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BEVEZETES

A cirkadian ritmus a kiilonb6z6 kornyezeti tényezdk
ciklusos valtozasahoz igazitja az életmiikodéseket, igy segiti a
szervezet kornyezethez vald alkalmazkodasat. A kozelitdleg 24
ords periodushosszt diktdld bioldgiai idémérd rendszer egy
transzkripcids-transzlacidés visszacsatolason alapuldé endogén
oszcillator, melyet cirkadidn 6ranak neveziink. A kézponti ora a
suprachiasmaticus magban taldlhat6, amely szinkronizalni
képes a periférias sejtekben miikodo ordkat. Az emlds
oszcillator negativ komponensei a CRYPTOCHROM (CRY) és
a PERIOD (PER) fehérjék. Génjeik atirodasat a pozitiv faktor
szerepét betoltd6 CLOCK ¢és BMALIL fehérjékbdl allo
transzkripcios faktor komplex serkenti. Amennyiben a PER és
CRY alkotta komplex kellden magas koncentraciot ér el a
magban, gatolja a CLOCK-BMALI1 aktivitdsat. A
megszintetizdlodott PER és CRY egy érési folyamaton megy
keresztiil, aminek nyoman a mennyiségiik folyamatosan
csokken. Ezt kovetben a CLOCK-BMALI-komplex
felszabadul a gatlas aldl és egy Ujabb ciklus veszi kezdetét.
Emellett tobb masik szabalyozd visszacsatolas is miikodik az
oszcillatorban: a pozitiv faktor komplex serkenti kiilonb6zo

magreceptorok, mint a REV-ERB (REV-ERBa/f)) vagy ROR
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(retinoic-acid-receptor-related  orphan  nuclear  receptor,
RORa/py) fehérjék kifejezodését. Ezek kozvetleniil hatnak
vissza a Bmall expressziora: a REV-ERB gatlo, a ROR
serkent6 modon. A BMALI1-CLOCK transzkripcids faktor
komplex ilyen modon létrejové 24 oras oszcillald aktivitasa
kozvetetten vagy kozvetve szamos gén ritmikus kifejezodését
vezérli, ezek az tugynevezett oOra altal kontrollalt gének.
Microarray adatok alapjan az egyes szovetekben koriilbeliil a
gének 10%-anak expresszigjat iranyitja a cirkadian
orarendszer.

Az orafehérjék poszttranszlacios modosuldsai a fehérjék
stabilitdsat és sejten beliilli lokalizaciojat alapvetéen
befolyasold tényezok, igy a ritmus amplitaddjara ¢és
peridodushosszara egyarant hatdssal vannak. Emiatt a kiilonb6z6
kindzok (pl. kazein kindz (CK) d/e, glikogén szintdz kinaz
(GSK) 3p) ¢és foszfatazok (pl. protein foszfataz 1 és 5) is fontos
komponensei a molekularis 6ranak.

Szamos adat tamasztja al4 a cirkadidn szabalyozas €s az
immunrendszer miikodése kozotti kapcsolatot. Amellett, hogy
az Ora részt vesz a leukocita trafficking (irdnyitott vandorlas)
szabalyozasaban, befolydssal van a kiilonb6z6 gyulladdsos
folyamatokra, €s szerepe van az immunsejtek (pl. B-sejtek,

Twl7 sejtek) érésében is. Emellett tobb hemopoetikus eredetii
2



sejtben (pl. makrofagok, eozinofil granulocitdk, T- és B-
limfocitdk, dendritikus sejtek, NK sejtek ¢és monocitak)
miikddé molekularis oszcillator jelenlétét bizonyitottak, mely a
sejtfunkciok széles skalajat befolyasolhatja, bar ezekrdl eddig
igen hianyosak az ismereteink.

A neutrofil granulocitdk a vérben legnagyobb aranyban
talalhatd leukocitdk, szerepiikk a bakteridlis és gombas
fertdzésekkel szembeni védekezésben esszencidlis. Sejtfelszini
receptoraik segitségével felismerik és megkotik a korokozokat
¢s bekebelezik azokat. Az igy képzodott fagoszomakban
kiilonboz6 litikus enzimek és reaktiv oxigén intermedierek
segitségével megindul a mikrébdk lebontdsa. A neutrofil
granulocitdk csokkent miikddése stlyos fertézésekhez vezet,
mig talzott aktivitasuk kiilonb6z6 autoimmun és gyulladasos
betegségek kialakulasdhoz jarulhat hozza. Bar a neutrofil
granulocitak valaszkészségében tobb tanulmany szerint is napi
ritmus mutatkozik, az ennek hatterében allé6 mechanizmusokroél
keveset tudunk. A sejtek ritmusos miikodésének megértése
alapvetd fontossagu a kiilonbozé gyulladasos folyamatok
patomechanizmusanak  megismeréséhez  és  megfeleld

kronoterapia tervezéséhez.



CELKITUZES

Kisérleteink sordn human neutrofil granulocitdk
cirkadian ora altali szabalyozasanak vizsgalatat tliztiik ki célul.
Donoraink kivalasztasanal alapveté szempont volt, hogy napi
ritmusuk szerint egységes populaciot képezzenek, ezért a
vizsgalatok megkezdése el6tt a donorok kronotipusanak (alvasi
kozépidd szabadnapokon) meghatarozasara is megfeleld
modszert kellett taldlnunk. Ezek alapjan munkank kezdetekor a
kovetkezd célkitlizéseket tettiik:

1. A kronotipus meghatarozasara alkalmas kérdéivet (Munich
Chronotype Questionnaire, MCTQ) magyarra forditjuk és
validaljuk.

2. Meghatarozzuk human neutrofil granulocitdk oragén
expresszios profiljat és 6sszehasonlitjuk azt a mononukledris
sejtekével.

3. Vizsgéaljuk a neutrofil sejtekben az drakomponensek
kifejez6dését fehérje szinten.

4. Megvizsgaljuk, hogy a neutrofil granulocitdk szisztémas
szintll szabalyozasanak van-e szerepe a sejtmiikddés napi

5. Kiilonb6z6 napszakokban 6sszehasonlitjuk a neutrofil sejtek
valaszkészségét (szuperoxid termelés, fagocitdzis készség).
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MODSZEREK

A Munich Chronotype Questionnaire magyar valtozatanak
validalasa

Vizsgalatainkhoz a donorok kronotipizalasat az MCTQ
kérdoiv segitségével végeztik. Az eredeti angol nyelvii
kérddivet magyarra forditottuk, majd a validalas részeként
angolra fordittattuk vissza egy szakforditoval. Ezutdn a
Semmelweis Egyetem Altalanos Orvos, Fogorvos ¢és
Gyogyszerésztudomanyi karan élettant tanuld 780 egyetemi
hallgat6é bevondsaval teszteltiik a kérddivet. A kisérletsorozatot
az Egészségiigyi Tudomanyos Tandcs Tudomanyos és
Kutatasetikai Bizottsaga hagyta jova (etikai engedélyek szama:

87/2010 és 154/2011).

A donorok kivalasztasa és a kisérletek menete a leukocitak
oramiikodésének vizsgalatahoz

A kisérletek sordn vénas vért vettlink egészséges,
onkéntes donoroktdl (20-35 éves férfiak és ndk). A donorok
szabalyos munkabeosztissal ¢és alvas-ébrenléti mintdzattal
rendelkeztek. Kizaré tényezd volt, ha a jelentkezd extrém
kronotipusu volt, kronikus vagy akut betegségben szenvedett,

valtott miiszakban dolgozott vagy jetlag-nek volt kitéve a
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kisérletet megel6z6é egy honapban, illetve rendszeresen szedett
gyogyszert. A vérmintakat 10, 13, 16, 19, 22, 1, 4 ¢és 7 orakor
vettiik. Az esti vérvételek (22 d6ra utan) alacsony fényintenzitas
mellett zajlottak, a donorok lehetséges legminimalisabb
zavarasaval. A kisérletsorozatot az Egészségligyi Tudomanyos
Tanacs Tudoményos és Kutatasetikai Bizottsaga hagyta jova

(etikai engedélyek szama: #10895-0/2011-EKU ¢és 1563/2015).

Leukocitak izolalasa vénas vérbol

A vérmintadkat Na-citratot tartalmazé Vacutainer®
CPT™  csovekbe  (Beckton-Dickinson)  vettiik. A
mononukledris és neutrofil sejtfrakcidkat ficoll gradiens
segitségével kiilonitettilk el. A sejtek izoldldsa utan a
mintakban 1év6 vorosvérsejteket ozmotikus lizis révén
eliminaltuk. A mintdk tisztasdgat metilénkékkel valod

magfestéssel ellendriztiik, a mintak tisztasaga > 97% volt.

A plazma kortizol koncentracio mérése

A plazma kortizol koncentracid6 meghatarozasat
elektrokemilumineszcens immunoassay (Elecsys, Roche)
segitségével végezték a Semmelweis Egyetem Izotop
laborjdnak munkatéarsai, a gyartdo altal javasolt protokoll

szerint.



Génexpresszio vizsgalata valos idejii PCR segitségével

A sejteket Tripure® reagens (Roche) segitségével
lizaltuk, majd totdl RNS-t preparaltunk. A mintdk DNaz
kezelése utan a cDNS szintézist a QuantiTect® reverz
transzkripcids kit (Quiagen), illetve a RevertAid® First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) hasznélataval
végeztik. A Bmal, Perl, Per2, Per3, Dbp, Rev-erba, Itgh2,
Gp91P" | Cxcrd és P-aktin gének relativ expressziojat a Light
Cycler® 480 rendszer (Roche) hasznalataval mértiik TagMan
hidrolizis probak alkalmazéasaval, Gapdh expressziohoz
viszonyitva. Az adatok értékeléséhez a ,masodik derivalt
maximuma” modszert alkalmaztuk, az analizist a LightCycler®
Relative Quantification Software (Roche) haszndlataval

végeztik.

PLB-985 sejtek neutrofil granulocita iranyba torténé
differencialtatasa

A PLB-985 sejteket 2x10° sejt/ml kiindulasi sejtstirtiség
mellett 1,25% DMSO-val kezeltik RPMI 1640 médiumban,
amely tartalmazott még L-glutamint (0,3 g/l), 10% hdinaktivalt
borju szérumot (FBS), 50 unit/ml penicillint és 50 pg/ml
streptomycint. A sejteket 4 napon keresztiil tartottuk kultraban

37°C-on 5% CO; jelenléte mellett.
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Western blot analizis

A neutrofil granulocitdk izoldlasat kovetéen az intakt
sejteket elomelegitett (95°C) 2x-es redukdldé Laemmli
mintapufferben szuszpendaltuk, majd 95°C-on 10 percig
inkubaltuk. A PLB-985 sejtekbdl teljes sejt lizatumot
készitettiink, melyet 2x-es redukdlé Laemmli puffer
hozzdadasa utan 5 percig 95 °C-on inkubdltunk. A
defoszforilaci6 vizsgdlatdhoz a mononuklearis sejtekbol
késziilt teljes sejt lizatumot CIP (Calf Intestinal Phosphatase)
alkalikus foszfatdzzal (New England Biolabs) kezeltik. A
fehérjéket 7,5%-0s SDS-poliakrilamid gélen szeparaltuk. Az
immundetektalashoz anti-BMALI1 poliklondlis ellenanyagot
(1:500 aranyu higitasban 5% tejport tartalmazd TBS oldatban),
anti-PER2 poliklonalis ellenanyagot (1:200 aranyu higitasban
5% tejport tartalmazd TBS pufferben), illetve anti-B-AKTIN
monoklonalis ellenanyagot (Sigma-Aldrich) (1:10000 aranyt
higitasban 5% tejport tartalmazd TBS pufferben) hasznaltunk.

Leukocitak immunfluoreszcens festése
A sejteket feddlemezre centrifugaltuk, majd 4%-os
paraformaldehiddel (Sigma-Aldrich) fixaltuk. A mintékat
permeabilizalas utdn 30 percig blokkold oldatban tartottuk
szobahdmérsekleten, majd anti-BMALI1 poliklonalis antitesttel
8



(1:100 aranyu higitasban blokkol6d oldatban), illetve izotipus
kontroll antitesttel (nyl IgG 1:100 aranyt higitasban blokkolo
oldatban) inkubaltuk 4°C-on egy éjszakan keresztiil. A mintakat
ToPro®-3 Jodid (Life Technologies) magfestékkel (1:1000
aranyu higitasban) is jeloltiik. A festédést Zeiss LSM710 1ézer-
scanning mikroszkoppal vizsgaltuk 63%/1.40 oil DIC M27
immerzios objektiv hasznalataval (Plan-Apochromat, Zeiss). A
képeket a ZEN 2011 SP2 black edition (Zeiss) szoftver
hasznalataval készitettlik. A fluoreszcencia intenzitdsok

méréséhez az Imagel 1.48v szoftvert (NIH, USA) hasznaltuk.

Neutrofil granulocitak kezelése kortizollal

Az izolalt neutrofil granulocitdkat 50 unit/ml penicillint
¢s 50 pg/ml streptomycint tartalmazd szérummentes RPMI
1640 médiumban inkubaltuk. 60 percen keresztiil 37°C-on, 5%
CO; jelenlétében. Ezutan 300 ng/ml kortizolt (Sigma-Aldrich)
vagy vehikulumot adtunk a sejtekhez és 60 percig inkubaltuk
oket.

A neutrofil granulocitak oldaliranyu fényszorasanak (SSC)
mérése
A sejteket 4%-os paraformaldehiddel fixaltuk és 4°C-on
taroltuk. Az oldaliranya fényszorast Beckman Coulter Cell Lab
9



Quanta SC aramlasi citométerrel mértiik. Az adatokat WinMDI
2.9 szoftverrel (Purdue University Cytometry Laboratories,

West Lafayette) analizaltuk.

Periférias vérmintak hisztologiai festése

Ujjbegybdl vett vérbdl kenetet készitettiink, majd May-
Griinwald/Giemsa  (Sigma-Aldrich)  festést  végeztiink.
Mintanként 100 sejtet szdmoltunk meg Meander-vonal mentén
¢s a sejtmag szegmentaltsaga alapjan megallapitottuk, hogy

milyen a fejlodési alakok szazalékos megoszlésa.

ere s

A CXCLI2 koncentracid meghatarozdsait a Human
SDF-1 alpha ELISA Immunoassay (R&D Systems)

segitségével végeztiik, a gyarto altal javasolt protokoll szerint.

Neutrofil granulocitak szuperoxid termelésének mérése

A neutrofil granulocitdk szuperoxid termelésének
kovetésére kemilumineszcens modszert alkalmaztunk. A
szuperoxid termelést kevert huméan savoval opszonizalt
zimozédn hozzdadasaval stimuldltuk. A lumineszcencia
intenzitasat 37 °C-on 30 percig kovettiik Mithras LB 940
Multilabel Reader (Berthold Technologies) késziilékben.
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Neutrofil granulocitak fagocitozis készségének
meghatarozasa

A neutrofil granulocitdk fagocitozis készségének
mérésekor kevert humdn savoval opszonizalt GFP-t
expresszalo Staphylococcus aureus-t hasznaltunk. A sejteket és
a Dbaktériumokat 1:100 ardnyban kevertiik 0Ossze, majd
fedélemezre centrifugéltuk Oket. Ez utan 37°C-on 10 percig
inkubdltuk a lemezeket 5% CO, jelenlétében. A mintakat
fixadlds utdn Zeiss LSM710 lézer-scanning mikroszkdppal
63x/1.40 oil DIC M27 immerzids objektivet hasznalva
vizsgaltuk (Plan-Apochromat, Zeiss). A képeket a ZEN 2011
SP2 black edition (Zeiss) szoftver segitségével készitettiik.

Statisztikai analizis

A statisztikai analizishez a SigmaPlot 11.0 szoftvert
hasznaltuk. Az értékeket t-probaval és varianciaanalizissel
(ANOVA) hasonlitottuk 6ssze. A post hoc Osszehasonlitasok
soran a Tukey-tesztet, valamint a Bonferroni-probat
alkalmaztuk. A 24 6ras adatsorok ritmus analiziséhez a Time
Series Analysis — Single Cosinor v6.2 Software-t (Expert Soft
Technologie) hasznéltuk, és 24 6ras periddushossz cosinus
gorbét illesztettiink az adatsorokra. A kiilonbségeket p < 0,05
esetén tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.
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EREDMENYEK

A Munich Chronotype Questionnaire (MCTQ) magyarra
forditasa és validalasa

A fény az egyik legfontosabb szabalyoz6 a cirkadian
ritmus szempontjabol, igy nem meglepd, hogy a kronotipus
szoros korrelaciét mutat a napfelkelte idOpontjaval és a
foldrajzi szélességgel. Roenneberg és munkatarsai altal 2007-
ben publikdlt adatokat felhasznalva a kozép-eurdpai
id6zonaban mérhetd kronotipus-foldrajzi sz¢lesség
Osszefiiggésrol megvizsgaltuk, hogy az altalunk mért alvési
kozépidd értékek illeszkednek-e a bemutatott Osszefliggés
egyenesére. Mivel adataink illeszkednek az egyenesre, és az
MCTQ  magyar valtozataval az  irodalmi  adatok

reprodukalhatoak, a kérddivet validaltnak tekintettiik.

Neutrofil granulocitak és mononuklearis sejtek oOragén
expresszidjanak osszehasonlitasa

Vizsgalataink soran kiilonb6z6 oOragén expresszids
mintdzatot taladltunk mononuklearis sejtekben és neutrofil
granulocitdkban. A mononukledris sejtek esetében a Perl, a
Per2, a Per3 és a Dbp expresszio az irodalomban kordbban
leirtaknak megfeleld fazisban és amplitudoval oszcillalt. Ezzel
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szemben a neutrofil granulocitaknal a Perl, a Dbp és a Rev-
erba esetében tapasztaltunk alacsony amplitidoji oszcillaciot.
Az oOrakomponensek Bmall expresszidhoz viszonyitott
aranyanak vizsgalatakor a Perl expresszid nagyon hasonld volt
a két sejtfrakcioban, azonban a Per2, a Per3, a Dbp €s a Rev-

erba aranya alacsonyabb volt a neutrofil granulocitdkban.

Neutrofil granulocitik és mononuklearis sejtek PER2 és
BMALI1 fehérje expressziojanak dsszehasonlitasa

Az orafehérjék kifejez6désének  vizsgalatakor a
mononukledris  sejtekben minden  vizsgalt iddpontban
detektalhaté volt a PER2 fehérje, a neutrofil mintdkban
azonban nem volt kimutathaté. A mononuklearis sejtekben a
BMALI expresszidja emelkedett a nap folyaméan, ezzel
szemben a neutrofil granulocitdkban nem volt napi ingadozas a
fehérje kifejez6désében. Tovabba, mig a mononukleéris
frakcioban két kiilonbozo elektroforetikus mobilitast fehérje
forma jelent meg, a neutrofil granulocitdknal csak a magasabb
elektroforetikus mobilitdsit BMALI frakcio volt detektalhato.
A mononuklearis sejtekbdl késziilt teljes sejt lizatum alkalikus
foszfatazzal torténd kezelésekor csak a fehérje nagyobb
elektroforetikus mobilitasti formaja volt kimutathato, ami arra

utal, hogy a kiilonb6z6 BMALI1 formak a foszforilaltsagi
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allapotukban kiilonboznek, és a neutrofil sejtekben a fehérje
hipofoszforilalt formaja van jelen.

A BMALI foszforilaltsagi allapota pozitivan korrelal a
sejtmagban vald felhalmozodasaval. A sejteken végzett
immunfestés soran a neutrofil granulocitdk sejtmagjaban
alacsonyabb volt a BMALI1 fehérje szint, mind a
limfocitdkhoz, mind a monocitdkhoz képest. Emellett, mig a
monocitdk esetében a fehérje egyenld eloszlast mutatott a
sejtmag ¢és a citoplazma kozott, ¢és a limfocitakban
tulnyomorészt a sejtmagban volt detektalhatd, a neutrofil

sejtekben a citoplazmaban volt magasabb a fehérje szintje.

Az orakomponensek expressziojanak vizsgilata PLB-985

Mivel a mononuklearis sejtek ¢és a neutrofil
granulocitdk  fejlédése mar a csontvelében —szétvalik,
feltételeztiik, hogy a molekularis oszcillator mitkddésében
vezethetok vissza. Vizsgdlati modellként a PLB-985 huméan
akut mieloid leukémia sejtvonalat valasztottuk, mely DMSO
kezeléssel neutrofil granulocita irdnyba differencialtathat6. Az
oragének kifejez0dését a Bmall expressziohoz viszonyitva a
differencialodasi id6szak alatt lecsokkent a sejtekben a Perl és

14



a Per2 expresszi6, valamint a PER2 fehérje szintje egyarant.
Ez arra utal, hogy a molekuldris o6ra milkodése

megvaltozik a neutrofil granulocita iranyu differenciaci6 alatt.

Kortizol hatasanak vizsgalata neutrofil granulocitak 6ragén
expresszidjara

Eredményeink alapjan a neutrofil granulocitdkban az
oramiikodés nem robusztus. Ezért alternativ lehetdségként
valaszreakcidjanak napi ingadozasaért szisztémas hatdsok
felelosek. Mivel neutrofil granulocitdkban ritmusos Perl
expressziot detektaltunk, melynek maximuma — a plazma
kortizol koncentraciohoz hasonldéan - a délel6tti 6rakban van,
megvizsgaltuk, hogy az oragének kifejezddése érzeékeny-e
kortizol kezelésre. A kezelés hatasara a Perl expresszid tobb
mint 6tszorosére ndvekedett a sejtekben. Ez arra utal, hogy a
Perl expresszidja glukokortikoid befolyas alatt all, valamint
hogy a Perl kifejez6désének napi ingadozasaért a neutrofil

sejtekben a plazma kortizol koncentracid ritmusa lehet felelds.

A periférias neutrofil granulocita populacio kor szerinti
megoszlasanak vizsgalata
Mivel a patogének elleni valaszkészség valtozhat a
15



sejtek érése soran, a sejtpopulacion beliili koreloszlas valtozasa
hozzéjarulhat az effektor reakciok hatékonysaganak ritmusos
valtozasahoz. Megvizsgaltuk, hogy hogyan alakul a nap
folyaman a periférias neutrofil granulocita populdcidoban az
érési marker Cxcr4 kemokin receptor expresszioja. A receptor
kifejez6dése szignifikans oszcillaciot mutatott, melynek
maximuma az esti drakban volt mérhetd (20 o6ra 1 perc). A kor
szerinti megoszlas napi ingadozéasat tamasztja alé az is, hogy az
aramlasi citométerrel mérhetd oldaliranyt fényszoras (SSC),
mely korrelal a sejtek granulaltsagaval és igy a sejtek koraval
is, szintén napi oszcillaciot mutatott, a maximum pedig a
reggeli ordkra esett (7 6ra 50 perc). Mindezek arra utalnak,
hogy a periférids neutrofil granulocita populacié kor szerinti
megoszlasa valtozik a nap folyaman: az idds sejtek aranya
magasabb az esti/€jszakai id0szakban, mint a reggeli/nappali
iddszakban. Ennek tovabbi vizsgalatara ujjbegybdl vett vérbol
keneteket készitettiink és magmorfoldgia alapjan értékeltiik a
sejtek érettségi allapotat. Mig az esti mintdk esetében
szignifikdnsan magasabb volt az 1dds sejtek aranya, a reggeli
mintakban nem volt kiillonbség a fiatal/idds sejtek szamaban.
Emellett az abszolut neutrofil granulocita szamot is vizsgaltuk,
¢s az irodalmi adatokkal egyezden oszcillaciot tapasztaltunk, az
esti orakban megfigyelheté maximummal (23 6ra 36 perc).
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Vizsgalataink soran a CXCR4 receptor ligandjanak, a
CXCL12 kemokinnek is napi ingadozast mutatott a plazma
koncentracidja, a sejtekben mérhetd Cxcr4 expresszidval
parallel modon. Mivel a CXCL12 {6 forrasa a csontveld, ez
arra utal, hogy a neutrofil sejtek 1d6fiiggd eliminacidjaban és
kor szerinti eloszlasanak ingadozasaban a csontvel6i miikddés

napi ingadozasa meghatarozo lehet.

Neutrofil granulocitak szuperoxid termelésének és
fagocitozis készségének vizsgalata

A neutrofil sejtek érésével parhuzamosan a sejtek
Gp9I”"*  expresszidjanak novekedése is megfigyelhetd,
maximuma a késé esti idészakban mérhetd (23 ora 41 perc),
amikor az 1dds sejtek aranya is magasabb. Az oxidaz alegység
expressziojanak ingadozasa korreldl a sejtek szuperoxid
termeld képességével, délutan 13 és éjjel 1 orakor izolalt
sejteket opszonizalt zimozannal stimuldlva magasabb volt a
sejtek szuperoxid termelése az €jjeli mintdk esetében, mely arra
utal, hogy a sejtek valaszkészsége az ¢jszakai iddszakban jobb.

Ehhez hasonléan az éjszaka izolalt sejtek opszonizalt
Staphylococcus aureus-ra adott fagocitdzis valasza is joval
er6sebb, mint a napkdzben izolalt sejteké, mely aldtdmasztja,
hogy az iddsebb sejtek hatékonyabbak az immunvalasz soran.
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KOVETKEZTETESEK

. Az altalunk magyarra forditott MCTQ kérddiv validalasa
sikeres, a kérdo6iv tovabbi vizsgalatokban felhasznalhato.

. A neutrofil granulocitdk és mononukledris sejtek oragén
expresszios mintazata kiilonbozik.

. A neutrofil granulocitdkban a PER2 ¢és a BMALI
kifejezddése alacsonyabb, mint mononuklearis sejtekben. A
neutrofil sejtekben a BMALI1 hipofoszforildlt forméja van
jelen, és a fehérje alacsonyabb sejtmagi megjelenést mutat,
mint limfocitdkban vagy monocitakban.

. A molekularis 6ra milkddése megvaltozik PLB-985 sejtek
neutrofil granulocita iranyu differencialodésa alatt.

. Neutrofil granulocitdk Perl expresszidja kortizollal vald
kezeléssel in vitro indukalhato. In vivo a Perl RNS a plazma
kortizol koncentracid napi ritmusaval parallel ingadozik.

. A periférias neutrofil granulocita populaciéo kor szerinti
Osszetétele oszcilldl a nap folyaméan: az esti/éjszakai
1d6szakban magasabb az idésebb sejtek aranya.

. A neutrofil sejtek opszonizalt zimozan stimulusra
bekovetkezd szuperoxid termelése, és opszonizalt S. aureus
fagocitozisa is hatékonyabb, amikor az érettebb sejtek

aranya nagyobb a keringésben.
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