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1. Bevezetés 
 
1.1. A cirkadián ritmusok jellemzői  
 

Az egysejtűektől a legfejlettebb gerincesekig, illetve növényekig számos szervezet 
életjelenségei változnak napszaki, azaz cirkadián ritmicitással. A ritmikusan ismétlődő élettani 
jelenségek hátterében az élőlények saját belső órája áll, amelyet a környezet ritmikusan változó 
ingerei igazítanak a külvilág ritmusához. Mivel a külvilág ingereitől független szubjektív 
napnak a hossza fajonként eltérő, ezért a környezet által nem befolyásolt, szubjektív ciklus alatt 
történő események időbeni leírásához a cirkadián időt (CT) használjuk. Megyegyezés szerint CT 
0 a szubjektív hajnalnak, CT 12 pedig a szubjektív szürkületnek felel meg. Azokat a külső 
környezeti tényezőket, amelyek a ritmusok külső környezettel történő szinkronizálásáért 
felelősek Zeitgebereknek hívjuk. Ha az óra és az óra által vezérelt fiziológiai változások követik 
egy adott Zeitgeber változásait, akkor kísérleteink időbeli leírásához a CT helyett a Zeitgeber 
időt (Zeitgeber time, ZT) használjuk. 

A szervi organizációval rendelkező élőlények esetében akár több szerv is rendelkezhet 
a cirkadián ritmus fenntartására alkalmas biológiai órával. Azon biológiai órával rendelkező 
szerveket, amelyek a külső környezet jeleinek hatására képesek pacemakerük ritmusát 
megváltoztatni, és a többi szerv óramechanizmusát koordinálni elsődleges oszcillátoroknak 
(master oscillator), míg az általuk irányított szerveket másodlagos oszcillátoroknak (slave 
oscillator) nevezzük.  

A cirkadián ritmusok biológiai hátterét egy három komponensből álló cirkadián 
rendszer adja. Ennek bemenetét egy olyan mechanizmus képezi, amelynek segítségével az óra a 
külvilág felől információt kap. A rendszer központi eleme a belső biológiai óra vagy endogén 
oszcillátor, a rendszer kimenő komponense pedig a hormonális vagy idegi jel, amely az élőlény 
napszaki életfunkcióit, viselkedését határozza meg. 
 
1.2. A madarak cirkadián rendszere 
 
 

A madár cirkadián rendszer fő kopmonensei a retina, a hipotalamusz nucleus 
suprachiasmaticusa (SCN), és a tobozmirigy. Madarakban a cirkadián rendszer összes 
komponenese rendelkezik a többi alkotóelemtől függetlenül is működni képes belső órával. A 
madarak elsődleges oszcillátorainak ritmusát időzítő legfontosabb környezeti tényező, azaz 
Zeitgeber, a fény. A környezet fényviszonyainak változásait elsősorban a retina érzékeli, de 
ismert a madár hipotalamusz és a tobozmirigy fényérzékenysége is. A retina a SCN-t a 
retinohipotalamikus pálya révén informálja a környezet fényviszonyairól. A tobozmirigy egy 
multiszinaptikus pályarendszeren át a SCN szabályozása alatt áll. A madarak tobozmirigye egy 
follikuláris szerv, amely a koponyatető alatt helyezkedik el és egy nyél köti az epitalamuszhoz. 
A tobozmirigy melatonin termelésért a follikulusok hámját alkotó pinealociták felelősek. A 
tobozmirigyben elsősorban noradrenerg rostok végződnek. A madarak pinealocitáin a 
noradrenalin α2-adrenerg receptorokon hat, ezért a noradrenalin gátló hatása érvényesül. A 
madár tobozmirigy melatonin termelését tehát a tobozmirigy elsődleges oszcillátora és a 
környezeti fényviszonyok együtt szabályozzák. 

A pinealociták által termelt melatonin a vérkeringés segítségével egyrészt perifériás 
szervekhez jut el, másrészt az agy különböző területein fejti ki hatását specifikus receptorokon 
keresztül, melyek közül kiemelendő a hipotalamusz.  
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1.3. A biológiai óra molekuláris biológiai háttere 
 

A magasabbrendű gerincesek biológiai órájáról szerzett ismereteink elsősorban 
rágcsálókon végzett kísérletek eredményeiből származnak.  
 Egerekben a biológiai óra pozitív elemei az mBMAL1 és az mCLOCK proteinek, 
amelyek a bHLH-PAS doméneket tartalmazó fehérjék családjába tartoznak. Patkányok esetében 
heterodimér párból az rBMAL1 és az azt kódoló mRNS mutat jelentős napszaki ingadozást. Az 
rCLOCK esetében nem sikerült jelentős napszaki ingadozás kimutatni, a fehérje C-termiális 
régiója azon glutaminban gazdag doménnel rendelkezik, amely lehetővé teszi, hogy a rCLOCK 
a transzkripciós iniciációs komplexet aktiválja. A mCLOCK/mBMAL1 heterodimér egyrészt 
serkenti a mREV-ERBα fehérjék szintézisét, másrészt az óra negatív komponenseinek génjeiről 
és az óra által szabályozott génekről történő génátírást serkenti. A mREV-ERBα pozitív 
visszacsatolással serkenti a mBmal1 génről történő mBMAL1 szintézist és az mE4Bp4 génről 
történő átírást. Emlősökben a cirkadián oszcillátor gátló komponensei a Per, Cry és Tim gének. 
Az mPER és mCRY fehérjéknek több izoformája is ismert. Az mTIM – ellentétben Drosophila 
ortológjával - nem mutat kifejezett napi ritmicitást, szerepe valószínűleg a foszforilált mPER 
stabilizálása. Az alacsonyabb rendűekben fotoszenzitív, mCry gének által kódolt kriptokróm 
fehérjék az mPER fehérjékkel komplexet képezve képesek a mBMAL1/CLOCK fehérjék 
transzkripciót aktiváló hatását gátolni. A biológiai óra magját a mBmal1 és a mClock és az 
ezekről szintetizált proteinek képezik, ismertek azonban még egyéb transzkripciós faktorok is, 
mint az egér D-site binding protein az mE4BP4, amelyek az mPer gén aktivátorai illetve 
represszorai lehetnek.  

Az emlősök biológiai órája tehát egy pozitív: BMAL1/CLOCK/REV-ERBα és egy 
negatív PER/CRY/TIM visszacsatolási körből áll, melyek között a kapocs a BMAL1 protein. 

Az madarak órája felépítését tekintve nagyon hasonlít az emlősöknél leírt rendszerre, 
azonban van néhány részlet ami különböző.  A biológiai óra pozitív elemei a csirkében is a 
cBMAL1 és a cCLOCK proteinek, melyek felépítésüket és szerepüket tekintve megfelelnek az 
emlős ortológjaiknak. A cCLOCK számára alternatív heterodimerizációs partner a cBMAL2, de 
érdekesképp a cBMAL2 nagyobb koncentrációi már gátolják a cCLOCK transzkripciót serkentő 
hatását, ha egyidejűleg a cBMAL1 is jelen van. Bár madarakban is ismert a Rev-erbα mRNS 
expressziója, a rendelkezésünkre álló irodalmi adatok alapján, még nem történt arra irányuló 
kísérlet, amely során bárki is összefüggést keressen a cBmal1 génexpresszió és a cRev-erbα 
között. Szemben emlősökkel, a madarak biológiai órájának nem része a Tim és ezideig csak a 
mPer2 madár ortológját sikerült azonosítani. Madarakban a  cBMAL1/cCLOCK mellett a 
cMOP4/cBMAL1 heterodimer is serkenti, míg az E4BP4 homodimerje gátolja a cPer2 
expresszióját. A CRY-ok közül  ismert mind a három izoforma, sőt az egyik legfrissebben 
felfedezett madár óragén a cCry4, de ennek pontos szerpét további vizsgálatoknak kell majd 
tisztázni.  

A biológiai óráról elmondottakat figyelembe véve megállapíthatjuk, hogy a madarak 
biológiai órája jó modellje lehet a gerincesek cirkadián oszcillátorainak. Madarakban 
tobozmirigy és a retina sejtjei elsődleges cirkadián oszcillátorként működnek, ezért választottuk 
ezen szerveket modellként a biológiai órát vizsgáló kísérleteinkhez. A madarakon kapott 
eredmények értékelésekor azonban figyelembe kell venni azt a tényt, hogy a melatonin szintézis 
szabályozása bizonyos eltéréseket mutat madarak és emlősök között.  

 
1.4.1. A melatonin anyagcseréje és kapcsolata az endogén oszcillátorral 

 
A melatonin egy indolamin hormon, melynek szintézisét a belső, cirkadián óra 

irányítja, úgy, hogy a sötét fázisban magas, míg a világos fázisban alacsony melatonin szintek 
detektálhatóak. Csirkében a melatonin szintéziséért a tobozmirigy pinealocitái felelősek, bár 
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egyes madárfajok esetében a szem is jelentős mértékben hozzájárulhat a vér melatonin 
tartalmához.  

Az indolaminok metabolizmusa alapvetően két nagyobb területre osztható. Az első a 
szerotonin szintézise triptofánból, a második a szerotonin átalakítása melatoninná és deaminált 
termékekké. A melatonin szintézis enzimei közül egyedüláló az arilalkilamin-N-
acetiltranszferáz (AA-NAT) mivel a napszaktól függő robosztus aktivitás változást mutató AA-
NAT bizonyult a melatonin szintézis kulcsenzimének emlősökben.  

A melatonin szintek AA-NAT szintektől vagy aktivitásától való függése felveti annak 
a lehetőségét, hogy a biológiai óra a cirkadián rendszer kimenetét jelentő melatonin termelését 
az AA-NAT enzimen keresztül befolyásolja. Az elsődleges cirkadián oszcillátor emlősök 
esetében az SCN-ban helyezkedik el és csak közvetve, a tobozmirigyet beidegző noradrenerg 
rostok révén befolyásolja az AA-NAT aktivitását. Madarak tobozmirigy sejtjei azonban 
rendelkeznek elsődleges cirkadián oszcillátorral, amely madarak esetében így közvetlenül 
befolyásolhatja az AA-NAT fehérje aktivitását. Mivel a cirkadián oszcillátor alkotóelemei 
transzkripciós faktorok, ezért lehetőség lenne arra is, hogy az Aa-nat génről történő átírást az óra 
közvetlenül szabályozza. Ez egyben azt is jelentené, hogy az Aa-nat gén, egy az óra által 
közvetlenül kontrollált gén (Ókg).  
  

 
2. Célkitűzések: 
 
1. Korábbi, emlősökön elvégzett kísérletek már igazolták, hogy a Bmal1 és Clock gének 

fontos szerepet játszanak az AA-NAT aktivitás éjszakai növekedésében, de kevés adat áll 
rendelkezésre ezen gének expressziójának mintázatáról normál külső megvilágítási 
viszonyok között madarakban. Ezért jelen munkánkban először ezen gének ciklikus 
cirkadián aktivitását vizsgáltuk az eddig leírtaknál precízebb, két óránkénti felbontásban. 

2. Kísérleteink tisztázni kívánták továbbá, hogy van-e különbség a cBmal1, cClock és cAa-nat 
gének expressziójának napszaki változásában ugyanazon állat tobozmirigyében és 
retinájában a környezetével megegyező megvilágítási viszonyok között. 

3. Az in vivo vizsgálatok eredményétől függően in vitro rendszerben szerettük volna 
bizonyítani a cirkadián expressziót mutató gének szerepét a melatonin szintézisében. Ehhez 
először egy szuperfúziós rendszert fejlesztettünk ki, amelyben az óragének kiiktatásával a 
cAa-nat génnek mint a melatonin szintézis kulcsenzimének és egyben feltételezett Ókg-nek 
az expressziójában és a következményes melatonin szekrécióban bekövetkezett 
változásokat vizsgáltuk. Az óragének szerepének kiiktatását locked nukleinsav tartalmú 
antiszensz oligonukleotidokkal (LNS tartalmú AON-okkal) kívántuk elérni. 

 
3. Módszertan 
 
3.1. Vegyszerek 

 A kísérleteinkhez szükséges vegyszereket, hacsak azt másképp nem jelöltük, a Sigma-
Aldrich Kft.-től szereztük be. 
 
3.2. LNS tartalmú AON-ok 
 

Kétfajta, a cBmal1 transzlációs start kodonját is magába foglaló, a cBmal1 mRNS 5’-
végéhez közeli fragmentumával komplementer LNS tartalmú AON-ot terveztünk, majd 
szintetizáltattunk a Proligoval (Boulder, CO), amelyek egyike RNáz H-t indukáló hatású 
(LNS/DNS/LNS gapmer), míg a másik a transzlációs komplex kialakulását blokkolja 
(LNS/DNS mixmer). Kontrollként MQ vizet és inverz LNS tartalmú AON-okat használtunk.  
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3.3. Kísérleti állatok 
 

Három hetes csirkéket (Gallus domesticus) egy helyi csirkefarmról (Reménypuszta) 
szereztük be, amelyeket aztán legalább két hétig, az évszaknak megfelelő napi 14 órán át 
világosban és 10 órán át sötétben tartottuk (LD 14/10, ahol a világos periódus ZT 0-tól ZT 14-ig 
tartott). In vivo kísérleteink során a második hét utáni első napon két óránkét 3-3 csirkéből 
kivettük a retinát és a tobozmirigyet, amelyeket rögtön homogenizáltuk jégen tárolt Tri Reagent-
ben. A mintákat ezt követően -70 °C-on tároltuk további feldolgozásukig.  

Az in vitro szuperfúziós kísérletekhez négy állatot dekapitáltunk ZT 5-kor. 
Állatkísérleteinket a megfelelő nemzetközi irányelvek figyelembe vételével végeztük. 

(European Communities Council Directive of 24 november 1986 (86/609/EEC)). 
 
3.4.  Transzfekció szuperfúziós rendszerben 

 
Disszociált tobozmirigy sejtek szuperfúziójához egy korábban már részletesen leírt 

szuperfúziós rendszert használtunk néhány módosítással (Rekasi és mtsai, 1991). Huszonnégy 
órás nyugalmi periódust követően ZT 6-kor 60 percre a tenyésztő médiumot marha szérum 
albumint és antibiotikumokat nem tartalmazó OPTI-MEM I-re cseréltük, majd a tobozmirigy 
sejteket négy órán át ZT 7 és ZT 10 között a gyártó utasításainak megfelelően Oligofectamine-
nal (Invitrogen) transzfektáltuk. Kontrollként a cBmal1-gyel nem komplementer, inverz LNS-t 
is tartalmazó AON-ok keverékét és MQ vizet használtunk. A dinamikus sejtkultúrákat napi LD 
14/10 megvilágításban tartottuk, amikor is a megvilágítás kezdete ZT 0-ra esett, és ezen 
fényviszonyokat a transzfekciós kísérletek végéig nem változtattuk meg. Az oszlopban található 
sejteket 1 mL TRI Reagent infúziójával lizáltuk a korábban már kidolgozott módszer szerint 
(Rekasi és Czompoly, 2002) a második LD ciklus minden 4. órájában vagy a transzfekciós 
kísérlet végén, azaz a negyedik LD ciklus ZT 17. órájában. A lizált sejteket steril Eppendorf 
csövekbe gyűjtöttük és -70 °C-on tároltuk teljes RNS tartalmuk későbbi extrakciójáig. Minden 
egyes kísérleti protokollt három szuperfúziós kísérletben ismételtünk meg. A transzfekciós 
reagensek lehetséges nem-specifikus citotoxikus hatását a sérült sejtek citoszóljából 
felszabaduló laktát-dehidrogenáz enzim aktivitásának mérésével végeztük az e célra kifejlesztett 
„Cytotoxicity Detection Kit” (Roche, Mannheim, Németország) segítségével a gyártó utasításai 
szerint. 
 
3.5. mRNS szintek mennyiségi vizsgálata  
 

Kísérleteink során a génexpresszió változásait szemikvantitatív reverz transzkripciós 
polimeráz láncreakcióval (RT-PCR-ral) követtük, úgy ahogy azt már korábban leírtuk. (Toller és 
mtsai, 2006)  
 
3.6. Melatonin RIA 
 

A szuperfúzió során gyűjtött minták melatonin tartalmát az intézetünkben korábban 
kifejlesztett melatonin RIA-vel mértük (minta méret: 200µL) (Rekasi és mtsai, 1991). 
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4. Eredmények 
 
4.1. A cBmal1, cClock és a cAa-nat gének expressziójának időbeli változása csirke 
ideghártyában és tobozmirigyben in vivo 
 

Csirke ideghártya és tobozmirigy cBmal1, cClock és a cAa-nat mRNS-ek szintjét RT-
PCR analízissel vizsgáltuk a kísérleti állatok két hétig történő, külső megvilágítási viszonyoknak 
(LD14/10) megfelelő tartása után (1. ábra). Mindkét szövetben, mindhárom géntermék mutatott 
többé-kevésbé detektálható napi fluktuációt. cBmal1 mRNS csúcsértékei ZT 8 és ZT 10 között 
voltak a tobozmirigyben illetve az ideghártyában megelőzve ezzel a cAa-nat, mindkét szövetben 
ZT 16-kor jelentkező csúcsát. A tobozmirigy cBmal1 és cAa-nat mRNS-ek körülbelül 11-szer 
illetve 19-szer nagyobb amplitúdóval ciklizáltak, mint ugyanabban az állatban a retinális 
megfelelőjük. A cBmal1 mRNS-ének cirkadián ritmicitása a retinában a tobozmirigyétől 
némileg eltérő időbeni profillal jelentkezett, ugyanis a retinális cBmal1 csúcsértékei gyorsabban 
lecsengtek. A fentiekkel szemben az ideghártya és a tobozmirigy cClock expressziók nem 
mutattak kifejezett ciklusos változást. Mindössze egy alacsony napi ingadozás volt észlelhető 
ZT 8 és ZT 10 között, továbbá ZT 16 és 18 között jelentkező csúcsokkal, amely csúcsok egybe 
estek a cBmal1 illetőleg a cAa-nat csúcsával mind a tobozmirigyben, mind az ideghártyában. 
 
 

 
 
1. ábra. Csirke ideghártya és tobozmirigy cAa-nat, cBmal1 és cClock mRNS-ek expressziójának időbeli 
változása in vivo LD 14/10 megvilágítás mellett. Az állatokat a kísérlet előtt két hétig LD 14/10 
fényviszonyok között tartottuk. A világos periódus kezdete Zeitgeber idő (Zeitgber time, ZT) 0, ettől kezdve 
két óránként történt 3-3 állatból a mintavétel. Csirke (A) ideghártyából és (C) tobozmirigyből nyert 
multiplex RT-PCR termékek szeparációja agaróz gél elektroforézissel. L: 100-bp létra. Csirke (B) retinából 
és (D) tobozmirigyből származó cAa-nat, cBmal1 és cClock transzkriptumok relatív kvantitatív analízise. A 
vizsgált mRNS-ek szintjét az adott minta β-aktin mRNS szintjéhez normalizáltuk minden mintában. Az adott 
időpontokhoz tartozó relatív mRNS szintek átlagait ± SEM három kísérleti állatból határoztuk meg, három 
egymástól független esszében.  A ZT 24-hez tartozó érték a ZT 0-hoz tartozó eredmény ismételt bemutatása. 
A fekete és fehér csíkok a görbék alatt a sötét illetve a világos fázisokat szimbolizálják. 
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4.2. Csirke ideghártya és tobozmirigy melatonin szekréciójának, valamint a cBmal1, cClock és 
cAa-nat gének expressziójának időbeli változása in vitro 
 
Csirke tobozmirigy vagy ideghártya szövetet 4 napig LD 14/10 megvilágítási viszonyok között 
tartottunk fenn szuperfúziós rendszerben. A gyűjtött médiumból a szekretált melatonin 
koncentrációját RIA-vel mértük. Diszpergált ideghártya sejtek szuperfúzióinak esetében a RIA 
módszer érzékenysége nem bizonyult megfelelőnek a melatonin koncentráció mérésére. 
Tobozmirigy sejtek szuperfúziói során a melatonin szint napi fluktuációja érzékelhető volt már 
az első (LD) ciklus alatt, azonban ennek amplitúdója alacsonyabb volt és fázisa megkésett a 
későbbi LD ciklusok idején detektált csúcsokhoz képest. A melatonin szekréció csúcsa a 
negyedik LD ciklus idejére igazodott teljesen a sötét periódushoz. Hogy eredményeink 
összehasonlíthatóak legyenek az in vivo eredményekkel, mindkét szövetből a harmadik LD 
ciklus után izoláltunk RNS-t RT-PCR analízisekhez. Retinában és tobozmirigyben mind a 
cBmal1, mind a cAa-nat mRNS szintek kifejeztett diurnális ritmust mutattak. Mindkét szövetben 
a cBmal1 szintek csúcsértékei körülbelül ZT 9-re estek, megelőzve a cAa-nat csúcsát ZT 17-kor. 
A cBmal1 mRNS szintek amplitúdója 1,7 és 3,4-szeres volt az ideghártyában illetve a 
tobozmirigyben, míg a cAa-nat mRNA ritmus amplitúdója 2,4 és 4,6-szoros volt. Sem a 
retinában sem a tobozmirigyben nem detektáltuk a cClock mRNS ritmikus változását. Azonban 
a cClock ciklusos expresszióját nem zárhatjuk ki teljesen, mert egy alacsony amplitudójú mRNS 
szint változás, körülbelül 35 % és 44% kimutatható volt ZT 9 körüli csúcsértékekkel. 
 
4.3. Csirke tobozmirigy diurnális cBmal1, cAa-nat expressziójának és melatonin ritmusának 
meghatározása transzfekciós kísérletekhez 
 
Ezen kísérletek során a csirke tobozmirigy szuperfúziója a 4.2. fejezetben leírtakhoz hasonlóan 
zajlott. A melatonin szekréció megegyezően a korábbi kísérletekkel alacsonyabb amplitúdóval 
és fázis késéssel jelentkezett az első LD ciklusban. Az LNS tartalmú AON-ok optimális beadási 
idejének meghatározásához a cBmal1 és cAa-nat génexpressziókat a második LD ciklusban ZT 
2 és 22 között négy óránként határoztuk meg. A cBmal1 és a cAa-nat mRNS szintek - ZT 14-nél 
és ZT 18-nál jelentkező csúcsértékekkel - kifejezett ritmicitást mutattak a második LD ciklus 
alatt is. A ritmusok amplitúdója 14,6-szoros volt a cBmal1 és 2,9-szeres a cAa-nat esetében. 
Ezért a transzfekciós kísérletek során a cBmal1 mRNS szintek csúcsértékei előtt, ZT 7 és ZT 10 
között transzfektáltuk a pinealocitákat LNS tartalmú AON-kal.  A sejteket végezetül „Tri 
Reagent”-tel lízáltuk, 55 órával a kísérlet megkezdése után a negyedik LD ciklusban ZT 17-kor, 
amikor is a megelőző kísérletekben mindkét vizsgált mRNS szintje elég magas volt.  
 
4.4. Disszociált csirke tobozmirigy melatonin szekréciója cBmal1 ellen tervezett LNS tartalmú 
AON-kal történt transzfekció után 
 

Csirke pinealocita szuperfúziókat a második LD ciklusban ZT 7 és ZT 10 között 
transzfektáltuk RNáz H-t aktiváló (LNS/DNS/LNS gapmer) vagy a transzlációs mechanizmust 
blokkoló (LNS/DNS mixmer) cBmal1 LNS tartalmú AON-okkal (2. ábra). Az LNS tartalmú 
AON-ok gátló hatása csak a harmadik LD ciklus sötét fázisában jelentkezett, ekkor mind az 
LNS/DNS/LNS gapmer, mind az LNS/DNS mixmer majdnem teljesen megszüntette a 
melatonin szekréciót. Ez a szignifikáns gátló hatás egészen a kísérletek végéig megmaradt, a 
negyedik LD ciklus ZT 17. órájáig. Ezzel szemben az LNS kontrolljaként szolgáló, nem 
kopmlementer szekvenciákat tartalmazó inverz LNS-nek, vagy az oldószerként használt MQ 
víznek csak elhanyagolható hatása volt.  
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2. ábra. cBmal1 ellen tervezett LNS tartalmú AON hatása disszociált csirke tobozmirigy sejteken. A pinealocitákat négy napon át tartottuk fenn a 
szuperfúziós rendszerben LD 14/10 megvilágításban, ahol Zeitgeber idő (Zeitgeber time, ZT) 0 a világos fázis kezdete. A sötét oszlopok a sötét 
fázist jelölik. A sejteken átáramló mediumot a második LD ciklusban ZT6 és ZT11 között BSA és antibiotikumok nélküli OPTI-MEM I-re cseréltük 
(O). A sejteket a második LD ciklusban ZT7 és ZT10 között 200 nM LNS tartalmú AON-kal áramoltattuk át. Az LNS tartalmú AON-ok úgy voltak 
megtervezve, hogy a (A) transzlációt gátolják (LNS/DNS mixmer), vagy (B) RNáz H-t indukáljanak (LNS/DNS/LNS gapmer). A kontroll 
kísérletekben vagy (C) cBmal1-gyel nem-komplementer inverz LNS tartalmú AON-t (Kontroll LNS), vagy (D) MQ vizet használtunk. Teljes RNS 
izolálására a negyedik LD ciklusban a nyillal jelzett időpontban „TRI Reagent” felhasználásával került sor.  
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4.5. Disszociált csirke tobozmirigy cBmal1 és cAa-nat expressziója cBmal1 ellen tervezett LNS 
tartalmú AON-kal történt transzfekció után 
 
Mind az LNS/DNS/LNS gapmer, mind az LNS/DNS mixmer jelentősen csökkentette a cAa-nat 
gén expresszióját 70 % illetve 80 %-kal, míg a kontroll LNS vagy a MQ víz hatástalannak 
bizonyult. A cBmal1-re tervezett LNS tartalmú AON-ok cBmal1 mRNS szintekre kifejtett 
hatását olyan RT-PCR-ral vizsgáltuk, amelyben a forward és a reverse primerek közrefogták az 
RNáz H feltételezett hasítási helyét is. A cBmal1 mRNS szintet csak az LNS/DNS/LNS 
gapmerrel történő transzfekció csökkentette 44%-kal, míg az LNS/DNS mixmernek vagy a 
kontroll LNS-nek nem volt szignifikáns hatása. 
 
 5. Az eredmények értékelése 
 
1. Kísérleteink igazolták, összhangban más kutatók irodalmi adataival, hogy a csirke 
tobozmirigyben és retinában mind in vitro és in vivo a cBmal1 és cAa-nat gének expressziója 
napszaki ritmussal változik a külső környezetének megfelelő megvilágítási viszonyok között. A 
cBmal1 mRNS szintek napi maximuma a környezetének megfelelő megvilágítási viszonyok 
közt megelőzi a cAa-nat mRNS szintek napi csúcsát.  A cClock mRNS szintek jelentős diurnális 
ritmust nem mutattak. 
2.  Vizsgálataink igazolták, hogy a tobozmirigy és az ideghártya esetében a cBmal1 mRNS 
szintek zenitje és nadírja a két szervben megközelítőleg egy időpontra esik. A legmagasabb és a 
legalacsonyabb cAa-nat mRNS szintek ideje szintén megegyeznek a tobozmirigyben és az 
ideghártyában.  
3.  Csirke tobozmirigy sejtek a szuperfúziós rendszerben megtartják azon képességüket, hogy 
napi ritmussal szekretálnak melatonint, ami arra utal, hogy  a csirke tobozmirigy melatonin 
termelését egy endogén oszcillátor tartja fenn a szerv denervációja után is. A ritmikus melatonin 
szekréció hátterében feltehetőleg a cBmal1 és cAa-nat mRNS-ek szintén megtartott ritmikus 
expressziója áll. A génexpressziók dinamikája arra utal, hogy a cBmal1 mRNS szerepet játszhat 
a cAa-nat expressziójában. 
4.  Az in vitro melatonin elválasztás fokozatos szinkronizációja a környezeti fényviszonyokhoz 
igazolja, hogy a csirke tobozmirigy még rendelkezik funkcionális fotoreceptorokkal.  
5.  A tobozmirigy sejtek cBmal1 mRNS-ről történő transzlációjának gátlása a cAa-nat mRNS 
és a melatonin szintek következményes csökkenésével járt in vitro. Ez a megfigyelés kiegészítve 
azokkal az eredményeinkkel, melyek szerint magasabb cBmal1 mRNS szintek időben megelőzik 
a cAa-nat mRNS szintek emelkedésének kezdetét, azt sugallja, hogy a cAa-nat mRNS szintek a 
cBmal1 mRNS-ről transzlálódó fehérje szabályozása alatt állnak. Ennek értelmében a cAa-nat 
gén egy Ókg és a cirkadián melatonin termelésért a biológiai óra felelős.  
6.  Elsőként végeztünk transzfekciót szuperfúziós rendszerben. Tapasztalataink szerint az LNS 
tartalmú AON-kal történő transzfekció nem toxikus a szuperfúziós rendszerben fenntartott 
szövetekre. Megfigyeléseink alapján az LNS tartalmú AON-okkal történő transzfekció alkalmas 
lehet más endokrin szervek szuperfúziós rendszerben történő vizsgálatára. 
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