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1. BEVEZETES

A pro-opiomelanocortin (POMC) egy multifunkcionalis prekurzor fehérje, amelynek
fontos élettani szerepe van endokrinoldgidban, de a bér fiziologidjaban is szamos élettani
folyamatot befolydsol. Az elsésorban az eliilsé agyalapi mirigyben szintetizalodo POMC
poszttranszlacios hasitdson megy keresztiil, és szamos aktiv peptidet, nevezetesen
adrenokortikotrop hormont (ACTH) és melanocita-stimulalé hormont (MSH) allit el6. Ezek a
szarmazékok kiilonbozé hatasokat fejthetnek ki, a stresszvalasz modulécidjatél az
immunszabalyozasig és az energiahomeosztazisig. A bérben a POMC egyik legismertebb
funkcidja a pigmenticioban betoltott szerepe az a-MSH a hatasa révén. Az a-MSH a
melanocortin 1 receptorhoz (MCI1R) kotédik a melanocitakon, serkentve az eumelanin
termelését, amely a bor és a haj barna és fekete szinéért felelés pigment. Az MCIR gén
mutacioi vagy polimorfizmusai megvaltozott pigmentaciohoz vezethetnek, ahogyan az a voros
haji és vilagos borii egyéneknél megfigyelhetd, akikben a feomelanin-termelés iranyaba
tolodik a melanin szintéz elégtelen MC1R szignaliz&cio kovetkeztében.
POMC a borbiolégiaban

Szisztémas endokrin funkciéin til a POMC jelentds szerepet jatszik magaban a borben
is. Az epidermiszben a keratinocitdk és a melanocitdk egyarant képesek POMC-t és
szarmazékait, koztik o-MSH-t és ACTH-t termelni. Ezek a helyileg termelt peptidek
hozzajarulnak a melanogenezishez, és szerepet jatszanak a gyulladasos valaszok
modulalasaban és az ultraibolya (UV) sugarzasnak valo kitettséget kovetd DNS-javito
mechanizmusok eldsegitésében. Ez arra utal, hogy a POMC-bol szarmazo peptidek védo,
autokrin/parakrin szerepet jatszanak a bér homeosztazisanak fenntartasaban.
A POMC endokrin és szisztémas szerepe
Az endokrin rendszerben a POMC-bol szarmaz6 ACTH dontd fontossagu a

hipotalamusz-hipofizis-mellékvese (HPA) tengely szabalyozasaban, befolyasolja a
kortizoltermelést, és ezaltal modulalja a stresszreakciokat. Ezenkiviil a hipotalamuszban 1év6
POMC-neuronok részt vesznek az energiaegyensuly és az étvagy szabalyozasaban, az o-MSH
a kozponti melanokortin-receptorokra hatva csokkenti a taplalékfelvételt. A POMC-
feldolgozas vagy a receptorok jelétviteli  Utvonalainak zavarait metabolikus
rendellenessegekkel, pl. elhizassal és mellékveseelégtelenséggel hoztak 6sszefiiggésbe.

Bar a POMC-eredetli peptidek sokrétii szerepet toltenek be szdmos élettani folyamatban, a
boérb6l szarmazo POMC-termelés szerepe még mindig fontos kutatasi tertletet jelent,
kiilondsen az Osszetett viselkedésekben, amelyekben a bornek jelentds szerepe lehet, mint

példaul a faradtsagérzés, az addiktiv magatartasok €s a nocicepcié szabalyozasa.



1.1.  Sugarzas okozta faradtsag és a bor

Szamos sugarterapiaban részesiilé daganatos beteget frakcionalt kiilsé sugarkezeléssel
kezelnek, amelynek soran egy kiils6 forrasbol szarmazoé ionizald sugarzas egy meghatarozott
anatomiai helyen elhelyezkedo szilard daganatot céloz meg. A sugarkezelést kovetden gyakran
megfigyelhetd faradtsdgerzés, amely rontja a daganatos betegek életmindségét. Bar régota
ismert jelenségrol van szo, a sugarzas okozta faradtsagot kivaltd mechanizmus(ok) tovabbra
sem teljesen ismertek. Az emlddaganatban szenvedd betegek korében a teljes emld
besugarzasat kapo betegeknél magasabb a kezeléssel Osszefliggd faradtsag, mint a részleges
eml6 besugarzast kapo betegeknél, amely kisebb borfeliiletet érintd besugarzast jelent.

A kodzelmultban végzett tanulmanyok azonositottak egy olyan, az ultraibolya (UV)
fénynek vald kitettséget kovetden aktivalodd borfolyamatot, amelyben az epidermalis
keratinocitdk aktivaljak a p53 fehérjét, ami transzkripcionalisan aktivalja a pro-
opiomelanokortin (POMC) expresszidjat, amely poszt-transzlaciésan bioaktiv peptidekké
hasad, beleértve a pigmentaciot indukaldé a-MSH hormont és az endogén opioid B-endorfin-t.
A B-endorfin szérumszintjének ndvekedése UV-expoziciot kovetéen Opiat-szerii hatasokat
eredményez, amit a helyi UV-expoziciot kovetd szisztémas B-endorfin emelkedése okoz. Az
opiat gyogyszerek szedacidt okozhatnak, ami gyakran egytt jar a faradtsag erzésével. Ez
felvetette a kérdest, hogy vajon az ionizalé sugarzas altal kivaltott B-endorfin emelkedés

hozzéjarulhat-e a sugarkezeléssel jaro faradtsagérzés kivaltazashoz.

1.2.  D-vitamin és szerepe a bor-endorfin hatésaiban

Human vizsgalatok azt sugalljak, hogy az ultraibolya (UV) sugarzas olyan jellegii
fliggbséget okozhat, amelynek jellemz6i er6sen emlékeztetnek az opioidok okozta
dependenciéra. Uj preklinikai vizsgalatok egy endogén opioidok altal kozvetitett, figgdséghez
hasonlo Gtvonalat azonositottak, amelyet az UV altal kivaltott B-endorfin szintézis valt Ki.
Ismeretes, hogy az UV-fiiggé D-vitamin (VitD) szintézis fenntartasa érdekében evolvalddott a
humén bdr pigmentacioja az elmult 20-30.000 évben, igy a halvanyabban pigmentalt bor
engedte a D vitamin szintézisét olyan féldrajzi régioban is, ahol az éves UV sugarzas jelentésen
kisebb, mint az egyenlité koriil. Ez demonstralja a D vitamin fontossdgat az emberi bor
pigmentacidjanak meghatarozasaban. Mi feltételeztiik, hogy az endorfin altal kdzvetitett UV-
keresé viselkedést a VitD-hiany vezérelheti a VitD-szintézis maximalizalasa érdekében. Ebben
az esetben a VitD-hiany érzékennyé teheti az egyéneket az exogén (UV-fliggetlen) opioidokra



is, hozzajarulva a manapsag rendkivil gyakori opioidfiiggéség kialakulasahoz. Hipotézisiink
szerint létezhet egy negativ visszacsatolas, amelynek sordn az D vitamin szintjének
helyreéllasa csokkenti az UV/opioid-keresé viselkedést, mikor D vitamin hiany méar nem all
fent. Ez a visszacsatolds a VitD-szintézis maximalizalasanak evolucios elényét hordozhatja
magaban. Az UV-expozicioval ellentétben azonban az exogén opioidhasznalatot nem koveti a
VitD-szintézis (és annak opioid-szuppressziv hatasa), ami hozzajarulhat egy maladaptiv

addiktiv zavarhoz, mely az opioid-fiiggdség kialakulasanak rizikojat fokozhatja.

1.3.  VOros haj és nocicepcio

A vords haju emberek és egerek megvaltozott fajdalomkiiszobot, megnovekedett lokalis
fajdalomcsillapit6 igényt és fokozott valaszt mutatnak az opioid fajdalomcsillapitokra. A voros
szOrzetet mindkét fajban a melanokortin 1 receptor (MC1R), a melanocitdkon, a bor
pigmenttermeld sejtjein expresszalodd Gos-kapcsolt receptor funkciovesztéses allélvaltozata
okozza. Az MCIR mutans vords szorli egerek kevésbé érzékenyek a termikus, mechanikus és
kémiai ingerekre, azonban ennek a megvaltozott nocicepciénak a mechanizmusa nem ismert.
Ez arra 6sztonzott minket, hogy megvizsgaljuk az MC1R és a nocicepcié modulacitja kozotti
mechanisztikus kapcsolatot.

A voros haju genetikai hattér megvaltozott nocicepcidjara vonatkozé korabbi bizonyitékok
alapjan feltételeztik, hogy az endogén opioid és melanokortin jelatvitel megvéaltozhat az voros

Mc1ré® egerekben, ami magasabb nociceptiv kiiszobértékeket eredményezhet.

2. MODSZEREK
2.1. A besugarzas okozta faradtsag vizsgalatdnak médszerei
Allatok
Minden felhasznalt egér 8 hetes volt, C57BL/6 hattérrel (Jackson Laboratories, Bar
Harbor, ME). Ezenkiviil olyan egereket hasznaltunk, amelyekbdl hianyzott a POMC
poliprotein C-terminélis vége a POMC gén mindkét példanyaban bekdvetkezett mutacio miatt,
ami a B-endorfin hianyat eredményezte. A keratinocita-specifikus p53-expresszio ablalasara a
p53 floxalt alléljaval rendelkezd egereket kereszteztiik a Keratin 14 promoter altal vezérelt
Cre-rekombinazt expresszalo torzzsel. A Vdr-egereket M. Damay biztositotta.
A patkanyokkal végzett open-field aktimetrids kisérletekhez 8 hetes him Sprague-

Dawley patkanyokat (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME) hasznaltunk. Minden



allatkisérletet az intézményi iranyelveknek és az intézményi allatgondozéasi és -hasznélati
bizottsag altal jovahagyott etikai engedélyeknek megfeleléen végeztiink.

Az egér farok besugarzasat Cs-137 sugarforrassal (MDS Nordion) ellatott Gammacell
40 Exactorral végeztik. Patkanyok farok besugarzasat egy Siemens Stabilipan 2 besugarzoval
vegeztik, amely 250 kVp-nal, 0,4 mm Cu HVL-rel és 1,89 Gy/perc ddzisteljesitménnyel
miikodott, vagy egy Precision X-ray 225 kVp készilékkel, 0,5 mm Cu sugérzéssal és 2,07
Gy/perc dozisteljesitménnyel. A cs6 kimeneti teljesitménye rendszeresen ellendrzés alatt volt,
a rontgensugar-dozimetria a National Institute of Standards and Technology szabvanyai szerint
tortént.

A vérvételhez az éllatokat egy standard rogzit6be helyeztilk, és 100 uL veért vettiink a
farokvenabol EDTA-t tartalmazd mikrovettas csdvekbe 0,6 TIU aprotininnel. A mintakat 4°C-
on 3500 RPM-en 20 percig centrifugaltuk, majd a plazmat kiilén csovekbe gytjtottiik, és a -
endorfin méréséig— 80°C-on taroltuk. A vért hetente egyszer vettik le a napi farokbesugarzas
elétt. A B-endorfin mérése radioimmunoassay-vel (Phoenix Pharmaceuticals) tortént. A
Straub-farok mérése a kordbban leirtak szerint tortént.

Az egerek mechanikai nociceptiv kiiszObérték-vizsgalatnak vetettiik ala a von Frey-

teszt és a Hot-plate teszt segitségével, a korabban leirtak szerint.

Open-field aktimetria

Nyolchetes Sprague-Dawley patkanyokon nyilt terepi (Open-field) aktimetrias
vizsgéalatot végeztiink. A vizsgalatot a fényciklus alatt végeztiik reggel 8 és este 7 ora kozott.
A csoportokat lehet6ség szerint kezelések szerint, kezelési id6 szerin is randomizaltuk, igy
minden csoport egyforma valdszintiséggel keriilt vizsgalatra a reggeli/délutani 6rakban. A
késziilék egy 17" x 17" méreti, plexifalakkal és nyitott tetejii kamrabol all, amely harom, 16
sugarbol allo, mozgasérzékelovel és egy szamitogéppel van felszerelve (Med Associates, St.

Albans, VT). Az éllatok hetente egyszer estek at aktimetrias vizsgalaton.

UV besugarzas

Az egereket 1 nappal a sugarterhelés kezdete el6tt hatulrol leborotvaltuk. Az egereket
2 hetente egyszer ujraborotvaltuk, vagy korabban, amint a szorzet foltokban visszanétt. Az
UV-indukalt fajdalomcsillapitas értékeléséhez az UV-expozicio el6tt az alap fajdalomkiisz6bot
meghataroztuk. Ezutan az egereket naponta 50 mJ UVB sugarzasnak tettiik ki (G15T8E UVB

izzokkal, amelyek 305-310 nm-es csucsemisszioval rendelkeztek) a delutani orakban, és az



analgéziat az alabbiakban leirtak szerint vizsgaltuk. Az UV CPP vizsgéalatdhoz az eljarasokat

a leirtak szerint kovettik.

Kvantitativ polimeraz lancreakcio és Western blot agyi mintakbol

A nucleus accumbens (NACC) és a ventralis tegmentalis teriilet (VTA) mintak
kinyeréséhez az egereket intraperitonedlisan morfiummal (5 mg/kg) vagy séoldattal
injektaltuk, majd az injekciokat kovetden kiilonbozé iddpontokban (30, 60, 90 vagy 180 perc)
cervicalis diszlokacioval euthanazia tortént. A séoldatos injekciot kapott egereket 60 perccel
az injekcio beadasa utén elaltattuk és kontrollcsoportként hasznéltuk 6ket az 6sszes morfinnal
kezelt csoporthoz. Az agyakat azonnal lefagyasztottuk izopentanban és -80°C-on taroltuk. Az
egéragy koronalis metszeteib6l micropunchokat készitettink mind a NACC, mind a VTA

esetében.

PAG kanulalas

A kanulalashoz az egereket izoflurannal altattuk. A kanuloket Ggy pozicionaltuk, hogy
a ventralis lateralis PAG-ot célozzak (a koordinatakat bregma -4,5 mm és lateralis 0,5 mm) egy
egyedi készitésli infuzios rendszerrel (P1 Technologies, VA, USA). Az egyedi készitésii vezetd
kanlloket 2,2 mm hosszusdgura vagtuk. A PAG-on belili injekciékhoz egy 2,5 mm
hosszusagu belsé kaniilt hasznaltunk a foszfat-pufferelt sooldat (PBS), naloxon vagy
melanotan beadaséra izofluran-anesztéziaban, 2ul térfogatban. A nociceptiv kliszobértékeket
ezutan a hot-plate teszt segitsegével mértiik. A kisérlethez ugyanazokat az allatokat hasznaltuk

az 0sszes farmakolOgiai szer tesztelésére.

CAMP mérések

Az RPHN-eket (Lonza, R-HTH-507) poLI-D-LIzIN és laminin bevonatd lyukakba
helyeztik, lyukanként 50 000 sejt stiriiséggel. Az RPHN-eket primer neuron ndvekedési
taptalajban (Lonza, CC-3256) tenyésztettilk, amely novekedési kiegészitdket (Lonza, CC-
4462) tartalmazott. A taptalajt 48-96 dranként cseréltik. A sejtek kihelyezesét kovetd 11.
napon 30 percig szérum-éheztetést végeztiink, majd a sejteket el6szoér 1 uM DAMGO-val vagy
PBS-szel kezeltiik 7,5 percig, majd 1 uM [Nle4,D-Phe7]-a-MSH-val (M8764, Sigma-Aldrich)
vagy vizzel (vehicle kontroll) 10 percig. A sejteket 37°C-on inkubaltuk a kezelések alatt. Tiz
perccel a [Nle4,D-Phe7]-a-MSH vagy kontroll (viz) kezelés utan a sejteket lizaltuk, és a
CAMP-GLO Assay (V1501, Promega, WI, USA) cAMP-méréshez a gyarto utasitasai szerint
dolgoztuk fel.



Statisztika
A statisztikai elemzésekhez a Prism 8.0-t hasznaltuk. A kisérletek elemzéséhez 2-way
ANOVA-t hasznaltunk a Holm-Sidak tobbszords 6sszehasonlitasi teszttel, valamint csoportok

kozott T-tesztet végeztink.

3. EREDMENYEK

Annak érdekében, hogy az 6sszes projektet teljeskortien bemutassam az Eredmények
részben, utalok néhany korabbi eredményre is, amelyek megosztott elsé szerzés kéziratomban
jelentek meg. Azonban ezen eredmények abrait nem hasznaltam ebben a disszerzacidban,
mivel azokat a kollégadm és tars-elsé szerzém, Dr. Gillian Fell végezte - ezen eredményekre
korabban végzett eredményekként referalok a tovabbiakban. Az emlitett korabbi eredmények
ismertetése azonban fontos ahhoz, hogy teljes mértékben értékelni lehessen az ebben a

szakdolgozatban szerepl6, altalam elért 6sszes eredményt.

3.1. A bér pB-endorfin kivalthatja a sugarzas okozta faradtsagot
A farok helyi besugdrzasa faradtsaghoz hasonlo viselkedést valt ki patkanyokban a plazma [5-
endorfin és az opioid fenotipusok emelkedésével egytt.

Kordbban munkacsoportunk elészor arra volt kivancsi, hogy a PB-endorfin szintje
szisztémasan megemelkedik-e a farok besugarzasaval végzett kezelések hatasara. A plazma -
endorfin szintje a napi farokbesugarzas megkezdése utan jelentésen megemelkedett, és egy
héttel a besugarzas befejezése utan visszatert a kiindulési szintre. A plazma B-endorfin nem
emelkedett szignifikansan a sugarzast nem kapd csoportban a kisérlet soran, ami arra utal, hogy
a sugarzas beadasahoz sziikséges technikai eljarasok nem stresszvalasz kivaltasaval idézték eld
az endorfinszint emelkedését. Kordbban azt is megvizsgalta csoportunk, hogy ez a
sugarkezelési protokoll okozhat-e féradtsaghoz hasonlé tlineteket, az emberi allapot
modelljeként. Megfigyelték, hogy a besugarzast kovetden a patkanyok fokozatosan
nyugodtabbd, kevésbé aktivva valtak, amit a nyilt terepi (open-field) aktimetriaval szamitott
mozgasmeérések is demonstraltak.

E féradtsdg-szerii fenotipus opioidfiiggdségének vizsgalatahoz kordbban 10mg/kg
naloxon intraperitonealis beadasaval el6kezelték a patkanyokat az aktimetrias vizsgalat el6tt.
Annak ellenére, hogy a plazma B-endorfinjanak sugarzas altal kivaltott emelkedése
fennmaradt, a naloxon megakadalyozta az a sugarzas altal kivaltott aktivitdscsokkenést. A



kontroll, nem besugarzott patkanyok nem mutattak valtozast az aktivitasban vagy a plazma f3-
endorfin szintjében. Ezek azt sugalltdk, hogy a sugarzas okozta faradtsag a B-endorfin
szisztémas emelkedesével jar, ami Opiatreceptor-antagonista adaséval csokkentheto.

Mivel mind a -endorfin szisztémas emelkedését, mind a szisztémas oOpiatok
emelkedését tobbféle viselkedési hatassal hoztdk Gsszefliggésbe, feltettik a kérdést, hogy a
plazma B-endorfin ionizalé sugarzas utan megfigyelt emelkedése dsszefliggésbe hozhaté-e
mas, az opioid jelatvitellel kapcsolatos fenotipusokkal is. Exogén Opidtok beadasaval a
ragcsalok p-opioid receptor-fiiggé nociceptiv kiiszobérték-emelkedést és Straub-fenotipust
mutattak, ami a farok tovében 1év6 sacrococcygeus dorsalis izom kozponti p-opioid receptor-
fliggd Osszehtzddasat jelenti, ami a farok merevségét és megemelkedését eredményezi. A
farok besugarzasat kovetéen megfigyeltiik a Straub-farok, valamint a nociceptiv kiszob
emelkedését is.

Tekintettel arra, hogy a periférias B-endorfin szintézisre szlikség van ezekben az Opiét-
szerl fenotipusokban, megvizsgaltuk a periférids idegrendszer szerepét a faradtsdghoz hasonlo
viselkedésben. Mivel kordbban megfigyeltik, hogy a vér-agy gaton atjarhatdé antagonista
naloxon patk&dnyokban képes megakadalyozni a faradtsaghoz hasonl6 viselkedést, ezért a vér-
agy gaton atjarhatatlan metilnaltrexon vegytletet vizsgaltuk, amely periféridsan beadva csak a
periférids opioidreceptorokat blokkolja. A periférias metilnaltrexon azonban nem akadélyozta
meg a faradtsaghoz hasonlo viselkedes egyik végpontjanak (sebesség, nem mozgassal toltott
id6 és megtett tavolsag) kialakulasat sem, ami arra utal, hogy a kozponti opioid jelatvitel
kritikus a faradtsaghoz hasonlo viselkedés kdzvetitesében.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a minimalisan athatd, helyi, krénikus
besugarzas novelheti a B-endorfin szisztémas emelkedését és faradtsaghoz hasonl6 viselkedést

idézhet eld, szamos mas Opiat-fenotipus mérhetd valtozasaval egyiitt.

A plazma p-endorfin szintjének emelkedése farok-sugarzott egerekben.

A sugarzas éltal kivaltott vér pB-endorfinszint emelkedés mogott megh(z6do
mechanizmusok tisztdzasara tobb genetikai egérmodellt hasznaltunk. Az egerek ismerten
paradox hiperlokomotiv valaszokat mutatnak az épiatokra, ellentétben a patkanyokkal és az
emberekkel, ezért nem jelentenek ideélis modellrendszert a borbdl szarmazéd endogén opioidok
részvételének vizsgalatara a farok-besugarzas altal kivaltott faradtsdgmodellben. Tovabba,
korabbi megfigyelések szerint a B-endorfin nem valtoztatja meg a lokomotoros aktivitast

egerekben.



Kordbban napi farok besugarzéssal kezeltlink egereket (a test arnyékol&saval,
hasonloan a fenti patkanyvizsgalatokhoz), és 6 hét utan a 2 csoportot kdlcsondsen terapia
véltason esett at az ionizald sugarzés adasa, illetve nem adasa kozott. A plazma B-endorfin
szintje két héttel a napi farok besugarzas megkezdése utan jelentdsen megemelkedett, és egy
héttel a farok besugarzas abbahagyasat kovetden visszatért a kiindulasi szintre. A plazma f-
endorfin nem emelkedett szignifikansan sugarzas hianyaban, de a farok besugarzas
megkezdésekor a korabban nem kezelt csoportban a B-endorfin utan szignifikansan emelkedett.

Bar az egerek farkan a sugarzas hatasara kdvetkezetes hiperpigmentaciot tapasztaltunk,
a patkanyok farkan nem tapasztaltunk hiperpigmentaciot a sugarzas hatasara, mivel a Sprague-
Dawley patkanyok a tirozinaz génben olyan mutaciot hordoznak, amely albin6va teszi dket. Ez
a miszense mutacio (R299H) minden albind patkanytdrzsben konzervalodott, és leirtak az I.
tipust oculocutan albinizmusban szenvedd betegeknél. A tirozinaz aktivitds hidnya miatt
varhato, hogy e patkanyok melanocitai képtelenek pigmentet termelni, annak ellenére, hogy a
POMC-eredetii MSH aktivélja éket. Osszességében eredményeink sszhangban vannak a
korabbi megfigyelésekkel, miszerint az ionizald sugarzas DNS-karosodasi valaszokat indukal,
amelyek az UV-sugarzashoz hasonloan p53 altal kdzvetitett downstream hatdsokat valthatnak
Ki.

A helyi ionizalé sugarzas opioid-medidlt viselkedést indukdl, parhuzamosan a plazma [-
endorfin emelkedésével, amelyet a farmakoldgiai opioid-antagonizmus gétol.

Korabban feltettilk a kérdést, hogy a plazma B-endorfinban megfigyelt névekedés
funkcionalisan jelent6s-e egerekben. A patkdnyoknal tapasztaltakhoz hasonldéan megfigyeltik,
hogy a farok besugéarzott egereknél a Straub-farok jelet mutatjdk. A jel a besugarzés
megkezdését kovetd négy héten beliil észlelhetd volt, és a farok a besugarzas leallitasat kovetd
egy héten beliil normalizalédott, mig a kezdetben nem kezelt kontrollok nem mutattak a Straub-
phenotipust, de a farok besugarzasanak megkezdése utan a Straub-phenotipus kialakult. A
besugarzott allatokban a Straub-jelenség naloxon beadasaval megelézhet6 volt, sooldattal
azonban nem, ami egy endogén opioid Utvonal részvételére utal. Bar ezekben a vizsgalatokban
him allatokat hasznaltak, kiilon 0sszehasonlitottuk a farok besugéarzasanak hatasait ndstény
egereken, és azonos hatasokat figyeltink meg.

Korabbi vizsgélatokban a mechanikai (von Frey-féle vizsgélat) és a termikus (hot-plate
vizsgalat) fajdalomérzékenységet is mértuk a farok helyi besugarzasa soran. Mind a
mechanikus nociceptiv kiiszobértékek, mind a termikus nociceptiv valaszlatencidk jelentsen

megnottek a farok besugarzasat kovetden, és a farok besugarzas leallitasat kovetd 1 héten beliil



visszatértek a kiindulasi szintre. Ezek a valtozasok a plazma B-endorfin szintjének
novekedéesevel parhuzamosan zajlottak. A fajdalomkiiszob-vizsgalati iilés el6tt naloxonnal,
Opiat-antagonistaval kezelt, farokbesugarzott egereknél a plazma B-endorfinszint emelkedése

ellenére nem mutatkozott fajdalomkiiszob-névekedes.

A sugéarzas altal kivaltott opioid-medialt viselkedés fligg a p-endorfin és a keratinocita-
specifikus p53 expressziotol

Annak tesztelésére, hogy a sugarzas altal kivaltott valtozasok az érzékszervi nociceptiv
kiiszobértékben fliggnek-e¢ a B-endorfintél, B-endorfin knockout egereket vizsgaltunk. A -
endorfin null egerek nem mutattak szignifikans valtozast a mechanikus vagy termikus
fajdalomkiiszdbben a sugarzast kovetéen. Hasonloképpen, a B-endorfin null egerek nem
mutattak Straub-jelenséget a besugarzast kovetden. Ezek a vizsgalatok arra utalnak, hogy a
sugarzas altal kivaltott B-endorfinszint-emelkedés tehet6 feleléssé az opioidreceptor-fiiggd
fenotipusok kivaltasaert.

Mivel a POMC ¢és a boér B-endorfin termelése UV-expozicido hatasara pS53-fiiggdnek
egereknél nem emelkedik-e a plazma B-endorfin szintje a farok besugarzasara adott valaszként.
Megfigyeltiik, hogy a p53 hidnyéban az egerekben a plazma B-endorfin szint nem emelkedett
meg kronikus, kis doézist farok besugarzas hatasara, ami 0sszhangban van a keratinocita-
specifikus p53-fiiggd folyamattal. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a keratinocita p53-POMC-
B-endorfin Gtvonal sziikséges a plazma B-endorfin szintjének emelkedéséhez farok besugarzast
kovetden. A plazma B-endorfin emelkedés hidnyaval §sszhangban a keratinocita-specifikus
p53 kiiitéssel rendelkezd egereknél nem volt megemelkedett nociceptiv kiiszobérték €s nem
mutattak Straub-jelenséget. Ezek az eredmények egyiittesen aldtdmasztjak azt a modelliinket,
hogy a sugarzas altal kivaltott DNS-kéarosodas a keratinocitakban ndveli a plazma B-endorfin

szintjét, amely szilikséges az opioid viselkedések kialakulasahoz.

3.2. A D-vitaminhiany az UV sugarzast keresdé viselkedést 6sztonzi

A VitD-hiany néveli az UV-sugarzas okozta jutalmat

Feltettik a kérdést, hogy a VitD-hiany érzékenyithet-e az UV-sugarzasra adott
fiziologias endogén opioid hatasokra. Mivel korabban kimutattak, hogy az UV addikciét okozd
hatasait a borbdl felszabaduldo endorfin opioid jelatvitelen keresztil kozvetiti, arra

szamitottunk, hogy vitamin D receptor nélkil (VDR™-) allapot derepresszalja (fokozza) az UV



fiiggbséget okozo hatasat. Vdr’- egereket hasznaltunk, ahol az UV Altal kivaltott de novo cutan
VitD-szintézisnek nincsenek VDR hidnya miatt hatasai. Megvizsgaltuk, hogy a VitD-hiany
megvaltoztathatja-e az UV-keres6 viselkedést. Az egerek egy részét CPP-készulékben UV-
sugarzashoz kondicionaltuk, és teszteltik a helypreferenciat. Az UV-expozicié erés addiktiv
magatartasformat (CPP-t) indukalt a Vdr”’- egerekben, ellentétben a Vdr vad tipusu egerek
minimalis és jelentéktelen preferencia tendenciajaval. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy
a VitD jelatvitel hianya érzékennyé teszi az egyedeket az UV jutalmazo hatésaira, 6sszhangban
egy adaptiv visszacsatolasi korrel, amelyben a VitD jelatvitel hianyossagai novelik az UV /
opioid jutalmat (a VitD szintézis maximalizalasa érdekében), mig a VitD jelatvitel korrekcidja

visszaallitja a normal érzékenységet az UV-ra .

Az opioidok altal indukalt c-fos transzkripciot a nucleus accumbensben a VDR elnyomja

Feltételeztik, hogy ha a D-vitamin-hiany érzékenyit az opioidok okozta jutalomérzés
kivaltasara, akkor fokozott neuronalis aktivacié lehet jelen a kdzponti idegrendszer azon
régidiban, amelyek a jutalmazé viselkedést szabalyozzak. Ezért megvizsgaltuk a morfium altal
kivaltott c-Fos mRNS- és fehérjeszint kinetikjat a nucleus accumbensben, ahol a c-Fos
bizonyitottan szikséges az opioid jutalom kivaltasdhoz. E kisérletekhez micropunchokat
vettlink fagyasztott olyan agyszovetekbdl, amelyeket sooldattal vagy morfinnal i.p. kezelt
egerekbdl nyertiink. .

Azt taldltuk, hogy a c-Fos mMRNS maximalis morfium indukcidja szignifikansan magasabb
volt a Vdr”-egerekben, mint a vad tipust allatokban 30 és 60 perccel az injekcié beadasa utan.
A nagyobb c-Fos mRNS indukcidt a Vdr-egerekben a c-FOS fehérje expresszidjanak nagyobb
indukcidja kisérte 90 perccel a morfium beadasa utdn. A c-Fos mRNS és fehérje fokozott
expresszidja a nucleus accumbens fokozott aktivitasara utal a morfiumra adott valaszként.
Mivel a VDR viszonylag alacsony expresszidja a VTA-bdl szarmaz6 RNS-seq adatokban,
valamint a human agymintakban a nucleus accumbensben valé nagyon alacsony / hianyzé
expresszidja miatt ezek az adatok arra utalnak, hogy a VDR a morfium altal kivaltott nucleus
accumbens aktivitast egy nem sejt-autondm uton, példaul a nucleus accumbens bemenetének

fokozott aktivalasan keresztil szabalyozza.

3.3. Az MCIR jelatvitel megvaltoztatja a nocicepciét a periaqueductalis szlirke

allomany befolyasolasaval

Emelkedettk opioidfiiggd nociceptiv kiiszobértékek vords szorii egerekben



Mc1rée és Mc1r"WW)(C57BI6/J) egerekben kimutattuk, hogy az MC1R jelatvitel hianya
megndvekedett nociceptiv kiiszobertékeket eredményez. Eldszor is azt kérdeztiik, hogy a
megndvekedett kiiszobértékek opioidfiiggdek-e, és ha van igen, akkor a nocicepcid opioid
modulécidja centrdlisan vagy periféridsan torténik. A fekete és vords szorli egerek kozott
megfigyelt nociceptiv kiilonbség csokkent a vér-agy gaton (BBB) atjutni képes opioid receptor
antagonista, a naltrexon periférids (intraperitonedlis) beaddsat kovetden. A metilalt naltrexon,
egy BBB-n 4t nem jutd opioidantagonista periférias beaddsa azonban nem csokkentette a fekete
€s voros szor egerek kozotti nociceptiv kiilonbségeket, ami minimalis periférids befolyasra
utal. Igy, a voros szorii egerek opioid jelatvitelének relativ novekedése centralisan, nem pedig
periféridsan torténik, és az a-MSH lehetséges szerepét sugallja a kozponti nocicepcio opioid
receptorok altal kozvetitett szabalyozasanak kiegyensulyozasaban.

Korabbi tanulményok kimutattdk a cAMP jelatvitel szerepét az opioid analgézia
modulalasaban. Ezért megmértik a melanokortin és az opioid jelatvitel kdzotti antagonizmus
hatasat a patkany primer hipotalamikus neuronok (RPHN) cAMP-tartalméara. Megfigyeltik,
hogy a melanokortin agonista [Nle4,D-Phe7]-a-MSH névelte a cAMP-tartalmat, mig az opioid
agonista morfium jelentGsen gatolta a melanokortin &ltal kivaltott cAMP-emelkedést,
6sszhangban a korabbi megfigyelésekkel. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a melanokortin és

az opioid jelatvitel sejt-autondm modon antagonizalhatja egymast.

A kozponti opioid-melanokortin antagonizmus meghatarozza a nociceptiv kiszébertékeket
voros szorii egerekben

Az MCA4R-GFP (z6ld fluoreszcens fehérje) neuronok OPRM1-gyel torténd festése
egerekben korabban azt sugallta, hogy mindkét receptort expresszald neuronok léteznek a
periaqueductalis szlrke terlileten (PAG). Megvizsgaltuk a PAG lehetséges szerepét a
nocicepcié modulalasaban, és azt talaltuk, hogy az opioid receptorok helyi antagonizmusa
naloxonnal, a p-opioid receptor-specifikus naloxonazinnal vagy a melanokortin receptorok
agonizmusa (Mclr-z5/ fuggetlentil) PAG-kanalis Mc1r®e egerekben jelentésen csdkkenti a
nociceptiv kiiszobértékeket. Ezek az eredmények 0sszhangban vannak azzal a lehetdséggel,
hogy a melanokortin és az opioid jelatvitel sejt-autondm maodon antagonizalhatja egymast.
Lehetséges azonban az is, hogy méas kodzvetett vagy nem sejt-autondm mechanizmusok is
hozz4jarulhatnak a vords széri Mc1ré’® egerek fokozott opioid ténusahoz. Példaul a G-fehérje-
kapcsolt receptorok heterodimerizacioja befolyasolhatja a receptorfunkciét, és korébban
kimutattak, hogy az OPRML1 kdélcsénhatasba 1ép az MC3R-rel; ezért lehetséges, hogy a

kiilonb6z6 heterodimerek kialakulésa is hozzajarulhat a megndvekedett opioid tonushoz.



Eredményeink hozzajarulnak annak megértéséhez, hogy vords genetikai hattér miért
valtoztatja meg a fajdalomérzést. A vords haju genetikai hattérben talalt megemelkedett
nociceptiv kiiszobértékek az a-MSH szintjének csokkenésébdl erednek, amelyet a melanocitdk
csokkent POMC-termelddése okoz, ami csokkent centralis MC4R jelatvitelt eredményez. Az
alacsonyabb MCA4R jelatvitel viszont csékkenti az opioid jelatvitel antagonizmusat a CNS-ben.
Ez egyiittesen nettd melanokortinhianyt eredményez az opioid jelatvitelhez képest, ami
megvaltoztatja az egyensulyt a p-opioid receptor &ltal kivaltott fajdalomcsillapitas javara a

voros hajjal asszocialt genetikai hattérben.

4. DISZKUSSZIO
4.1.  Sugarterapia okozta faradtsag és a bor szerepe

Ez a tanulméany betekintést nydjt a daganat elleni sugarterapia egy rossz prognézisu,
¢letminéséget rontd mellékhatdsdba. A sugarzas okozta faradtsdg korabbi alapkutatasi
vizsgalatai a szisztémas gyulladas szerepét feltételezték, amelyekben dsszefiliggést figyeltek
meg a citokinszintek és a faradtsag kdzott. Tovabbi kutatasok azt sugalltak, hogy a sugarzas
okozta faradtsag a rdkbetegség érzelmi és pszicholdgiai aldozataibol eredhet, azonban a
klinikai szorongas vagy depresszié és a faradtsag kozotti dsszefliggest nem figyelték meg
kdvetkezetesen. Mig a jelenlegi tanulméany a sugarzas altali p-endorfin termelésének a fontos
szerepére utal a faradtsagérzet kivaltasaban, valosziniisithetd, hogy a klinikai szindroma ezen
és mas mechanizmusok egydttes hatésait foglalja magéban.

A pontos mechanizmus, amelyen keresztiil a f-endorfin szedaciot, faradtsagot idézhet
eld, még nem ismert, de figyelemre méltd, hogy az UV-sugarzas szintén megemeli a keringd
B-endorfinszintet, és faradtsadggal hozhato 6sszefliggesbe (bar anekdotikusan, pl. "egy nap a
tengerparton™). Mig az exogén Opiatokkal jaré szedacidt mas, a sugarzas okozta faradtsdg
szindromaban nem megfigyelheté tiinetek kisérhetik, valosziniisithet6, hogy az endogén B-
endorfin nem teljesen azonos hatasokkal jar.

Ez a tanulmany ravilagit egy lehetséges terapias stratégiara: a naloxon vagy mas
opioidantagonistak alkalmazasara a sugarzas okozta faradtsag farmakoldgiai kezelésére vagy
megel6zésére bizonyos daganatos betegekségekben. Bar a vizsgalatban naloxont hasznaltunk,
hogy roviddel az injekci6o beadasa utdn vizsgaljuk az opioid jelatvitel szerepét tébb
végpontban, a naltrexon klinikailag jobb valasztas lehet a hosszabb hatastartam, valamint az
oralis adagolas lehet6sége miatt. Azoknak a betegeknek, akiknek fajdalomcsillapitas céljabol
opiatokra van sziikségiik, egyértelmiien nem ajanlott az ilyen kezelés, de az opioid-antagonista

szerek, példaul a naltrexon alkalmazédsa véarhatéan viszonylag joindulati farmakoldgiai



beavatkozas lehet az ilyen specifikus ellenjavallatokkal nem rendelkezé betegeknél. A
sugarterapia okozta faradtsagot észlelé daganatos betegek szdmara az opioidantagonizmus
biztonsadgos és eldnyds eszkozt jelenthet az életmindség és az aktivitdsi szint javitdsara a
sugarterapia alatt. A jovObeni vizsgalatokra lesz sziikség egy ilyen megkozelités klinikai

alkalmazésanak potencialis biztonsadgossaganak és hatékonysaganak értékeléséhez.

4.2. A D-vitamin szerepe az UV/endorfin keresé viselkedés eldsegitésében

Evolucios szempontbol az ultraibolya B (UVB) sugarzastol valo fiiggdség kialakulasa
novelheti egyes populaciok tulélését annak ellenére, hogy annak bdrrakot okozé hatésai foként
a reproduktiv kor utani években jelentkeznek. A VitD-hidny negativ hatasai feltehet6en
hozzajarulnak az ember vilagos boér pigmentaciojanak evolucids hajtderejéhez, és
valoszinilisithetd, hogy tovabbi mechanizmusok, mint példdul az UV-keresd viselkedés,
hozzajarulhatnak a VitD-szint fenntartdsdhoz az emberben és mas fajokban. A
parduckaméleonok a természetes napfénynek valé Kitettséget a napozasi viselkedés
finomhangolasaval optimalizaljék, a VitD-allapotuktol fiiggéen. A VitD-hianyhoz kapcsol6do
endogén opioid érzékenység €s jutalmazas modulaciodja talan azért fejlédott ki, hogy eldsegitse
a napkereso viselkedést, amely a fejlodés és novekedés soran nélkilozhetetlen VitD-szinteket
biztosithatja, a bor gyorsabb fényoregedésének és a bérrak megjelenésének késéi negativ
kovetkezményei ellenére. Az exogén opioidok (morfium) fogyasztasa azonban nem jar a VitD
szintézisével, igy azt nem kiséri a VitD géatlé hatasa az opioidok okozta jutalomérzésre. Emiatt,
a D vitamin hianya hozzéjarulhat az opioid fliggdség kialakulasahoz.

Bar léteznek hatékony gydgyszeres kezelések az opiat ablzusra (OUD-ra), a valésagban
tovabbi beavatkozasokra van szilkség a meglévé terapiak hatékonysaganak fokozasara.
Ezenkiviil korlatozott adatok allnak rendelkezésre az OUD kialakulasanak megel6zésére
irdnyuld hatékony beavatkozasokrol. Eredményeink tobb kiilonbozé terapias lehetOséget
vetnek fel: Tekintettel arra, hogy a VitD-hianyos egyéneknél fennall a tolerancia és a
fiziologias opioidfiiggdség gyorsabb kialakuldsanak kockazata, jelentdsebb elvondsi tiineteket
tapasztalnak, és nagyobb jutalmat tapasztalnak az opioid-expozicidbdl. A VitD-potlasnak igy
preventiv elénye lehet azaltal, hogy csokkenti az opioidok jutalmazd hatésait és esetleg
csokkenti az OUD kockazatat. A VitD-p6tlas valamint kiegészitheti az OUD-ban jelenleg is
alkalmazott terapias lehetdségeket. A kezeletlen OUD gyakorisaga indokolja, hogy idében
klinikai vizsgalatokat végezzenek e terapias megkozelitések kozvetlen tesztelésére, kilondsen

tekintettel arra, hogy a VitD-adagolas kiemelkedéen biztonsagos és elérhetd.



4.3. A voros haj megvaltoztatja a nocicepciot a kozponti melanokortin/opioid

jelatvitel modulélasan keresztul

A vords szérii Mc1ré® egerek magas nociceptiv kiiszobértékére vonatkozo megfigyeléseink
megfelelnek a genotipus altal vezérelt és nemtdl fliggetlen emberi és egér nociceptiv
mintazatokra vonatkozd korabbi eredményeknek. Eredményeink bizonyitjak az MC1R varians
(voros szorzet) funkcidvesztésének szerepét az OPRMI1 és a melanokortin jelatvitel kdzotti
fizioldgiai antagonizmus egyensulyanak megvaltoztatasaban. Azonban mas mechanizmusok is
hozzajarulhatnak a megfigyelt kulonbségekhez. Az OPRM1 heterodimerizacidja a
melanokortinreceptorokkal (esetleg MCR3) vagy tovabbi nemtdl fiiggé mechanizmusok is
hozzajarulhatnak a melanokortinhianyos egerekben megfigyelt nociceptiv kilénbségekhez.
Alternativaként a melanokortin jelatvitel kdzvetlenll befolyasolhatja a nocicepciot azéltal,
hogy mddositja az OPRM1 receptorok bazélis aktivitasat, példaul az ioncsatorna-aktivitast, a
G-protein csatoldst vagy a CAMP gatlasdt. Ezek a lehetdségek jovobeli vizsgalatokat
igényelnek.

Bar vizsgalatunk a voros haj fenotipusara 6sszpontositott, a melanokortin/opioid jelatviteli
egyensuly a nem vords haju egyének fajdalmanak eltéréseit is magyarazhatja. Megfigyelések
szerint az Mc4r null egerek az Mc1ré® egerekhez hasonléan magas nociceptiv kiiszobértékeket
mutatnak, de nem voros szorliek, ami a melanokortin-opioid egyensuly megvaltoztatasanak
alternativ modjat tukrozi. Az MC4R-polimorfizmussal rendelkez6 egyéneknél is elé6fordulhat,
hogy a vords haju egyéneknél tapasztaltakhoz hasonléan emelkedett fajdalomkiszobokkel és
megvaltozott fajdalomcsillapité érzékenyseggel rendelkeznek. Tanulmanyunk korabban
ismeretlen és véaratlan betekintést nyujtott a bazalis nociceptiv kiisz6bdk molekularis és

jelatviteli meghatarozoirol.



5. Osszefoglald

Ez az értekezés a POMC-eredetii opioid jelatvitel kordbban fel nem ismert szerepét
vizsgalja a pigmentacion tul, a sugarzas okozta faradtsagban, az opioid-fiiggéségre vald
hajlamban és a fajdalom modulécidjaban val6 részvételére 6sszpontositva. Mig a POMC-t
régéta a melanogenezissel hozzak kapcsolatba, szélesebb élettani funkcioi tovabbi
vizsgalatokat igényelnek.

A munka egyik legfontosabb felfedezése, hogy a bérbél szarmazé p-endorfin hozzajarul
a sugarzas okozta faradtsaghoz, ami kdzvetlen kapcsolatot mutat a periférias opioidtermelés
és a szisztémas faradtsag tiinetei kdzott. Ez a tanulmany bizonyitékot szolgaltat arra, hogy a
sugarterapia megemeli a keringé B-endorfin szintjét, ami olyan viselkedési hatasokhoz vezet,
amelyek az opioid expoziciot utdnozzak. Fontos, hogy ezeket a hatasokat az opioid-
antagonistak visszaforditotjak, és a B-endorfin knockout modellekben hidnyoznak, ami egy
lehetséges terapias lehetéségre utal: az opioidreceptor-blokkolok felhasznalasa felmertl a
daganat elleni sugarterapiat kovetéen kialakulo faradtsagérzésben.

A faradtsagon talmenben ez a munka a D-vitamint az endogén opioid jutalmazasi
utvonalak modulatoraként azonositja. Eredményeink szerint a D-vitamin hianya erdsiti az
UV/B-endorfin keresé viselkedést. Ezen (j megkozelités betekintést nyujt a napfeny-
expozicio, az opioid jelatvitel és az addikcidra vald hajlam kozotti dsszefliggésekre,
potencidlis terapias lehet6ségeket javasolva az opioid addikcid és dependencia megel6zésére,
kezelésére.

Végll, ez a tanulmény feltdrja a melanokortin és az opioid jelatvitel funkcionélis
antagonizmusat a fajdalomeérzékelésben, ami megmagyardzza, hogy az MCIR
funkciovesztéses verzidjat hordozo egyének (vords haju fenotipus) miért mutatnak
megndvekedett fajdalomkiiszobot es fokozott opioiderzékenységet.
megeértését, ¢s hidat képeznek a borgydgyaszat, az onkoldgia, az addiktoldgia és a
fajdalomkutatas kozott. Eredményeink szamos olyan mechanizmus vizsgalatat, valamint
terapias modalitas hasznalatat javasoljak, amelyek az opioid jelatvitelt kihasznalva javithatjak
szdmos betegség kimenetelét a rakbetegséggel osszefiiggo faradtsag, az opioidfiiggoség és

a fajdalom kezelése terén.
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tamogatasuk és biztatasuk nélkil ez a dolgozat nem szilethetett volna meg.

Mindezért, ezt a munkat szeretett, timogatd csaladomnak ajanlom - teljes szivembol.
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