léteznek. Ezért
megvizsgaltuk a kinin, a-glycyrrhetinic sav (a-GRA), B-glycyrrhetinic sav (B-GRA) és a carbenoxolon
(CBX) hemiszukcinat ndvekvd koncentracidinak hatdsat [PH]JGHB kot6désre. A kinin kivételével
mindegyik gap junction blokkold gatolta a [PH]JGHB ko6t6dést, leghatékonyabb a CBX hemiszukcinat
volt. A hemiszukcindt jelenléte (és a szukcinatnak az eldbbiekben kimutatott affinitisa a GHB
kotéhelyhez) felvetette annak lehetdségét, hogy a szukcinat észterek (pl. a CBX hemiszukcinat)
altalaban képesek a [PH]GHB-t leszoritani kot6helyérdl, ezért megvizsgaltunk egy masik szukcinat
észter, az etil-hemiszukcinat kotodését is. A szukcinat, CBX hemiszukcinat és az etil-hemiszukcinat
[PH]JGHB ko6t6désgatld hatasat Osszevetetve megallapithattuk, hogy hemiszukcinat észterek (a CBX

hemiszukcinat, etil-hemiszukcinat) hatékonyabbak mint a szukcinat.



6. abra
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2) GABA-B kotohelyek karakterizalasa tisztitott tisztitott szinaptikus membranfrakcidban és zomében
extraszinaptikus membrant tartalmazo6 (P2) membranfrakcioban.

A GABA-B kétbhelyeket izoguvacin jelenlétében [PH]JGABA kotédéssel vizsgaltuk. GHB receptor
ligandok (GHB ¢és NCS-382) szukcinat illetve GABA-B receptor ligandumok (baclofen és CGP-55845)
hatasat vizsgaltuk a [PH]JGABA kotOdésre tisztitott szinaptikus membranfrakcioban és a zomében
extraszinaptikus membrant tartalmazé P2 membranfrakcioban. A szukcinat kivételével a tobbi
vegyiilet, hasonld mértékben szoritotta le a [PlHJGABA-t a két preparatumban. Mig a baclofen, CGP-
55845 és GHB leszoritotta a ["H]JGABA-t kotéhelyérdl, addig a GHB receptor specifikus NCS-382
hatastalannak bizonyult. A szukcinat hatékonyabban szoritotta le a ['H]JGABA-t a tisztitott szinaptikus
membranfrakcidban levé kotohelyeirdl, mint az extraszinaptikus membrant is tartalmazd

membranfrakcioban levokrol.



7. abra
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3) [’'H]GHB kot6édés farmakologiai karakterizalasa human NA és globus pallidus (GP) szovetmintakbol
készitett tisztitott szinaptikus membranfrakcioban

A bazélis ganglium két els6sorban GABAerg projekcids neuronokat tartalmaz6 magjanak, a NA-nek és
a GP-nak GHB ¢és GABA-B kotdhelyeit hasonlitottuk 6ssze. Az NA GHB és GABA-B kotdhelyeinek
illetve a gap junction blokkoldk kotdhelyeinek farmakologiai jellemzése kiilondsen fontos amiatt hogy
a NA a fiiggdség kialakuldsdban részt vevo egyik kulcs agyteriilet, ahol a fliggdség kialakulasaval
kapcsolatban strukturalis valtozasok is torténnek.

A patkany eldagyban [*"H]GHB kotédést befolyasold ligandumok (GHB, NCS-382, szukcinat és CBX
hemiszukcinat) illetve GABA-B receptor ligandumok hatésat vizsgaltuk fagyasztott human NA és GP
mintakbol nyert tisztitott szinaptikus membranfrakcioban. GHB, NCS-382 szukcinat, CBX
semiszukcinat mindkét human struktiraban gatolta a [*'HJGHB kotédést. A GABA-B ligandumok
(baclofen és CGP-55845) hatastalanok voltak a NA-ben, és kis mértékben gatoltak a [*'HJGHB kotddést
a GP-ban.



1. Tablazat
['H]GHB kotédés farmakologiai karakterizialasa human NA és GP szovetmintakbol Kkészitett
tisztitott szinaptikus membranfrakcioban

Az adatok 2-4 mintabodl szarmazo 3-8 meghatarozas atlagat mutatjak. *: p<0.05 az NA és GP adatainak

Osszehasonlitasakor.
Anyag Koncentracio Specifikus [PH]JGHB kotédés gatlasa (%)
NA GP
GHB 1 uM 38+2 38+3
10 uM 80+2 82+ 1
100 uM 99 £8 109 + 16
1 mM 10512 101 £ 11
NCS-382 100 uM 93+12 105+6
1 mM 105+5 101 +£6
Baclofen 100 uM 9+18 1+13
1 mM -17 £ 9* 22 + 5%
CGP 55845 100 uM 0+12 2+18
1 mM 1+ 14% 22 + 6*
Szukcinat 10 uM 12+£1* 33 + 8*
100 uM 54+ 15 59+1
1 mM 911 92 +1
CBX hemiszukcinat 3 uM 30+ 19 25+5
10 uM 36 £2 28 £3
100 uM 55+22 60+1

4) P’H]JGABA kot6dés farmakologiai karakterizalasa izoguvacin jelenlétében (GABA-B kotéhelyek
kimutatasa) human NA és globus pallidus (GP) szovetmintakbol készitett zomében extraszinaptikus
membrant tartalmazoé membran frakcioban.

GHB-t, NCS-382-t, baclofent, CGP-55845-t, szukcinatot ¢s CBX hemiszukcinatot vizsgéaltuk a
varhatéan maximalis hatast kivalto koncentracioban (1mM és/vagy 100 uM ). Baclofen és CGP-55845
kismértékii hatasa a ['H]JGABA kotédésre kis-affinitasi GABA-B receptorok jelenlétére utal mind a
NA-ben mind a GP-ban. A NA-ben egy a korabbiakban leirt GHB receptortdl eltérd kotohelyet is
talaltunk, amelyhez a GHB ¢és az NCS-382 kis-affinitdssal kotddik, a szukcinat és a CBX
hemiszukcinat viszont nem. A GP-ban GHB receptor ligandumok nem kotédtek a GABA-B



kotéhelyhez, vagyis a GP-ban egy olyan GABA-B receptor altipus talalhato, amelyikhez a GHB nem
kotodik.

2. Tablazat
‘H]|GABA kotédés farmakologiai karakterizdlasa human NA és GP szovetmintakbol készitett
zomében extraszinaptikus membrant tartalmazé membranfrakcioban

Az adatok 2-4 mintdbol 3-7 meghatarozéas atlagat mutatjak. *: p<0.05 az NA ¢és GP adatainak

Osszehasonlitasakor.
Anyag Koncentracio Specifikus [PHJGABA ko6tédés gatlasa (%)
NA GP

GHB 100 uM 33 +13* 5+ 8%

1 mM 37 + 9% 0+ 8*
NCS-382 100 uM 30 + 13* 2+ 10*

1 mM 32+ 12% -3+ 7%
Baclofen 100 uM 2615 33+£13

I mM 56+3 65+10
CGP 55845 100 uM 14+8 15+5

1 mM 33+20 40+ 13

Szukcinat 100 uM 1 +6* 15 £ 5%

1 mM -3+ 3% 21 + 9%
CBX hemiszukcinat 100 uM 9+11 445

[PHJGHB és [PH]GABA kotédési eredményeinket Osszefoglalva megallapitottuk, hogy egy kozepes
(mikromolos Ky értékkel rendelkezd) és egy kis-affinitasti (100 mikromolos Ky értékkel rendelkezd)
GHB kotohely kiilonithetd el patkany eldagyban. A kis-affinitasti kotdhely azonos egy GABA-B
receptor altipussal. Kutatasaink sordn egy 01 tipust GHB receptor jelenlétét is kimutattuk a NA-ben, és
talaltunk egy ujabb agyteriiletet a globus pallidus-t ahol a GABA-B receptoroknak egy olyan altipusa
talalhat6, amelyik nem aktivalhato GHB-vel. Az NA uj tipusit GHB receptora idealis célpontja lehet
olyan gyogyszereknek amelyek a GHB fliggdség kialakulasat gatolnak.

Eredményeinkbdl készitett kézirat (Tiinde Molnar, Erzsébet Kutiné Fekete, Julianna Kardos*, Edit
Simon-Trompler, Miklos Palkovits, and Zsuzsa Emri: Metabolic GHB Precursor Succinate Binds to y-
Hydroxybutyrate Receptors: Characterization of Human Basal Ganglia Areas Nucleus Accumbens and

Globus Pallidus) biréalata folyik jelenleg a J. Neuroscience Research ujsagnal.



IV. GHB hatas vizsgalata az NA sejtek intracellularis Ca*" ion koncentracidjara.
1) GHB hatésa az NA sejtek intracellularis Ca** ion koncentraciojara.
Kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy a membran-permeabilis Ca*" ion-érzékeny festékkel feltoltott NA
sejtekben hogyan valtozik az intracellularis Ca*" ion szint GHB és GABA-B receptor ligandumok
hatdsara. GHB adagolasa tranziens Ca®" ion szint-véltozast idézett €l8. Baclofen hatdsara nem lattunk

Ca’' ion tranzienseket.

Kontroll GHB 2mM

8. abra. Intracellularis Ca* ion szint novekedés GHB hatisara
Fluo-4 Ca’" ion-érzékeny festék membran permedbilis formajaval feltoltott sejtek NA szeletben. A

GHB adagolas hatasara felvilland nyillal megjelolt sejt megndvekedett intracellularis Ca** ion szintet

mutat.
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A GHB-ra a sejtek nem szimultan valaszoltak, GHB adéasa utan, az addig nem aktiv szeletben percekig
detektalhattunk felvilland sejteket. A GHB-ra valaszol6 sejtek szama illetve a valasz intenzitdsa nem
mutatott erds korrelaciét a GHB koncentracioval, 0.4mM és 10mM GHB hatasara felvilland sejtek
szdma nem kiilonbozott szignifikdnsan. A GHB-ra adott valaszlehetett egyszeri villanas illetve egy

felvillanas sorozat.
GHB 2mM
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A GHB-val kivaltott Ca®" tranzienseket nem tudtuk gatolni a GHB receptor antagonista NCS-382-vel, a
GABA-B receptor antagonista CGP-55845-tel illetve CGP-54626-tal, vagy a GABA-A receptor

antagonista bicucullinnal.
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Annak bizonyitasara, hogy a GHB-val kivaltott intracellularis Ca*" ion szint-névekedés nem GABA-B
receptor fliggd hatas, a kisérleteket elvégeztiik olyan egerekben is, amelyek nem rendelkeztek
funkcionalis GABA-B receptorral. A GHB GABA-B receptor 1-es alegységet nem tartalmazé
egerekbdl szarmazo NA szeletekben is eldidézett intracellularis Ca®" ion tranzienseket, amelyeket NCS-

382-vel nem lehetett blokkolni.

B
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V. GHB hatas vizsgilata a ventralis tegmentalis teriilet sejtjei intracellularis Ca*" ion

koncentraciojara.

crer

A nucleus accumbens mellett a kabitoszer fliggdség kialakuldsaban illetve a kabitdszer fogyasztashoz
kapcsolodo euféria kialakuldsaban részt vevd masik fontos agyteriilet a VTA. Ezt az agyteriilet
dopaminerg és GABAerg sejtek alkotjak. A kabitoszerekre itt kialakuldé valasz az innen indul6
dopaminerg palya kozvetitésével eljut az NA-ba és a kabitoszer hatasok kialakitasaért felelds egyéb
agyteriiletekre is. Az innen kiinduldé dopaminerg jel megvaltozasa kabitoszer adagolaskor a triggere a
kabitoszerekkel kapcsolatos azonnali €s késébbi valtozasok kialakuldsanak is. Kisérleteinkben
megvizsgaltuk, hogy a membran-permeabilis Ca*" ion-érzékeny Fluo-4 festékkel feltltott VTA
sejtekben is valtozik-e az intracellularis Ca*" ion szint GHB hatasara. A GHB a VTA sejtekben is

okozott intracellularis Ca®" ion szint-novekedést: GHB hatasara, rovid egyszeri Ca*" ion tranziensek

crer
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GHB hatasa a VTA sejtek
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GHB koncentracio

Eredményeinket 0Osszefoglalva megallapithatjuk, a GHB a kabitoszer fliggdség kialakuldsa
szempontjabol fontos két agyteriileten (NA és VTA) is tranziens intracellularis Ca*" ion szint-
novekedést valt ki. Mivel a membran permedbilis festékek elsdsorban glia sejtekben halmozddnak fel
feltételezhetjiik azt is, hogy a GHB-ra intracellularis Ca*" ion szint novekedéssel valaszolo sejtek egy
része glia sejt, vagyis a kabitoszerek nemcsak az idegi, hanem glia sejteken is kifejtik hatasukat, és
feltehetdleg a fiiggdség kialakulasakkor bekdvetkezd valtozasok a glidlis-neurondlis kdlcsonhatas
megvaltozasat is magukban foglaljak.

Jelen kisérletsorozat kiértékelése folyamatban van, és a publikdcido még 2006 els6 felében elkésziil.






