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1. Bevezetés
1.1. A cirkadidan ritmusok jellemzdi

Az egysejtiiektdl a legfejlettebb gerincesekig, illetve ndvényekig szamos szervezet
¢letjelenségei valtoznak napszaki, azaz cirkadidn ritmicitassal. A ritmikusan ismétlodo élettani
jelenségek hatterében az éldlények sajat belsd ordja all, amelyet a kdrnyezet ritmikusan valtozo
ingerei igazitanak a kiilvilag ritmusahoz. Mivel a kiilvilag ingereitdl fiiggetlen szubjektiv
napnak a hossza fajonként eltérd, ezért a kornyezet altal nem befolyasolt, szubjektiv ciklus alatt
torténd események id6beni leirasahoz a cirkadian id6t (CT) hasznaljuk. Megyegyezés szerint CT
0 a szubjektiv hajnalnak, CT 12 pedig a szubjektiv sziirkiiletnek felel meg. Azokat a kiilsé
kornyezeti tényezéket, amelyek a ritmusok kiilsd kornyezettel torténd szinkronizalasaért
felelések Zeitgebereknek hivjuk. Ha az Ora és az ora altal vezérelt fiziologiai valtozasok kovetik
egy adott Zeitgeber valtozasait, akkor kisérleteink idobeli leirdsahoz a CT helyett a Zeitgeber
1d6t (Zeitgeber time, ZT) hasznaljuk.

A szervi organizacioval rendelkezé €éldlények esetében akar tobb szerv is rendelkezhet
a cirkadian ritmus fenntartdsara alkalmas biologiai 6raval. Azon bioldgiai 6raval rendelkezd
szerveket, amelyek a kiils6 kornyezet jeleinek hatasidra képesek pacemakeriik ritmusat
megvaltoztatni, és a tobbi szerv oramechanizmusat koordinalni elsédleges oszcillatoroknak
(master oscillator), mig az altaluk iranyitott szerveket masodlagos oszcillatoroknak (slave
oscillator) nevezziik.

A cirkadian ritmusok biologiai hatterét egy harom komponensbdl allo cirkadian
rendszer adja. Ennek bemenetét egy olyan mechanizmus képezi, amelynek segitségével az ora a
kiilvilag feldl informaciot kap. A rendszer kozponti eleme a belsd biologiai 6ra vagy endogén
oszcillator, a rendszer kimené komponense pedig a hormonalis vagy idegi jel, amely az é161ény
napszaki életfunkcioit, viselkedését hatdrozza meg.

1.2. A madarak cirkadian rendszere

A madar cirkadian rendszer f6 kopmonensei a retina, a hipotalamusz nucleus
suprachiasmaticusa (SCN), és a tobozmirigy. Madarakban a cirkadian rendszer Osszes
komponenese rendelkezik a tobbi alkotdelemtdl fliggetleniil is mikodni képes belsé oraval. A
madarak elsddleges oszcillatorainak ritmusat id6zitd legfontosabb kdrnyezeti tényezd, azaz
Zeitgeber, a fény. A kornyezet fényviszonyainak valtozasait elsdsorban a retina érzékeli, de
ismert a madar hipotalamusz és a tobozmirigy fényérzé¢kenysége is. A retina a SCN-t a
retinohipotalamikus palya révén informalja a kdrnyezet fényviszonyair6l. A tobozmirigy egy
multiszinaptikus palyarendszeren at a SCN szabalyozasa alatt all. 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 pinealocitdk feleldsek. A
tobozmirigyben els6sorban noradrenerg rostok végzddnek. A madarak pinealocitdin a
noradrenalin o,-adrenerg receptorokon hat, ezért a noradrenalin gatld hatdsa érvényesiil. A
madar tobozmirigy melatonin termelését tehat a tobozmirigy elsddleges oszcillatora és a
kornyezeti fényviszonyok egyiitt szabalyozzak.

A pinealocitak altal termelt melatonin a vérkeringés segitségével egyrészt periférias
szervekhez jut el, masrészt az agy kiilonboz6 teriiletein fejti ki hatasat specifikus receptorokon
keresztiil, melyek koziil kiemelend6 a hipotalamusz.



1.3. A biologiai 6ra molekularis biologiai hattere

A magasabbrendii gerincesek biologiai Orajardl szerzett ismereteink elsdsorban
ragesalokon végzett kisérletek eredményeibdl szarmaznak.

Egerekben a bioldgiai 6ra pozitiv elemei az mBMAL1 és az mCLOCK proteinek,
amelyek a bHLH-PAS doméneket tartalmazé fehérjék csaladjaba tartoznak. Patkdnyok esetében
heterodimér parbol az rBMALL és az azt kddol6 mRNS mutat jelent6s napszaki ingadozast. Az
rCLOCK esetében nem sikeriilt jelentds napszaki ingadozas kimutatni, a fehérje C-termialis
régidja azon glutaminban gazdag doménnel rendelkezik, amely lehetdvé teszi, hogy a rCLOCK
a transzkripcids iniciacios komplexet aktivalja. A mCLOCK/mBMALI heterodimér egyrészt
serkenti a mREV-ERBa fehérjék szintézisét, masrészt az 6ra negativ komponenseinek génjeirdl
és az ora altal szabalyozott génekrdl torténd génatirast serkenti. A mREV-ERBa pozitiv
visszacsatolassal serkenti a mBmall génrdl torténd mBMALL1 szintézist és az mE4Bp4 génrdl
torténd atirast. Emlésokben a cirkadian oszcillator gatlé komponensei a Per, Cry és Tim gének.
Az mPER és mCRY fehérjéknek tobb izoformaja is ismert. Az mTIM — ellentétben Drosophila
ortologjaval - nem mutat kifejezett napi ritmicitast, szerepe valdsziniileg a foszforilalt mPER
stabilizalasa. Az alacsonyabb rendiiekben fotoszenzitiv, mCry gének altal kodolt kriptokrom
fehérjék az mPER fehérjékkel komplexet képezve képesek a mBMAL1/CLOCK fehérjék
transzkripcidt aktivald hatasat gatolni. A biologiai ora magjat a mBmall és a mClock és az
ezekrdl szintetizalt proteinek képezik, ismertek azonban még egyéb transzkripcids faktorok is,
mint az egér D-site binding protein az mE4BP4, amelyek az mPer gén aktivatorai illetve
represszorai lehetnek.

Az emlésok biologiai ordja tehat egy pozitiv: BMAL1/CLOCK/REV-ERBua ¢és egy
negativ PER/CRY/TIM visszacsatolasi korbdl all, melyek kozott a kapocs a BMALI protein.

Az madarak oraja felépitését tekintve nagyon hasonlit az emldsoknél leirt rendszerre,
azonban van néhany részlet ami kiilonb6z6. A bioldgiai o6ra pozitiv elemei a csirkében is a
cBMALLI és a cCLOCK proteinek, melyek felépitésiiket és szerepiiket tekintve megfelelnek az
emlés ortologjaiknak. A cCLOCK szamara alternativ heterodimerizacids partner a cBMAL?2, de
érdekesképp a cBMAL?2 nagyobb koncentracioi mar gatoljak a cCLOCK transzkripciot serkentd
hatésat, ha egyidejiileg a cBMALI is jelen van. Bar madarakban is ismert a Rev-erba. mRNS
expresszioja, a rendelkezésiinkre allé irodalmi adatok alapjan, még nem tortént arra irdnyulo
kisérlet, amely soran barki is Osszefliggést keressen a cBmall génexpresszid és a cRev-erbo
kozott. Szemben emldsokkel, a madarak biologiai orajanak nem része a Tim és ezideig csak a
mPer2 madar ortologjat sikeriilt azonositani. Madarakban a c¢cBMAL1/cCLOCK mellett a
cMOP4/cBMAL1 heterodimer is serkenti, mig az E4BP4 homodimerje gatolja a cPer2
expressziojat. A CRY-ok koziil ismert mind a harom izoforma, sét az egyik legfrissebben
felfedezett madar 6ragén a cCry4, de ennek pontos szerpét tovabbi vizsgalatoknak kell majd
tisztazni.
bioldgiai o6raja j6 modellje lehet a gerincesek cirkadian oszcillatorainak. Madarakban
tobozmirigy és a retina sejtjei elsédleges cirkadian oszcillatorként miikddnek, ezért valasztottuk
ezen szerveket modellként a biologiai orat vizsgald kisérleteinkhez. A madarakon kapott
eredmények értékelésekor azonban figyelembe kell venni azt a tényt, hogy a melatonin szintézis
szabalyozasa bizonyos eltéréseket mutat madarak és eml6sok kozott.

1.4.1. A melatonin anyagcseréje és kapcsolata az endogeén oszcillatorral
A melatonin egy indolamin hormon, melynek szintézisét a belsd, cirkadidn ora
iranyitja, gy, hogy a sotét fazisban magas, mig a vilagos fazisban alacsony melatonin szintek

detektalhatoak. Csirkében a melatonin szintéziséért a tobozmirigy pinealocitai feleldsek, bar
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egyes madarfajok esetében a szem is jelentds mértékben hozzajarulhat a vér melatonin
tartalmahoz.

Az indolaminok metabolizmusa alapvetéen két nagyobb teriiletre oszthatd. Az els6 a
szerotonin szintézise triptofanbdl, a masodik a szerotonin atalakitasa melatoninna és deaminalt
termékekké. A melatonin szintézis enzimei koziil egyediilalo az arilalkilamin-N-
acetiltranszferaz (AA-NAT) mivel a napszaktdl fiiggd robosztus aktivitas valtozast mutatdo AA-
NAT bizonyult a melatonin szintézis kulcsenzimének emlésokben.

A melatonin szintek AA-NAT szintektdl vagy aktivitasatol valo fliggése felveti annak
a lehetdségét, hogy a biologiai ora a cirkadian rendszer kimenetét jelentd melatonin termelését
az AA-NAT enzimen keresztiil befolyasolja. Az elsédleges cirkadian oszcillator emlGsok
esetében az SCN-ban helyezkedik el és csak kdzvetve, a tobozmirigyet beidegzé noradrenerg
rostok révén befolyasolja az AA-NAT aktivitasat. Madarak tobozmirigy sejtjei azonban
rendelkeznek elsdleges cirkadian oszcillatorral, amely madarak esetében igy kozvetleniil
befolyasolhatja az AA-NAT fehérje aktivitdsat. Mivel a cirkadian oszcillator alkotdelemei
transzkripcios faktorok, ezért lehet6ség lenne arra is, hogy az Aa-nat génrdl torténd atirast az ora
kozvetleniil szabalyozza. Ez egyben azt is jelentené, hogy az Aa-nat gén, egy az ora altal
kozvetleniil kontrollalt gén (Okg).

2. Célkitiizések:

1. Kordbbi, emldsokon elvégzett kisérletek mar igazoltdk, hogy a Bmall és Clock gének
fontos szerepet jatszanak az AA-NAT aktivitas ¢jszakai ndvekedésében, de kevés adat all
rendelkezésre ezen gének expresszidjanak mintazatarol normal kiilsé megvilagitasi
viszonyok ko6zo6tt madarakban. Ezért jelen munkankban el6szér ezen gének ciklikus
cirkadian aktivitasat vizsgaltuk az eddig leirtaknal precizebb, két 6rankénti felbontasban.

2. Kisérleteink tisztazni kivantak tovabba, hogy van-e kiilonbség a cBmall, cClock és cAa-nat
gének expresszidjanak napszaki valtozasaban ugyanazon allat tobozmirigyében ¢és
retindjaban a kornyezetével megegyez6 megvilagitasi viszonyok kozott.

3. Az in vivo vizsgalatok eredményét6l fliggben in vitro rendszerben szerettik volna
bizonyitani a cirkadian expresszidt mutatod gének szerepét a melatonin szintézisében. Ehhez
elészor egy szuperfuzios rendszert fejlesztettiink ki, amelyben az 6ragének kiiktatasaval a
cAa-nat génnek mint a melatonin szintézis kulcsenzimének és egyben feltételezett Okg-nek
az expresszigjaban és a kovetkezményes melatonin szekrécioban bekdvetkezett
valtozasokat vizsgaltuk. Az oragének szerepének kiiktatasat locked nukleinsav tartalma
antiszensz oligonukleotidokkal (LNS tartalmu AON-okkal) kivantuk elérni.

3. Modszertan

3.1. Vegyszerek
A kisérleteinkhez sziikséges vegyszereket, hacsak azt masképp nem jeloltiik, a Sigma-
Aldrich Kft.-t6l szereztiik be.

3.2. LNS tartalmi AON-ok

Kétfajta, a cBmall transzlacios start kodonjat is magaba foglald, a cBmall mRNS 5°-
végéhez kozeli fragmentuméaval komplementer LNS tartalmi AON-ot terveztiink, majd
szintetizaltattunk a Proligoval (Boulder, CO), amelyek egyike RNaz H-t indukalé hatast
(LNS/DNS/LNS gapmer), mig a masik a transzlaciés komplex kialakulasat blokkolja
(LNS/DNS mixmer). Kontrollként MQ vizet és inverz LNS tartalmi AON-okat hasznaltunk.



3.3. Kisérleti dllatok

Harom hetes csirkéket (Gallus domesticus) egy helyi csirkefarmrol (Reménypuszta)
szereztilk be, amelyeket aztan legalabb két hétig, az évszaknak megfelelé napi 14 o6ran at
vilagosban és 10 6ran at sotétben tartottuk (LD 14/10, ahol a vilagos periodus ZT 0-tol ZT 14-ig
tartott). /n vivo kisérleteink soran a masodik hét utdni elsé napon két orankét 3-3 csirkébdl
kivettiik a retinat és a tobozmirigyet, amelyeket rogton homogenizaltuk jégen tarolt Tri Reagent-
ben. A mintékat ezt kdvetéen -70 °C-on taroltuk tovabbi feldolgozasukig.

Az in vitro szuperfuzios kisérletekhez négy allatot dekapitaltunk ZT 5-kor.

Allatkisérleteinket a megfelelé nemzetkdzi iranyelvek figyelembe vételével végeztiik.
(European Communities Council Directive of 24 november 1986 (86/609/EEC)).

3.4. Transzfekcio szuperfiizios rendszerben

szuperflzids rendszert hasznaltunk néhany modositassal (Rekasi és mtsai, 1991). Huszonnégy
oras nyugalmi periddust kovetéen ZT 6-kor 60 percre a tenyészté médiumot marha szérum
albumint és antibiotikumokat nem tartalmazé OPTI-MEM I-re cseréltiik, majd a tobozmirigy
sejteket négy oran at ZT 7 és ZT 10 kozott a gyartd utasitasainak megfeleléen Oligofectamine-
nal (Invitrogen) transzfektaltuk. Kontrollként a cBmall-gyel nem komplementer, inverz LNS-t
is tartalmazd AON-ok keverékét és MQ vizet hasznaltunk. A dinamikus sejtkultirakat napi LD
14/10 megyvildgitdsban tartottuk, amikor is a megvilagitds kezdete ZT 0O-ra esett, és ezen
fényviszonyokat a transzfekcios kisérletek végéig nem valtoztattuk meg. Az oszlopban talalhatod
(Rekasi és Czompoly, 2002) a masodik LD ciklus minden 4. érdjaban vagy a transzfekcios
kisérlet végén, azaz a negyedik LD ciklus ZT 17. érajaban. A lizalt sejteket steril Eppendorf
egyes kisérleti protokollt harom szuperfuzids kisérletben ismételtiink meg. A transzfekcios
reagensek lehetséges nem-specifikus citotoxikus hatasat a sériilt sejtek citoszoljabol
felszabadul6 laktat-dehidrogendz enzim aktivitasanak mérésével végeztiik az e célra kifejlesztett
,.Cytotoxicity Detection Kit” (Roche, Mannheim, Németorszag) segitségével a gyartd utasitasai
szerint.

3.5. mRNS szintek mennyiségi vizsgalata

Kisérleteink soran a génexpresszid valtozasait szemikvantitativ reverz transzkripcios
polimeraz lancreakciéval (RT-PCR-ral) kovettiik, igy ahogy azt mar korabban leirtuk. (Toller és
mtsai, 2006)
3.6. Melatonin RIA

A szuperfizié soran gyijtott mintdk melatonin tartalmat az intézetlinkben korabban
kifejlesztett melatonin RIA-vel mértiik (minta méret: 200uL) (Rekasi és mtsai, 1991).



4. Eredmények

4.1. A cBmall, cClock és a cAa-nat gének expresszidjanak idébeli valtozasa csirke
ideghartydban és tobozmirigyben in vivo

Csirke ideghartya és tobozmirigy cBmall, cClock és a cAa-nat mRNS-ek szintjét RT-
PCR analizissel vizsgaltuk a kisérleti allatok két hétig torténd, kiilsé megvilagitasi viszonyoknak
(LD14/10) megfeleld tartasa utan (1. abra). Mindkét szdvetben, mindharom géntermék mutatott
tobbé-kevésbé detektalhatd napi fluktuaciot. cBmall mRNS csucsértékei ZT 8 és ZT 10 kozott
voltak a tobozmirigyben illetve az ideghartyaban 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 amplitidoval ciklizaltak, mint ugyanabban az allatban a retinalis
megfeleldjiik. A ¢Bmall mRNS-ének cirkadian ritmicitdsa a retindban a tobozmirigyétdl
némileg eltérd idébeni profillal jelentkezett, ugyanis a retindlis cBmall csticsértékei gyorsabban
lecsengtek. A fentiekkel szemben az ideghartya és a tobozmirigy cClock expressziok nem
mutattak kifejezett ciklusos valtozast. Minddssze egy alacsony napi ingadozas volt észlelhetd
ZT 8 és ZT 10 kozott, tovabba ZT 16 és 18 kozott jelentkezo csucsokkal, amely csticsok egybe
estek a cBmall illetdleg a cAa-nat csiicsaval mind a tobozmirigyben, mind az ideghartyaban.
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1. abra. Csirke ideghartya és tobozmirigy cAa-nat, cBmall és cClock mRNS-ek expresszidjanak id6beli
valtozasa in vivo LD 14/10 megvilagitas mellett. Az allatokat a kisérlet eldtt két hétig LD 14/10
fényviszonyok kozott tartottuk. A vilagos periodus kezdete Zeitgeber id6 (Zeitgber time, ZT) 0, ett6l kezdve
két oOranként tortént 3-3 allatbol a mintavétel. Csirke (A) ideghartyabol és (C) tobozmirigybdl nyert
multiplex RT-PCR termékek szeparacioja agaréz gél elektroforézissel. L: 100-bp létra. Csirke (B) retinabol
és (D) tobozmirigybdl szarmazo 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
idépontokhoz tartozé relativ mRNS szintek atlagait + SEM harom kisérleti allatbol hataroztuk meg, harom
egymastol fuggetlen esszében. A ZT 24-hez tartozo érték a ZT 0-hoz tartozo eredmény ismételt bemutatasa.
A fekete és fehér csikok a gorbék alatt a sotét illetve a vilagos fazisokat szimbolizaljak.



cAa-nat gének expressziojanak idébeli valtozasa in vitro

Csirke tobozmirigy vagy ideghartya szovetet 4 napig LD 14/10 megvilagitasi viszonyok kozott
tartottunk fenn szuperfuzidés rendszerben. A gylijtétt médiumbol a szekretalt melatonin
maddszer érzékenysége nem bizonyult megfelelébnek a melatonin koncentracié mérésére.
Tobozmirigy sejtek szuperfizidi soran a melatonin szint napi fluktuacioja érzékelhetd volt mar
az elsé (LD) ciklus alatt, azonban ennek amplitiddja alacsonyabb volt és fazisa megkésett a
késobbi LD ciklusok idején detektalt csucsokhoz képest. A melatonin szekrécié csicsa a
negyedik LD ciklus idejére igazodott teljesen a sotét periddushoz. Hogy eredményeink
Osszehasonlithatoak legyenek az in vivo eredményekkel, mindkét szovetbdl a harmadik LD
ciklus utan izolaltunk RNS-t RT-PCR analizisekhez. Retinaban és tobozmirigyben mind a
cBmall, mind a cAa-nat mRNS szintek kifejeztett diurnalis ritmust mutattak. Mindkét szovetben
a cBmall szintek csucsértékei koriilbeliil ZT 9-re estek, megeldzve a cAa-nat cstucsat ZT 17-kor.
A cBmall mRNS szintek amplitidoja 1,7 és 3,4-szeres volt az ideghartyaban 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 valtozasat. Azonban
a cClock ciklusos expressziojat nem zarhatjuk ki teljesen, mert egy alacsony amplitud6ju mRNS
szint valtozas, korilbeliil 35 % és 44% kimutathatd volt ZT 9 koriili csucsértékekkel.

4.3. Csirke tobozmirigy diurndlis cBmall, cAa-nat expressziojanak és melatonin ritmusanak
meghatdrozasa transzfekcios kisérletekhez

Ezen kisérletek soran a csirke tobozmirigy szuperfuzidja a 4.2. fejezetben leirtakhoz hasonléan
zajlott. A melatonin szekrécié megegyezoen a korabbi kisérletekkel alacsonyabb amplitidoval
és fazis késéssel jelentkezett az elsé LD ciklusban. Az LNS tartalmi AON-ok optimalis beadasi
idejének meghatarozasadhoz a cBmall és cAa-nat génexpresszidkat a masodik LD ciklusban ZT
2 és 22 kozott négy oranként hataroztuk meg. A cBmall és a cAa-nat mRNS szintek - ZT 14-nél
és ZT 18-ndl jelentkezd cstcsértékekkel - kifejezett ritmicitast mutattak a masodik LD ciklus
alatt is. A ritmusok amplitiddja 14,6-szoros volt a cBmall és 2,9-szeres a cAa-nat esetében.
Ezért a transzfekcids kisérletek soran a cBmall mRNS szintek csucsértékei el6tt, ZT 7 és ZT 10
kozott transzfektaltuk a pinealocitakat LNS tartalmiit AON-kal. A sejteket végezetiil ,,Tri
Reagent”-tel lizaltuk, 55 oraval a kisérlet megkezdése utan a negyedik LD ciklusban ZT 17-kor,
amikor is a megel6z6 kisérletekben mindkét vizsgalt mRNS szintje elég magas volt.

4.4. Disszocialt csirke tobozmirigy melatonin szekrécioja cBmall ellen tervezett LNS tartalmu
AON-kal tértént transzfekcio utan

Csirke pinealocita szuperfiziokat a masodik LD ciklusban ZT 7 és ZT 10 kozott
transzfektaltuk RNaz H-t aktivalo (LNS/DNS/LNS gapmer) vagy a transzlaciés mechanizmust
blokkolé (LNS/DNS mixmer) cBmall LNS tartalmii AON-okkal (2. @bra). Az LNS tartalmu
AON-ok gatld hatasa 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 szekréciot. Ez a szignifikans gatlo hatas egészen a kisérletek végéig megmaradt, a
negyedik LD ciklus ZT 17. 6rajaig. Ezzel szemben az LNS kontrolljaként szolgald, nem
kopmlementer szekvencidkat tartalmazd inverz LNS-nek, vagy az olddszerként hasznalt MQ
viznek csak elhanyagolhat6 hatasa volt.
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2. abra. cBmall ellen tervezett LNS tartalmii AON hatéasa disszocialt csirke tobozmirigy sejteken. A pinealocitdkat négy napon at tartottuk fenn a
szuperfizids rendszerben LD 14/10 megyvilagitasban, ahol Zeitgeber id6 (Zeitgeber time, ZT) 0 a vilagos fazis kezdete. A sotét oszlopok a sotét
fazist jelolik. A sejteken ataramldé mediumot a masodik LD ciklusban ZT6 és ZT11 kozott BSA és antibiotikumok nélkiili OPTI-MEM I-re cseréltiik
(O). A sejteket a masodik LD ciklusban ZT7 és ZT10 k6zott 200 nM LNS tartalmi AON-kal aramoltattuk at. Az LNS tartalmi 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 tartalmi AON-t (Kontroll LNS), vagy (D) MQ vizet hasznaltunk. Teljes RNS
izolalasara a negyedik LD ciklusban a nyillal jelzett iddpontban ,,TRI Reagent” felhasznalasaval keriilt sor.
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4.5. Disszocialt csirke tobozmirigy cBmall és cAa-nat expresszioja cBmall ellen tervezett LNS
tartalmu AON-kal tértént transzfekcio utan

Mind az LNS/DNS/LNS gapmer, mind az LNS/DNS mixmer jelentésen csokkentette a cAa-nat
gén expressziojat 70 % illetve 80 %-kal, mig a kontroll LNS vagy a MQ viz hatastalannak
bizonyult. A cBmall-re tervezett LNS tartalmit AON-ok cBmall mRNS szintekre kifejtett
hatésat olyan RT-PCR-ral vizsgaltuk, amelyben a forward és a reverse primerek kozrefogtak az
RNaz H feltételezett hasitasi helyét is. A c¢Bmall mRNS szintet csak az LNS/DNS/LNS
gapmerrel torténd transzfekcio csokkentette 44%-kal, mig az LNS/DNS mixmernek vagy a
kontroll LNS-nek nem volt szignifikans hatasa.

5. Az eredmények értékelése

1. Kisérleteink igazoltdk, Osszhangban maés kutatok irodalmi adataival, hogy a csirke

tobozmirigyben ¢és retindban mind in vitro és in vivo a cBmall és cAa-nat gének expresszidja

napszaki ritmussal valtozik a kiilsé kornyezetének megfeleld megvilagitasi viszonyok kozott. A

cBmall mRNS szintek napi maximuma a kornyezetének megfelelé megvilagitasi viszonyok

kozt megel6zi a cAa-nat mRNS szintek napi csucsat. A cClock mRNS szintek jelentés diurnalis

ritmust nem mutattak.

2. Vizsgalataink igazoltak, hogy a tobozmirigy és az ideghartya esetében a cBmall mRNS
szintek zenitje és nadirja a két szervben megkdzelitdleg egy idGpontra esik. A legmagasabb és a
legalacsonyabb cAa-nat mRNS szintek ideje szintén megegyeznek a tobozmirigyben és az
ideghartyaban.

3. Csirke tobozmirigy sejtek a szuperfuzids rendszerben megtartjak azon képességiiket, hogy
napi ritmussal szekretadlnak melatonint, ami arra utal, hogy a csirke tobozmirigy melatonin
termelését egy endogén oszcillator tartja fenn a szerv denervacidja utan is. A ritmikus melatonin
szekrécio hatterében feltehetSleg a ¢cBmall és cAa-nat mRNS-ek szintén megtartott ritmikus
expresszioja all. A génexpressziok dinamikéja arra utal, hogy a cBmall mRNS szerepet jatszhat
a cAa-nat expressziojaban.

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

5. A tobozmirigy sejtek cBmall mRNS-r6l torténd transzlaciojanak gatlasa a c4a-nat mRNS
¢és a melatonin szintek kdvetkezményes csokkenésével jart in vitro. Ez a megfigyelés kiegészitve
azokkal az eredményeinkkel, melyek szerint magasabb cBmall mRNS szintek idében megeldzik
a cAa-nat mRNS szintek emelkedésének kezdetét, azt sugallja, hogy a cAa-nat mRNS szintek a
cBmall mRNS-16l transzlalodo fehérje szabalyozasa alatt allnak. Ennek értelmében a cAa-nat
gén egy Okg és a cirkadian melatonin termelésért a bioldgiai ora felelds.

6. Els6ként végeztiink transzfekcidt szuperflizios rendszerben. Tapasztalataink szerint az LNS
tartalmi AON-kal torténd transzfekcié nem toxikus a szuperfuzidés rendszerben fenntartott
szovetekre. Megfigyeléseink alapjan az LNS tartalmi AON-okkal torténd transzfekcié alkalmas
lehet mas endokrin szervek szuperfuzids rendszerben torténd vizsgalatara.
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