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1. Bevezetés

1.1. A cirkadian ritmusok jellemzoi

Az egysejtiiektdl a legfejlettebb gerincesekig, illetve novényekig szamos
szervezet €letjelenségei valtoznak ritmikusan ismétldédé modon. Egy-egy ciklus
1doébeni hossza, azaz periodusa, igen valtozd lehet, attol fliggden hogy éppen
mely ¢€l6lény, mely bioldgiai folyamatat vizsgaljuk. Két végletként emlithetd
meg a téli dlmot alvo allatok évenkénti hibernacioja, €s egy emberi szivrevolucid
id6tartama. Azon folyamatokat, amelyek kozel 24 oras periddussal ismétlédnek,
cirkadian ritmusnak nevezziik (Falcon, 1999). Néhany kivételtdl eltekintve, az,
hogy egyes ¢életjelenségek napi ritmussal ismétlddnek, az Osszes eukariota
¢ldlény kozos tulajdonsaga (Dunlap, 1999). A cirkadian ritmusok tovabbi kozos
jellemzobje, hogy az altaluk szabalyozott életjelenségek napszakos valtozasa még
akkor is megfigyelhetd, ha a kiils6 kornyezetbdl érkezd ingerek az id6
eldrehaladtaval nem valtoznak, a ritmus mintegy szabadon halad tovabb. A
napszaki ritmusok tehat nemcsak passzivan kovetik a kornyezet ritmikus
valtozasat, hanem all mogottik egy olyan belsd, dnmagat fenntartd bioldgiai
mechanizmus, amit az angolszasz terminoldgia pacemakerként definial. A
cirkadian ritmusok vonatkozéasaban az irodalom gyakran a pacemaker kifejezes
szinonimajaként hasznélja a belsd oOra, illetve az utdbbi évtized sejtbiologiai
kutatasok eredményeire utalva (Id.: 1.3. A biologiai ora molekuldris biologiai
hattere) — a belsé vagy endogén oszcillator kifejezéseket. Gerincesekben a kozel
24 6ras periddussal valtakozo élettani funkciok kozé tartozik az ébrenlét/alvas
ciklusa, a testhomérseklet, hormonok elvélasztasanak (Jozsa és mtsai, 2005)
napszaki valtozasai.

Kisérleteink leirasdhoz sziikséges, hogy ismerjiikk azt, hogy az éppen
vizsgalt szervezet belsd ordjanak mutatoja éppen hol all. Ha a bioldgiai 6rat
befolydsolod ingerek idOben allanddéak maradnak, akkor a belsé ora egy-egy
periodusanak hossza csak megkozelitdleg 24 6ra. Mivel ennek a szubjektiv
napnak a hossza fajonként eltérd, ezért az egy, kornyezet altal nem befolyésolt,

szubjektiv ciklus alatt torténd események iddbeni leirdsdhoz a cirkadidn idot (az
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angol circadian time utdn: CT) hasznaljuk. Megyegyezés szerint CT 0 a
szubjektiv hajnalnak, CT 12 pedig a szubjektiv sziirkiiletnek felel meg (Dunlap,
1999).

Akarcsak a genetikai kutatdsokban kedvelt muslicaban, gerincesekben is
szamos szerv rendelkezik a cirkadidn ritmus fenntartdsara alkalmas biologiai
oraval (Chong és mtsai, 2003; Herichova és mtsai, 2006, Poeggeler és mtsai
2005; Stebelova és mtsai, 2005). Az egyes szervek belsd 6radi azonban nem
feltételentil vannak azonos fazisban, egymashoz képest siethetnek vagy
késhetnek. A tobb 6raval rendelkez6 €ldlényeknek ezért sziikségiik van az egyes
ordk egyfajta hierarchikus elrendezésére, azaz egy, vagy akar néhany belsd
oranak karmesterként kell vezérleni az ezen hierarchikus rendszerben a
szabalyozasuk ald rendelt oszcillatorokat. Azon biologiai oraval rendelkezd
szerveket, amelyek a kiilsé kornyezet jeleinek hatidsara képesek pacemakeriik
ritmusat megvaltoztatni, és a tobbi szerv oOramechanizmusat koordinalni
els6dleges oszcillatoroknak (master oscillator), mig az altaluk iranyitott
szerveket masodlagos oszcillatoroknak (slave oscillator) nevezzik (Panda és
mtsai, 2002).

A belso ora képes egy koriilbeliil 24 oras periddust ciklust generalni és
fenntartani, de ez nem jelenti azt, hogy a kiilsé kornyezet valtozasai ne tudndk
befolyasolni az egyed szubjektiv napi ritmusat. Azokat a kiils6 kornyezeti
tényezoket, amelyek a ritmusok kiils6 kornyezettel torténd szinkronizalasaért
felelosek Zeitgebereknek hivjuk. Ilyen inger lehet a megvildgitds, a kiilsd
kornyezet hOmérséklete, a kiilvilagbodl érkezd zaj, a fold magneses mezeje €s a
szocialis kontaktusok (Barrett és Takahashi, 1995; Csernus és mtsai, 2005;
Davidson és Menaker, 2003; Natesan és mtsai, 2002; Robertson és Takahashi,
1998a; Robertson és Takahashi, 1998b). Ha az 6ra és az o6ra altal vezérelt
fiziologiai valtozasok kovetik egy adott Zeitgeber valtozésait, ilyenkor
kisérleteink iddébeli leirasdhoz a CT helyett a Zeitgeber 1d6t (Zeitgeber time, rov.
ZT) hasznaljuk. Amennyiben egy adott életjelenség Zeitgebere a nappalok és az
¢jszakak valtakozdsa, ugy az ilyen diurnalisnak is nevezett ritmus esetében,
megegyezés szerint, ZT 0 6ra a vilagos fazis kezdetének felel meg. A cirkadidn

ritmussal 1smétlodo életjelenségek tehat két tényezd befolyasa alatt allnak: az
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organizmus sajat belsd oraja altal diktalt ritmust a kiils6 kornyezetbdl érkezd
ingerek 0Osszess€ége szinkronizdlja az ¢lettelen vilag ritmikusan valtozo
folyamataival.

Az 6ra €s a kiilsd kornyezet kozotti szinkronizacio Ugy valosul meg, hogy
az Ora a kisebb iddbeli eltolodassal igyekszik a Zeitgeber ritmusahoz igazodni.
Ha példaul a szinkronizacioért felelds Zeitgeber a fény, akkor egy, a kora esti
ordkban adott rovid fényimpulzus az 6ra késését, a késO esti ordkban adott
impulzus pedig az 6ra sietését okozza.

A cirkadian ritmusok bioldgiai hatterét egy harom komponensbdl allo
cirkadidn rendszer adja. Ennek bemenetét egy olyan mechanizmus képezi,
amelynek segitségével az ora a kiilvilag felol informaciot kap. A rendszer
kozponti eleme a belsd biologiai 6ra vagy endogén oszcillator, a rendszer kimend
komponense pedig a hormonalis vagy idegi jel, amely az ¢€l8lény napszaki
¢letfunkcidit, viselkedését hatarozza meg (Bunger és mtsai, 2000; King és
Takahashi, 2000). Egy, a gerincesek esetében érvényes altalanos modell példajan
szemléltetve a cirkadian rendszert: a rendszer bemenete a szem ideghartyaja, ami
a kornyezet fényviszonyairdl informdalja az 6rat. Az oszcillator alapjat az
oragénekrdl torténd ritmikus génkifejezodés adja. Az elsddleges oszcillator
anatomiailag kiilonbozd kozponti idegrendszeri struktiradban foglalhat helyet. Az
elsddleges oszcillatorok egymashoz viszonyitott dominancidja gerinces
torzsenként és osztalyonként valtozd. A rendszer kimenete gerincesek esetében
dontéen hormonalis: a tobozmirigybdl napi ritmussal torténik a melatonin

szekrécioja.

1.2. A madarak cirkadian rendszere

A madarak cirkadian rendszerének elsddleges oszcillatorai: a fényingereket felvevo
ideghartya (retina), a hipotalamusz nucleus suprachiasmaticusa (SCN) ¢és a
tobozmirigy (corpus pineale, epiphysis cerebri) (Chong és mtsai, 2003, Natesan és
mtsai, 2002; Yasuo és mtsai, 2003; 1. abra A). Ezen alkotoelemek mindegyike
rendelkezik egy sajat, a tobbi alkotoelemtdl fiiggetleniil is mitkddni képes belsd

oraval (Steele és mtsai, 2006, Zimmerman és Menaker, 1979, Yasuo és mtsai, 2003,
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1. abra. (A) Madarak ¢és (B) emldsok cirkadian rendszerének Osszehasonlitasa. Mindkét
osztaly esetében a rendszer f6 elemeit az ideghartya (sarga), a nucl. suprachiasmaticus
(SCN) és a tobozmirigy képezik. Szemben az emldsokkel, madarak esetében nemcsak az
ideghartya érzékeli a kornyezet fényviszonyait (z6ld nyilak), hanem a tobozmirigy is.
Egyelére még nem teljesen tisztadzott a hipotalamusz kornyékén elhelyezekedd mély agyi
fotoreceptoroknak (z6ld kérddjel) a melatonin termelés szabdlyozasdban betoltott szerepe.
Madarakban az ideghartya, az SCN ¢és a tobozmirigy is rendelkezik sajat belsé oraval
(fekete orak). Emldsokben csak az SCN miikddik autondém ritmusgeneratorként. Az
emldsok tobozmirigye egy multiszinaptikus palyarendszeren at (piros nyilak) a SCN
szabalyozasa alatt 4ll. A madarak tobozmirigyének elsddleges oszcillatorat a SCN-bol
érkezd idegi szabalyozas mellett a kornyezet fényviszonyai a koponyan keresztiil
kozvetleniil is befolydsolhatjdk. A madar tobozmirigy melatonin termelését tehat a
tobozmirigy elsddleges oszcilldtora és a kornyezeti fényviszonyok egylitt szabalyozzak.
NA: noradrenalin.



Yoshimura és mtsai, 2001). Eltéréen az emlOsoktdl, madarakban igy a
tobozmirigy nemcsak melatonin termelésre képes, hanem sajat bels6
oramechanizmussal és fotoreceptorokkal is rendelkezik, tehat 6nnallo cirkadian
rendszerként miikodik. A retina szerepe is bonyolultabb madarakban, mint
emldsokben. A madarak retindgja amellett, hogy a cirkadian rendszer
bemeneteként miikodik, a tobozmirigyhez hasonldan sajat endogén oszcillatorral
rendelkezé cirkadidn rendszer (/. dabra A és B). A madarak elsédleges
oszcillatorainak ritmusat 1d6ézitd legfontosabb kornyezeti tényezd, azaz
Zeitgeber, a fény (Robertson és Takahashi, 1988a; Robertson és
Takahashi, 1988b; Steele és mtsai, 2006; Yasuo és mtsai, 2003, Yoshimura és
mtsai, 2001). A madarak cirkadian rendszerének egyes tagjai kozott direkt vagy
indirekt 0sszekottetés all fenn, az egyes elemek kozotti visszacsatolds azonban
nem minden esetben bizonyitott.

A retinalis fotoreceptorok esetében lehetdség van arra, hogy a fény direkt
jusson el ahhoz a sejthez, ami egy f6 oszcillatort tartalmaz és egyben melatonin
termelésére is képes (Chaurasia és mtsai, 2006; Iuvone, 2000). Az ideghartya
belsd oraja altal szabdlyozott melatonin termelés, egyrészt szabalyozodja a
ritmikus retinalis anyagcserének és parakrin neuromoduléator (luvone és mtsai,
2005), masrészrél viszont a fotoreceptor sejtek melatonin termelése révén
madarfajonként kiilonbozé mértékben jarul hozza a vérplazma melatonin
tartalmahoz (Cogburn és mtsai, 1987; Natesan, 2002; Underwood és mtsai
1984). Az ideghartya azon ganglionsejtjei, melyek a kdrnyezet fényviszonyairdl
szerzett informaciot tovabbitjak a hipotalamuszban taldlhato belsé 6rahoz, azaz a
retinohipotalamikus palyat adjak, palyatani kutatasok alapjan foleg az ideghartya
dorsalis részében helyezkednek el. (Cantwell és Cassone, 20006).

A retinohipotalamikus péalya rostjai, madarakban két morfologiailag
egymastol jol elkiiloniild magban, az ugynevezett vizudlis €¢s medidlis SCN-ban
(VSCN illetve mSCN), végzddnek (Cantwell és Cassone, 2006, Cassone és
Moore, 1987). E két mag koziil a retindbol érkezd rostok tilnyomoan a vSCN-
ban végzddnek, mig 1ézids kisérletek és in situ hibridizacios vizsgalatok a
mSCN-t jelolték meg a hipotalamikus oszcillator székhelyeként (Yoshimura és

mtsai, 2001). Részletes anterograd ¢€s retrograd jelolé anyagokkal végzett
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palyatani vizsgalatok kimutattadk, hogy madarban a két SCN kozott kétiranyu
kapcsolat all fenn, de tobb idegrost halad vSCN-bdl az mSCN iranyaba, mint
forditva. Ezen adatok alapjan egyrészt feltehetd, hogy a retindbdl érkezd
informacido a vSCN kozvetitésével éri el a mSCN-ben kimutatott oszcillatort,
lehetés€ég van arra, hogy a két mag mas-mas, napszaki ritmust mutato
¢letjelenségeket szabalyozzon (Cantwell és Cassone, 2006).

Az SCN egy multiszinaptikus palyarendszeren keresztiil idegzi be a
ganglion cervicale superiust, ami noradrenerg rostokkal latja el a tobozmirigyet
(Moore, 1978; Cassone és Menaker, 1983, Cassone és Moore, 1987). Csirkék
esetében kevés irodalmi adat 4ll rendelkezésre err6l a multiszinaptikus
palyarendszerrdl, a ganglion cervicale superiust érintd 1ézids kisérletek azonban
meggydzOen bizonyitjdk a ganglion cervicale superius kapcsolatit a
tobozmiriggyel. A madarak pinealocitdin a noradrenalin o,-adrenerg
receptorokon hat, ezért madar pinealocitdkon a ganglion cervicale superiusbol
szarmazo noradrenalin gatld hatasa érvényesil (Bylund és mtsai, 1988, Zawilska
és luvone, 1990; 1. abra A és B). A nappali vagy a szubjektiv vilagos fazisokban
tapasztalt alacsonyabb melatonin szintek tehat a noradrenalin hatdsaval
magyarazhatoak (Cassone és Menaker, 1983).

A madarak tobozmirigye egy follikularis szerv, amely a koponyatetd alatt
helyezkedik el és egy nyél koti az epitalamuszhoz. A tobozmirigy melatonin
termelésért a follikulusok hamjat alkotd pinealocitak feleldsek. A fotoreceptorok
morfologiai jellemzdit még 6rz6 pinealocitdk mellett (Dryer és Henderson, 1991,
Fejer és mtsai, 1997; Vigh és mtsai 1998) a tobozmirigyben idegsejteket €s
intersticidlis glia sejteket i1s irtak le. A fenti adatok ismeretében nem meglepd,
hogy sikeriilt kimutatni a madar tobozmirigy fényérzékenységét in vitro €s in
vivo 1s (Hasegawa és Ebihara, 1992; Nakahara és mtsai 1997; Robertson és
Takahashi, 1988a; Robertson és Takahashi 1988b).

A pinealocitak altal termelt melatonin a vérkeringés segitségével egyrészt
a periférias szerveken talalhat6 specifikus receptorokhoz jut el (Lee és Pang,
1992; Murayama és mtsai, 1997; Song és mtsai, 1996), masrészt az agy
kiilonbozd teriiletein fejti ki hatasat (Gahr és Kosar, 1996), melyek koziil
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kiemelendd a hipotalamusz. A melatonin a SCN-ban expresszalddé melatonin
receptorokon keresztiil elsdsorban a cirkadian fizioldgiat befolyasolja, mig a pars
tuberalisban talalhato receptorok a szezonalis ritmicitast vezérlik (Brandstatter,
2003; Reppert és mtsai, 1994). A hipotalamo-hipofizealis tengely miitkodesét
ezen receptoron keresztiil befolyasolva (Kameda és mtsai, 2002; Ubuka és mtsai,
2005) a melatonin elvileg kozvetve minden endokrin szerv szabalyozisaban
képes részt venni.

A kiils6 megvilagitdsi viszonyokon kiviil a tobozmirigy melatonin
szekrécioja reagal a kordbban mar felsorolt egyéb Zeitgeberekre (kiilsé
kornyezeti hémérséklet, és zaj, szocialis kontaktus), tovabba irodalmi adatok
utalnak arra is, hogy a Fold magneses mezeje is befolyassal bir a tobozmirigyre,
igy segitve a koltoz6 madarak vandorlasat (Csernus és mtsai, 2005).

Nemcsak a kozvetlenlil a koponyatetd alatt elhelyezkedd tobozmirgy
reagal a koponya csontjain keresztiil torténd megvildgitdsra. A tobozmirigy
mellett ismertek még mas nem retindlis, igynevezett mély agyi fotoreceptorok is
(Vigh és mtsai, 2003). Ezek az oldalkamrdk és a septum pellucidum koriil
talalhatdo liquor kontakt neuronok, melyek kozvetlen vagy kozvetett idegi
kapcsolat révén befolydsolni tudjak a nemi szervek fotoperiddus altali
szabalyozasat (Kiyoshi és mtsai, 1998).

Az ideghartya, a SCN ¢és a tobozmirigy mind autondm oszcillatorok
madarakban, am a cirkadian ritmusok szabalyozasaban betoltott szerepiiket
tekintve korantsem egyenértékiieck minden madarfajban egymassal. Veréb és
csirke esetében a tobozmirigy a cirkadian ritmust mutat6 viselkedési mintazatok
f6 szabalyozoja (Ralph és mtsai, 1975; Zimmerman és Menaker, 1979), japan
flirjben a szem a dominans (Steele és mtsai, 2002), mig galambban mind a szem,
mind a tobozmirigy elsddleges oszcilldtor (Ebihara és mtsai, 1997; Natesan,

2002).

1.3. A bioldgiai ora molekularis biologiai hattere

Azon szervek azonositasa utan, amelyek gerincesekben biologiai ora

sz€khely¢iil szolgalnak, a kutatok érdeklodésének kozéppontjaba a biologiai orat
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alkot6 molekularis mechanizmusok feltdrasa keriilt. Ezek a tanulméanyok az
oramiivet szabdlyozd bioldgiai folyamat hattereként, serkentd €s gatld hatasu
transzkripcios faktorokat kodold géneket, az éragéneket és fehérje termékeiket
tartak fel. A felhasznalt vizsgaldo moddszerek elsOsorban az oragének vagy az
altaluk kodolt mRNS-ek kimutatasara fokuszaltak, igy szdmos esetben az ora
alkotasaban részt vevd fehérje komponensek létezésére, csak a kimutatott gen,
vagy mRNS megléte alapjan kovetkeztethetiink.

A legegyszerlibb modellek szerint a génatirast fokozo6, az ora pozitiv
alkotoéelemeiként miikodd transzkripcids faktorok serkentik a negativ
alkotoelemeket kodold oragénekrdl torténd mRNS atirasat, és az igy frissen
szintetizalt mRNS a citoplazmaba transzportalodik. A citoplazmaban a hosszabb
1d6n at folyamatosan szintetizalt fehérjék poszttranszlacids mdodositdson esnek at,
ez leggyakrabban az adott fehérje foszforilacigjat jelenti, ami egyrészt a feheérjek
citoplazma szintjeit szabalyozza, mésrészt lehetéve teszi heterodimerizacidjukat
¢s ezaltal a sejtmagba torténd transzportjukat. A magban az Ora negativ
alkotoéelemeiként miikodd transzkripcids faktorok gatoljak az ora pozitiv
alkotoelemeinek génexpresszidt serkentd hatasat (Dunlap, 1999; Loudon és
mtsai, 2000, King és Takahashi 2000). Amikor a gatld hatast oragének altal
kodolt fehérjék szintje leesik, feltehetdleg ezen gatlo hatast fehérjék szabalyozott
lebomlasa miatt, a serkentdleg hat6 transzkripcios faktorként hatéd fehérjék szintje
1ismét emelkedni kezd €s ezzel visszacsatoldsi kor bezarul (2. dbra). A negativ
alkotoelemek fehérjéinek lebontisat valoszinii, hogy a fehérjék ubiquinitinhez
kotése indukalja, amely proteoszémalis degradacidjukhoz vezet. Fontos kitétel,
hogy a visszacsatolds némi késéssel valosuljon meg, mert igy dinamikus
egyensuly helyett, a kiilonb6z0 faktorok szintjeinek napszaki ritmussal ingadozo,
oszcillalo valtozasa alakul ki. (Dunlap, 1999; King és Takahashi, 2000). Az
oragének ¢s az altaluk kodolt fehérjek alkotta visszacsatolasi kor legalapvetobb
elemei mar megtalalhatdak bizonyos baktériumokban is (1. tabldazat). Jelen
dolgozatban, a szakirodalomban elfogadott konvenciot kovetve a nukleinsavak
nevének elséd betlijét dolt nagybetii, a tobbit dolt kisbetli, a fehérjék nevét pedig
csupa egyenes nagybetli jeloli. Arra, hogy az adott molekula mely fajbol

szarmazik, a nukleinsav vagy a fehérje neve el¢ tett kisbetii utal, amely a faj
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2. abra. A cirkadian oszcillator altalanos modellje. A serkentd fehérjéket vildgos- és
sotétzold ellipszisek, szintézisiiket pedig zold nyilak jeldlik. A gatlo alkotoelemeket és a
szintézisiikkel kapcsolatos anyagcsere utakat a piros szin és arnyalatai jelolik. A
sejtmagot hosszl, a durvafelszinii endoplazmas retikulumot révid szaggatott vonalak, a
sejtmembrant pedig pontokkal megszakitott vonalak jelképezik. A génatirast sarga
nyilak jelzik. A nyilak melletti szamok az alabbi folyamatokat jeldlik: (1) az oszcillator
serkentd hatast alkotoelemeit kodolo génekrdl atirt mRNS transzportja a durvafelszini
endoplazmas retikulumba. (2) Az mRNS-rél szintetizalt fehérjelanc kijut a
citoplazmaba. (3) A pozitiv regulald fehérjék poszttranszlaciés modositasa, amely
eldsegiti (4) dimerizacidjukat €s (5) sejtmagba jutasukat. (6) A gatlo alkotéelemek
génjeinek atirasat szabalyozo DNS szekvenciakhoz kotdédo pozitiv szabalyozd fehérjék,
serkentik a gatlo alkotoelemek és az ora altal kozvetleniil kontrollalt gének (Okg)
mRNS-einek szintézisét. Az oszcillator gatlo komponenseit kodold génekrdl atirt mRNS
(7) bejut a durvafelszinli endoplazmas retikulumba. Az ora gatlo fehérjéi (8) a
citoplazmaba transzportalodnak ¢és (9) poszttranszlacios modositdson esnek at. Az
oszcillator gatld fehérjéi is (10) heterodiméreket alkotnak, majd a (11) sejtmagba jutnak.
(12) A sejtmagban az ora pozitiv alkotéelemeivel Iépnek interakcioba, ily mddon
gatolva a sajat és az Okg-ekr6l torténé mRNS szintézist.
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1. tablazat. A bioldgiai ordk kutatdsa sordn leggyakrabban vizsgalt organizmusok
cirkadian oszcillatorainak kozponti alkotoelemei (Dunlap, 1999 alapjan).

Faj Gén Szerepe az A gén altal kodolt fehérje struktiraja
Oréban
Synechococcus Kaid pozitiv elem nem ismert strukturalis motivum
elongatus
KaiB ismeretlen nem ismert struktaralis motivum
KaiC negativ elem ATP és GTP kotohelyek
Neurospora crassa  Frgq negativ elem két fehérje transzlalodik egy ORF-rdl; az,
hogy melyik az hdmérséklet altal
szabalyozott
We-1 pozitiv elem, transzkripcids faktor az alabbi doménekkel:
sziikséges a frg-r6l - DNS kot Zn finger domén,
torténd - PAS domén a wc-2-vel torténd
transzkripcid heterodimerizaciohoz
aktivacidjahoz - Gln-ban gazdag aktivacios domén
We-2 pozitiv elem, transzkripcids faktor az alabbi doménekkel:
sziikséges a frg-r6l - DNS kot6 Zn finger domén,
torténd - PAS domén wc-1-gyel torténd protein-
transzkripciod protein interakciohoz
aktivacidjahoz - savas karakter(i aktivaciés domén
Drosophila Per negativ elem PAS domén medialja a TIM-mel torténd
melanogaster interakciot, ritmikusan foszforilalt fehérje
Tim negativ elem nincs PAS doménje, de interakcioba Iép a
PER-rel; foszforilalt
Dbt facilital6 elem a kazein kinaz l¢ homologja; sziikséges a
fejlodéshez, a PER akkumulaciojat
szabalyozza
Clk pozitiv elem Transzkripcios faktor:
- bHLH DNS koté doménnel;
- PAS domén medialja az interakciot a
CYC-kal,
- GIn-ban gazdag aktivacios domén.
Megfeleltethetd az emlés CLOCK-nak
Cyc pozitiv elem Transzkripcios faktor:
- bHLH DNS ko6t6 doménnel;
- PAS domén medidlja az interakciot a
CYC-kal;
- Gln-ban gazdag aktivacidés doménnel.
- Megfeleltethet6 az eml6s BMAL1/MOP3-
nak
Vri pozitiv elem - bazikus leucin zippzar doménnel
Pdple pozitiv elem - bazikus leucin zippzar doménnel
Mus musculus Perl (feltételezett) PAS domént tartalmaz, amely révén mas

negativ elem

PER proteinekkel 1ép interakcioba. A TIM-
mel torténd interakcidja még nem
egyértelmil. A rovarok PER proteinjének
analogja
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Mus musculus

Per2

Per3

Tim

Clock

Bmall/Mop3

Cryl
Cry2

Cry3

(feltételezett)
negativ elem

(feltételezett)
negativ elem

facilital6 (negativ?)

elem
pozitiv elem

pozitiv elem

negativ elem
negativ elem

negativ elem

PAS domént tartalmaz, amely révén mas
PER proteinekkel 1ép interakcioba. A TIM-
mel térténd interakcidja még nem
egyértelmii. A rovarok PER proteinjének
analogja

PAS domént tartalmaz, amely révén mas
PER proteinekkel 1ép interakcioba. A TIM-
mel torténd interakcidja még nem
egyértelmil. A rovarok PER proteinjének
analogja, szekvenciaja homoldg a rovar
TIM-mel.

szekvencidja nagyfokban homolog a rovar
TIM-mel.

transzkripcios faktor:

- bHLH DNS ko6t6 doménnel;

- PAS domén medidlja az interakciot a
BMAL1/MOP3-mal;

- Gln-ban gazdag aktivacios doménnal.

- Megfeleltethet6 a Drosophila CLK-nak
- bHLH DNS k6t6 doménnel;

- PAS domén medidlja az interakciot a
CLOCK-kal;

- Gln-ban gazdag aktivaciés doménnal.

- Megfeleltethetd a rovarok CYC-janak.

- FAD ko6t6 domén,;

- DNS fotoliaz domén;

- FAD ko6t6 domén;

- DNS fotoliaz domén;

- FAD ko6t6 domén;

- DNS fotolidz domén;

Gallus domesticus

Per2
Cryl
Cry2
Cry3
Cry4

Clock

Bmall(Mop3)

Bmal2

Mop4

negativ elem

negativ elem
negativ elem
negativ elem
negativ elem

pozitiv elem

pozitiv elem

pozitiv elem

pozitiv elem

- PAS domént tartalmaz

- FAD k6t6 domén;

- DNS fotoliaz domén,;

- FAD ko6t6 domén;

- DNS fotoliaz domén,;

- FAD ko6t6 domén;

- DNS fotoliaz domén;

- FAD ko6t6 domén;

- DNS fotolidz domén;

transzkripcios faktor:

- bHLH DNS kot doménnel;

- PAS domén medidlja az interakciot a
BMAL1/MOP3-mal,;

- Gln-ban gazdag aktivaciés doménnal.
transzkripcios faktor:

- bHLH DNS k6t6 doménnel;

- PAS domén medidlja az interakciot a
CLOCK-kal;

transzkripcios faktor:

- bHLH DNS kot doménnel;

- PAS domén medialja az interakciot a
CLOCK-kal;

transzkripcios faktor:

- bHLH DNS k6t6 doménnel;

- PAS domén medidlja az interakciot a
CLOCK-kal
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angol vagy latin nevének elsé betiije. Példaul a cBmall és cBMALL a csirke
bmall gént vagy mRNS-t, illetve BMALI fehérjét jelolik.

Az Eubacteriumokban mar jelen van egy transzkripcios-transzlacios
visszacsatolasi kor, am az eukariotdkkal szemben a napi ritmus kialakulasédban a
transzkripciod szabalyozdsandl hangsulyosabb szerepet kap az 6ra magjat alkotd
fehérjék ritmikus poszttranszlacids modositasa (Ishiura és mtsai, 1998; Miyosh
és mtsai, 2007, Nakajima és mtsai, 2005, Tomita és mtsai, 2005).

A gombdk kozil a Neurospora crassa bidldgiai Orajanak negativ
alkotdeleme egyetlen gén-mRNS-fehérje lancolatbodl allo visszacsatolasi hurok, a
pozitiv alkotéeleme PAS doméneket tartalmazd fehérjékbdl allo heterodimér
komplex (1. tablazat). Mivel a pozitiv elemek nem mutatnak kifejezett napszaki
ingadozast, ezért szerepilk a magasabbrendli ¢l6lényekben megtaldlhato
és mtsai, 20006).

A legfejlettebb gerincesek, mint az emldsok és a madarak biologiai
orajanak egyszeriibb form4aja mar megtalalhat6 rovarokban is, ezért a tovabbiakat

eldszor a Drosophila melanogaster biologiai 6rajanak leirasaval folytatom.

1.3.1. Az ecetmuslica szervezetében a biologiai ora magjat két pozitiv és két
negativ elem alkotja

A szovetszintll organizacioval rendelkez6 éldlények koziil az ecetmuslica
(Drosphila melanogaster) oOrajanak szervezddésérdl rendelkeziink a legbdvebb
informaciokkal (Dunlap, 1999; Hardin, 2005; 3. abra). Az Obragének
kifejezddésének helyét kutatd vizsgéalatok a muslica napszaki ritmussal ismétlédd
viselkedési mintazatainak hatterében az agy lateralis neuronjainak két csoportjat
irtdk le. Tovéabbi kutatasi eredmények azonban az agyban felfedezetthez hasonlo
biokémiai alapon nyugvo oramechanizmust irtak le az egyes szervek sejteinek
szintjén az ecetmuslica majd minden testrészében. Drosophila sejtjeiben az ora
kozpontjdban a dPeriod(dPer), dTimless(dTim), dCycle(dCyc) és dClock(dClk)
oragének altal kodolt alkotdéelemek allnak (Helfrich-Fréster, 2005). Hasonloan a

Neurospora nWC-1 ¢és nWC-2 fehérjékhez az ecetmuslica oOragénjei is
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tartalmaznak PAS doméneket. Az nWC fehérjékkel ellentétben azonban a dCYC
¢s dCLK fehérjék DNS-k6td doménje mar nem ,,cink-ujj” fehérje, hanem bazikus
hélix-hurok-hélix (bHLH) domén (Helfrich-Froster, 2005, 1. tablazat). A dPer
¢s dTim mRNS-ek szintézise indul meg a legeldszor a szubjektiv vildgos
periodus végén a dCYC és dCLK fehérjék altal alkotott heterodimér indukalo
hatasara. A tobbi napi ritmust mutatd oragén termékek csucsai pedig, legyen szo
akar mRNS-r6l, akar fehérjérdl, jellemzden a sotét fazisban jelentkeznek. Az 6ra
{6 gatld hatdsu komponenseként miikodé dPER-hez a citoplazméban kotddik a
dTIM fehérje és a dDBT kinaz (Double time). A dDBT a dPER-hez torténd kotés
utan rogton foszforildlja a dPER molekuldt. A foszforilaci6 azon dPER
molekuldk lebomlasahoz vezet, amelyeknek a dPER/dTIM/dDBT komplex
képzéséhez nem jutott partnerként dTIM. A kovetkezd I1épésben a
dPER/dTIM/dDBT komplexbdl a dTIM-et foszforilalja a dSgg gén altal kodolt
fehérje. A foszforilalt dPER/ATIM/dDBT visszajutva a sejtmagba gatolja a
dCLK/CYC heterodimér interakciojat a dPer és dTIM gének E-boxaival. A
dDBT ekkor a dCLK ¢és a dPER tovabbi foszorliladlasaval a komplex szétesését €s
az egyes fehérjék lebontasat indukélja. Az elmondottak alapjan, a dPER és dTIM
fehérjék egy negativ visszacsatolassal a sajat génjeikrol torténd expressziot
gatoljadk. Az ecetmuslica oOrdjanak kozponti, génatirast serkentdé komponensei
koziil csak a dClk mRNS és dCLK fehérje szintek mutatnak ritmikus napi
valtozast. Az dClk és dCLK kettds csuccsal jelentkeznek a szubjektiv sotét fazis
végén €s a szubjektiv vilagos fazis elején. A dCyc esetében nem sikeriilt napszaki
ritmust kimutatni. A dCLK/dCYC heterodimér, a dPer és a dTim mRNS-ek
mellett, a dPdple és dVri mRNS-ek szintézisét is serkenti. Ezen mRNS-ekrol
szintetizalt fehérjék egymassal ellentétes hatasuak: mig dPDP1e serkenti addig a
dVRI gatolja a dClk génrdl torténd atirdst. Az ecetmuslica 6ra génexpressziot
indukalo alkotoelemeinek esetében tehat ket visszacsatoldsi kor jon 1étre: az
egyik serkenti, a masik gatolja az dClk mRNS szintézisét (Hardin, 2005, 3.
abra).

Az id6tartam ami ahhoz sziikséges, hogy a dPER citoplazmatikus

crer

hossza szempontjabol. A heterodimerizacid6 masik fontos aspektusa, hogy a
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dTIM/dPER dimér képes lesz belépni a sejtmagba. Az 6ra negativ alkotoelemét
jelenté dPER ¢és dTIM fehérjék szintéziséhez képest 4-6 oras késéssel éri el
csucsat a dClk mRNS ¢és a dCLK fehérje mennyisége. A dCLK heterodimér parja
a dCYC azonban nem mutat napi ingadozast, ssm mRNS sem fehérje szinjén
vizsgalva. A dCLK ¢és dCYC heterodimerizacidja PAS doménjeik kotddése révén
valosul meg. A dCLK/dCYC dimér a sejtmagba jut, ahol bHLH doménjeikkel
pedig a dPer és dTim gének promoteréhez kitve, az 6ra gatlo komponenseinek
atirasat serkentik. Feltehetdleg a magba bejutdé dPER/dTIM a dCLK/dCYC
heterodimérrel kolcsonhatdsba 1€épve gatolja a sajat génjeirdl torténd atirdst.
Erdekes megfigyelés hogy a magban, az altaldban gatld hatasi dPER/ATIM
serkenti a dClk torténd expressziot (Dunlap, 1999).

Rovid fényimpulzusok a fényérzékeny dCRY fehérjék altal, feltehetdleg a
dCRY-nak a dTIM/dPER heterodimérrel torténd interakcioja révén befolyasoljak
az ora miikodését (Hardin, 2005). Ez lehetOséget ad arra, hogy a megvilagitassal
torténd szinkronizacid a Drosophila egyes sejtjeinek szintjén torténjék meg.

A Drosophila 6rdjanak magjat két negativ €s két pozitiv komponens

alkotja, az utébbiak immar bHLH DNS-ko6t6 doméneket tartalmaznak.
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3. abra. Az ecetmuslica cirkadian oszcillatoranak kozéppontjdban két pozitiv és két
negativ alkotoéelembdl all. A dCyc és dClk (Cyc és Clk) oragének altal kodolt fehérjék
(kék CYC és kék CLK) E-box elemekhez kotddve serkentik a dPer €s dTim génekrol
(Per és Tim) torténd atirast. A dPER és a dTIM fehérjék (piros PER és TIM) komplexet
képezve bejutnak a sejtmagba és gatoljak a dCLK ¢és a dCYC transzkripciot serkentd
hatasat. A dPER-dTIM komplex sejtmagba jutasat a dDBT ¢és dSGG kindzok
szabalyozzak (zo6lddel jelolt DBT illetdleg SGG). A dDBT a dPER-dTIM-hez kotédve
foszforilalja a komplexet és azokkal egylitt jut be a sejtmagba. A dClk gén miikodését
gatolja a dVRI (lila VRI) és serkenti a dPDPle. A dVri-r6l (Vri) és a dPDPl1e-r6l
(PDPI¢g) torténd transzkripciot a dCLK-dCYC serkenti. A dCLK-dCYC komplex
felelds tovabba az ora altal kozvetleniil kontrollalt gének (Okg) aktivaciéjaért is. A
maghartyat sotétszlirke keret, a magplazmat a vilagossziirke hattér jeloli (Hardin, 2005
alapjan).
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1.3.2. Az emlosok oraja két, egymasba fonddo visszacsatolasi korbol all

A madarak és az emldsok belsd orajat (4. abra A. és B.) felépitd
molekulak és szabalyoz6 mechanizmusok megertésének alapjat az egyszerlibb
élélényeken - mint a Drosophilan — elvégzett vizsgalatok teremtették meg. Az
emlds oOrarol szerzett ismereteink elsOsorban egereken (Mus musculus) ¢és
patkdnyokon (Rattus norvegicus) végzett tanulmanyokbdl szarmaznak. Az utobbi
harom évtized molekularis genetikai vizsgélatai mutattak rd arra, hogy a bioldgiai
orat alkoto és szabalyoz6 molekularis elemek kivételesen konzervaltak maradtak
az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) és a legfejlettebb gerincesek
megjelenése kozotti 500 millid éves evollcids iddtartam alatt (Loudon és mtsai,
2000). A 4. dabran bemutatott modellek els6sorban a tobozmirigyet kutatd
vizsgalatok eredményein alapulnak.

Egerekben a biologiai ora pozitiv elemei az mBMALI1 ¢és az mCLOCK
proteinek, amelyek a bHLH-PAS doméneket tartalmazé fehérjék csalddjaba
tartoznak. Patkanyok esetében heterodimér parbol az rBMALI1 és az azt kddold
mRNS mutat jelentds napszaki ingadozast. Az rCLOCK esetében nem sikertilt
jelentds napszaki ingadozis kimutatni, a fehérje C-termidlis régidja azon
glutaminban gazdag doménnel rendelkezik, amely lehetévé teszi, hogy a
mCLOCK a transzkripcids iniciacios komplexet aktivalja (King és Takahashi,
2000; Larkin és mtsai, 1999). Az mCLOCK/mBMALI heterodimér egyrészt
sertkenti a mREV-ERBa fehérjék szintézisét, madasrészt az Ora negativ
komponenseinek génjeirdl és az ora altal szabalyozott génekrdl torténd génatirast
serkenti. A mREV-ERBa pozitiv visszacsatoldssal serkenti a mBmall génrdl
tortéend mBMAL1 szintézist €s az E4Bp4 génrdl torténd atirast. Emlésokben a
cirkadidn oszcillator gatlo komponensei a Per, Cry és Tim gének. Az mPER és
mCRY fehérjéknek tobb izoformaja is ismert (1. tdbldzat). Az mTIM -
ellentétben a dTIM-mel - nem mutat kifejezett napi ritmicitast, szerepe
valoszintileg a foszforilalt mPER stabilizalasa. Az alacsonyabb rendiiekben
fotoszenzitiv, mCry gének altal kodolt kriptokrém fehérjék az mPER fehérjékkel
komplexet képezve képesek a cBMAL1/CLOCK fehérjek transzkripciot aktivalo
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4. dbra. Az emlés (A) és a madar (B) cirkadian oszcilldtora. Az emldsok ordjdban két transzkripcios-transzlacios feed-back hat egymasra. Az mBMALIL
(BMALI, kékkel jelolve) ¢s mCLOCK (CLOCK, kékkel jelolve) fehérjék E-box elemekhez kotddve serkentik az ora negativ komponenseinek szintézisét,
tovabba a mRev-erba (Rev-erba) génekrdl torténd mREV-ERBa (REV-ERBa, lila) fehérje szintézisét. A mREV-ERBa pozitiv visszacsatoldssal serkenti a
mBmall (Bmall) génrdl torténd atirast. A REV-ERBa serkenti az mE4Bp4 (E4Bp4, lila) szintézisét. A mE4Bp4 a mDBP transzkripcios faktort (DBP, piros) kot
DNS elemhez (DBP-kh) kapcsolddva gatolja az ora {6 negativ komponensének szamitd mPer (Per) génrdl az atirast. A mE4Bp4 kompeticidoban van az mDBP-
vel a DBP-k&tohelyért. A mDBP a BMAL1-CLOCK heterodimér szabalyozasa alatt all. Az 6ra negativ visszacsatolasi korében a mPER (piros), mCRY (piros)
fehérjék a mTIM fehérjével (piros) komplexet alkotva gatoljak a mBMALI-mCLOCK serkentd hatasat. Az oragének fehérjéinek stabilitasat kindzok (zold)
szabalyozzak. MAPK: eml8s mitogén-aktivalt protein kindz; CKle: emlds kazein kinaz 1 &. Az ora altal kontrollalt génekrdl (Okg) torténd expresszidt, mint
példaul az Aa-nat gén expressziojat, a mBMAL1-mCLOCK heterodimér szabalyozza.
A madarak orajanak magjat az emlosokéhez hasonld elemek alkotjak, de az emldsoknél leirt kapcsolatok koziil némelyik még nem igazolt madarak esetében.
Nem ismert a mTIM madar ortolégja sem. Az abra B részében bemutatott madar nukleinsavak és fehérjék jelolése megfelelel az dbra A részében ismertetett
emlds ortologok jelolésének. A maghartyat sotétsziirke keret, a magplazmat a vilagossziirke hattér jeloli. Az abra egyszertsitése végett az mClock és cClock
expressziojat nem tiintettem fel (Hirota és Fukada, 2004 alapjan).
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hatasat gatolni. A biologiai 6ra magjat a cBmall és a cClock és az ezekrdl
szintetizalt proteinek képezik, ismertek azonban még egyéb transzkripcids
faktorok is, mint a egér D-site binding protein (mDBP) az mE4BP4, amelyek az
mPer gén aktivatorai illetve represszorai lehetnek (Hirota és Fukada, 2004).

Az emldsok bioldgiai oraja tehat egy pozitiv: BMAL1/CLOCK/REV-
ERBa és egy negativ PER/CRY/TIM visszacsatolasi korbdl 4ll, melyek kozott a
kapocs a BMALI protein.

1.3.3. A madarak oraja hasonlo az emlés orahoz, de részleteiben kevésbé feltart

Az madarak 6rdja (4. abra B) felépitését tekintve nagyon hasonlit az
emlésoknél leirt rendszerre, azonban van néhany részlet ami kiilonbozd. A
biologiai 6ra pozitiv elemei a csirkében is a cBMALI ¢és a cCLOCK proteinek,
melyek felépitésiiket és szerepiiket tekintve megfelelnek az emlds ortoldgjaiknak.
A cCLOCK szdmara alternativ heterodimerizacidés partner a ¢cBMAL2, de
érdekesképp a cBMAL2 nagyobb koncentraciéi mar gatoljdk a cCLOCK
transzkripciot serkentd hatasat, ha egyidejiileg a cBMALI1 is jelen van (Okano és
mtsai, 2001). Bar madarakban is ismert a Rev-erbac mRNS expresszidja, a
rendelkezésilinkre all6 irodalmi adatok alapjan, még nem tortént arra iranyuld
kisérlet, amely sordn barki is Osszefiiggeést keressen a cBmall génexpresszio €s a
Rev-erba kozott. Szemben emldsokkel, a madarak bioldgiai 6rajanak nem része a
Tim és ezideig csak a Per2 madar ortoldgjat sikeriilt azonositani. Madarakban a
cBMAL1/cCLOCK mellett a cMOP4/cBMALI1 heterodimer is serkenti, mig az
E4BP4 homodimerje gatolja a cPer?2 expressziojat (Chong és mtsai 2000, Doi és
mtsai, 2001). A CRY-ok koziil ismert mind a harom izoforma, s6t az egyik
legfrissebben felfedezett madar 6ragén a cCry4, de ennek pontos szerpét tovabbi
vizsgalatoknak kell majd tisztdzni (Yamamoto és mtsai, 2001; Kubo és mtsai,
2006).

Mind emldsok, mind madarak esetében varat magara annak vizsgélata,
hogy a PER ¢és CRY proteinek fiziologias koriilmények kozott képesek-e

egymassal diméreket képezni. Amennyiben igen, akkor ezen kapcsolat még
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magyarazatra szorul, mert a partnerek koziil csak a PER rendelkezik a
kotédéshez sziikséges PAS doménnel.

a madarak biologiai o6rdja j6 modellje lehet a gerincesek cirkadian
oszcillatorainak. Madarakban tobozmirigy és a retina sejtjei elsddleges cirkadian
oszcillatorként mukodnek, ezért valasztottuk ezen szerveket modellként a
biologiai orat vizsgdld kisérleteinkhez. A madarakon kapott eredmények
értekelésekor azonban figyelembe kell venni azt a tényt, hogy a melatonin

szintézis szabalyozasa bizonyos eltéréseket mutat madarak és emldsok kozott.

1.4. A melatonin anyagcseréje és kapcsolata az endogén oszcillatorral

A melatonin egy indolamin hormon, melynek szintézisét a belsd, cirkadian
oOra iranyitja, 0gy, hogy a sotét fazisban magas, mig a vildgos fazisban alacsony
melatonin szintek detektalhatoak. Csirkében a melatonin szintéziséért a
tobozmirigy pinealocitai feleldsek, bar egyes madarfajok esetében a szem is
jelentés mértékben hozzdjarulhat a vér melatonin tartalmahoz. (/d.: A madarak

cirkadian rendszere fejezetet)

1.4.1. A melatonin anyagcseréje madarakban

Az indolaminok metabolizmusa (Klein, 1981; 5. dbra) alapvetden két
nagyobb teriiletre oszthatdo. Az elsd a szerotonin szintézise triptofanbol, a
masodik a szerotonin atalakitdsa melatoninna és deaminalt termékekkeé.

A szerotonin szintézise soran a triptofan-hidroxildz (TPOH) a triptofant 5-
hidroxi-triptofdnnd alakitja, melyb6l az aromds-L-aminosav dekarboxilaz
(AAAD) segitségével szerotonin képzodik. A TPOH és az AAAD sokféle
szovetben eléfordul, de a TPOH-nak, amely a szerotonin szintézis sebesség-
meghatarozo enzime, kimondottan magas aktivitasa mérhetd a tobozmirigyben ¢és

a raphe magvakban (Lovenberg és mtsai, 1967). Az enzimek intracellularis
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5. dbra. Az indol anyagcsere vazlatos bemutatasa madar pinealocitdban. A
melatonin  szintézis¢hez vezetd reakcidlépéseket folyamatos nyilak jelolik. A
szerotoninbdl képzddd egyéb indolszdrmazékok szintézisét szaggatott nyilak mutatjak.
Az egyes reakcidlépésekhez sziikséges kofaktorokat dolt sziirke betiik jelolik. A
mitokondrium sziirke, a kinocilium maradvanya zdld szinii. Az enzimek és kofaktorok
roviditései: TPOH: triptofan-hidroxilaz; BH.: tetrahidrobiopterin; BH,:
dihidrobiopterin;  AAAD: aromds aminosav dekarboxildz; AA-NAT: arilamin-
acetiltranszferaz; AcCoA: acetil-koenzim A; CoA: koenzim A; HIOMT: hidroxiindol-
O-metiltranszferaz;, SAdM: S-adenozil-metionin; SAdH: S-adenozil-homocisztein;
MAO: monoamin-oxiddz; AIdDH: aldehid dehidrogenaz; NAD: nikotinsavamid-adenin-
dinukleotid; NADP: nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfat (Falcon, 1999 alapjadn).
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lokalizacigjat illetdleg a TPOH a mitokondriumban, mig az AAAD a citosz6lban
talalhatdé meg. A szerotonin metabolizmusanak két tovabbi utvonala lehetséges.
Az egyik lehetéség az, hogy a monoamin-oxidaz (MAQO) a szerotoninrdl egy
amino csoportot eltavolit és a szerotonint hidroxiindolacetaldehiddé alakitja.
Pinealocitdkban megtaldlhaté mind a MAO A, mind a MAO B izoforma, mig a
tobozmirigyben végzddd idegrostokban csak a MAO A enzim talalhatdo meg. A
MAO elsésorban a mitokondriumokban van jelen. A hidroxiindolacetaldehidbdl
az alkohol dehidrogendz és aldehid dehidrogendz enzimek redukalt illetdleg
oxidalt termékeket hoznak l1étre. A hidroxiindolacetaldehidbdl keletkezd
termékek O-metilacigjaval S-metoxitriptofol és 5-metoxiindolecetsav képzddik.
Az O-metilacioert felelos hidroxiindol-O-metiltranszferaz (HIOMT) egyben a
melatonin szintézis folyamatanak utols6 enzime.

A szerotoninbol kiinduldé masodik lehetséges reakcidsorozat végterméke a
melatonin. A szerotonint el0szor az arilalkilamin N-acetiltranszferaz (AA-NAT)
alakitja N-acetilszerotoninnd majd az N-acetilszerotonint a HIOMT alakitja
melatoninna. Mindkét reakcid a citoplazmaban zajlik le. Szdmos szovetben
kimutatott az aminok N-acetilacidja, de a HIOMT csak a tobozmirigyben, a
retindban €s a belekben fordul eld, igy a melatonin szintézise jelen ismereteink
alapjan ezekre a szervekre korlatozodik. (/d.: A madarak cirkadian rendszere
fejezetet).

A vérplazmaéba szekretalt melatonin jelentds részEét a maj katabolizalja. A
majban képz6dd 6-hidroximelatonin szulfatlt és glukuronidalt termékekké
alakul. A melatonin lebontdsara az agyban is sor keriilhet. A melatonin a
kozponti  idegrendszerben  tobb  reakcidlépésen  keresztil =~ N-acetil-
metoxikinurenaminna konvertalodik.

A melatonint termeld szervekben és a vérplazmaban a melatonin
koncentracidja napszaki ritmussal valtozik (Rekasi és mtsai, 1991; Zawilska és
mtsai, 20006), ezért a ritmus kialakuldsanak okait kutatva logikus volt
megvizsgalni azt, hogy a szintézisben részt vevd enzimek kozott van-e olyan,
amelynek koncentracidja vagy aktivitasa napszaki valtozast mutat.

Csirke retindban ¢és tobozmirigyben kimutatott, hogy a melatonin

bioszintézis enzimei kozil a cTPOH-t és a cAA-NAT-t kdodold mRNS szintek
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napszaki ritmussal valtoznak a sotét fazisban jelentkezd csuccsal. A cHiomt
mRNS szintén mutat cirkadian ritmust, de az korantsem olyan kifejezett, mint a
cAa-nat esetében. A cHiomt mRNS szintek cstcsa a retindban ¢jjel, a
tobozmirigyben pedig nappal van, tovabba a cHiomt mRNA nem mutat ritmikus
valtozast folyamatos sotétben (Bernard és mtsai, 1999). Az AA-NAT és a TPOH
eseteben az enzimaktivitds valtozésai jol kovetik az mRNS szintek valtozasait
természetes megvilagitasi viszonyoknak megfeleld kornyezetben, vagy ha a
kornyezet fényviszonyai tartosan megvaltoznak. Az elmult évtizedek soran a
kutatok figyelme az AA-NAT-ra fokuszalt, mivel a napszaktdl fiiggd
aktivitasvaltozdst mutatd AA-NAT Dbizonyult a melatonin szintézis
kulcsenzimének emlésokben (Coon és mtsai, 1995, Rekasi és Czompoly, 2002).
A melatonin szinteket a tobbi melatonin szintézisében részt vevd enzim is
befolyasolhatja. A vilagos féazisban, amikor az AA-NAT enzim aktivitasa
alacsony, ekkor a melatonin szintézis sebesség-meghatdroz6 enzime az AA-
NAT. Ezzel szemben a sotét fazisban a magas aktivitdsi AA-NAT nem szab
gatat a melatonin termelésének, ekkor a termelt melatonin mennyisége a
rendelkezésre 4ll6 HIOMT fiiggvénye (Klein, 1981).

A melatonin szintek AA-NAT szintektdl valo fliggése felveti annak a
lehetdségét, hogy a biologiai 6ra a cirkadidn rendszer kimenetét jelentd
melatonin termelését az AA-NAT enzimen keresztiil befolyasolja. Az elsddleges
cirkadian oszcillator emldsok esetében az SCN-ban helyezkedik el és csak
kozvetve, a tobozmirigyet beidegzd noradrenerg rostok révén befolyasolja az
AA-NAT aktivitasat (Moore, 1996). Madarak tobozmirigy sejtjei azonban
rendelkeznek elsédleges cirkadian oszcillatorral, amely madarak esetében igy
kozvetleniil befolyasolhatja az AA-NAT fehérje aktivitasat. Mivel a cirkadian
oszcillator alkotéelemei transzkripcios faktorok, ezért lehetdség lenne arra is,
hogy az Aa-nat génrdl torténd atirast az ora kozvetleniil szabalyozza. Ez egyben

azt 1s jelentené, hogy az Aa-nat gén, egy az ora altal kdzvetleniil kontrollalt gén

(Okg).
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1.4.2. A melatonin szintézis kapcsolata az endogén oszcillatorral

A fentiek szerint a fény a retindbdl kiindul6 idegpélydk altal befolyéasolja a
tobozmirigy melatonin termelését. Madarak esetében lehetséges, hogy a fény
esetleg kozvetleniil is hatassal lehet a koponya alatt elhelyezkedd tobozmirigyre
(6. dbra). Az AA-NAT aktivitasa ¢s a melatonin termelése gatolhatdé a sotét
fazisban adott rovid fényimpulzusokkal (Bernard és mtsai, 1997a). Kimutatott,
hogy a tobozmirigyet beidegzd rostokban megtaldlhaté noradrenalin madar
pinealocitdkban a cAMP szintek csokkentése révén gatolja a melatonin szintézist
a vilagos fazisban (Bernard és mtsai, 1997b; Cassone és Menaker, 1983). A
cAMP szintekkel csak a cAA-NAT enzimaktivitasa valtozik parhuzamosan a
cAa-nat mRNS szintek valtozasa nélkiil, ugyanis kimutatott, hogy pinealocita
kultarak cAMP-vel torténd inkubaldsa csak a cAA-NAT enzimaktivitas
fokozodasaval jar, de a c4Aa-nat mRNS szinteket nem befolyasolja (Bernard és
mtsai, 1997a). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a kornyezet fényviszonyainak,
atmeneti, akut valtozasa, a cAA-NAT fehérje poszttranszlacidos modositasan,
feltehetdleg a fehérje foszforilacigjanak valtozasan keresztiil vezet a melatonin
szintek esés¢hez. A foszforilalt AA-NAT enzimaktivitasdnak szabalyozasaban
Ujabban az AA-NAT 14-3-3 chaperon fehérjékkel valo interakcidja is lehetséges
tényezokeént merilt fel (Ganguly és mtsai, 20035).

Az elmult évek kutatasai mutattak rd arra, hogy az emlds Aa-nat gén
promoter régioja, E-box elemek mellett egy CRE-hez hasonld szekvenciat is
tartalmaz. A cAMP a protein kinaz A-CREB jelatviteli uton keresztiil a
fényviszonyok akut valtozasainak mediatora, a cAMP igy befolyasolhatja
egyrészt a fehérjek szintjén az AA-NAT foszforilaciojat, masrészt a nukleinsavak
szintjén az Aa-nat génrdél torténd mRNS szintézist. A csirke cAa-nat
promoterében azonban CRE-re emlékeztetd szekvencidkat eddig még nem irtak
le (Foulkes és mtsai, 1997, Chong és mtsai, 2000, 7. dbra).

A fényviszonyok akut megvaltozdsahoz képest mas a helyzet, ha a
kisérleti allatokat vagy tobozmirigy sejteket folyamatos sotétben vagy allando

megvilagités alatt tartjuk. Az AA-NAT napi ritmusa ugyanis tartos sotétben vagy
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6. abra. A ritmikus melatonin szintézist befolyasold tényezdk csirkében. A melatonin
ritmikus szintéziséért a cAA-NAT enzim aktivitdsanak robosztus cirkadian valtozasa
felelés. A cAA-NAT enzimaktivitds napi valtozasa mogott az endogén ora befolyasa
alatt all6 cAa-nat génrdl torténd ritmikus mRNS szintézis all. Ha az endogén ora altal
diktalt szubjektiv sotét-vilagos fazisok nincsenek szinkronban a kiilsd kornyezet sotét-
vildgos fazisaival, akkor a fényt ¢érzékeld fotoreceptorok egy cAMP-medialta
mechanizmussal, feltehetdleg fehérjefoszforilacid révén befolyasoljak a cAA-NAT
enzim aktivitasat.
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restrikcios térképén a restrikcios enzimek hasitasi helyeit vonalak jelzik. A kockék a
-1633 ¢és -1 poziciok kozotti szabalyozo elemeket abrazoljak. A szabalyozo6 elemekhez
feltételezetten kotddo transzkripeids faktorokat a kockakra mutatd nyilak felett jeloltiik
TSP: transzkripcid start pont (Chong és mtsai, 2000).

folyamatos megvilagitasban is megmarad (Deguchi, 1979), utalva arra, hogy az
AA-NAT fehérje ritmikus aktivitdsaért és az Aa-nat mRNS szintek ritmikus
valtozasaért egy endogén mechanizmus felelés. Ha a sotét-vildgos fazisokat
mesterséges koriilmények kozott feleseréljiik, akkor a tobozmirigy melatonin
szekrécio csticsa 1ddvel koveti az eltolddott sotét periddust. Ezen megfigyelések
hivtak fel a figyelmet az endogén oszcillator és az AA-NAT kozotti kapesolatra.
A transzkripciot gatlo aktinomycin D effektiven gatolja a cAa-nat mRNS szintek
¢jjeli emelkedését madar pinealocita sejtkultirdban, igy a cAa-nat mRNS szintek
szabalyozasdban a génatirds szabdlyozdsa tlinik a dontd mechanizmusnak
szabalyozasaért felelds szekvencidk kozott E-box elemeket tartalmazé
szekvenciakat is azonositottak, amelyekrdl ismert, hogy képesek megkotni az
bHLH doméneket tartalmazo fehérjéket (Chong és mtsai, 2000; 7. abra). A
bHLH domeéneket tartalmazd oragének €s az E-box kozott fennallo funkcionalis
kapcsolatot kettds hibrid rendszeren végzett vizsgalatokkal igazoltdk. Ezen
kisérletek sordan COS-7 sejteket ko-transzfektaltak egyrészrél olyan
plazmidokkal, amelyekrdl csirke cBMALI-et, cCCLOCK vagy MOP4 fehérjék
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expresszalddtak, masrészrél E-box-ot tartalmazo luciferdz reporter plazmiddal.
Az eredmények igazoltdk, hogy a biologiai 6ra kozzéppontjaban all6 cBMALI és
a cCLOCK altal alkotott heterodimérek képesek E-box révén a génexpresszid
serkentésére (Chong és mtsai, 2000). Mivel a cBMAL1 és cCLOCK fehérjék a
bHLH-PAS proteinek csalddjaba tartoznak, ezért feltételezhetd, hogy a cAa-nat
E-box elemekkel val6 interakcio révén vesznek részt.

Az eddig elmondottakat Gsszegezve tehat a ritmikus melatonin szekrécio
kettds szabalyozas alatt all: egyrészt a megvilagitas akut valtozasa a cAMP altal
medidlt jelatviteli Uton befolyasolja az AA-NAT enzimaktivitdsat, masrészt
kornyezet fényviszonyaiban bekdvetkezd hosszlil tava valtozadsokhoz el0szor az
endogén oszcillator alkalmazkodik, és csak ezt koveti az Oragének Aaltal
kontrollalt valtozas cAa-nat mRNS expresszido szintjeiben (6. dbra). Az a
megfigyelés, hogy a bioldgiai 6ra valtozasait kovetik a cAa-nat mRNS szintek
valtozasai megerdsiti azt a feltevést, hogy a cAa-nat gén egy Okg.

Ami a madarak orajanak komponenseit illeti szamos kettds hibrid
rendszeren végzett kisérlet igazolja, hogy a transzkripcios faktorként miikodo
oragének hogyan befolyasolhatjak egy adott gén kifejezddését. Keveés adat van
azonban madarak esetében arr6l, hogy mi torténik akkor, ha egyes d6ragének
mikdodése vagy fehérje termékeik szintézise gatolt. A transzkripcido vagy a
transzlacio blokkolasara kivaldo megoldas az antiszensz oligonukleotid technika.
Mivel az aldbb bemutatdsra keriild munkank lényegi részét képezi az antiszensz
technika, ezért célszerli Aattekintetni az antiszensz oligonukleotidokkal

kapcsolatos alapvetd ismereteket.
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1.5. Antiszensz oligonukleotidok

Az antiszensz oligonukleotidok felhasznaldsdnak elsé gondolata terapids
potencidljuk kapcsan vetddott fel majd harminc évvel ezeldtt (Stephenson és
Zamecnik, 1978). Az antiszensz oligonukleotidok (AON-o0k), olyan révid, 15-25
bazispar (bp) hosszisagu szintetikus nukleinsavak, amelyek a Watson-Crick
bazisparok képzése révén specifikusan kotddnek komplementer nukleinsavakhoz.
Gatlo hatasukat akér a transzkripcid, akar a transzlacio szintjén kifejthetik (Dias
és Stein, 2002).

Az AON-ok elsé tadmadasi pontja a transzkripcié gatldsa lehet, ami
legaldbb haromféle mddon valosulhat meg: kotddhetnek az AON-ok a DNS kis
hasadékdhoz, alkothatnak triplexet a DNS nagy hasadékaba illeszkedve, tovabba
a DNS egyik szildhoz kotddve, bizonyos szakaszon kiszorithatjdk a
komplementer szélat (Dagle és Weeks, 2001; 8. dbra B).

A masodik lehetdség szerint az AON a pre-mRNS érését hivatott
megakadalyozni az intron excizi6 gatlasaval (8. dbra C).

Az mRNS-rél torténd fehérje transzlacié is lehet az AON-ok
tamadaspontja. Ez torténhet gy, hogy az AON-dal a gatolni kivant RNS-nek
olyan szakaszat célozzuk meg, amely a riboszoma alegységek mRNS-hez torténd
kotodéset térben gatolja (8. dbra D). llyen régid az mRNS ,cap” régidja.
Tervezhetjiik az AON-kat gy is, hogy a transzlacié tovabbhaladasat gatoljak,
ilyenkor legcélszerlibb az AON-t az AUG iniciacios kodon kozelébe tervezni (8.
abra E).

A gatolni kivant fehérje szintézisének kozel szdz szazalékos, irreverzibilis
galasdhoz vezet, ha az AON-okat ugy tervezziikk meg, hogy a kialakult AON-
RNS komplex az RNaz H enzim szubsztratja legyen (Walder és Walder, 1998).
Az RNaz H a DNS replikacio soran az Okazaki fragmentumok lebontasaban
jatszik szerepet, altalanosabb funkcioja a DNS-hez vagy nukleinsav analogokhoz
kotott RNS lancok hasitasa. Szemben a transzlacid gatlasat okozo6 AON-okkal, az
RNaz H dependens AON-okat az RNS barmely szakaszara tervezve hatékony
gatlas jon 1étre (8. abra F).
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DNS éretlen mRNS érett MRNS  fehérje szintézis fehérje
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8. abra. Az antiszensz oligonukleotidok (piros vonalak) lehetséges tamadaspontjai. (A) A genetika centralis dogméjanak vazlatos abrazolasa. A fekete vonalak a
nukleinsavakat, a piros korok a riboszomat, a lila vonal egy fehérjét szimbolizalnak. (B) A kettéslanca DNS molekuldhoz k6t6dé6 AON-ok vagy a DNS-sel
triplexet alkotva, vagy DNS kis hasadékaba illeszkedve, vagy a kettés DNS lanc kialakuldsanak akadalyozasaval gatolhatjak az egy adott génrdl torténd mRNS
szintézist. (C) Megfelelden tervezett AON-ok a még éretlen mRNS-hez kotddve tudjak az mRNS érését gatolni. Az AON-ok az érett mRNS-hez kétddve (D)
egyrészt az mRNS- riboszéma komplex kialakuldsat tudjak gatolni, (E) masrészt az mRNS-hez kotédott riboszoma tovabbhaladéasat gatolhatjak. (F) Az mRNS-
AON kopmlex szubsztratja lehet az RNaz H enzimnek (sarga kor), amely a komplex mRNS komponensét hasitja.
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Az, hogy az AON-k milyen uton fejtik ki gatlé hatasukat, nemcsak a
megcélzott szekvencia, hanem az alkalmazott kémiai mddositasok fliggvénye is.

A kémiai modositds torténhet mesterséges bazisok vagy moddositott
poliszaharid szarmazékok beépitésével a nukleotidokba. A nukleinsavak kémiai
szerkezetének megvaltoztatasa lehetséges a molekula cukor-foszfat gerincének
modositasaval is (Kurreck, 2003).

Az elsé generacios AON-k olyan moédositott nukleinsav szarmazékok
melyek esetében a foszfatcsoport egy olyan ,,szabad” oxigén atomjat cserélik le,
amelyik nem kotddik a molekula cukor komponenséhez (Kurreck, 2003; 9. abra
A). Az oxigén szubsztitucidjara legalkalmasabbnak a kén bizonyult, és azdta a
foszforotioat-oligodezoxinukleotidok mar a klinikai felhasznalas teriiletére is
betortek. Ezen vegyiiletek elénye a hossza féléletidd a szérumban, jo
oldhatésaguk, nukledzok elleni stabilitasuk, egyszerli szintézisiik, €s a tény, hogy
alkalmazhatoak RNéaz H aktivacidjara. Hatranyuk, hogy nem specifikusan
kotédnek fehérjékhez, gatoljak a véralvadasi kaszkéadot, aktivaljak a komplement
rendszert €s stlyos hipotenzidt okozhatnak. Az elsé generacios AON-ok tovabbi
hatranya a késObb kifejlesztett AON-okkal szemben a még viszonylag
alacsonyabb affinitasuk az RNS molekuldhoz.

A rib6z 2’-hidroxi csoportjanak hidrogén atomjat alkil csoportra cserélve,
olyan masodik generacids AON-okat lehetett szintetizalni (Kurreck, 2003; 9.
abra B), melyeknek esetében alacsony toxikus mellékhatds mellett
megndvekedett az AON-RNS komplex stabilitasa. Hatranyuk azonban, hogy nem
alkalmazhatoak RNaz H aktivacigjan alapuld antiszensz technikakban. A
masodik generacios AON-ok eldny0s tulajdonséagait és az RNaz H aktivacidjan
alapul6 technika haté¢kony gatlasat 6tvozik az olyan kiméra oligonukleotidok,
melyek szekvencidjaban keverve fordulnak eld természetes és mesterséges
nukleotidok. A gapmer oligonukleotidok 5’ ¢és 3° végeiken a nukleazok elleni
védelemhez elegendd szami moddositott nukleotidot tartalmaznak. A gapmer
oligonukleotid kozepén dezoxiribonukleotidok taldlhatdak, amelyek RNS-hez
kotddve az RNaz H szubsztratjai lehetnek. A tisztdn modositott nukleinsavakbol

allo oligonukleotidokénal kedvezdbb antiszensz aktivitast, farmakokinetikaju és
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Az antiszensz oligonukleotidok szintéziséhez felhaszndlt modositott

nukleotidok néhany a gyakorlatban is eredményesen hasznalt képviseldje. A
nukleotidok szerkezeti képletében a B a szerves bazist jeloli. (A) Az elsé generdcios
oligonukleotidokat alkoté nukleotid analdégokat a cukorkomponenshez kotddo foszfat

csoport modositasaval

allitottdk elé. (B) A masodik generaciés AON-ok olyan

nukleotidokat tartalmaznak, amelyekben kémiai moddositds a cukorkomponens 2’
oxigénjét érinti. (C) A harmadik generaciés AON-okban a mesterséges nukleotidok
ribozgytrijének a megvaltoztatasa felelds a molekula antiszensz hatdsaért (Kurreck,

2003 alapjan).
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stabilabb oligonukleotidok allithatdak eld ugy is, hogy mixmer (Jepsen és mtsai,
2004) oligonukleotidokat hozunk Iétre, azaz, minden kémialag mddositott
nukleotidot egy természetes nukleotid kovet. Kiméra AON-ok eldallitashoz
napjainkban a masodik és harmadik generacios AON-okat hasznaljak.

A nukleotidok furanézgytirijének mddositdsaval vagy teljes atalakitdsaval
a harmadik generaciés AON-ok allithatoak eld (Kurreck, 2003). A 9. dbra C
részében bemutatott vegyiiletek koziil a peptid nukleinsavakat (PNS-kat), a
locked  nukleinsavakat (LNS-kat) és a  foszforoamidat morfolino
oligonukleotidokat (FMO) terjedtek el leginkdbb AON technikéval foglalkozd
laboratoriumokban.

Az FMO-k szerkezetének érdekessége, hogy a ribozt hatszénatomos
morfolin gyliri helyettesiti, a masik jellegzetes tulajdonsaga pedig az, hogy a
negativ toltésli foszfodiészter hid helyett egy semleges foszforodiamidat hid kot
0ssze a nukleotidokat (Summerton és Weller, 1997). Az FMO-ok szerkezetének
gyakorlati elénye az, hogy a molekula semleges gerince miatt nukleinsav kot
fehérjéknek nem szubsztratjai az FMO-ok, igy a nemkivant vagy nem vart
mellékhatdsok valdszintisége jelentésen csokken. Az FMO-ok felhasznéalasat
egyben korlatozza is ez a tény, hiszen a leghatasosabb antiszensz gatlasert felelds
RNaz H is egy nukleinsav kotd fehérje (Hudziak és mtsai, 2000).

A PNS foszfodiészter-cukor gerincét N-(2’-aminoetil) glicinbdl allo
1smétlodd egységek helyettesitik, amelyekhez metil-karbonil csoport révén
kotédik a szerves bazis (Nielsen és mtsai, 1991). A PNS gerincében az egyes
modositott nukleotidokat peptid kotések kapcsoljak egymashoz. A peptid kotés
révén a PNS-t nemcsak mas PNS molekuldkhoz, de fehérjékhez is konnyen
hozza lehet kotni. A PNS-bol 4ll6 AON-ok stabil duplexet és triplexet képeznek,
nukleinsavakkal, de a tisztdn PNS-bol allo6 AON nem szubsztratja az RNaz H-
nak.

Az LNS ribézgytiriijének 2’ oxigénjét egy metilhid koti 0ssze az 5’
szénatommal (Petersen és mtsai, 2002). Az LNS tartalmi AON-ok kiemelkednek
a tobbi AON koziil, mivel igen nagy affinitassal kétddnek a komplementer
szekvencidkhoz, jol ellenallnak RNazoknak, és nincs akut toxikus mellékhatasuk

(Braasch és mtsai, 2002). Transzfekcios kisérleteinkhez LNS tartalmi AON-okat
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haszndltunk, mivel hatékonysaguknal fogva felveszik a versenyt az RNS
interferencian alapul6 technikékkal (Jepsen és Wengel, 2004).

Az AON-ok nukleinsav szekvencidjuk ¢és az alkalmazott kémiai
modositasok fiiggvényében képesek a centralis dogma majd minden pontjan
kifejteni hatasukat. Az AON-k jovdbeli klinikai felhasznélasa, virusfert6zések és
tumorok kezelése soran, biztatd perspektiva a modszer specificitasa €s a sulyos

mellékhatdsok alacsony valdszinlisége miatt.
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2. Célkituzések:

1. Korédbbi, emldsokon elvégzett kisérletek mar igazoltdk, hogy a Bmall és
Clock gének fontos szerepet jatszanak az AA-NAT aktivitas ¢éjszakai
novekedésében, de kevés adat 4ll rendelkezésre ezen gének
expresszidjanak mintazatarol normal kiils6 megvilagitasi viszonyok kozott
madarakban. Ezért jelen munkdnkban el6szor ezen gének ciklikus
cirkadian aktivitasat vizsgaltuk az eddig leirtakndl precizebb, két
orankénti felbontasban.

2. Kisérleteink tisztazni kivantak tovabba, hogy van-e kiilonbség a cBmall,
cClock ¢s cAa-nat gének expresszidjanak napszaki valtozasdban
ugyanazon 4llat tobozmirigyében ¢és retindjdban a kornyezetével
megegyez06 megvilagitasi viszonyok kozott.

3. Az in vivo vizsgalatok eredményétdl fiiggden in vitro rendszerben
szerettlik volna bizonyitani a cirkadian expresszidt mutatd gének szerepét
a melatonin szintézisében. Ehhez el6szor egy szuperfizids rendszert
fejlesztettiink ki, amelyben az oragének kiiktatdsdval a cAa-nat génnek
mint a melatonin szintézis kulcsenzimének és egyben feltételezett Okg-
nek az expressziojaban ¢és a kovetkezményes melatonin szekrécioban
bekovetkezett valtozasokat vizsgaltuk. Az oragének szerepének kiiktatasat

LNS tartalmu AON-okkal kivantuk elérni.
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3. Modszertan

3.1. Vegyszerek
A kisérleteinkhez sziikséges vegyszereket, hacsak azt masképp nem

jeloltiik, a Sigma-Aldrich Kft.-t6] szereztiik be.

3.2. LNS tartalmu AON-ok

Kétfajta, a cBmall transzlacios start kodonjat is magaba foglald, a cBmall
mRNS 5’-végéhez kozeli fragmentumaval komplementer LNS tartalmit AON-ot
terveztiink, majd szintetizaltattunk a Proligoval (Boulder, CO), amelyek egyike
RNaz H-t indukalé hatastt (LNS/DNS/LNS gapmer), mig a masik a transzlacios
komplex kialakuldsat blokkolja (LNS/DNS mixmer). Kontrollként inverz LNS
tartalmic  AON-okat hasznaltunk. A kisérletek soran felhasznalt AON-k

szekvenciait az 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat. A kisérletek soran felhasznalt LNS tartalmi AON-ok szekvenciai.

Megcélzott mRNS szint gatlasanak Szekvencia
mRNS mechanizmusa 5—-3
szekvencia
cBmall RN4zH-indukcid +T+G+T +CCA TCC TTT GGT CTG
+C+C+A +T
cBmall Transzlacios mechanizmus C+AT +CC+T T+TG +GT+C T+GC
blokkolasa +CA+T
Kontroll RN4zH-indukcio +T+A+C+CGT CTG GTT TCC
TAC+C+T+G+T
Kontroll Transzlacios mechanizmus +TA+CC+GT+CT+GGH+TT+TC+C
blokkoléasa T+AC

A cBmall mRNS-rdl torténd fehérjeszintézis gatlasahoz RNaz H-t indukald gapmer és a
transzlacio térbeli gatldsaért felelés mixmer LNS tartalmiit AON-okat terveztiink. A
szekvencidk 5’—3’ irdnyban vannak megadva. A nukleotidok roviditése: A: adenin, C:
citozin, G: guanin, T: timin. A nukleotid roviditése eldtti ,,+ jel az LNS-va modositott
dezoxiribonukleotidot jeloli.
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3.3. Kiserleti allatok

Harom hetes csirkéket (Gallus domesticus) egy helyi csirkefarmrol
(Reménypuszta) szereztiik be, amelyeket aztan legalabb két hétig, az évszaknak
megfeleld napi 14 oran at vilagosban és 10 oran at sotétben tartottuk (LD 14/10,
ahol a vilagos peridodus ZT 0-t0l ZT 14-ig tartott). In vivo kisérleteink soran a
masodik hét utani elsd napon két drankét 3-3 csirkébdl kivettiik a retinat és a
tobozmirigyet, amelyeket rogton homogenizaltuk jégen tarolt Tri Reagent-ben. A
mintdkat ezt kovetden -70 °C-on taroltuk tovabbi feldolgozasukig.

Az in vitro szuperfuzios kisérletekhez négy allatbol eltavolitott
ideghartyakat vagy tobozmirigyeket hasznaltunk.

Allatkisérleteinket a megfeleld nemzetkozi irdnyelvek figyelembe
vételével végeztiik. (European Communities Council Directive of 24 november

1986 (86/609/EEC)).

3.4. Dinamikus tobozmirigy szovetkultura

«cyey

részletesen leirt szuperfuizios rendszert hasznaltunk néhany modositassal (Rekasi
es mtsai, 1991). Roviden: szuperfuzios oszloponként két tobozmirigyet
emésztettiink 0,75%-o0s [V-es tipusu kollagenazzal 20 percig. Az inkubacids 1d6
lejarta utan az emésztett tobozmirigy szévetet mechanikus diszperzidval
koriilbeliil 5-40 sejtbol all6 fragmensekre bontottuk, majd a szuperfuzids
oszlopba toltottiik, ahol az 0,8 ml Sephadex-G-vel egyidejilileg szedimentalodott.
Szovettenyésztd médiumként 95% levegd ¢€s 5% CO, elegyébol 4llo
gazkeverékkel ekvilibralt és CaCl,-dal (100 mg/L), penicillin G-vel (50mg/L),
gentamicin szulfattal (85mg/L, Sigma), marha szérum albuminnal (0,1 g/L)
kiegészitett OPTI-MEM 1 ,,Reduced Serum Mediumot” hasznaltunk. ZT 6-kor
kezdtiik el 60 perces frakciok gylijtését. A médiumot 0,1 mL/min &tfolyasi
sebességgel pumpaltuk €s a gyljtott frakciokat -20 °C-on taroltuk melatonin

radioimmunessz¢é (RIA) elvégzéséig.
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3.5. Transzfekcio szuperfuzios rendszerben

Huszonnégy oras nyugalmi periddust kovetéen ZT 6-kor 60 percre a
teny€szté médiumot marha szérum albumint és antibiotikumokat nem tartalmazé
OPTI-MEM I-re cseréltiik, majd a tobozmirigy sejteket négy 6rdn at ZT 7 és ZT
10 kozott a gyartd utasitasainak megfeleléen Oligofectamine-nal (Invitrogen)
transzfektaltuk. Minden egyes reakcid 25 mL teljes térfogata 200 nM LNS-t
tartalmaz6 AON-bol, és 75 pL antibiotikumot €s marha szérumot nem tartalmazo
OPTI-MEM I-gyel kiegészitett Oligofectamine-bol allt. Kontrollként a cBmall-
gyvel nem komplementer, inverz LNS-t is tartalmazé AON-ok keverékét és MQ
vizet hasznaltunk. Az oligonukleotidokat €és a transzfekcios reagenseket kiilon-
kiilon higitottuk egyenld térfogatra OPTI-MEM mediummal, 1-1 mL-re
mindegyiket. A négy oOras transzfekciot kovetden, az antibiotikumokat és marha
szérumot nem tartalmazdé OPTI-MEM [ médiumot tovabbi egy Oraig
aramoltattuk a rendszeren at, miel6tt az oszlopokat ismét az antibiotikumokkal és
marha szérummal kiegészitett médiummal perfundéaltuk. A  dinamikus
sejtkultarakat napi LD 14/10 megvildgitasban tartottuk, amikor is a megvilagités
kezdete ZT O-ra esett, €s ezen fényviszonyokat a transzfekcios kisérletek vegéig
nem valtoztattuk meg. Az irradiacié az oszlopok szintjében 20-40 pW/cm®
tartomanyban volt. Az oszlopban talalhatdo sejteket 1 mL TRI Reagent
Czompoly, 2002) a méasodik LD ciklus minden 4. 6rajaban vagy a transzfekcios
kisérlet végén, azaz a negyedik LD ciklus ZT 17. o6rajaban. A lizalt sejteket steril
Eppendorf csovekbe gytjtottiik és -70 °C-on taroltuk teljes RNS tartalmuk
kisérletben ismételtink meg. A transzfekcids reagensek lehetséges nem-
specifikus citotoxikus hatdsat a sériilt sejtek citoszoljabol felszabadulo laktat-
dehidrogendz enzim aktivitdsanak mérésével végeztilkk az e célra kifejlesztett
,Cytotoxicity Detection Kit” (Roche, Mannheim, Németorszag) segitségével a

gyarto utasitasai szerint.
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3.6. mRNS szintek mennyiségi vizsgalata

Diszpergalt pinealocitdk és az in vivo kisérletekbdl szarmazo szdvetek
teljes RNS tartalmat TRI Reagent-tel extrahaltuk, majd azt a ,,GeneAmp RNA
Core Kittel” (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) cDNS-s¢ irtuk at és
amplifikaltuk polimeraz lancreakcioval (PCR). A reverz transzkripcids reakcio
termékének egy 0todét hasznaltuk minden egyes multiplex PCR-on alapuld
analizisben. El6sz6r meghataroztuk azt az optimalis PCR ciklus szdmot minden
primer par esetében, amelynél sajat kisérleti korilményeink kozott linearis
Osszefliggést kapunk az eredeti cDNS mennyisége és az amplifikalt PCR termék
mennyisége kozt. A p-aktin cDNS-re specifikus primereinkkel 557 bazispar
hosszii termékeket amplifikaltunk, amellyel azonos reakcidban a cBmall-re, a
cClockra vagy a cAa-natra specifikus primerekkel 452, 454 illetdleg 455 bazispar
hosszi PCR termékeket szintetizaltunk. A primerek szekvencidjat és a multiplex
PCR-ok soran haszndlt optimdlis ciklusszdmokat a 3. fabldzat mutatja be. A
transzfekcio hatékonysdganak ellendrzésére egy masik cBmall-re specifikus
primer part is hasznaltunk, amely Ggy volt megtervezve, hogy magaba foglalja az
LNS/DNS/LNS gapmer altal aktivalt RNaz H feltételezett hasitasi helyét is (2.
tablazat). Ezzel a cBmall specifikus primerparral 457 bazispar hosszisagia PCR
terméket amplifikaltunk. A multiplex PCR-okat egy ,,GeneAmp PCR System
2400 (Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA) késziilékkel végeztiik el, cDNS, 1x
PCR master mix és a 150 nM gén specifikus primer felhasznalasaval
reakcionként 25 pl teljes térfogatban. A PCR elegyeket 105 masodpercig 95 °C-
on inkubaltuk, amit valtoz6 szamu (3. tabldzat) 15 masodperces 95 °C-os
denaturacidés €s 30 masodperces 60 °C-os ,annealing/extension” lépések
kovettek. A ,,final extension” 1épés 7 percig tartott 72 °C-on. A PCR termékeket
1,5%-0s agar6z gélelektroforézissel valasztottuk el egymastdl, majd ethidium
bromiddal megfestettilk, ¢és ultraviola fényel végzett megvilagitasban
dokumentaltuk. A dokumentalast €s az intenzitasmérést a ,,Kodak Digital Science
Electrophoresis Documentation and Analysis System 120” szoftverrel (Eastmann
Kodak, Rochester, NY, USA) végeztik. Az mRNS szintek valtozdsanak

analizalasdhoz az intenzitdsmérést kovetden ugyanazon multiplex PCR-ban
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képzddott cBmall, cClock vagy cAa-nat PCR termékek ,Net Intensity”

értékeinek a f-aktin PCR temékek ,Net Intensity” értékeire vonatkoztatott

hanyadosat hatdroztuk meg.

3. tablazat. A reverz transzkripcidos PCR-ok sordn felhasznalt primerek szekvencidja.

mRNS  forward primer reverse primer PCR termék  Ciklus
5’—-3 5—-3 hossza (bp)  szam:
in vivo
in vitro
cBmall CTATGTTCTGGAGCA TGACATTCTGCAAGG 30
AGGCG TGTCC 452
35
cBmall ATGGCAGACCAAAG CGTCATCTGACAGA ;
GATGG AAAGC 457
35
cClock TTGATACCAGCCCCA CTGAAGTTTAGTCCA 30
CAC GAAGTTGA 454
35
cAa- GAGGGAAGCCTTCA TCCTGCGCATGAAG 25
nat TCTCCG GCATGG 455
30
f-aktin - GAAGTACCCCATTG  CATTGCCAATGGTGA 24
AACACG TGACC 557
28

A PCR termékek hossza bazisparban (bp) megadva, és az az optimalis ciklus szam,
amelynél a templat cDNS mennyisége és PCR termék mennyisége kozott még linearis
Osszefiiggés all fenn. A ciklusszamok koziil az adott sorban feliil az in vivo kisérletekbol
nyert mintdk RNS szintjeinek meghatarozasahoz hasznalt PCR-ok ciklusszamait, alul az
in vitro kisérletek mintaibol torténé RNS szint meghatdrozasdhoz hasznalt PCR-ok
ciklusszamait tiintettiik fel. A cBmall cDNS-rdl a 452 bazispar hosszusagu terméket
ado primerek az RNaz H feltételezett hasitasi helyét nem foglaljak magukba, a 457
bazispar hosszlisagu terméket ado primerek koziil azonban a forward primer 4téri a start
kodont és az RNaz H feltételezett hasitasi helyét. A szekvencidk 5°—3’ iranyban
vannak megadva. A nukleotidok roviditése: A: adenin, C: citozin, G: guanin, T: timin.
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3.7. Melatonin RIA

A szuperflzid sordn gyiijtott mintdk melatonin tartalmét az intézetiinkben
korabban kifejlesztett melatonin RIA-vel mértiik (minta méret: 200uL) (Rekasi és
mtsai, 1991). Roviden, minden esszécsébe (duplikdtumban végeztiik) 20uL
mintat, az intézetlinkben korabban kifejlesztett ellenanyagot (melatonin-3/6,
7nL/cs6, 1/100000 veégso higitasnal) és 10000 cpm (125 fmol) tracert ([O-metil-
*H]melatonin, Amersham, TRK 298, specifikus aktivitasa: 70-85 Ci/mmol)
tettlink, melyhez a teljes térfogatot 700 pL-re kiegészitve esszé puffert (1g/L
natrium-azid és 1g/L zselatin 0.5 M PBS-ben) adtunk. A standard gorbe
meghatarozasahoz (15 fmol — 4pmol/csd) a jeldletlen melatonin kilenc 1€pésben
torténd 1:2 higitasat végeztiik el harom parhuzamos sorozatban, mely soran a
csovekhez a mintanak megfeleléen 100 pL. médiumot adtunk. Az ¢jszakai 4 °C-
on torténd inkubaciot kovetden, a csovekhez dextrannal bevont szenet adtunk
(0.625 mg/mL dextran és 6.25 mg/mL szén essz¢é pufferben). Alapos 0sszerazas
utan husz perccel a csoveket 20 percen at 3000 x g-vel 4 °C-on centrifugaltuk, és
a feliiluszot attoltottiik szcintillacios livegbe, melyhez 2 mL dioxant, valamint 8
mL szcintillacids koktélt (4.2 g PPO és 42 mg POPOP 1 L toluolban) ontéttiink,
majd a radioaktivitast egy béta sugirzadst méré szdmlaloval (Beckmann, LS-
100C) 10 percig mértik. A szamitdsokat a standard gorbe logit-log

Az esszé szenzitivitasa 80 pmol/L volt, az intra €s interessz¢ koefficiensek

5-6% illetdleg 7-8% kozott voltak.
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4. Eredmények

4.1. A cBmall, cClock és a cAa-nat gének expressziojanak idobeli valtozdsa

csirke ideghartyaban és tobozmirigyben in vivo

Csirke ideghartya és tobozmirigy cBmall, cClock €s a cAa-nat mRNS-ek
szintjét RT-PCR analizissel vizsgaltuk a kisérleti allatok két hétig torténd, kiilsé
megvilagitadsi viszonyoknak (LD14/10) megfeleld tartdsa utdn. A vizsgalt
ideghartydkat és a tobozmirigyeket ugyanazon allatokbol nyertiik (70. dbra).
Mindkét szovetben, mindharom géntermék mutatott tobbé-kevésbé detektalhatod
napi fluktuaciot. cBmall mRNS csucsértéker ZT 8 és ZT 10 kozott voltak a
tobozmirigyben (10. dbra, C és D) illetve az ideghartydban (10. dbra, A és B)
megelézve ezzel a cAa-nat, mindkét szovetben ZT 16-kor jelentkez6 csucsat. A
tobozmirigy cBmall és cAa-nat mRNS-ek koriilbeliil 11-szer illetve 19-szer
nagyobb amplitadoval ciklizaltak, mint ugyanabban az 4allatban a retinalis
megfeleldjik. A cBmall mRNS-ének cirkadidn ritmicitdsa a retindban a
tobozmirigyétdl némileg eltéré idébeni profillal jelentkezett, ugyanis a retinélis
cBmall csucsértékei gyorsabban lecsengtek. A fentiekkel szemben az ideghartya
(10. abra, A és B) és a tobozmirigy (10. abra, C és D) cClock expressziok nem
mutattak kifejezett ciklusos valtozast. MindGssze egy alacsony napi ingadozas
volt észlelheté ZT 8 és ZT 10 kozott, tovabba ZT 16 és 18 kozott jelentkezd
csucsokkal, amely csucsok egybe estek a cBmall illetdleg a cAa-nat csucséaval

mind a tobozmirigyben, mind az ideghartyaban (Toller és mtsai, 2006).
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10. abra. Csirke ideghartya és tobozmirigy cAa-nat, cBmall és cClock mRNS-ek
expresszidjanak iddébeli valtozésa in vivo LD 14/10 megvilagitas mellett. Az allatokat a
kisérlet elott két hétig LD 14/10 fényviszonyok kozott tartottuk. A vildgos periddus
kezdete Zeitgeber id6 (Zeitgber time, ZT) 0, ettdl kezdve két éranként tortént 3-3
allatbol a mintavétel. Csirke (A) ideghartyabdl €s (C) tobozmirigybdl nyert multiplex
RT-PCR termékek szeparacidja agardz gél elektroforézissel. L: 100-bp 1étra. Csirke (B)
retinabdl és (D) tobozmirigybdl szarmazd cAa-nat, cBmall és cClock transzkriptumok
relativ kvantitativ analizise. A vizsgalt mRNS-ek szintjét az adott minta f-aktin mRNS
szintjéhez normalizaltuk minden mintdban. Az adott iddpontokhoz tartozo relativ mRNS
szintek atlagait + SEM hdrom kisérleti allatb6l hatdroztuk meg, harom egymastol
fliggetlen esszében. A ZT 24-hez tartozo6 érték a ZT 0-hoz tartozé eredmény ismételt
bemutatasa. A fekete és fehér csikok a gorbék alatt a sotét illetve a vilagos fazisokat
szimbolizaljak.
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cBmall, cClock és cAa-nat gének expressziojanak idobeli valtozasa in vitro

Csirke tobozmirigy vagy ideghartya szovetet 4 napig LD 14/10
megvilagitdsi viszonyok kozott tartottunk fenn szuperfizids rendszerben. A
Diszpergalt ideghartya sejtek szuperfuzidinak esetében a RIA moddszer
érzékenysége nem bizonyult megfelelonek a melatonin koncentrdcid mérésére.
Tobozmirigy sejtek szuperfiiziéi sordn a melatonin szint napi fluktudcidja
érzékelhetd volt mar az elsd (LD) ciklus alatt, azonban ennek amplitidoja
alacsonyabb volt és fazisa megkesett a késobbi LD ciklusok idején detektalt
csucsokhoz képest. A melatonin szekrécio csticsa a negyedik LD ciklus idejére
1gazodott teljesen a sotét periddushoz. Hogy eredményeink Osszehasonlithatoak
legyenek az in vivo eredményekkel, mindkét szovetbdl a harmadik LD ciklus
utan izoladltunk RNS-t RT-PCR analizisekhez (/1. dbra, A). Retindban és
tobozmirigyben mind a cBmall, mind a cAa-nat mRNS szintek kifejeztett
diurnalis ritmust mutattak (/1. abra, B és C). Mindkét szovetben a cBmall
szintek cstucsértékei koriilbeliil ZT 9-re estek, megeldzve a cAa-nat csucsat ZT
17-kor. A c¢Bmall mRNS szintek amplitddoja 1,7 és 3,4-szeres volt az
ideghartydban illetve a tobozmirigyben, mig a cAa-nat mRNA ritmus
amplitiddja 2,4 €és 4,6-szoros volt. Sem a retindban sem a tobozmirigyben nem
detektaltuk a cClock mRNS ritmikus valtozdsat. Azonban a cClock ciklusos
expresszidjat nem zarhatjuk ki teljesen, mert egy alacsony amplitud6ji mRNS
szint valtozas, koriilbelil 35 % és 44% kimutathato volt ZT 9 korili
csucsertekekkel (Toller és mtsai, 2006).
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11. abra. (A) Disszocialt csirke tobozmirigy melatonin szekrécios profilja. A kisérlet
folyaman a pinealocitdkat négy napig LD 14/10 megvilagitdsban tartottuk fenn a
szuperfuzios rendszerben, ahol Zeitgeber 1d6 (Zeitgeber time, ZT) 0 a vilagos fazis
kezdetének felel meg. A sotét oszlopok a sotét fazist jelolik. Disszocidlt ideghartyabol
hasonl6 kisérletek folyaméan nem sikeriilt detektalhaté mennyiségli melatonint nyerni.
Disszocialt csirke (B) ideghartya sejtek és (C) tobozmirigy sejtek cAa-nat, cBmall és
cClock mRNS expressziojanak idoébeli valtozasa in vitro. Az ideghértya és a
tobozmirigy sejtek teljes RNS tartalméanak extrakcidjara a negyedik LD ciklusban négy
oranként keriilt sor az dbra A részében bemutatotthoz hasonl6 kisérletek soran. A cAa-
nat, cBmall és cClock mRNS szinteket a f-aktin mRNS szintekhez normalizaltuk. A
sOtét és vildgos fazisokat a gorbék alatti sotét €s vilagos csikok jelolik. Hasonld
eredményeket kaptunk két tovabbi kisérlet soran.
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4.3. Csirke tobozmirigy diurnalis cBmall, cAa-nat expressziojanak és melatonin

ritmusanak meghatarozasa transzfekcios kisérletekhez

Ezen kisérletek soran a csirke tobozmirigy szuperfuzidja hasonloképpen
zajlott, mint az in vitro cBmall, cAa-nat, cClock génexpresszidk és melatonin
szekréciot vizsgald kisérletek soran (Id. fent). A melatonin szekrécio
megegyezden a korabbi kisérletekkel alacsonyabb amplitadoval és fazis késéssel
jelentkezett az els¢ LD ciklusban. Az LNS tartalmi AON-ok optimalis beadasi
1dejének meghatarozasdhoz a cBmall és cAa-nat génexpresszidkat a masodik LD
ciklusban ZT 2 és 22 kozott négy oOranként hataroztuk meg (12. dbra, A). A
cBmall ¢és a cAa-nat mRNS szintek - ZT 14-n¢l és ZT 18-nal jelentkezd
csucsértékekkel - kifejezett ritmicitdst mutattak a masodik LD ciklus alatt is. A
ritmusok amplitidoja 14,6-szoros volt a cBmall és 2,9-szeres a cAa-nat esetében
(12. abra, B ¢s C). Ezért a transzfekcids kisérletek soran a cBmall mRNS szintek
csucsértékei eldtt, ZT 7 és ZT 10 kozott transzfektaltuk a pinealocitakat LNS
tartalma AON-kal. A sejteket végezetiil ,,Tri Reagent”-tel lizaltuk, 55 6raval a
kisérlet megkezdése utan a negyedik LD ciklusban ZT 17-kor, amikor is a
megeldzo kisérletekben (Id. fent) mindkét vizsgalt mRNS szintje elég magas volt

(Rekasi és mtsai, 2006).
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12. dbra. cBmall és cAa-nat mRNS-ek expressziojanak meghatarozasa a szuperfuziods
rendszerben a masodik LD ciklus alatt. (A) Disszocialt csirke tobozmirigy sejtek
jellemzd melatonin szekrécids mintdzata a szuperfizidos rendszerben. A kisérlet
folyaman a pinealocitdkat négy napig LD 14/10 megvilagitasban tartottuk fenn a
szuperfuzios rendszerben, ahol Zeitgeber id6 (Zeitgber time, ZT) 0 a vilagos fazis
kezdetének felel meg. A sotét oszlopok a sotét fazist jelolik. A nyilak a sejtek ,, TRI
Reagent”-tel torténd lizisét jelolik kiilonbozd kisérletekben. (B) c¢Bmall és cAa-nat
mRNS-ek reprezentativ RT-PCR analizise a szuperfuzios kisérlet masodik LD ciklusa
alatt ZT2 ¢és ZT22 nyert mintakbdl. L: 100-bp létra. (C) cBmall és cAa-nat mRNS-ek f-
aktinhoz normalizalt szintje a szuperfuzios kisérlet masodik LD ciklusaban. A harmadik
LD ciklus ZT2-hoz tartozé értéke a masodik LD ciklus ZT2 értékének ismételt
abrazolasa. Hasonl6 eredményeket kaptunk két tovabbi kisérletben. A sotét csik az LD
ciklus sotét fazisat jeloli.
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4.4. Disszocialt csirke tobozmirigy melatonin szekrécioja cBmall ellen tervezett

LNS tartalmu AON-kal tortént transzfekcio utan

Csirke pinealocitakat a masodik LD ciklusban ZT 7 és ZT 10 kozott
transzfektaltuk RN4z H-t aktivaldé (LNS/DNS/LNS gapmer) vagy a transzlacios
mechanizmust blokkol6 (LNS/DNS mixmer) AON-okkal (13. dbra). Az LNS
tartalmi AON-ok gatldo hatdsa csak a harmadik LD ciklus sotét fazisaban
jelentkezett, ekkor mind az LNS/DNS/LNS gapmer, mind az LNS/DNS mixmer
majdnem teljesen megsziintette a melatonin szekrécidt. Ez a szignifikans gatld
hatds egészen a kisérletek végéig megmaradt, a negyedik LD ciklus ZT 17.
kopmlementer szekvencidkat tartalmazo inverz LNS-nek, vagy az oldoszerként
hasznalt MQ viznek csak elhanyagolhat6 hatasa volt (Rekasi és mtsai, 2006, 13.
abra, C és D). A szuperfuzios kisérletek soran gytijtott frakciokbol késziilt laktat-
dehidrogendz (LDH) aktivitast mérd tesztek a kisérletek els6 20 6rdja utan mar

nem utaltak jelentds sejtpusztulasra (14. abra).

4.5. Disszocialt csirke tobozmirigy cBmall és cAa-nat expresszioja cBmall ellen

tervezett LNS tartalmu AON-kal tortént transzfekcio utan

Mind az LNS/DNS/LNS gapmer, mind az LNS/DNS mixmer jelentésen
csokkentette a cAa-nat gén expresszidjat 70 % illetve 80 %-kal, mig a kontroll
LNS vagy a MQ viz hatastalannak bizonyult (15. abra). A cBmall-re tervezett
LNS tartalmi AON-ok cBmall mRNS szintekre kifejtett hatasat olyan RT-PCR-
ral vizsgaltuk, amelyben a forward és a reverse primerek kozrelfogtak az RNaz H
feltételezett hasitasi helyét is. A cBmall mRNS szintet csak az LNS/DNS/LNS
gapmerrel torténd transzfekcid csokkentette 44%-kal, mig az LNS/DNS
mixmernek vagy a kontroll LNS-nek nem volt szignifikans hatisa (Rekasi és

mtsai, 2006, 15. dbra).
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13. abra. cBmall ellen tervezett LNS tartalmii AON hatasa disszocialt csirke tobozmirigy sejteken. A pinealocitdkat négy napon at tartottuk fenn a szuperfuzios
rendszerben LD 14/10 megvilagitasban, ahol Zeitgeber id6 (Zeitgeber time, ZT) 0 a vilagos fazis kezdete. A so6tét oszlopok a sotét fazist jelolik. A sejteken
ataramlo mediumot a masodik LD ciklusban ZT6 és ZT11 kozott BSA ¢€s antibiotikumok nélkiili OPTI-MEM I-re cseréltiik (O). A sejteket a masodik LD
ciklusban ZT7 és ZT10 kozott 200 nM LNS tartalmu AON-kal aramoltattuk at. Az LNS tartalmia AON-ok ugy voltak megtervezve, hogy a (A) transzlaciot
gatoljak (LNS/DNS mixmer), vagy (B) RNaz H-t indukaljanak (LNS/DNS/LNS gapmer). A kontroll kisérletekben vagy (C) cBmall-gyel nem-komplementer
inverz LNS tartalmu AON-t (Kontroll LNS), vagy (D) MQ vizet hasznaltunk. Teljes RNS izolalasara a negyedik LD ciklusban a nyillal jelzett idopontban ,,TRI
Reagent” felhasznalasaval kertilt sor.
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14. abra. A szuperfuzioés kisérletek soran a transzfekcios reagensek lehetséges nem-
specifikus citotoxikus hatasat a sériilt sejtek citoszoljabol felszabaduld laktat-
dehidrogendz enzim aktivitasanak mérésével végeztik. Az abra két reprezentativ
szuperfuzios kisérletet mutat be, melyek soran vagy az LNS/DNS mixmerrel (A) vagy
az LNS/DNS/LNS gapmerrel (B) inkubaltunk tobozmirigy sejteket. A mintak
abszorbancidjat 492 nm-en mértiik, a referencia hullamhossz 620 nm volt.
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15. dbra. A cBmall ellen tervezett LNS tartalmiit AON-k hatisa disszocidlt csirke
tobozmirigy sejtek cAa-nat és cBmall mRNS szintjeire. A tobozmirigy sejteket négy
napon at tartottuk fenn a szuperfuzios rendszerben LD 14/10 megvilagitasban (ahol ZT
0 a vilagos fazis kezdete). A sejteket a masodik LD ciklusban ZT7 és ZT10 kozott 200
nM LNS tartalmi AON-kal inkubaltuk, majd a negyedik LD ciklusban ZT17-kor, 55
oraval a transzfekcio utdn a sejteket TRI Reagent-tel lizaltuk. Az LNS tartalmu AON-ok
ugy voltak megtervezve, hogy a transzlaciot gatoljak (LNS/DNS mixmer), vagy RNaz
H-t indukaljanak (LNS/DNS/LNS gapmer). A kontroll kisérletekben cBmall-gyel nem-
komplementer inverz LNS tartalmu AON-t vagy MQ vizet hasznaltunk mintabeadéskor.
(A és C) cAa-nat és cBmall mRNS-ek reprezentativ RT-PCR analizise. L: 100-bp 1étra.
(B és D) Csirke tobozmirigy sejtek cAa-nat és cBmall p-aktinhoz normalizalt mRNS
szintjei. Hasonl6 eredményeket kaptunk két tovabbi kisérletben.
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5. Az eredmények megvitatasa

5.1. Csirke tobozmirigy és ideghartya cBmall, cClock és cAa-nat mRNS
expresszioja in vivo

A cirkadian  ritmussal  1smétlodé  életjelenségeket  szabalyozé
mechanizmusok bioldgiai hatterét vizsgalva a kutatoknak azt a kérdést kellett
eldszor tisztazni, hogy azon anyagok koziil, amelyek intracelluldris szintje
napszaki valtozasokat mutat, melyek azok, amelyek valoban egy belsd ora részei,
¢s melyek azok a jelatviteli molekulak, amelyek szintje csak azért mutat napszaki
ingadozast, mert kozvetve, vagy kozvetlen az 6ra szabalyozdsa alatt allnak. Az
elso lehetséges jeldltek kozott olyan altalanos jelatviteli anyagok szerepe meriilt
fel, mint a cAMP, a cGMP, vagy a kalcium, a jelenleg elfogadott modell szerint
egy transzkripcios-transzlacids visszacsatolasi kor képezi a biologiai 6ra alapjat.
A legegyszerlibb modellek szerint egy vagy két transzkripcids faktorként miik6do
fehérje serkenti tovabbi egy vagy két transzkripcids faktor szintezisét, amelyek
viszont a pozitiv szabaly6zo faktorokat gatoljak. Ez az elv altalanosnak latszik az
¢ldvilagban.

Jelen munkdnk sordn a madarak biologiai Ordjanak magjat alkotd
mechanizmusra fokuszaltunk. A madarak retindja és a tobozmirigye cirkadian
rendszerként mikodik nemcsak in vivo, de in vitro is, igy kivalo kisérleti
modellek a cirkadian oszcilldtor tanulményozasahoz. A madarak cirkadian
oszcillatora nagyon hasonl6 az emlés 6ra mogott allé6 mechanizmusokhoz, ezért a
madar modelleken végzett vizsgalatok informacioval szolgdlhatnak az emlds
orarol is.

A biologiai orak pozitiv szabalyozo elemeként miikodd transzkripcids
faktorok koziil a cBmall és a cClock gének expresszidjat vizsgaltuk.
Vizsgaltainkat kiterjesztettiik tovabba arra is, hogy ezen gének expresszidjaban
bealld valtozasok mennyiben befolydsoljak a cAa-nat mRNS szinteket és a
cirkadidn rendszer kimenetének szamitd6 melatonin napi szekréciojat.
Amennyiben az oragének expresszidjanak valtozasait kovetik a cAa-nat mRNS

szintekben bedlld valtozasok, Ggy a cda-nat egy Okg lehet és a melatonin
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all.

Madarak cirkadian rendszerének elsddleges oszcillatorai az ideghartya, az
SCN ¢és a tobozmirigy. Technikailag konnyebb elérhetdségiik €s keésdbbi in vitro
vizsgalatok soran torténd problémamentes felhasznalhatosdguk miatt, a fent leirt
vizsgalatok sordn a retindban €és a tobozmirigyben milkddd oszcillatorokra
fokuszaltunk. Eredményeink igazoltdk, hogy a belsé ora pozitiv regulator elemei
kozil a cBmall mRNS szintézise mind a retinaban, mind a tobozmirigyben
jelentés napi ingadozast mutat (Toller és mtsai, 2006, 13. és 15. dabrak). Sajat
kutatasainkkal parhuzamosan mas kutaték is hasonld eredményekre jutottak, a
cBmall génexpresszidjanak valtozasat kiilonboz6 modszerekkel nyomonkovetve.
Az mRNS szintek napszaki kiilonbségének konkrét értékeit figyelembe véve,
azonban jelentds eltérés mutatkozik az egyes kutatocsoportok kozott, ami az
ideghartya esetében 2-10x tartomanyba (Bailey és mtsai, 2004; Chong és mtsai,
2003), a tobozmirigy esetében pedig 2-40x tartomanyba esik (Bailey és mtsai,
2003; Chong és mtsai, 2003; Yasuo és mtsai, 2003). Ennek magyardzata
feltehetdleg az egyes kutatocsoportok altal hasznalt eltérd metodikdkban rejlik,
ami a reverz transzkripciés PCR-t, a Northern-blotot és a microarray technikakat
is feloleli. Az egyes laborok eredményei azonban, beleértve sajat
megfigyeléseinket is (13. és 15. abrdk), megegyeznek abban, hogy a cBmall
mRNS szintek napi ritmusdanak amplitidoéja 1ényegesen alacsonyabb az
ideghartydban. Nemcsak a ritmus amplituddja, de a cBmall gén kifejez6désének
napi mintdzata is kissé eltérd volt a tobozmirigyben és az ideghartyaban. Az
ideghartya cBmall expressziojanak mértéke ellentétben a tobozmirigyben
tapasztalt expresszios mintazattal lassabb emelkedést mutatott a reggeli orakban,
amelyet csucs elérése utan egy gyors mRNS szint csokkenés kovetett (10 .dbra).
A cBmall gén expresszios mintdzataban erre a kiilonbségre, a rendelkezésiinkre
allo irodalmi adatok alapjan mas még nem mutatott ra, talan azért mert két
orankénti felbontdsban masok még nem vizsgaltak a tobozmirigy és az ideghartya
cBmall génexpressziojat. Az ideghartya orajanak ritmusa ellentétben a kézponti
idegrendszeren kiviil elhelyezkedd masodlagos oszcilldtorok ritmusaval, nem

mutat fazis eltolédast a tobozmirigyben taldlhatd ritmushoz képest (Chong és
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mtsai, 2003, Toller és mtsai 2006). A tobozmirigy ¢és az ideghartya
megkdzelitdleg cBmall expresszidjanak kozos nadirja €és zenitje kozvetve utal
arra, hogy ezek a szervek egy koz0s cirkadidn rendszer részeként vesznek részt a
madarak ritmus életjelenségeinek szabalyozasaban.

A cBmall génexpresszigjaval ellentétben cClock nem mutatott
szignifikans napszaki ingadozast. Szintézise ennek ellenére nem volt teljesen
egyenletes a nap folyaman: mind a retindban, mind a tobozmirigyben
megfigyelhetd volt két kisebb csucs, amelyek a cBmall és a cAa-nat expressziok
maximumaival estek egybe (Toller és mtsai, 2006). Ezek a csicsok ugyan nem
emelkedtek ki szignifikdnsan a tobbi érték koziil, érdemes megemliteni, hogy mas
szerzOk 1s prezentalnak hasonld napi ingadozast mutatd expresszids mintazatot a
cClock mRNS-ének esetében mind az ideghdrtya (Larkin és mtsai, 1999), mind
tobozmirigy sejtekbdl késziilt sejtkultirdban (Okano és mtsai, 2001). Azon
idépontok, amikor az emelkedettebb cClock mRNS szintek jelentkeznek,
megegyeznek a sajat vizsgalataink soran kapott ZT 8-10 ¢és ZT 16-18
1dépontokkal. Hasonl6 cClock-ra vonatkoz6 eredményeket kaptak Bailey és mtsai
(2004) is az ideghartya esetében, de a tobozmirigyben ZT 14-re esé egyértelmii
cClock mRNS csucsot irtak le (Bailey és mtsai, 2003). Mivel a cCLOCK a
cBMALI1-gyel alkot heterodimért és szabalyozza az ora negativ elemeit tovabba
az Okg-cket is, ezért nem meglepd, hogy a két gén expresszidjanak csucsai egybe
esnek. Az, hogy a cAa-nat génrdl torténd expresszid csucsa egybe esik a cClock
masodik, kisebb cstcsaval, felveti annak lehetdségét, hogy a két gén
kifejezOdését egymassal Osszefiiggd - hacsak nem azonos — mechanizmusok
szabalyozzak, mint példaul egy kozos enhancer elem a gének promoter régidiban,
bar ennek bizonyitasa tovabbi kisérleteket kivan.

A cAa-nat gén ritmikus expresszidja a a cBmall-ével 0sszemérhetd
amplitadoja cAa-nat mRNS fluktuaciét mutatott a tobozmirigyben, mig az
ideghartydban a cAa-nat mRNS a cBmall-hez képest alacsonyabb szinteken
maradt (Toller és mtsai, 2006, 13. és 15. abrdk). Az ideghartydban a cAa-nat
cBmall-hez viszonyitott kisebb amplitiddju napszaki valtozasa megfelel az
ideghartya, mas kutatok altal is kimutatott alacsonyabb melatonin tartalmaval és a

retindlis melatonin szintek alacsonyabb amplitidoji valtozasaval (Zawilska és
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mtsai, 2006). S6t, az in vivo vizsgalataink sordn hasznalthoz nagyon hasonlo
kisérleti elrendezéssel Zawilska és mtsai (2006) igazoltak, hogy az cAA-NAT
enzimaktivitdsa mind az ideghartyaban, mind a tobozmirigyben az altalunk cAa-
nat mRNS szintekhez hasonlé napszaki ingadozast mutat. Ezen megfigyelés
igazolni latszik azt a feltételezést, hogy a cAa-nat mRNS szintekben tapasztalt
valtozasok egyiitt jarnak a cAA-NAT protein napszaki szintjeinek valtozésaival,
legaldbbis a kornyezetével megegyezd megvilagitasi viszonyok kozott. Csirkében
a tobozmirigy adja a vér melatonin szintjének jelentds részét (Cogburn és mtsai,
1987), igy ez a tény magyardzna a jelentdsebb napi ingadozas a tobozmirigyben.
Az ideghartyaban termelt melatonin szerepe sem elhanyagolhatd: kimutatott,
hogy a retinaban parakrin Gton szdmos metabolikus miikodést befolyasol (luvone
és mtsai, 2005). A cAa-nat mRNS szintek cstcsat igy a tobozmirigyben, mint az
1deghartydban megeldzte a cBmall gén kifejezddésének cstucsa. A hat-nyolc 6ra
id6tartam cBmall és a cAa-nat csicsai kozott elegendd lehet a cBMALI1 fehérje
szintézisére, posztranszlacids modositasara és nuklearis transzportjara. A cAa-nat
gén promotere tartalmaz olyan E-box elemeket, amelyekhez a bHLH doméneket
tartalmaz6 fehérj¢k (Chong és mtsai, 2000), mint a cBMALI1 protein,
kotodhetnek. Eredményeink alapjan valosziniisithetd, hogy a cBMALI részt vesz
a cAa-nat génrdl torténd atiras szabalyozasaban és ezért végeztiik a transzfekcios

kisérleteket a cBmall mRNS kiiktatasara.

5.2. Diszpergalt ideghdrtya és tobozmirigy sejtek ritmikus melatonin termelése és

cBmall, cClock és cAa-nat mRNS szintjeinek napi ritmusa

Az mar korabban is ismert volt, hogy dinamikus tal¢ld tenyészetben, azaz
befolyasoljak a kornyezet fényviszonyai (Csernus és mtsai, 2005; Robertson és
Takahashi, 1988a; Robertson és Takahashi, 1988b), és tobb kutatdcsoport
vizsgélta mar azt is, hogy bioldgiailag aktiv anyagok, hogyan befolyasoljak
diszpergalt tobozmirigy sejtek melatonin elvalasztasat (Faluhelyi és mtsai, 2006,

Puy és mtsai, 1996, Rekasi és mtsai, 1991; Simonneaux és mtsai, 1990). Kevés
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szuperfuzids kisérlet iranyult kozvetleniil azonban az dragének expresszidjanak
vizsgalatara (Rekasi és mtsai, 2006, Toller és mtsai, 2000).

In vitro vizsgélataink sordn elszor azt hataroztuk meg, hogyan valtozik
meg a szuperfuzids rendszerben fenntartott ideghartya és a tobozmirigy
metabolizmusa, melatonin szekrécidja, vagy a cClock, cBmall és cAa-nat gének
expresszidja.

Diszpergalt ideghartya és tobozmirigy szoveteket négy LD cikluson &t
fenntartva, azok LDH szekrécidja az els@ sotét fazis utdn mar nem valtozott
jelentésen, utalva arra, hogy a taléld sejtek alkalmazkodtak az in vitro
koriilményekhez és a tovabbiakban mar stabil anyagcserét tartanak fenn (Rekasi
és mtsai, 2006). A sejtek in vitro korilmények kozott megvaltozott
metabolizmusdnak lehet a kovetkezménye a ritmikus melatonin szekrécid
faziseltolodasa is (Id. alabb). Mivel a sejtek metabolizmusa csak a mésodik
vildgos fazistél normalizalodott, ezért az RT-PCR analizisek szamara, csak
masodik LD ciklus kezdete utan gy(ijtottiink mintakat.

A melatonin szekrécid valtozasait csak a tobozmirigyben tudtuk kovetni,
az ideghartya 4ltal a szuperfuzios rendszerben termelt melatonin mennyiségének
detektalasahoz az altalunk hasznalt RIA valdszinlileg nem volt elég érzékeny.
Steele €s munkatarsainak (2006) legfrissebb eredményei mutattak ré arra, hogy
az altalunk hasznalt szuperfiizidés rendszerhez hasonlo flow-through rendszerben
fenntartott madar ideghartya szovet robosztus ¢és ritmikus melatonin
kiegésziteni. Sajnos ez az informdacid kisérleteink elvégzése idején még nem allt
rendelkezéslinkre, de remélhetdleg a jovoében a szovetkultirds médium
szerotoninnal torténd kiegészitése olyan mértékben fokozza majd az ideghartya
tobozmirigy melatonin szekrécidja csak meérsékelt emelkedést mutatott az elsd
LD ciklus végén jelentds fazis eltolodassal a kovetkezd vilagos fazis irdnyaba. Az
innervacidjatol megfosztott csirke tobozmirigy sejtek ritmikus in vitro melatonin
szintézise arra utal, hogy a madar pinealocitdkban miikodik egy belsé ora. A
kovetkezo LD ciklusban mind a melatonin szekrécié mértéke, mind a fazisa

rendezddott, ami 1doben egyezik az LDH szekrécios értékek normalizalodasaval
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kornyezet LD ciklusaival torténd szinkronizdcidja utal arra, hogy a madarak
tobozmirigye fényérzékeny receptorokat is tartalmaz a belsd 6ra mellett.

Az elsO, tuléld, egész tobozmirigyeket vizsgald kisérletek is ramutattak
mar arra, hogy a diszpergalt szovetdarabkakat hasznalo szervkultrak melatonin
szekrécios mintazata kiilonbozik a tGleéld tobozmirigy altal mutatott melatonin
szekréciotol (Deguchi, 1979). Figyelembe véve azonban, hogy a kisérleteink
soran késébb hasznalt transzfekcio sikeresebb lehet, ha szovetdarabkak vagy
egész szervek helyett sejteket transzfektalunk, mindenképpen célszeriinek latszott
diszpergalt sejteket hasznalni. Azon publikéaciok (Mess és mtsai, 1996, Robertson
és Takahashi, 1988a; Robertson és Takahashi, 1988b), amelyek szintén
nem emlitenek hasonlo jelenséget, igaz ezen vizsgalatok soran a kutatok, az
eltavolitott tobozmirigybdl elébb primér szévetkultirat nyertek és csak par nap
tenyésztés utan helyezték at a tobozmirigy sejteket egy dinamikus, flow-through
rendszerbe. Ezen adatok alapjan feltételezhetjiik, hogy az els6 LD ciklusban
megfigyelt az in vivo és a tovabbi LD ciklusok in vitro adatoktol eltérd melatonin
szekréci0, azon, valdszinli mechanikai trauma eredménye, amelyet a szervek in
vitro koriimények kozé helyezése okozott, és amit a sejtekbdl felszabaduld
nagyobb mennyiségli LDH is indikalt (1d. fentebb).

Mivel arra vonatkozoélag, hogy madar tobozmirigyben vagy ideghartyaban
az oOragének ¢és az Aa-nat mRNS szintjei hogyan valtoznak egy in vitro
rendszerben, legyen az akar statikus, akar dinamikus, kevés irodalmi adat all
rendelkezésre (Bernard és mtsai, 1997a; Okano és mtsai, 2001), ezért ezen gének
expresszi0s mintdzatat is megvizsgaltuk a szuperfizids kisérletek végén a
negyedik LD ciklusban négy o6rankénti felbontasban. A tobozmirigyben kapott
eredményeink jo atfedést mutattak az in vivo kisérletek soran mért adatokkal. A
retindban azonban az in vivo kisérletektol eltéroen, a cAa-nat mRNS szintek
valtozasanak amplitidoja meghaladta a cBmall-ét (Toller és mtsai, 2006).
Figyelemre méltd, hogy retindbol az in vitro kisérletek folyaman nem tortént

mérheté melatonin elvalasztds, de ugyanakkor a melatonin szintézisért felelOs
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enzim mRNS-ének ritmusa nagyobb amplitudoval jelentkezett in vitro mint in

Vivo.

5.3. A cBmall mRNS-rol torténé transzlacio gatlasanak hatasa csirke

7.

Mind az in vivo és az in vitro kisérleteink eredménye arra utal, hogy a
cBmall mRNS szintek napszaki ritmusa szerepet jatszhat a cAa-nat gén
expresszidjanak valtozasaban, mivel kifejezett cirkadian ritmicitdst csak a
cBmall mRNS esetében figyeltiink meg (Toller és mtsai, 2006). Amennyiben a
cBmall mRNS szintek napi ritmusat kovetik a cBMALI fehérje szintjei, Gigy a
cBmall mRNS-rél torténd transzlacio gatlasa, a cBMALI1 altal regulalt
folyamatokat is érinteni fogja. Tovabbi kisérleteinkben igy azt vizsgaltuk, hogy
milyen hatdssal van a tobozmirigy cAa-nat gén expressziodjara €s a melatonin
szekrécidjara, ha LNS tartalmi AON-okkal célzottan gatoljuk a cBMALTI fehérje
szintézisét a transzlacid szintjén. A cBMALI1 fehérjét specifikusan felismerd
antitest nem all rendelkezésre, ezért a ¢cBmall mRNS kiiktatasat RT-PCR-ral
ellendriztiik.

Egy adott, vizsgédlni kivant mRNS-r6l torténd fehérje szintézisének
gatlasara, specifikus és olcs6 modszer az AON-ok hasznélatan alapulo technika.
Az AON-oknak széles repertoarja all a kutatok rendelkezésére. A LNS-t
tartalmaz6 AON-ok jellemzdje, hogy a tobbi harmadik generdcios AON-hoz
képest igen nagy affinitdssal koétddnek a komplementer szekvencidkhoz, jol
ellenallnak RNazoknak, és nincs toxikus mellékhatasuk. Tovabba az LNS
tartalmit AON-okkal végzett antiszensz technika hatékonysagban felveszi a
versenyt az RNS interferenciaval (Jepsen és Wengel, 2004). Az LNS-t
természetes nukleotidokkal kombindlva gapmer (LNS/DNS/LNS) €és mixmer
(LNS/DNS) LNS tartalmi AON-ok allithatdak eld (Braasch és mtsai, 2001). Az
AON-ok gatld hatdsanak mértéke a megcélzott nukleinsav szekvencia fiiggvénye
1s. Amennyiben az LNS tartalmi AON-ok gapmer szerkezetiiek, azaz két rovid
LNS farokkal rendelkeznek, mig kozépen legaldbb hét dezoxinukleotidot

tartalmaznak RN4z H aktivaciot idéznek eld a sejteken beliil (Jepsen és Wengel,
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2004, Jepsen és mtsai, 2004). Ezzel szemben a felvaltva LNS/DNS-t tartalmazo
mixmerek a transzlacio gatlasara alkalmasak azaltal, hogy a target mRNS-hez
kapcsolodva interferdlnak a riboszoma kotddéssel vagy az elongacidval (Jepsen
és Wengel, 2004; Jepsen és mtsai, 2004). Igéretes eredményekkel kecsegtet az
LNS tartalma oligonukleotidok felhaszndldsa az RNS interferencian alapuld
technikak szamara is (Elmen és mtsai, 2005). Ismeretes, hogy a transzlacios start
kodon szekvenciahoz kotédd AON-ok igen effektiven gatoljdk a transzlaciot
(Braasch és mtsai, 2002, Doyle és mtsai, 2001, Wahlstedt és mtsai, 2000).

A szuperfuzids kisérletekben ezért LNS tartalmi AON-kal perfundaltuk a
tobozmirigy sejteket a masodik LD ciklus vilagos fazisaban, igy két tovabbi LD
cikluson at tudtuk még megfigyelni a cBmall gatlasa altal okozott valtozasokat.
Az elézetes vizsgalataink soran a szuperfiizids rendszerbdl izolalt mRNS szintek
meghatdrozasa igazolta, hogy a masodik LD ciklus soran a cBmall és a cAa-nat
expresszidja hasonldo a negyedik LD ciklusban mért értékekhez, igy
feltételezhettiik, hogy a cBmall ¢és cAa-nat mRNS-ek valtozatlan ritmussal
ciklizdlnak a masodik és negyedik LD ciklus kozott (Rekasi és mtsai, 2006). Ezen
tapasztalataink alapjdn az LNS tartalmi AON-ok adasat igyekeztiink ugy
1doziteni, hogy a beadas kiss¢ megeldzze és atfedje a masodik LD ciklusban a
legmagasabb cBmall mRNS szintet (vé. 11. és 12. abrakat).

A szuperfuzios kisérletek masodik LD ciklusanak vilagos fazisaban adott
cBmall ellen tervezett LNS tartalmi AON-ok masodik LD ciklust kdvetden
hatékonyan gatoltdk a tobozmirigy sejtek melatonin szintézisét a szuperfizios
kisérlet végeéig (Rekasi és mtsai, 2006). Mivel az LNS tartalmit AON-ok beadasa
a cBmall szinteknek csak a csucsat fedte le, de az azt megel6z6 emelkedd fazist
nem, ezért a még emelkedettebb cBmall mRNS koncentracié annyi cBMAL1
fehérje szintézisére még elegendd lehetett, hogy az a cAa-nat szintézisét
indukalja és a masodik LD ciklus sotét fazisdban még lathatd melatonin csucsot
okozza. Az LNS/DNS mixmer oligonukleotidok hatasa elméletileg reverzibilis,
am hasonléan az LNS/DNS/LNS gapmerhez a melatonin szintek mindkét LNS
tartalmi AON addsa utan a harmadik LD ciklus vildgos fazisanak kozepétdl a
kisérlet végéig, az Aaltalunk vizsgalt mintegy harminc Ordn &t alacsonyak

maradtak. Hasonlo LNS tartalmit AON-k fél¢letideje human szérumban elérheti
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akar 28 orat is (Kurreck és mtsai, 2002). Bar az LNS tartalmiit AON-jaink
féléletideje rovidebb szérumban, mint a kisérletek soran megfigyelt gatlas
id6tartama, eredményeink arra utalnak, hogy szovetkultirds szérummentes
médiumban az LNS tartalmi AON-ok fél¢letideje akar 58 oranal is hosszabb
lehet.

Az LNS tartalmi AON-ok gatl6 hatasat a szuperfuiziok végeén a diszpergalt
tobozmirigy sejtekbdl izolalt mRNS szintek mérésével igazoltuk. A
szemikvantitativ relativ  RT-PCR-okbol kapott adataink aldtdmasztottak, hogy
mind az LNS/DNS mixmer, mind az LNS/DNS/LNS gapmer AON-k jelentdsen
csOkkentették az ideghdrtya és a tobozmirigy cAa-nat mRNS szintjét, amely
igazoltan a szuperflzids eludtum melatonin szintjének csokkenéséhez vezetett. A
szuperfuzids kisérletek végén nyert mintdkban csak akkor taldltunk csokkent
cBmall mRNS szinteket, ha az LNS/DNS/LNS gapmer AON-t hasznaltuk
(Rekasi és mtsai, 2006). Szemben az LNS/DNS mixmerekkel ez a szekvencia
elrendezés képes olyan mRNS-AON duplexet képezni, amely mRNS
komponensét az RNaz H enzim hasitja. Mivel a cBmall forward primer
szekvencigja az RNaz H feltételezett hasitdsi helyét is magaba foglalta,
logikusnak tiinik, hogy csak az RNaz H aktivitast indukalo LNS/DNS/LNS
gapmer volt képes csokkenteni a ¢Bmall mRNS szintjét, mig a transzlacios
masinériat blokkol6 LNS/DNS mixmer hatastalan volt az mRNS szintre (2. és 3.
tablazatok). Az LNS tartalmu inverz AON illetve az MQ viz nem volt hatassal a
melatonin szekrécidra sem pedig a vizsgalt mRNS expresszidjara, ami arra utal,
hogy a transzfektdlo reakcid reagenseinek (mint példaul az Oligofectamin)
esetleges nem specifikus hatasa nem vett részt a melatonin szekrécid és az mRNS
szintek jelentds csOkkenésében. Mindezt alatdmasztja a negativ eredményt hozo
LDH teszt is, amelyet a sejtek sériilésének és pusztuldsanak kimutatisara
alkalmaztunk (/4. dbra). Ehhez hozzajarult, hogy a transzfektdldé reagensek
maradék része szuperfizids rendszerlinkbdl feltehetdéen eltavolithatd volt a
folyamatosan atdramlé médium segitségével.

In vitro kisérleteink soran nyert eredményeink igazoljdk, hogy a
diszpergalt tobozmirigy sejtek cBmall mRNS-ének kiiktatdsa a cAa-nat mRNS

szintek tartds csokkenését okozza. Ez azt latszik igazolni, hogy a cAa-nat gén
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expresszidja a cBmall szabalyozasa alatt all. Ezt a feltételezést erdsitik meg azok
a hibrid rendszerekkel kapott eredmények, melyek soran a cBMALI és cCLOCK
fehérjék ko-expresszidja COS-7 fibroblaszt sejtekben serkentette olyan reporter
mtsai, 2000). Az altalunk haszndlt in vitro kisérleti rendszer elénye a ko-
transzfekcios kisérletekkel szemben az, hogy a cBmall ¢€s cAa-nat gének
egymasrahatasat kozvetleniil a tobozmirigy sejtekben vizsgalja. A bioldgiai ora és
a melatonin szintézis kozotti kapcsolatot eddig mas kutatok a rendelkezésiinkre
allo irodalmi adatok alapjan még nem vizsgaltak.

Arra vonatkozolag, hogy diszpergalt ideghartya d6ramechanizmusénak
LNS tartalmi AON-kal torténd gatlasa milyen hatassal van a sejtek melatonin
termelésére jelen vizsgdlatainkban az alacsony melatonin szintek miatt nem
sikertilt adatot gylijteniink, ezért a probléma megoldasadig varunk az
ideghartydban a cBmall gatlasat célzo kisérleteinkkel. Az alacsonyabb retinalis
melatonin koncentracidok problémdajanak megoldasa a jovOben lehetséges, ha a

szovetkultiras médiumot szerotoninnal egészitjiik ki (1d. fent).

Eredményeink a rendelkezéstinkre all6 irodalmi adatokkal egytitt arra utalnak,

hogy a madarak bels6 biologiai oOrdjat alkotd transzkripcios-transzlacios

visszacsatolasi kor pozitiv szabalyoz6 alkotoeleme az, ami a tobozmirigy melatonin

crcr

kozvetett uton befolyasolja. Az LNS tartalmiit AON-ok toxikus hatdsara utalo jelet a

szuperfizids rendszerben végzett transzfekcid soran nem tapasztaltunk. A

szuperfuzios rendszerben torténd transzfekcid igy alkalmas lehet mas endokrin

szovetek vizsgalatara is.
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6. Az eredmények osszefoglalasa:

1. Kisérleteink igazoltdk, 6sszhangban mas kutatok irodalmi adataival, hogy a
csirke tobozmirigyben €s retindban mind in vitro és in vivo a cBmall €s cAa-nat
gének expresszioja napszaki ritmussal valtozik a kiilsé kornyezetének megfeleld
megvilagitasi viszonyok kozott. A cBmall mRNS szintek napi maximuma a
kornyezetének megfeleld megvilagitasi viszonyok kozt megeldzi a cAa-nat
mRNS szintek napi csucsat. A cClock mRNS szintek jelentds diurnélis ritmust
nem mutattak.

2. Vizsgalataink igazoltdk, hogy a tobozmirigy és az ideghartya esetében a
cBmall mRNS szintek zenitje €s nadirja a két szervben megkozelitdleg egy
id6pontra esik. A legmagasabb ¢€s a legalacsonyabb c4a-nat mRNS szintek ideje
szintén megegyeznek a tobozmirigyben ¢€s az ideghartyaban.

3. Csirke tobozmirigy sejtek a szuperfuzidos rendszerben megtartjdk azon
képességiiket, hogy napi ritmussal szekretdlnak melatonint, ami arra utal, hogy a
csirke tobozmirigy melatonin termelését egy endogén oszcillator tartja fenn a
szerv denervacidja utdn is. A ritmikus melatonin szekréci6 hatterében feltehetdleg
a cBmall és cAa-nat mRNS-ek szintén megtartott ritmikus expresszidja all. A
génexpressziok dinamikdja arra utal, hogy a cBmall mRNS szerepet jatszhat a
cAa-nat expressziojaban.

4. Az in vitro melatonin elvalasztds fokozatos szinkronizdcidja a kornyezeti
fényviszonyokhoz igazolja, hogy a csirke tobozmirigy még rendelkezik
funkcionalis fotoreceptorokkal.

cAa-nat mRNS ¢€s a melatonin szintek kovetkezményes csokkenésével jart in
vitro. Ez a megfigyelés kiegészitve azokkal az eredményeinkkel, melyek szerint
magasabb cBmall mRNS szintek 1idOben megeldzik a cAa-nat mRNS szintek
emelkedésének kezdetét, azt sugallja, hogy a cAa-nat mRNS szintek a cBmall
mRNS-rdl transzlalodd fehérje szabdlyozdsa alatt allnak. Ennek értelmében a
cAa-nat gén egy Okg és a cirkadian melatonin termelésért a biologiai 6ra felelds.
6. Elsdként végeztiink transzfekciot szuperfuzios rendszerben. Tapasztalataink

szerint az LNS tartalmi AON-kal tortén0 transzfekcid nem toxikus a
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szuperflzids rendszerben fenntartott szovetekre. Megfigyeléseink alapjan az LNS
tartalmi AON-okkal torténd transzfekcid alkalmas lehet més endokrin szervek

szuperfiizids rendszerben torténd vizsgalatara.
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