DOI:10.14753/SE.2017.1967

A cirkadian 6ra szerepe human neutrofil
granulocitdk miikodésének szabalyozasaban

Doktori értekezés

Ella Krisztina

Semmelweis Egyetem
Molekularis Orvostudomanyok Doktori Iskola

| SEMMELWEIS
| EGYETEM

Témavezeto: Dr. Kaldi Krisztina, Ph.D., egyetemi docens

Hivatalos biralok: Dr. Nagy Andras David, Ph.D., egyetemi adjunktus
Dr. Cervenak Laszlo, Ph.D., tudomanyos fdmunkatars

Szigorlati bizottsag elndke: Dr. Buday Laszlo, az MTA levelez6 tagja,
egyetemi tanar

Szigorlati bizottsag tagjai: Dr. Sarmay Gabriella, az MTA doktora,
egyetemi tanar
Dr. Té6th Séra, Ph.D., egyetemi docens

Budapest
2016



DOI:10.14753/SE.2017.1967

1. Tartalomjegyzék

1. TartalomjegyZEK ..........cocoviiiiiiiiiiiiccit et 1
2. ROVIItESEK JEGYZEKE ......cc.vviiiiiiiiiie et 3
BuBRVEZELES ... e 8
3.1. A cirkadidn ritmus JellemZOi......c.covviiiiiiiiiiici e 8
3.2. Amolekuldris Ora altaldnos SZETKeZete ...........ccvervrriieriiiiiesii e 11
3.3. Az emlds molekuldris oszcillator mkodese........c.oovveriiiiiiiiiiiiiiic s 12
3.4. A cirkadian 6ramiikddés hierarchikus szervez0dése..........ccovvriiiiiiniiieninnns 15

3.5. A cirkadidn oOramikddés humanélettani jelentésége ¢és patologiai

VONAKOZASAL ...t 19
3.6. Az immunrendszer cirkadidn szabalyozasa ............ccccoceiiieiiniiciic e 23
3.6.1. Az cirkadian ora szerepe gyulladasos folyamatok szabdlyozasaban........ 26
3.7. Human neutrofil granuloCitdk...........ccoovviieiiiiiiiininiesieee e 28
3.7.1. Humadn neutrofil granulocitdk érése .............cccoouiviniiiiieniiniiniiieiiiennns 28
3.7.2. Human neutrofil granulocitdk effektor funkcioi .............ccccccooivviiinnnn, 30
4. CEIKIUZESEK .........coeiiiiiiiicc e 35
5. MOASZETCK ... 36
5.1. A Munich Chronotype Questionnaire magyar valtozatanak validalasa........ 36

5.2. A donorok kivalasztasa és a kisérletek menete a leukocitak 6ramikodésének

VIZSZALAtANOZ......cviiiiiiicic 39
5.3. Leukocitak izolalasa vénas VErbOl ............coeviiiiiiiiii e 39
5.4. A plazma kortizol koncentracid MeErese.........oovvvvrrveeiiieeniieeiiiee e 40
5.5. Génexpresszid vizsgalata valds idejii PCR segitségével ..........ccoovvvviinennnne 40
5.6. PLB-985 sejtek neutrofil granulocita iranyba torténd differencidltatasa......41
5.7. Western blot analiZis ........cccccveiiiiiieiiiic e 43
5.8. Leukocitak immunfluoreszcens feStESe .........ccvevviriiiniiiiiene e 44
5.9. Neutrofil granulocitak kezelése kortizollal.............ccocovviiiiiiiiiiiiiiiene, 45
5.10. A neutrofil granulocitik oldaliranya fényszorasanak (SSC) mérése .......... 45
5.11. Periférias vérmintak hisztologiai festése ..........ccorvviiiniiiiiiiiiiie 46
5.12. A plazma CXCL12 koncentracidjanak meghatdrozasa...............cocevevvrnnene. 46
5.13. Neutrofil granulocitadk szuperoxid termelésének mérése.............cocvrvennene. 46
5.14. Neutrofil granulocitak fagocitdzis készségének meghatarozasa ................ 47



DOI:10.14753/SE.2017.1967

5.15. Statisztikai aNaliZis ........ccooviiiiiiiieiie e 47
6. EredmeEnyek ...........ccoooviiiiiiiiiii 48
6.1. A Munich Chronotype Questionnaire (MCTQ) magyarra forditdsa ¢és
VAIAALIASA ..o s 48
6.2. Neutrofil granulocitdk és mononukleéris sejtek Oragén expresszidjanak
OSSZENASONITEASA ...ttt nnee s 51
6.3. Neutrofil granulocitdk és mononuklearis sejtek PER2 ¢s BMALI1 fehérje
expressziojanak 0sSzehasonlitdsa ........cccvvviiiiiiiiiiiiiee 56

6.4. Az orakomponensek expresszidjanak vizsgalata PLB-985 sejtek neutrofil

6.5. Kortizol hatasanak vizsgdlata neutrofil granulocitak 6ragén expresszidjara64
6.6. A periférids neutrofil granulocita populdcid kor szerinti megoszlasanak
VIZSZALALA ..o 65

6.7. Neutrofil granulocitak szuperoxid termelésének €s fagocitozis készségének

VIZSGAIATA .ot 69
T IMLEEDESZEIES ... 72
8. KOVEtKEZLEtESEK ..........oooiiiiiiiii e 80
9. OSSZEFOGIAAS ............coovevcececeeeee et 81
10, SUIMIMATY ..ot enns 82
11. IrodalomjegyzZEK .............ccoooiiiiiiiiiii 83
12. Sajat publikaciok jegyzeke ...............ccoocoiiiiiiiiiii 110
KOSzonetnyIlVANIEAS ............oooiiiiii s 111



DOI:10.14753/SE.2017.1967

2. Roviditések jegyzéke

ACTH adrenocorticotrop hormon

ANOVA analysis of variance (varianciaanalizis)

ARC nucleus arcuatus

ARNTL aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like
bHLH basic helix-loop-helix

BMALI brain and muscle arnt-like protein-1

BSA bovine serum albumin

cAMP ciklikus adenozin monofoszfat

CAR CXCL12-abundant reticular

ccg clock controlled gene (ora altal kontrollalt gén)
CCL chemokine (C-C motif) ligand

CCND1 cyclin D1

Cdk ciklin-dependens kinaz

cDNS komplementer dezoxi-ribonukleinsav

CGD chronic granulomatous disease (kronikus granulomatdzus betegség)
CIP calf intestinal phosphatase

CIRP cold inducible RNA-binding protein

CK casein kinase

CLOCK circadian locomotor output cycles kaput

CMP common myeloid progenitor

CR complement receptor

CRE clock responsive elements (Ora-reszponziv elemek)
CREB cAMP response element-binding protein

CRH corticotropin releasing hormon

CRY CRYPTOCHROM

CT circadian time (cirkadian 1d0)

CXCL chemokine (C-X-C motif) ligand

DBP D site of albumin promoter binding protein

DEC differentiated embryo chondrocyte protein

DMH dorsomedialis hipothalamus



DMSO
DNaz
DNS
dNTP
dSPZ
E-box
ECL
EDTA
Fab
FASPS
FBS

Fc

FcR
fMLP
FRP
GAPDH
G-CFU
G-CSF
GFP
GH
GMP
GRE
GSK
HBSS
HEPES
HLF
HRP
HSC
HSF1
HSP

IL
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dimetil-szulfoxid

dezoxi-ribonukleaz

dezoxi-ribonukleinsav
dezoxi-ribonukleotid trifoszfat

dorsalis subparaventricularis zona
Enhancer-box

enhanced chemiluminescence (megndvelt kemilumineszcencia)
etilén-diamin-tetraecetsav

fragment antigen binding (antitest antigén-kotd régidja)
familiar advanced sleep phase syndrome
fetal bovin serum (magzati borjiszérum)
fragment constant (antitest konstans régioja)
Fc receptor
N-formil-metionin-leucin-fenilalanin

free running period (szabadon futé ritmus)
glicerin-aldehid-foszfat dehidrogenaz
granulocyte colony forming unit
granulocyte colony stimulating factor
green fluorescent protein

growth hormon

granulocyte-monocyte progenitor
glucocorticoid responsive element
glycogen synthase kinase

Hank’s Balanced Salt Solution
(2-hidroxietil) piperazin-1-etanszulfonsav
hepatic leukemia factor

horseradish peroxidase (tormaperoxidaz)
hematopoietic stem cell

heat shock factor 1

heat shock protein

immunglobulin

interleukin



Itga6
IxB
KO
LFA
LHA
LHx2
LPS
LTB4
MCH
MCP-1/JE
MCTQ
Mdm?2
MEQ
MOP3
MOPS
MPO
MPOR
mRNS
MSF
MT
NADPH
NET
NF-xB
NO
NOD
NPAS2
NREM
PACAP
PAMP
PAS
PBS
PCR
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Integrin alpha-6

inhibitor kB

knockout

Lymphocyte function-associated antigen
lateralis hipothalamus

LIM/homeobox protein 2
lipopoliszacharid

Leukotriene B4

melaninkoncentralé hormon

monocyte chemoattractant protein-1
Munich Chronotype Questionnaire
mouse double minute 2 homolog
Morningness Eveningness Questionnaire
morphine preference 3
3-N-morforlin-propanszulfonsav
mieloperoxidaz

medialis pracopticus régid

messenger RNS

middle-sleep on free days (alvasi kozépid6 szabadnapokon)

melatonin receptor
nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
Neutrophil Extracellular Trap

nukledris faktor-kappaB

nitrogén monoxid

nucleotid-binding oligomerization domain
neuronal PAS domain protein 2

non rapid eye movement

pituitary adenylate cyclase-activating peptide
pathogen associated molecular pattern
Period-Arnt-Single-minded

phosphate buffered saline

polymerase chain reaction


http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphate_buffered_saline

PER
PKA
PMN
PMSF
PRL
PRR
PVHd
PVHm

Q10

rcf
REM
RHT
RNS
ROI
ROR
RORE
ROS
rpm
RQ
rRNS
RT
SCN
SD
SDS
SDS-PAGE
SEM
SIM
SJL
SLex
SOD
SR
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PERIOD

protein kinase A

polymorphonuclear neutrophil
fenilmetanszulfonil-fluorid

prolaktin

pattern recognition receptor

dorsalis parvicellularis paraventricularis mag
medialis parvicellularis paraventricularis mag
hémérsékleti egyiitthatd

rheumatoid arthritis

relative centrifugal force

rapid eye movement

retinohypothalamic tract

ribonukleinsav

region of interest
retionic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor
retionic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor responsive element
reactive oxygen species

revolutions per minute (fordulat/perc)

relative quantification

riboszomalis RNS

reverz-transzkriptaz

nucleus suprachiasmaticus

standard deviéacio

natrium-dodecil-szulfat
natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis
standard error of mean

single minded

szocidlis jetlag

sialyl Lewis X

szuperoxid-dizmutaz

scavenger receptor



SSC
TBS
Tcf4
TCR
TEMED
TF

TLR
TNFa
TRH
VCAM-1
VIP
VLA-4
VLPO
VMH
vSPZ
WT

7T
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side scattering

Tris-buffered saline
Transcription factor 4

T-cell receptor (T-sejt receptor)
tetrametil-etilén-diamin

teljes fehérjemennyiség

toll-like receptor

tumor necrosis factor a

TSH releasing hormon

vascular cell adhesion molecule 1
vazoaktiv intesztinalis peptid
Very Late Antigen-4
ventrolateralis praeopticus mag
ventromedialis mag

ventralis subparaventricularis zona
wild type (vad tipus)

Zeitgeber time
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3. Bevezetés

A Fold tengely koriili forgasanak eredménye az egyes kornyezeti tényezdk 24
oras ciklusokban jelentkezd valtakozasa. Az evolicid soran szamos olyan adaptacios
mechanizmus alakult ki, mely a szervezet kiils6 kornyezethez val6d alkalmazkodasat
segiti eld. A cirkadian 6éramiikddés egy belsé idémérd rendszer, mely lehetové teszi a
szervezet szamara, hogy elore felkésziiljon a napi ingadozast mutaté kornyezeti
tényezok valtozédsara, ezaltal segiti az adaptaciot. Ez az adaptacids képesség mar a
torzsfejlodés korai  szakaszdban megjelent: a cirkadian 6ra  miikodését
cianobaktériumokban [1-3], algakban [4], gombdkban [5, 6], novényekben [7, 8],
rovarokban [9, 10] és emlésokben [11, 12] is leirtak.

3.1. A cirkadian ritmus jellemzdi

Szamos ¢letfolyamatra jellemzd, hogy ritmusos milkddést mutat. Azonban a
bioldgiai ritmusok periddushosszuk ¢€s szabalyozasuk szempontjabol is sokfélék
lehetnek. A cirkadidn (circa diem = koriilbeliil egy nap) ritmusok periddushossza
megkozelitleg 24 ora. Ha egy ritmikus folyamat periodushossza ennél révidebb,
ultradian (ultra diem = egy napnal kevesebb) ritmusrdl beszéliink. Ilyen példaul az alvas
REM ¢s NREM fazisainak valtakozasa [13, 14], a kiilonb6z6 hormonok pulzatil jellegli
szekrécioja [15, 16], vagy a 1égzési ritmus €s a szivritmus. Infradian (infra diem = tobb
mint egy nap) ritmus esetében a periddus hosszabb, mint 24 ora. Jellemzd példa a
féemlésok menstruacids ciklusa. Ezek mellett 1ényegesen hosszabb peridodushossza
ritmusokat is taldlunk az €élévilagban: ezek az tigynevezett cirkannualis (circa anno =
koriilbeliil egy év) ritmusok, melyek évente ismétlddnek, mint példdul a novények
viragzasi ciklusa vagy az allatok parzasi és vandorlasi idészaka.

A tovéabbiakban a cirkadian ritmus legfontosabb jellemzdit targyalom.
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A 24 oOrdhoz kozeli periodushossz mellett tovabbi kritériumok teljesiilése is

sziikséges, hogy egy ritmusos miikddést cirkadidnnak nevezhessiink:

1.

Lényeges, hogy a cirkadian ritmus allandé koriilmények kozott, kdrnyezeti
hatasok (pl. fény-sotétség valtakozas, kiils6 homérséklet ingadozas) nélkiil is
fennmarad. Ebben az esetben szabadon futd ritmusrdl beszéliink, ahol a
periddushossz kis mértékben eltérhet a 24 6ratol (free running period = FRP).
P¢ldaul allando fényviszonyok kozott a legtobb ember aktivitasanak ritmusa
koriilbeliil 25 o6ras periodushossza [17]. ElsOsorban ez a tulajdonsag
kiilonbozteti meg a cirkadidn ritmust a tobbi 24 6rds periddushosszu (nappal
aktiv ¢letmdd esetén diurndlis, ¢jszaka aktiv életmdd esetén nokturnalis)
ritmustol, melyeknél az oszcillaciot a fény- és homérsékletvaltozdsok hozzak
1étre, és ezen hatdsok megsziinése a ritmusos miikddés megsziinését vonja maga
utan.

Jellemz6 tovabba, hogy a cirkadian ritmusok mikodését kiilonbozd kiilsd
kornyezeti stimulusok (Ggynevezett Zeitgeberek), mint példaul a fény, a
hémérséklet, vagy a tdpanyagellatds atallithatjdk. A bedllitds sordn a ritmus
idozitése szinkronba kertil a kornyezettel, ezt a folyamatot nevezziik
entrainment-nek. Az emldsoknél a ritmus 6 Zeitgebere a fény.

A cirkadidn ritmusokat emellett homérséklet-kompenzacié jellemzi. Ez azt
jelenti, hogy mig mas biokémiai folyamatok sebessége megnd a homérséklet
emelkedésekor, jellemzden 10°C-onként 2-3-szorosira (Q10 érték ~2.5), a
ritmus periddushossza széles homérseklettartomanyban valtozatlan marad, azaz
Q10 érteke alacsony, jellemzden 0,8-1,2 kozotti [18]. A ritmus hOmérséklet
kompenzaltsdga természetesen az emldsok esetében is fontos. Bar a folyamatok
tobbsége stabil, néhany tized Celsius-foknyi ingadozast mutaté koriilmények
kozott zajlik, példaul a végtagok ¢€s kiilondsen a boér esetében nagyobb

ingadozasok is tapasztalhatoak.
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A ritmus jellemzd paramétereit (1. abra) a kdvetkezOképpen definialhatjuk:

———

Bioldgiai paraméter

Periddushossz: a ritmusos paraméter két egymast kovetd maximum vagy
minimum értékének iddbeli tavolsaga, jele: t.

Amplitadé: a ritmusos paraméter minimum ¢€s maximum értéke kozotti
kiilonbség.

Fazis: a ritmus periéduson beliili aktualis lefutasa, jele ¢. Altalaban a ritmusos
paraméter egy jellegzetes pontjdhoz (példaul maximuméhoz=akrofazis) tartozé
iddponttal jellemezziik.

Zeitgeber time (ZT): az utolsd Zeitgeber megjelenése ota eltelt id6. Mivel
emlésok esetében a legfobb Zeitgeber a fény, ezért ZTO0-val a fényszakasz
kezdetét szokas jelolni.

Circadian time (CT): a szabadon futd ritmus esetében CTO-val jeloljik az

allando koriilmények kezdetét.

Vezérelt ritmus Szabadon futo ritmus
(fény-sotétség valtakozasakor) (alland6 sotétben)
akrofazis ..
| periodushossz
A * >
fazis:
- amplitudo

v

770 CTO 16

1. abra
A ritmust jellemz6 paraméterek.

([19] alapjan) A definicidkat lasd a szvegben.

10
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3.2. A molekularis ora altalanos szerkezete

Az alapvet6 1démérd folyamat minden él61ényben hasonlé elv szerint miikodik,
alapja egy transzkripcios/transzlacidés negativ visszacsatolasi hurok, a molekularis
oszcillator (2. abra) [20]. Egy pozitiv faktor, mint transzkripcios faktor, indukalja a
negativ faktor kifejez6dését, mely, ha kellden magas koncentracioban van jelen a
sejtmagban, gatolja a pozitiv faktor tovabbi miikodését, ezaltal pedig sajat maga
kifejez0dését. A negativ faktorok érése €s lebomléasa utan a pozitiv faktor felszabadul a
gatlas alol ¢és egy ujabb ciklus veszi kezdetét. Ennek eredményeként az
orakomponensek kifejezédése ritmusos. A korilbeliil 24 o6ra alatt zajlo ciklus
1étrejottének fontos feltételei a folyamatsorba beépitett késleltetési mechanizmusok.
Ilyenek példdul a transzkripcié €s a transzlacid kozotti idokiilonbség, vagy az
orakomponensek poszttranszlaciés modosuldsai, melyek befolydsoljdk az 6ra elemeinek
sejten beliili elhelyezkedését, aktivitasat és lebomlasat egyarant.

Az 6ra bemeneti oldala minden olyan struktara (pl. sejt, transzmitter, receptor),
ami a kiilonbozd Zeitgeberek hatasat kozvetiti a molekularis oszcillator felé. Tehat ha
ezen struktirdk miikodése nem megfeleld, a Zeitgeber nem tudja a molekularis
oszcillator miikodését befolyasolni. Az 6ra kimeneti oldaldhoz az oszcillator altal
befolyasolt, igy ritmikus miikodést mutato kiilonbozd biokémiai €s €lettani folyamatok

tartoznak (2. ébra).

Oszcillator

Bemenet Kimenet

Zeitgeberek Ritmusos biologiai

folyamatok

2. abra
A molekularis éra elemei és vazlatos szerkezete
A bemeneti elemek kozvetitik a Zeitgeberek hatasat a molekularis oszcillator fel¢, mig a kimeneti
komponensek az oszcillator altal 1étrehozott biokémiai €s élettani folyamatok (CRE=Clock Responsive

Element) (dbra: [20] alapjan). A bovebb magyarazatot 1asd a szovegben.

11



DOI:10.14753/SE.2017.1967

3.3. Az emlos molekularis oszcillator miikodése

Az emlés molekularis 6ra miikddésében a pozitiv faktor szerepét a CLOCK ¢és
BMALI1 (ARNTLI1, MOP3) transzkripcios faktorok alkotta komplex tolti be, mig az
oszcillator miikodésének negativ szabalyoz6i a CRYPTOCHROME (CRY1, CRY?2) és
PERIOD (PERI1, PER2, PER3) fehérjékbol allo heterodimerek [21, 22]. Bizonyos
szovetekben a CLOCK fehérje funkcidjat a NPAS2 (Neuronal PAS domain protein 2)
helyettesitheti [23-25]. A BMALI1 ¢és CLOCK/NPAS2 fehérjék a bazikus hélix-hurok-
hélix (bHLH)-PER-ARNT-SIM (PAS) domént tartalmazé transzkripcids faktorok
csaladjaba tartoznak. Ezek a transzkripcids faktorok szerkezetiikb6l adéddan csak dimer
formaban képesek DNS-t kotni. Mitkodésiik sordn a célgének promoterének E-box
(Enhancer-box) motivumahoz (leggyakrabban 3'-CACGTG-5") kotddnek, igy aktivalva
az oragének transzkripciodjat. A transzkripcidt és a fehérjeszintézist kovetden a PER és a
CRY a citoplazmaban heterodimert képeznek, majd a magba jutva kozvetlen
kolcsonhatas révén gatoljak a BMALI-CLOCK/NPAS2 komplex DNS-hez kotodését,
ezaltal sajat transzkripcidjukat. Emellett tobb masik szabalyozd visszacsatolds is
mikodik: a pozitiv faktor komplex serkenti kiilonb6zd magreceptorok, mint a REV-
ERB (REV-ERBa/f) vagy ROR (retinoic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor,
ROR /%) fehérjék kifejezddését. Ezek a ROR/REV-ERB koté RORE (retinoic acid-
related orphan receptor responsive element) motivumokon keresztiil kozvetleniil hatnak
vissza a Bmall expressziora, a REV-ERB gatl6 [26], a ROR serkentd [27-29] modon.
Ennek kovetkeztében a BMALI1 fehérje szintje antifazisban ingadozik a PER
fehérjékhez képest [26, 30]. A BMAL1-CLOCK transzkripcios faktor komplex ilyen
modon 1étrejovo oszcillalo aktivitasa kdzvetetten vagy kdzvetve szdmos gén ritmikus
kifejezddését is vezérli, ezek az tigynevezett ccg-k (clock controlled genes=o6ra altal
kontrollalt gének) (3. dbra). Microarray adatok alapjan az egyes szovetekben kortilbeliil
a gének 10%-anak expresszigjat iranyitja a cirkadian orarendszer [31, 32]. Az idaig
bemutatott faktorok az eddig vizsgalt sejttipusok esetében esszencialisnak bizonyultak
az 6ramitkddés szempontjabol.

Ugyanakkor a molekuléris oszcillator miikddésének finomhangolasaban tovabbi
visszacsatolasos mechanizmusok is szerepet kapnak, melyek jelentdségét elssorban

fibroblaszt sejtekben, a suprachiasmaticus magban és/vagy hepatocitdkban vizsgaltak.

12
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Ilyen folyamatban vesz részt példaul a DBP (albumin D-site-binding protein)
transzkripcids faktor, mely a Perl transzkripcid aktivalasan keresztiil alapvetd a
periddushossz beallitasdban [33, 34]. Emellett a HLF (hepatic leukemia factor), a DEC1
(differentiated embryo chondrocyte protein) ¢s a DEC2 fehérjék aktivitasa is visszahat
az oramiikodésre, egyrészt a BMALIL direkt gatlasaval, masrészt a kompetitiv E-box

kotésiikon keresztiil [35-41].

citoplazma
ROR REV-ERB =«
Q @
ANNN
(e @ F=
r @
BMAL1 CLOCK f
m ANNN
m ANNNL PER
— E-box —mm 1/Per2 o (R
m ANNN CRY
— E-box —h . O
per -2
‘ CRY 'Y
7 PER &
CK1e/8e/6 T —e ( CRY
CK1e/8
BMAL1 CLOCK
SN Kimenet
- E-box -C - > = = e
. E Ritmusos bioldgiai folyamatok
sejtmag
3. abra

Az emlés molekularis oszcillator miikodése.
A CLOCK ¢és BMALLI fehérjék komplexe a célgének promoéterének E-box motivumahoz kotddik, igy
aktivalva az dragének és kiilonbdz6 ccg-k transzkripcidjat. Az oszcillator negativ komponensei a PER és
a CRY fehérjék. Amennyiben a PER-CRY heterodimer kelléen magas koncentraciot ér el a magban,
gatolja a CLOCK-BMALI aktivitasat. Az 6rakomponensek szabéalyozasaban a kazein kinazok (CKd/g)
szerepe is esszencialis, befolyasoljak az 6rakomponensek sejten beliili lokalizaciojat és lebomlasat is. A
CLOCK-BMALL serkenti egyes magreceptorok, a REV-ERB és a ROR kifejezddését is, amelyek viszont
a BMALI expressziora hatnak vissza: a REV-ERB gatlo, a ROR serkentd modon (abra: [42] a szerzd

altal moédositva). A részletesebb magyarazatot lasd a szovegben.
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Az orafehérjék poszttranszlaciés modosuldsai a fehérjék stabilitasat €s sejten beliili
lokalizaciojat alapvetéen befolyasold tényezok, igy a ritmus amplitidojara és
periddushosszara egyarant hatassal vannak. Emiatt kiilonb6z6 kinazok (pl. kazein kinaz
(CK) 0o/e, glikogén szintaz kinaz (GSK) 33) [43-45] ¢és foszfatazok (pl. protein foszfataz
1 és 5) [46, 47] 1s fontos komponensei a molekularis 6ranak. A legtobbet a PER fehérjék
foszforilacigjanak szerepérdl tudunk: a CK13 és € miikddése kdzponti szerepet tolt be a
cirkadian ritmus periddushosszanak ¢és fazisanak beallitasaban. A foszforilacio
szabdlyozza a fehérje sejtmagba torténd transzportjat, a tobbi oOrafehérjével vald
kolesonhatésat, illetve a fehérje stabilitdsat és lebomlasanak sebességét egyarant [48-
51]. A BMALI aktivitdsdnak és sejten beliili lokalizacidjanak fontos szabalyozodja a
CK2a ¢és GSK3p altali foszforilacio [45, 52, 53]. A kindzokon és foszfatazokon kiviil
mas enzimek is részt vesznek az oOramiikodés szabdlyozdsiban, példdul a fehérjék
acetilaciojan ¢és sumoilacidjan keresztiil [44, 54-56]. Emellett az E3 ubiquitin-ligaz
komplexek szerepe is esszencialis, mivel miikodésiik szintén meghatarozé az
orafehérjék stabilitasanak és lebontasanak idozitése szempontjabol [57-61].

A molekularis 6ra miikodésében egyre nyilvanvalobb a mikroRNS-ek modulaléd
hatasa [62]. Szerepiiket mar leirtdk tobbek k6zott a Bmall [63-65], a Perl/2 [66-68],
valamint a Clock [69] expresszio gatlasdban is. A mikroRNS-ek szovetspecifikus
oramiikddést befolyasold hatasara utal, hogy SCN specifikus Dicer hianyos egérben a
cirkadidn periddushossz ~2 oraval csokkent [66], mig hepatocitdkban a Dicer hidnya
nem okoz peridodushossz valtozast [67]. Emellett az 6ra maga is hat mikroRNS-ek
kifejezOdésére, €s igy a transzlacid szabalyozasan keresztiil is befolyasolhatja egyes
fehérjek expressziojat [70, 71].

A fent ismertetett folyamatok eredményeként az egyes sejtekben zajlo biokémiai
és génexpresszids folyamatok jelentds része napi ingadozdst mutat, ami szervezeti

szinten kiilonbozo élettani folyamatok ritmusos mitkodését eredményezi.
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3.4. A cirkadian éramiikodés hierarchikus szervezodése

Az emlésok minden eddig vizsgalt magvas sejtjében expresszalddnak oragének
[39, 72], valamint a cirkadian vizsgalatokban mara mar elterjedt riporter rendszereket
hasznalva a kiilonb6z6 szervekben és szovetekben is kimutathatd volt a molekularis 6ra
mikddése [73]. Az 1970-es években patkanyokon végzett kisérletek vilagitottak ra
elészor a ventralis hypothalamusban talalhatdé nucleus suprachiasmaticus (SCN)
szerepének fontossagara a cirkadian ritmus létrehozasaban. Az SCN roncsolasa szamos
ritmusos ¢élettani miikodés (pl. alvas/€brenlét, kortikoszteron szekrécid) oszcillaciojanak
megsziinésé¢hez vezet [74-78]. Az SCN-ben miikodd oszcillatort nevezziik kdzponti
oranak (,,master clock™). A kozponti ora sejtjei bar egyenként is képesek a
ritmusgeneralasra [79], fiziologias koriilmények mellett az SCN funkcionalis
egységként mitkddik. A sejtek oramiikodésének Osszehangoldsaban mind idegi, mind
parakrin faktorok (pl. VIP, PACAP) fontos szerepet jatszanak [80-82]. Az emldsok
esetében a legfontosabb Zeitgeber a fény. A retina specialis melanopszint tartalmazoé
ganglionsejtjei az altalanos megvilagitasra érzékenyek. Az ezekbdl a ganglionokbdl
érkezd jel a vizudlis ingereket tovabbito idegpalyaktol fliggetleniil miikodo [83] tractus
retinohypothalamicus-on (RHT) keresztiil éri el az SCN-t. A jeltovabbitas glutamaterg
utvonalon torténik, és a posztszinaptikus SCN neuronban CREB (cAMP response
element-binding) fehérje aktivaciojan keresztiill novekszik a Perl és a Per2 gének
expresszigja. Ez a mechanizmusa a molekularis o¢ra fény hatasara torténd
fazisvaltozasanak [84, 85]. Emellett a jelatvitel szabdlyozasaban, a glutamat
felszabadulds modulalasan keresztiil, a substance P-nek ¢és a PACAP-nak (pituitary
adenylate cyclase-activating peptide) is szerepe van [86, 87]. Az SCN altal generalt
ritmus 4allandé kornyezeti koriilmények kozott (allando sotétben) 24  oratol kis
mértékben eltérd. A fényen keresztiili entrainment nap mint nap szinkronba hozza a
sejtben miikodo oszcillatort a geofizikai idével. A SCN Gsszekottetéseit €s fObb €lettani

hatasait a 4. abra szemlélteti.

15



DOI:10.14753/SE.2017.1967

A Thermoregulacié

MPO=medialis praeopticus régio
dSPZ=dorsalis subparaventricularis zéna
DMH=dorsomedialis hipothalamus

VMH=ventromedialis hipothalamus

Leptin

B Melatonin szekrécio

CRH *
<~ (PVHm Kortikoszteroid szekrécié
/

PVHd=dorsalis parvicellularis paraventricularis mag
PVHm= medialis parvicellularis paraventricularis mag
CRH=corticotropin releasing hormon

vSPZ=ventralis subparaventricularis zéna

DMH=dorsomedialis hipothalamus

4 / ARC= nucleus arcuatus
Ghrelin Leptin

Ebrenlét,
C  tplalekfelvétel Do
MCH
Alvas VLPO=ventrolateralis praeopticus mag
LHA

vSPZ=ventralis subparaventricularis zéna
DMH=dorsomedialis hipothalamus
ARC= nucleus arcuatus

LHA=Iateralis hipothalamus

TRH=TSH releasing hormon

MCH=melaninkoncentrdlé hormon

Ghrelin Leptin

4. abra
A nucleus suprachiasmaticus 6sszekottetései.
A) a hészabalyozas szempontjabol fontos 0Osszekottetések, B) a melatonin ¢és kortizolszekrécio
szabalyozasa, C) az alvas/ébrenlét és taplalékfelvétel szabalyozasaban részt vevd Osszekottetések (abra:

[88] a szerzo altal modositva).
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Egereken tett megfigyelések tantsaga szerint kiillonb6zd periférias szovetek (pl.
maj, vazizom) Per expresszidjanak fazisa néhany oras késést mutat az SCN-ben
detektalthoz képest [89]. Ez is azt a feltevést tdmasztja ala, miszerint a periférias
sejteket az SCN mukodése hozza azonos fazisba. Ma mar egyértelmii, hogy az SCN
képes a periférias sejtekben és szovetekben miikodé molekuléris ordkat direkt (pl. egy
masik kozponti idegrendszeri struktirahoz kozvetleniil kapcsolddva), vagy indirekt
modon szinkronizalni [73, 90-96]. Az indirekt hatidsra tobb példa is ismert,
megvaldsulhat példaul kiilonb6z6é hormonok (pl. kortizol, melatonin) kdzvetitésével, a
taplalékfelvétel, vagy akar a testhdmérséklet napi ingadozdsdnak szabalyozasan
keresztiil [97, 98]. Bar a molekularis oszcillator felépitése gyakorlatilag megegyezd a
kozponti €s a periférids orak esetében, mégis szdmos adat fontos kiillonbségekre utal a
mikodés szempontjabol [98]. Példdul az SCN-ben a CLOCK fehérje szerepét az
NPAS?2 teljes egészében helyettesiteni képes [23, 24, 99], emellett a RORP specifikusan
csak neuronokban fejezddik ki [100]. A BMALI1 kozponti faktor génjének kiiitése a
kozponti 6rdban a Perl és a Per? gének konstans, és rendkiviil alacsony mértékii
expresszidjat vonja maga utan [101]. Ezzel szemben példaul hepatocitakban a BMALI
hianyaban mindkét negativ faktor kifejezddése ritmusos marad [23, 94, 102]. Ez felveti
a lehetdségét, hogy a hepatocitdkban az oszcillacio 1étrejottéért mas, szisztémas hatdsok
altal vezérelt transzkripciods faktorok lehetnek feleldsek. Fontos kiilonbség a kozponti és
a periférias orak miikodése kozott a szinkronizalhatosaguk. A kozponti ora beallitdsdban
egyértelmiien a fény-sotétség ciklusok a meghatarozoak [98]. A kdzponti ora irdnyitja a
hatassal van az SCN miikddésére az MT1 és az MT2 receptorokon keresztiil, ami
fiziologias viszonyok mellett egy pozitiv visszacsatolast eredményez. A melatoninnak
ezt a szinkronizalo hatasat hasznaljak ki az orvosi gyakorlatban példaul olyan esetben,
amikor a fény nem képes szinkronizalni a kozponti orat (pl. vaksag esetén) [103].

A periférias oszcillatoroknal a taplalkozasi ciklusok, a testhOmérséklet
ingadozadsa, valamint a glukokortikoid szignalizacié szinkronizald hatasa is
megfigyelhetd. Ez utdbbiakat direkt vagy indirekt modon befolyasolja az SCN, viszont
az SCN maga nem ¢érzékeny ezen Orabedllito hatasokra [90, 104-106]. A
glukokortikoidok hatdsukat elsésorban a Perl gén kifejez6désének indukcidjan

keresztiil fejtik ki, melynek promotere GRE (glucocorticoid responsive element)
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kotohelyet tartalmaz [104]. Ezen kiviil ismert a glukokortikoidok szerepe a Per2
expresszid szabalyozdsaban is bizonyos sejtekben [107]. Mara mar a testhmérséklet
ingadozasanak szinkronizal6 hatasaban részt vevo tobb faktort is azonositottak (5. abra).
Ezek elsdsorban hésokk fehérjék (HSP), valamint CIRP (cold inducible RNA-binding
proteins) fehérjék. Példaul a HSF-1 (heat shock factor 1) transzkripcidés faktor
citoplazma és sejtmag kozotti vandorlasa a testhomérséklet ingadozasaval azonos
fazisban oszcillal [108], ez pedig az oragének ritmusos kifejezddését eredményezi. A
CIRP fehérjéknek az 6ra amplitidojanak modulalasa az egyik fo szerepiik: hianyukban
az ora oszcillacidja ellaposodik, melynek oka lehet, hogy a Clock mRNS sejtmagbol
torténd exportja a citoplazmaba kevésbé hatékony [109].

(AR,

nyugalmi/aktiv fazisok Taplalékfelvétel

N v/

Testh6mérséklet

/\/V\l/\

HSF-1 CIRP

(+mas faktorok) (+mas faktorok)

N\

6ragének chaperonok CLOCK/BMAL1

SR N

\/’_\1 amplitudé

szinkronizacio 1

5. abra
A nucleus suprachiasmaticus szinkronizalo szerepe a testhomérséklet szabalyozasan keresztiil.
A SCN egyrészt kozvetleniil, masrészt az aktivitasi és taplalkozasi ciklusok szabalyozasan keresztiil
kozvetve vesz részt a testhomérséklet napi ritmusanak iranyitasaban. A homérséklet ingadozasa
hésokkfehérjék (pl. HSF-1), valamint hideg altal-indukalhatd RNS-kot6 fehérjék (CIRP) miikodését
szabalyozza, melyek ily modon a ritmus fazisat és amplitidojat is befolyasoljak (abra: [98] a szerzd altal

modositva).
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3.5. A cirkadian 6ramiikodés humanélettani jelentosége és patolégiai vonatkozasai

A cirkadidan oOra szédmos ¢élettani paraméter ¢és folyamat napi ingadozésat
szabalyozza. Ezek kozil a legrégebben ismert a kiilonb6z6 hormonok
esetében a maximalis koncentracio a késd esti, kora hajnali 6rdkban mérhetd [110]. A
CRH (corticotropin releasing hormon) ¢s ACTH (adrenocorticotrop hormon) szintjében
jelentkezd napszaki ingadozasok is kozismertek, melyek a mellékvesekéregben ritmikus
kortizol szekréciot hoznak létre. A kortizol szintje ¢jféltél emelkedik, maximumat a
reggeli orakban éri el, majd koncentracidja a nap tovabbi idészakaban csokken [111]. A
testhdmérséklet is napi oszcillaciot mutat, mely a hajnali 6rdkban a legalacsonyabb, és
az esti idészakban éri el a maximumat [112]. Emellett ritmusos a pajzsmirigy
hormonok, a tesztoszteron, a ndvekedési hormon (GH), a prolaktin (PRL), az adrenalin
¢s az inzulinszekrécio is [113, 114]. Mindezen folyamatokat az SCN szabalyozza (4.
abra), tehat a kozponti 6ramiikodés elengedhetetlen a szempontjukbol. A ritmikus
hormonszekrécid mellett szdmos mads élettani szempontbdl 1ényeges paraméter mutat
jellegzetes napszaki ingadozast. Ilyen példaul a pulzus és vérnyomas ritmicitasa, melyek
esetében a hajnali 6rdkban tapasztalhatdo emelkedés, a maximumukat pedig a délutani
kognitiv funkciok esetében egyértelmii napi ingadozas mérhetd [116].

Az embereket az alvéas/ébrenlét mintazatuk alapjan kiilonb6z6 kronotipusokba
sorolhatjuk. A kronotipus tulajdonképpen megadja az egyéni entrainment fazisat, melyet
a szabadnapokon mért alvasi kozépidé (MSF - middle sleep on free days) jellemez. A
tarsadalmon beliil az extrém korai (,,pacsirta”) és az extrém késdi (,,bagoly”) tipusok
kozott folyamatos az atmenet, és az intermedier tipusok a leggyakoribbak [117]. A
kronotipust befolydsoljak az oragének genetikai polimorfizmusai [118], az életkor
[119], valamint a kdrnyezet is [120].

Az egyik legvitatottabb kérdés a cirkadidn vizsgalatok teriiletén, hogy mi lehet az
¢lettani jelentdsége az 6ramikodésnek. Konnyen belathatd, hogy a kiilonbozo é€lettani
folyamatok intenzitdsdnak iddzitése, ¢és az ezaltali felkésziilés a periodikusan
bekovetkezd kornyezeti valtozasokra hatékonyabb miikddést tesz lehetévé, és igy

adaptacios eldonyt jelent. Egy elmélet szerint a szervezet energiafelhasznéaldsanak
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optimalizéldsa is a cirkadian o6ra f6 feladata, mert akkorra idéziti a kiilonboz6
folyamatok (emésztéenzimek szekrécidja, kiilonb6z6o immunfunkcidk) hatékonysaganak
maximumat, amikorra a szervezetnek ténylegesen sziiksége van ra [22]. Bar a kérdés
nem eldontott, a cirkadian oOra élettani jelentOségét tamasztja ald, hogy a ritmus
meghibasodasa kiilonboz6 korképek kialakuldsanak valdszinliségét jelentdsen noveli. A
cirkadian 6ra mitkddése és a betegségek patomechanizmusa kozott tobbrétii kapesolat
lehet. Tobb primer cirkadian megbetegedést is ismeriink, melyek lehetnek endogén vagy
exogén eredetlick. Emellett szdmos olyan kérfolyamat is ismert, melynek a tiineteiben
tapasztalhat6 cirkadian ingadozas.

Az egyik legjobban karakterizalt genetikai eredetii cirkadidn ritmuszavar a
familiaris eldretolt alvasfazis szindroma (FASPS). Jellemzd r4d az autoszomalis
dominans Oroklésmenet €s a koriilbeliil 4 o6raval rovidebb (~20 6ras) periddushossz. A
betegség kialakulasanak hatterében a PER2 vagy CKIS mutécioi allnak. A PER2
mutacidja esetében a CK kdtohely médosul [121], mig a CKIS mutacidja egy missense
mutacid [122]. Mindkét eltérés a PER2 foszforilaltsagi allapotat befolyasolja, mely igy
gyorsabb visszacsatolasra képes az oszcillatorban, igy a fazis nagyjabol 4 oraval tolodik
elébbre ciklusonként, igy leroviditve az alvas/€brenlét, a melatonin- és testhdmérséklet
ritmusok periddushosszat allando koriilmények kozott [123]. Ez a példa is bizonyitja a
poszttranszlaciés modositasok esszencialis szerepét a molekularis oszcillator
miikodésében.

A cirkadian ritmus egyik leggyakoribb szisztémas szintli zavara a jetlag, mely tobb
1dézonat atlépd repiildutak kovetkezményeként alakul ki. Ilyenkor a cirkadian
oramiikodés és a kornyezet kozotti szinkron felborul, és az SCN nem képes kelld
gyorsasaggal atallitani a ritmus fazisat. Jellemzd tiinetei az étvagytalansag, a hanyinger,
a fejfajas, az ingerlékenység €s a kimeriiltség [124]. A jetlag-hez a szervezet néhany
napon beliil alkalmazkodni képes, mert az SCN fézisatallité képessége nagyjabol 1 o6ra
naponta. Ezzel szemben a valtott miiszakban torténd munkavégzés (shift work) egyfajta
kronikus jetlag-et eredményez. Ez pedig szamos megbetegedés kialakulasaban lehet
rizikofaktor. Ilyenek példaul a metabolikus szindroma, az obezitas, a diabetes mellitus, a
trombozis, kiilonbozé cardiovascularis betegségek €s szexualis diszfunkciok kialakuldsa
[125-129]. Emellett valtott miliszakban dolgozoknal gyakrabban alakulnak ki mentalis
betegségek is [130].
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A sejtciklus és a cirkadian ritmus mitkddése szorosan kapcsolt, az dramiikodés
szdmos, a sejtciklus szabalyozasaban meghatarozo6 faktor expressziojat iranyitja [131].
Ilyenek példaul a G1 fazisban a p21 [132], vagy a G2/M atmenetnél a WEE1 kinaz
kifejezodése [133]. Emellett kiilonb6z6 onkogének (pl. c-Myc, Mdm2, p-catenin),
ciklinek (CCNDI1, B, A), sejtciklus szabalyozok (pl. Cdk4, Itga6, Wnt3, LHx2, Tcf4,
Sox9, Smad7) és a tumor szuppresszor p53 kifejezddését is direkt moédon befolyasolja a
molekularis ora [131, 134]. Mindezek alapjan nem meglepd, hogy a ritmus felborulasa
esetén gyakrabban alakulnak ki daganatos megbetegedések. Tobb tanulméany a valtott
miszakban dolgozd ndk esetében emelkedett emldrak kockazatrol szamol be [135-137].
Ugyanakkor a colorectalis és endometridlis karcindma megjelenése is gyakoribb shift
work esetén [138, 139]. Emiatt 2007 6ra a World Health Organization (WHO) is
rizikdfaktorként tartja szamon a valtott miiszakban torténd munkavégzést.

Szamos megbetegedés mutat Gsszefiiggést a kronotipussal is, ilyenek példaul a
depresszio [140], a kiilonbozé daganatos megbetegedések [141-143] és alvasproblémak
[144]. Az utobbi évtizedben kezdték vizsgélni a szocidlis berendezkedésiinkbdl adodo
idébeosztas hatdsat a kiilonb6zd kronotipusokra. A szocidlis jetlag (SJL) a
munkanapokon és szabadnapokon mért alvasi kozépido kiilonbsége [145]. Az altalanos
munkarend és a reggeli munkakezdés a korai kronotipusoknak kedvez. A késoi
tipusoknal viszont ez a szocidlis kényszer nagyobb eltolodast eredményez a
munkanapok és szabadnapok alvasfazisai kozott, igy 6k nagyobb SJL-lel rendelkeznek.
Nem meglepd tehat, hogy a SJL is korrelaciot mutat a késdi kronotipusoknal gyakoribb
megbetegedésekkel, igy szintén fontos rizikofaktor. Tobb tanulmény mutatja a
depresszioval [146], elhizassal [147], vagy a szivfrekvencia novekedésével vald
Osszefliggéseét [148, 149], de a tanulmanyi teljesitményre gyakorolt negativ hatdsa is
ismert [150].

Szamos korfolyamat tiinetei mutatnak napszaki ingadozast. Jellemzd példa az
inzulinérzékenység valtozdsa diabetes mellitus esetén [151, 152], vagy a kiilonbdzd
kardiovaszkularis rendszert érintd problémék (akut miokardidlis infarktus, a stroke,
egyes aritmidk) gyakoribb reggeli el6fordulasa [153, 154]. A fajdalomkiiszob is
jellegzetes cirkadian ingadozast mutat, nappal magasabb, éjszaka alacsonyabb [155,
156]. Emellett szdmos immunfolyamat és gyulladdsos betegségtiinet mutat napi

ingadozast. Az immunrendszer cirkadidn szabalyozdsidt a kovetkezd fejezetben

21



DOI:10.14753/SE.2017.1967

targyalom részletesebben.

A bemutatott ritmusos folyamatok is aldtdmasztjdk a diagnosztikus eljarasok
megfeleld iddzitésének fontossagat, valamint a kronoterapia elterjedésének
sziikségességét. A maj detoxifikald hatékonysaga jellegzetes napszaki ingadozast mutat.
A kezelések és a gyogyszeradagolas megfeleld idozitése hatékonyabba teheti a terdpiat,

valamint csOkkentheti a szlikséges gyogyszer dozisat [157].
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3.6. Az immunrendszer cirkadian szabalyozasa

Az 1960-70-es években tobb egéren végzett kisérlet eredménye is arra utalt,
hogy a szervezet bakteridlis fertézésre adott valasza napi ritmust kovet [158]. Ma mar
szamos klinikai €s kisérletes adat is bizonyitja, hogy az immunrendszer a cirkadian ora
szabalyozasa alatt all [159-163]. Amellett, hogy részt vesz a leukocita trafficking
(irdnyitott vandorlas) szabalyozasaban [159], befolyassal van a kiilonb6z6 gyulladdsos
folyamatokra [164], és szerepe van az immunsejtek (pl. B-sejtek, Tnl7 sejtek) érésében
is [165, 166]. Emellett a hemopoetikus eredetii sejtekben, mint a makrofagok, eozinofil
granulocitak, T- és B-limfocitak, dendritikus sejtek, NK sejtek és monocitak, mikodo
molekularis oszcillator jelenlétét bizonyitottak [167-175], mely a sejtfunkciok széles
skalajat befolyasolhatja, bar ezekrdl eddig igen hidnyosak az ismereteink.

Fiiggetleniil att6l, hogy egy ¢él6lény nokturnalis (ragcsdlok) vagy diurnalis
(ember), a vérében a leukocitdk szama, valamint kiilonb6z6é immunmodulator
molekulak (egyes citokinek és kemokinek) szintje is napi ingadozast mutat (1. tablazat)
[162, 176]. Ragcsalokban a leukocita szam a vildgos fazisban éri el a maximumat, mig
emberben a sotét fazis alatt a legmagasabb a sejtszam, tehat mindkét esetben az inaktiv
id6északra esik a maximum.

A leukocita trafficking cirkadidan o6ra altali kontrolljanak mar tobb
mechanizmusat is ismerjik [159, 177]. Az egyik ilyen mechanizmus a hemopoetikus
Ossejt (HSC) niche szabalyozasa a csontveldben. A niche jellemzden arteriolakkal van
koriilvéve, valamint szdmos sejttipus és egyéb komponens alkotja. Ilyenek példaul a
hemopoetikus 06ssejtek (HSC), az oszteoblasztok, endotélsejtek, CAR (CXCLI12-
abundant reticular) sejtek, kiilonbozd Nestint €s leptin receptort expresszalo sejtek, de
szimpatikus idegvégzddéseket és nem mielinizalt Schwann-sejteket is taldlunk ebben a
specifikus mikrokdrnyezetben [178]. A HSC-bdl differencialodo osszes sejt innen 1ép ki
a keringésbe, ez pedig tobb ponton is szabalyozott. A HSC-k csontvel6bdl a keringésbe
torténd kilépése napi ritmust kovet, a sejtek mobilizdcidja pedig az inaktiv fazis
kezdetén jelentds. Ennek koszonhetéen egérben a vilagos fazis elején (ZT5) megnd a
vérben a HSC szam. Ennek szabalyozdja a CXCL12 kemokin ritmusos termelddése a
csontveldi mikrokornyezetben [179]. A kemokint féleg a Nestin+, valamint a CAR
sejtek termelik. Amennyiben a CXCL12 szintje alacsony, a sejtek ki tudnak Iépni a

keringésbe. A szimpatikus idegrendszer szerepére utal, hogy egereken végzett kisérletek
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crer

sejtek B3-adrenerg receptoranak aktivalasa drasztikusan csokkenti a CXCL12
kifejezodést. A CAR sejtek szama ¢€s a progenitor sejtek proliferacidja is oszcillal a nap
folyaman. Emellett a CXCL12 receptora, a CXCR4 is ritmusos expressziot mutat,
ugyanabban a fazisban valtozik a kifejez6dése, mint a CXCL12 koncentracidja a
csontvel6i mikrokdrnyezetben [179].

A vérben oszcillald leukocita szdm nem csak a csontvel6bdl torténd ritmusos
sejtkiaramlas kovetkezménye. A sejtek csontveldbe torténd visszatérése €s kiillonb6zo
szOovetekbe torténd kilépése is ritmusosan szabdlyozott. A csontveld esetében ennek
meghatarozé faktorai az endotélsejtek felszinén ritmusosan expresszalddd adhézids
molekulak, mint példaul a P-szelektin, az E-szelektin vagy a VCAM-1. Ezek
kifejezddése egéren végzett kisérletek tantisdga szerint az ¢jszakai (aktiv) idészakban
volt maximalis, hasonloan a CXCL12 koncentracidohoz, ami szintén a sejtek homing-jat
CCL2 kifejez6dése mutat napi ingadozast [177]. A szimpatikus idegrendszer
folyamatban betoltott szabalyozd szerepét tamasztja ala, hogy P2- vagy Ps-adrenerg
receptor deficiens egerekben sem a csontveldbe, sem a vazizomba torténd migracio nem

ritmusos [159, 177].
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1. tablazat
A vérben mérhetd ritmicitdst mutaté immunologiai paraméterek ([163] alapjan) (IL- interleukin, TNFa-

tumor necrosis factor o, ZT: Zeitgeber time)

Faj Oszcillalo paraméter Akrofazis Referencia
Human Neutrofil granulocita szam 20:00 [160]
CD4+ és CD8+ T-sejtek szama 2:00 [180]
HSC szam 20:00 [181]
TNFa 07:30-13:30 [182]
IL-2 12:00 [182]
IL-10 07:30-19:30 [182]
GM-CSF 13:30-19:30 [182]
Egér Neutrofil granulocita szam ZT5 [177]
Monocita szam ZT5 [177]
Limfocita szam ZT5 [177]
Eozinofil granulocita szam ZT5 [177]
HSC szam ZT5 [183]
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3.6.1. Az cirkadian ora szerepe gyulladasos folyamatok szabalyozasaban

Kiilonb6z6 gyulladasos betegségek tiineteinek napszaki ingadozasa régota
ismert. Példaul az allergias korképek tiinetei reggel kifejezettebbek [184], az asthma
bronchiale esetében pedig hajnalban alakulnak ki leggyakrabban a rohamok [185]. A
rheumatoid arthritis (RA) jellegzetes tiinetei, mint a reggeli idészakban kifejezett iziileti
merevség, a duzzanat és a fajdalom [186] régota a betegség differencialdiagnosztikai
elemei. A tlinetek napi ingadozasanak egyik oka lehet, hogy kora reggel magasabb
koncentracioban vannak jelen az IL-6 és a TNFa gyulladasos citokinek [187, 188].
Vizsgaltak az oOra hatasat a RA allatkisérletes modelljében is. A kollagén-indukalt
arthritisnek jelentdsen kifejezettebb klinikai jelei voltak megfigyelhetok a CRY
génhidnyos egerekben mint a vad tipust (WT) dallatokban. Emellett a szérumban
jelentésebb mértékben emelkedett a TNFa, az IL-1B, IL-6, a Wee-1 és a matrix
metalloproteindz-3 szintje is [189]. A CRY antiinflammatorikus hatdsat tamasztja ala az
is, hogy CRY1/2 génhidnyos egerekben a cAMP szint és a PKA aktivitisa megnd,
emiatt pedig az NFxB tutvonal konstitutivan aktiv, igy a gyulladasos citokinek szintje
tobbszorosére emelkedik [190]. Mindez arra utal, hogy az 6ramiikodés vagy az egyes
orakomponensek alapvetd szabalyozoi az autoimmun eredetii gyulladdsos folyamatnak.

A CRY mellett mas orafehérjék szerepe is nyilvanvalo a gyulladasos folyamatok
¢s az NFkB utvonal szabalyozésaban (6. ébra) [191], ezen mechanizmusokat foként
makrofagokban és fibroblaszt sejtekben vizsgaltak. Példaul a BMALI1 kozvetleniil
gatolja a CCL2 kifejez6dését [192]. Ez a kemokin fontos szabalyozdja a monocitdk
szovetbe vald vandorlasanak gyulladasos koriilmények kozott, amennyiben
koncentracioja csokken, kevesebb sejt jelenik meg a gyulladas teriiletén. Ugyanakkor a
CLOCK fehérjérdl ismert, hogy acetildlja és aktivalja a p65-6t, melynek eredményeként
az NF-kB utvonal aktivitdsa megnd, tobb gyulladdsos mediator keletkezik [193]. A
BMALI1 a CLOCK koétésén keresztiil gatolja ezt a mechanizmust. A BMALL a Rev-
erba kifejezddésének serkentésén keresztiil is antiinflammatorikus hatasu, ugyanis a
REV-ERBa gatolja az 1I-6 és Ccl-2 expressziot [194, 195]. Emellett a RORa kB
(inhibitor kB) kifejezddésére gyakorolt serkentd hatédsa is ismert [196]. Ez a faktor a 6
negativ szabalyozo6ja az NFkB tutvonalnak. Mindezek alapjdan nem meglepd, hogy a

legtobb 6rakomponens hidnya proinflammatorikus hatasa [164].
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A bemutatott néhany példan kiviil természetesen joval tobb adat all
rendelkezésiinkre a cirkadian 6ra és az immunrendszer kapcsolatarol [159, 163, 164,

191]. Ezek részletes ismertetése azonban tillépne ezen dolgozat keretein.

Ccl2 <« — \

ANNN
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Ccl2
-6
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6. abra
Az dérafehérjék szerepe Ccl2 expresszié és az NFxB titvonal szabalyozasaban.

(abra: [191] alapjan) A bévebb magyarazatot lasd a szovegben.
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3.7. Human neutrofil granulocitak

A neutrofil granulocitadk vagy polimorfonuklearis (PMN) sejtek a természetes
immunitas sejtes elemei, neviiket a citoplazmdjukban taldlhatdo neutrofil festodést
mutatd granulumokrol, illetve szegmentalt sejtmagjukrol kaptak. Elsddleges funkciojuk
a korokozok bekebelezése, ezért hivatdsos fagocitdknak is nevezziik dket. Ezek a sejtek
a legnagyobb ardnyban (~50-70%) jelen 1évé leukocitdk a keringésben, azonban
¢letidejiik a periférian igen rovid, mindossze néhany 6ra [197-199]. Ebbdl adoddan a
periférias neutrofil granulocita populacié a nap folyaméan megtjul, naponta atlagosan

10" 4j sejt keletkezik [197].

3.7.1. Human neutrofil granulocitak érése

A neutrofil granulocitdk a csontveldi hemopoetikus 6ssejtbdl (HSC) fejléddnek a
koz6s mieloid progenitor (CMP) és granulocita-makrofag progenitor (GMP) utvonalon.
A granulocitak fejlédése soran az elsé jol azonosithatd alak a mieloblaszt vagy G-CFU
(granulocyte colony stimulating factor), melynek hidnydban neutropenia alakul ki. A
sejtek csontvel6i fejlddésiik soran jellegzetes morfologiai valtozdsokon mennek
keresztiil (7. é&bra). Az ovalis magvu, primer azurofil granulumokat tartalmazé
promielocitakbol  mielocitdk  fejlédnek, melyekben mar szekunder neutrofil
granulumokat is taldlunk. Ez a fejlédési alak az utolsé az érés soran, mely még
osztodasra képes. A tovabbi fejlodési alakok mar egészséges koriilmények mellett is
kikeriilnek a perifériara: legkisebb aranyban (0-2%) a metamielocitak (jugend) vannak
jelen a keringésben, a stab (band) forma aranya 0-4%, mig az érett
szegment/polimorfonuklearis granulocitdk a periférias leukocita populacié 50-70%-4t
alkotjak. A promielocita stadium kivételével jellemzd, hogy az érés soran a sejtek
mérete csOkken. Emellett a citoplazma/sejtmag ardny — a mag szegmentalodasanak
kovetkeztében - megnd a fejlodés soran. A csontveldben kétféle sejtpopuléciot
kiilonboztethetiink meg. A mitotikus készlet az épp fejlédd és érd sejtekbdl, mig a

posztmitotikus készlet az érett sejtekbdl all.
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7. abra

A sejtek fejlodési alakjai neutrofil granulocita iranyu differencidcio soran

A magyarazatot 1asd a szovegben (abra: [200] alapjan).

Az érés utan a sejtek kikeriilnek a keringésbe. Gyulladas soran, amikor a sejtek
gyors mobilizacidja sziikséges, a kemoattraktans leukotriének (LTB4), a komplement
fehérje CS5a, a CXCL2, valamint a CXCL8 a folyamat szabalyozoi [201-204].
Ugyanakkor nem gyulladadsos koriilmények kozott a sejtek perifériara 1épésének
szabalyozasaban tobb faktor is részt vesz. A G-CSF gatolja a CXCLI12 termelést,
valamint a CXCR4 kifejez0dését is, tehat ily modon lehetdvé teszi a sejtek perifériara
torténd kilépését [205]. Emellett indukalja az endotélsejteken olyan faktorok
megjelenését, melyek a neutrofil sejtek CXCR2 receptoranak ligandumai. Ezek a
folyamatok mind a neutrofil granulocitak mobilizaciojat segitik eld, igy a G-CSF az
egyik meghatarozo faktor a folyamat szabalyozasaban [206].

A neutrofilek a keringésben is folyamatos érésen mennek keresztiil, majd
preapoptotikus sejtekként térnek vissza a csontveldbe, ahol makrofagok bontjak le dket.
A sejtek oregedése soran csokken a sejtekben a CXCR?2 kifejezddése, és parhuzamosan
megnovekszik a homing szempontjabdl esszencidlis CXCR4 receptor expresszidja

[206].
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3.7.2. Human neutrofil granulocitak effektor funkcioi

A neutrofil sejtek els6sorban a bakteridlis és gombas fertézések -elleni
védekezésben vesznek részt [207]. A patogének szervezetbe jutasakor kiilonbozo
gyulladasos citokinek termelddnek, mint példaul az IL-1B, az IL-6 vagy a TNFa melyek
hatasara az érfal endotél sejtjei aktivalt allapotba keriilnek. Ennek kdvetkezménye, hogy
kiilonbozé adhézios molekuldk jelennek meg az endotél felszinén, illetve az érfal a
sejtek szamara konnyebben atjarhatova valik, segitve a neutrofil granulocitak
kolesonhatasba 1épnek az érfallal, a sejtfelszinen megjelend mucinok és az endotélen
megjelend szelektinek Osszekapcsolodasan keresztiil (elsdsorban SLeX ¢és E-
szelektinek). Igy a sejtek lelassulnak, majd az endotél felszinén gordiilni kezdenek
(rolling). Ezt kovetden a nagy affinitast integrin-lICAM kapcsolatok kialakulasa (LFA-
1-ICAM-1) a sejtek letapadasat eredményezi. Az endotélen megjelend kemokinek (IL-
8) és a sejtek felszinén 1év6 kemokinreceptorok (CXCR1) mindekdzben fontos szerepet
jatszanak a neutrofil sejtek aktivaciojaban. A sejtek érfalon vald atjutasa (diapedezis
vagy extravazacio) torténhet két endotélsejt kozott, de transzcellularisan is atjuthatnak a
sejtek. A folyamatot az extracellularis matrix felszinén jelen 1év6 kemokinek is segitik.
A sejteket a szovetek kdzé 1épés utan kiilonbozé kemoattraktansok vonzzak a fert6zés
helyszinére, melyek lehetnek bakteridlis anyagok, mint pédaul az fMLP (N-formil-
metionin-leucin-fenilalanin), a komplement kaszkad aktivacidjakor keletkezd
kemoattraktansok (pl. C3a, C5a), vagy mas leukocitak altal termelt kemokinek (pl. IL-
8) is. A korokozok elpusztitasakor a fagocitozis, a degranulacio, a reaktiv
oxigénszarmazékok (ROS) termelése, valamint a Neutrophil Extracellular Trap (NET)
képzés [210] a neutrofil sejtek 6 effektor funkcidi. Emellett a sejtek kiilonb6zo

extracellularis vezikulakat 1s termelnek, melyek példdul mas immunsejtek

crcr

[213, 214], de antibakterialis hatasukat is kimutattak [215].

A fagocitozis folyamatanak elsd 1épéseként a kdrokozo megkotddik a neutrofil
granulocita felszinén. Ez alapvetden harom kiilonb6zd receptortipus kdzremiikodésével
valosulhat meg, melyek vagy a koérokozd felszini molekuldit, vagy a kiilonb6zd

opszoninek altal fedett felszinét ismerik fel. A patogének felszinén jelen 1év6 konzervalt
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struktarakat, a patogén asszocialt molekularis mintdzatot (pathogen associated
molecular pattern=PAMP) a sejtek a mintazatfelismerd receptoraik (Pattern Recognition
Receptor=PRR) segitségével kotik meg. A PRR-k koziil a Toll-like receptorok (TLR) a
legismertebbek, melyek szamos bakterialis és viralis strukturat ismernek fel, ilyenek
példaul a bakterialis lipopeptidek (TLR1/2), a peptidoglikan (TLR2), a lipoteikosav
(TLR2/6), az LPS (TLR4), a flagellin (TLR5), a viralis RNS (TLR3, TLR7, TLR 8)
illetve a bakterialis CpG DNS (TLR 9) [216]. A TLR aktivalodasa az NF-kB utvonal
kozvetitésével citokinek, kemokinek és antiviralis fehérjék képzédéséhez vezet [217]. A
PRR-k koziil kozvetleniil részt vesznek a bekebelezés meginditdsaban a c-tipust lektin
receptorok (Mannoz receptor és Dectin-1), illetve a scavenger receptorok (SR), melyek
szénhidratfelismeré doménekkel rendelkeznek. Ahhoz azonban, hogy a fagocitdzis
hatékonysdga lényegesen nagyobb legyen, sziikség van a korokozd felszinének
opszoninekkel (immunglobulinok, komplement komponensek) torténd fedésére. A
komplement fehérjékkel (Clg, C3b, iC3b, C3d, C4b) fedett idegen struktarakat a
komplement receptorok (CR), az ellenanyagokkal opszonizalt részecskéket az
immunglobulinok konstans doménjét felismeré Fc-receptorok (FcR) kotik meg. A
komplement receptorok koziil neutrofileken a CR1, CR3 (CD11b/CD18 vagy MAC-1)
¢s CR4 (CD11c/CD18) expresszalodik. Az IgG-t felismeré FcyR-k koziil a FcyRI-t,
FcyRIla-t, FcyRIIb-t valamint az FcyRIIlb-t taldljuk a sejteken, melyek koziil az
FcyRIla a legfontosabb a fagocitozis folyamataban. A patogén koétddése meginditja a
patogén membranba siillyedését (CR aktivacio esetén), illetve az allabképzddést (FecyR
aktivacio esetén), az aktin citoszkeleton atrendezddik, majd leflizodik a fagoszoma.
Ezutan a fagoszoma a lizoszomaval fuzional, kialakul a fagolizoszoma, melyben az
enzimek lebontjak a bekebelezett korokozot [218].

A neutrofil sejtek granulumai proteolitikus enzimeket és kiilonb6zd baktericid
anyagokat tartalmaznak, mint példaul katepszin-G, defenzinek, laktoferrin, lizozim,
alkalikus foszfataz, kollagendz, zselatinaz, valamint membranjukban szamos receptor
raktarozodik (pl. CR1, CR3, CD14, CD16). A granulumok négy félék lehetnek: primer
(azurofil), szekunder, tercier (zselatindz) granulumok vagy szekretoros vezikuldk. A
granulumok iiriilése torténhet az extracelluléris térbe, vagy a korokozd bekebelezése

soran a fagoszémaba is [219-221].

31



DOI:10.14753/SE.2017.1967

A NET képzés soran a sejtmag membranja lebomlik, majd a DNS, a hiszton
fehérjék €s bizonyos granulum komponensek (pl. elasztaz, mieloperoxidaz, laktoferrin)
az extracellularis térbe keriilnek, melyek kialakitjak az antibakterialis hatasu halézatot, a
NET-et. A NET megkéti a korokozokat, ezaltal fejti ki az antimikrobialis hatast [222-
224].

A patogének elpusztitasahoz elengedhetetlenek a reaktiv oxigén szarmazékok. A
neutrofil granulocitdk szuperoxid termelésére képesek, mely a NADPH-oxidaz (NOX2,
Phox) enzimkomplex mikodésével valosul meg. Ez az enzim 6t alegységbdl épiil fel: a

Phox ¢s a p22PN* fehérjék, mig a

plazmamembranban taldlhaté komponensei a gp91l
citoplazmaban a p40P"%% a p47P* &s a p67°"* alegységek talalhatoak. Emellett a
komplex mitkddésében a Rac kis G-fehérje is részt vesz. A sejtek aktivalodasa soran a
p47Ph*  foszforilalodik, mely lehetdvé teszi a citoplazmatikus komponensek
milkodése soran NADPH-bol NADP képzddik és a felszabadult elektron szuperoxid
anionna (O2.-) redukalja a molekularis oxigént (8. abra). A szuperoxid anionbdl pedig
tovabbi toxikus oxigénmetabolitok keletkezhetnek. A szuperoxid-dizmutiz (SOD)
hidrogén-peroxidot (H202) képez belble, mely mieloperoxidaz (MPO) hatasara elészor
hipoklorossavva, majd a késdbbiekben kloraminokka és hidroxilgyokokké alakul,
melyek toxikusak a baktériumokra és igy részt vesznek a killing folyamataban. Emellett

a keletkezett szuperoxid anion nitrogén-monoxiddal (NO) peroxinitritt¢ (ONOO")

alakulhat, mely fehérjéket inaktivalhat nitrozilalasukon keresztiil [228-231].
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8. dbra
A fagocita NADPH-oxidaz alegységei és aktivalodasa.
A sejtek aktivalodasa sordn a p47°"* foszforilalodik, ami lehetévé teszi a citoplazmatikus komponensek
membranhoz torténd transzlokacidjat és a komplex 6sszeépiilését. Az enzim mitkddése soran NADPH-bol
NADP képzddik és a felszabadult elektron szuperoxid anionnad (O»-) redukdlja a molekularis oxigént

(abra: [232] a szerzo altal modositva).

A neutrofil granulocitdk milkddésének jelentdségét tamasztjak ald azok a
betegségek, melyekben a sejtek valamilyen szempontbol csokkent miikodést mutatnak
[233-236]. A NADPH oxidaz miikddése bizonyos patogének hatékony Kkilling-je
szempontjabol esszencialis, a ROS képzés pedig a NET-képzddés eléfeltétele [210]. fgy
az enzim defektusa miatt kialakuldo krénikus granulomatézus betegségben (CGD)
szenvedd betegek visszatérd fertézésekkel kiizdenek, mint példaul a léguti gyulladasok
vagy a csontveldgyulladas. A kronikussd valo gyulladasok kovetkezménye az
immunsejtek burjanzasa és a granulomak kialakuldsa a bdérben, a nyalkahartyaban, a
nyirokcsomokban és belsd szervekben, csontokban és iziiletekben [235, 237-239].
Ugyanakkor a neutrofil sejtek tulzott aktivitasa is karos a szervezet szamara, mert
kiilonb6z6 autoimmun [240, 241] és gyulladasos betegségek [242] kialakulasahoz
jarulhat hozza.

A neutrofil granulociték cirkadian 6ra altali szabalyozottsagardl keveset tudunk,
azonban néhany kisérletes adat arra utal, hogy a sejtek vélaszkészsége napi ritmust
kovet.

Szovetkarosodas, vagy endotoxin hatdsdra a neutrofil sejtek szovetek kozé

vandorlasa napi oszcillaciot mutat, és ez 0sszhangban van az endotélsejteken megjelend
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adhéziés molekuldk kifejezodésének ritmusaval [177]. Egér kisérletek soran tett
megfigyelések arra utalnak, hogy az epitélsejtek ora altal vezérelt CXCLS5 expresszioja
iranyitja a neutrofil granulocitdk ritmusos vandorlasat a gyulladasos szdvetbe [243].
Emellett régota ismert, hogy a sejtek felszinén megjelend adhézidos molekulak
kifejezddése [244], a sejtek fagocitozis készsége [245] €és szuperoxid termelése [246] is
napi ingadozast mutat. A neutrofil granulocitak szama oszcillal a vérben a nap folyaméan
[247, 248], valamint Casanova-Acebes ¢s munkatarsai egér modellben ritmikus
neutrofil granulocita vandorlast figyeltek meg a csontveld és a keringés kozott, melynek
oka az el6z0 fejezetben bemutatott CXCR4-CXCL12 interakcid napi ingadozésa [179].
Ezen eredmények mind arra utalnak, hogy a sejtek migracios képességét és effektor
reakcioit a cirkadian 6ra szabélyozhatja.

Bar arra vonatkozodan ismeriink adatot, hogy a neutrofil granulocitdkban és
mononukledris sejtekben (monocitdk, limfocitdk) azonos fazisban oszcillal a Perl
kifejezodése [249], valamint a sejtek Oragén expresszidja megvaltozik endotoxin
kezelés hatasara [250], a molekularis oszcillator miikodését még nem jellemezték

részletesen ezekben a sejtekben.
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4., Celkituzések

Szamos adat tdmasztja ala a cirkadian ritmus és az immunrendszer kapcsolatat,
azonban a molekularis oszcillator miikodésérdl a kiilonbdzé immunsejtekben keveset
tudunk. A neutrofil granulocitdk a keringésben legnagyobb aranyban talalhato
leukocitak, szerepiik pedig esszencialis a bakteridlis és gombas fertézésekkel szembeni
védekezésben. Csokkent miikddésiik sulyos fertézésekhez vezet, mig tulzott aktivitasuk
kiilonb6z6é autoimmun és gyulladdsos betegségek kialakuldsdhoz jarulhat hozza. Bar a
neutrofil granulocitdk valaszkészségében tobb tanulmany szerint is napi ritmus
mutatkozik [246, 251-253], az ennek hatterében all6 mechanizmusokrdl keveset tudunk.
A sejtek ritmusos miikodésének megértése alapvetd fontossagu a kiilonb6zo gyulladasos
folyamatok patomechanizmusanak megismeréséhez ¢és megfeleld kronoterapia
tervezéseéhez. Kisérleteink soran azt tliztiik ki célul, hogy human neutrofil granulocitak
cirkadian ora altali szabalyozasat vizsgéljuk. Mivel donoraink kivélasztasanal alapvetd
szempont volt, hogy napi ritmusuk szerint nagyjabol egységes populaciot képezzenek, a
sejtszintli vizsgalatok megkezdése eldtt a donorok kronotipusanak meghatarozasara is
megfeleld modszert kellett talalnunk.

Ezek alapjan munkdnk kezdetekor a kdvetkezd célkitiizéseket tettiik:

1. A kronotipus meghatdrozasara alkalmas kérd6ivet (Munich Chronotype
Questionnaire, MCTQ) magyarra forditjuk, validaljuk, és ennek eredménye
alapjan meghatarozzuk a donorok lehetséges csoportjat.

2. Meghatarozzuk humén neutrofil granulocitdk oragén expresszids profiljat RNS
szinten €s 0sszehasonlitjuk azt a mononuklearis sejtekével.

3. Vizsgaljuk a neutrofil sejtekben az oOrakomponensek kifejezddését fehérje
szinten.

4. Megvizsgaljuk, hogy a neutrofil granulocitak szisztémads szintli szabalyozasanak

5. Kiilonb6zé  napszakokban  Osszehasonlitjuk a  neutrofil  granulocitdk

valaszkészségét (szuperoxid termelés, fagocitdzis készség).
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5. Modszerek

5.1. A Munich Chronotype Questionnaire magyar valtozatanak validalasa

Vizsgalatainkhoz a donorok kronotipizalasat a Till Roenneberg és Martha
Merrow altal kidolgozott [117] Munich Chronotype Questionnaire (MCTQ)
segitségével végeztiikk. Az angol nyelvii kérddivet magunk forditottuk magyarra (lasd
eredmények 9. abra), majd a validalas részeként a kérddivet magyar nyelvrél angolra
fordittattuk vissza egy szakforditoval. A visszaforditott valtozat teljes egészében
megfelelt az eredeti angol valtozatnak, igazolva az altalunk készitett magyar nyelvii
kérdéiv nyelvi és tartalmi helyességét. A Semmelweis Egyetem Altalanos Orvos,
Fogorvos ¢és Gyogyszerésztudomanyi karan élettant tanuldé 780 egyetemi hallgato
toltotte ki a kérddivet 2009 és 2012 kozott. Erre minden esetben a téli id6szamitasi
idészakban, az dszi szemeszter folyaman keriilt sor. A kérddivet eredetileg kitoltd 780
hallgat6 adatai koziil végiil 753-t hasznaltunk fel az adatelemzésnél. Kizéar6 tényezd volt
az adatsor hianyos kitdltése, illetve ha a résztvevonek a szabadnapokon kotott reggeli
programja volt. A kérddivet kitoltok atlagos életkora 21,23 + 3,12 év volt (18 és 35 év
kozott), 97%-uk életkora 19 és 24 év kozé esett, igy a populacidt kor szerint
homogénnek tekintettiik. A résztvevok 68%-a volt nd és 32%-a férfi, ez a nemek szerinti
megoszlas mas eurdpai orvosi egyetemeken jellemzd aranyokhoz hasonld [254].

A kitoltott kérddivek feldolgozasakor az adatokat a kérddiv eredeti internetes
adatbazisaba vittiik be. Ennek eldnye, hogy ezutan egy automatizalt rendszer szamolja
ki az 2. tablazatban bemutatott alvasi paramétereket, melyek ezutan letdlthetdek. (A

https://www.bioinfo.mpg.de/mctg/core_work_life/core/core.jsp?language=eng honlapon

elérhetd az eredeti kérddiv.)
A Kkisérletsorozatot az Egészségligyi Tudoméanyos Tandcs Tudoményos és

Kutatasetikai Bizottsdga hagyta jova (etikai engedélyek szama: 87/2010 és 154/2011).
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2. tablazat
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Az MCTQ kérddiv segitségével meghatarozhaté paraméterek

Az irodalomban
elterjedt rovidités

BT. bed time on work days a lefekvés idépontja munkanapokon
time the participant turns the lights off . Ciaa .
SleepPrepw on work days a lampaoltas iddpontja munkanapokon
SL., sleep latency on work days a lefekvés és az elalvas kozott eltelt 1d6
munkanapokon
SOy sleep onset on work days az elalvas idépontja munkanapokon
SEw sleep end on work days az ébredés idépontja munkanapokon
SI sleep inertia on work days (time after | az ébredés és a felkelés kozott eltelt id6
v wake-up to getting out of bed) munkanapokon
SDy sleep duration on work days alvashossz munkanapokon
SD SD,, corrected for age and sex according 2Lﬁgosizrrin;?$:an:poé ?.I;S k;;;?bézi:
w-eor to the distribution in the entire database ) & !
alapjan
MSW mid-sleep on work days alvési k6zépidé munkanapokon
AL, use alarm or not on work days ¢ébreszt6ora hasznalata munkanapokon
BT¢ bed time on free days a lefekvés id6épontja szabadnapokon
time the participant turns the lights off , L n .
SleepPreps on free days a lampaoltas idépontja szabadnapokon
a lefekvés és az elalvas kozott eltelt ido
SL¢ sleep latency on free days szabadnapokon
SOr sleep onset on free days az elalvas idépontja szabadnapokon
SE¢ sleep end on free days az ébredés idépontja szabadnapokon
SI sleep inertia on free days (time after | az ébredés és a felkelés kozott eltelt ido
f wake-up to getting out of bed) szabadnapokon
SD¢ sleep duration on free days alvashossz szabadnapokon
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SD; SDr¢ corrected for age and sex according ileﬁzoSls(irrisii?szdn:potl;?is kaodr;?bézeiz
fLcorr to the distribution in the entire database . & !
alapjan
MSF mid-sleep on free days alvési kozépido szabadnapokon
ALy use alarm or not on free days ébresztdora hasznalata szabadnapokon
. természetes fény mellett toltott 1ido
LEy light exposure (h) on work days munkanapokon
LE licht ex re (h) on free d természetes fény mellett toltott 1ido
f ght exposure (1) on free days szabadnapokon
. heti atlagos természetes fény mellett
OLE average weekly light exposure (h) Bt idd
JSD average weekly sleep duration heti atlagos alvashossz
OSD corrected for age and sex . . .
. C Lo . heti atlagos alvashossz korra és nemre
DSDcorr according to the distribution in the entire iy . . -
database korrigalva a teljes adatbazis alapjan
MSF corrected for over-sleep on free az M SF szabadflapokon merhe} o
MSF. davs megnovekedett alvashosszra korrigalt
Y értéke
MSF, corrected for age and sex . . .
MSFasc according to the distribution in the entire MSFS? lforra ©s nemre korrigdlva a teljes
database adatbazis alapjan
L i szocialis jetlag (MSW-MSF abszolut
SIL social jetlag (abs(MSW-MSF) értéke)
SIL SJL corrected for age and sex according | szocialis jetlag korra és nemre korrigalva
cor to the distribution in the entire database | a teljes adatbézis alapjan
SJLy weekly SJL heti szocialis jetlag
SJL, corrected for age and sex . e ,
. Lo . heti szocialis jetlag korra és nemre
SILy-corr according to the distribution in the entire . . L. .,
database korrigalva a teljes adatbazis alapjan
accumulated sleep deprivation per week.
SDepr/week Calculated by multiplying the difference | heti alvashidny a @SD ¢és SDy,
p between ©OSD and SDy times | kiilonbségébdl szamolva
Workdays/week
SDepr/week corrected for age and sex , .,
SDepreon/week according to the distribution in the entire SD.epr/week' kona ©s nemre korrigdlva a
database teljes adatbazis alapjan
Workdays/week number of days participant goes to work munkanapok szdma hetente

per week
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5.2. A donorok kivalasztasa és a Kisérletek menete a leukocitak oramiikodésének

vizsgalatahoz

A kisérletek soran vénas vért vettiink egészséges, onkéntes donoroktol. A
résztvevok (férfiak és nok egyarant) életkora 20-35 év kozotti volt. A kisérlet
megkezdése elott minden résztvevo aldirta az Egészségligyi Tudomanyos Tanacs
Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsdga altal jovahagyott kisérleti beleegyezo
nyilatkozatot, valamint kitoltotte az MCTQ magyar nyelvii valtozatat [145, 147, 150]. A
donorok szabalyos munkabeosztassal, valamint alvas-ébrenléti mintazattal rendelkeztek,
az atlagos alvashossz munkanapokon 7 £+ 0,9 dra, szabadnapokon 9 + 0,95 6ra volt. A
donorok kivalasztasakor kizar6 tényezé volt, ha a jelentkezd extrém kronotipusu volt (a
hétkozbeni alvashiannyal korrigalt alvasi kozépido szabadnapokon (MSFs.) <3 o6ra vagy
>7 6ra), kronikus vagy akut betegségben szenvedett, valtott miliszakban dolgozott vagy
jetlag-nek volt kitéve a kisérletet megel6z6 egy honapban, illetve amennyiben
rendszeresen szedett gyogyszert.

A 24 oras kisérletek esetében a résztvevok reggel 9 oOrara érkeztek a
laboratériumba. A vérmintakat 10, 13, 16, 19, 22, 1, 4 és 7 orakor vettik. A vérvételek
kozott a donorok napja a sajat szokasaiknak megfelelden telt (elhagyhattdk az intézetet),
de ¢éjszaka a laboratoriumban tartozkodtak. Az alvéast szabadon iddzithették este 22 és
reggel 7 ora kozott. Minden résztvevd szamara harom alkalommal biztositottunk
étkezést: reggel 7 oOra, dél és este 7 Ora koriil. Az esti vérvételek (22 o6ra utdn) alacsony
fényintenzitas mellett zajlottak, a donorok lehetséges legminimalisabb zavarasa mellett.

A Kkisérletsorozatot az Egészségligyi Tudoméanyos Tandcs Tudomanyos és
Kutatasetikai Bizottsaga hagyta jova (etikai engedélyek szama: #10895-0/2011-EKU ¢és
1563/2015).

5.3. Leukocitak izolalasa vénas vérbol

A vérmintakat Vacutainer® CPT™ csévekbe (Beckton-Dickinson) (2x4 ml/
vérvétel) vettiik, melyek Na-citratot tartalmaztak antikoagulansként. A mononuklearis és
neutrofil sejtfrakciokat ficoll gradiens segitségével kiilonitettiik el (centrifugalas

szobahdmérsékleten, kilendiild rotorban 20 percig 1800 g-vel). A plazma mintdkat
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késoébbi felhasznalas céljabol — 80 °C-on taroltuk. A mononuklearis sejteket a plazma
alatti sejtgylirlibdl, mig a neutrofil granulocitdkat a vorosvérsejtek feletti frakcidbol
izolaltuk. A sejtek izolaldsa utan a mintakban 1évd vorosvérsejteket ozmotikus lizis
révén, steril ACK oldatban (150 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0,1 mM Na;EDTA, pH
7,4) torténd inkubdlassal eliminaltuk. A mintdk tisztasdgat metilénkékkel vald
magfestéssel ellendriztiik. A mintakat csak abban az esetben hasznaltuk a kisérletekhez,
ha annak tisztasdga legalabb 97% volt. A preparalast kdvetden a sejteket nem taroltuk,
hanem azonnal elvégeztik a sziikséges Kkisérleteket, illetve elkészitettik a

preparatumokat.

5.4. A plazma kortizol koncentracio mérése

A -80 °C-on tarolt plazma mintakban a kortizol koncentracié meghatarozasat
elektrokemilumineszcens immunoassay (Elecsys, Roche) segitségével végezték a
Semmelweis Egyetem Izotop laborjanak munkatarsai, a gyartd altal javasolt protokoll
szerint. A mért adatokat minden esetben az adott donor 6sszes mintdjaban meghatarozott

koncentracio értékek atlagara normalizaltuk.

5.5. Génexpresszio vizsgalata valos idejii PCR segitségével

Kozvetleniil az izolalast kovetden a sejteket Tripure® reagens (Roche)
segitségével lizaltuk. A sejtekbdl total RNS-t preparaltunk a gyartd ajanlasa szerint. Az
izolalt RNS mintdk mindségét (a 28S ¢és 18S riboszomalis RNS megfeleld
elkiiloniilését) 1%-os agardz gélen (1% agardz, 1,75% formalin, MOPS pufferben) valo
futtatassal ellendriztiik.

A mintdk DNaz kezelése utan a cDNS szintézist a QuantiTect® reverz
transzkripcids kit (Quiagen), illetve a RevertAid® First Strand cDNA Synthesis Kit
(Thermo Scientific) hasznalataval végeztiik a gyartd hasznalati utasitdsa szerint. A
Bmall, Perl, Per2, Per3, Dbp, Rev-erba, Itgh2, Gp9IP"** Cxcrd4 és [-aktin gének
relativ expresszidjat a Light Cycler® 480 rendszer (Roche) hasznalatdval mértiik,

TagMan hidrolizis probak alkalmazasdval. Referenciaként a Gapdh expresszidjat
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alkalmaztuk. A primerek és a TagMan hidrolizis probak szekvenciait a 3. tablazat
mutatja.

Annak érdekében, hogy kizarjuk az egyéni expressziobeli kiillonbségeket, és az
expresszid mintdzatat és amplitadojat 6ssze tudjuk hasonlitani, a 24 6réas kisérletek
esetében az eredményeket az adott donor Osszes mintdjaban mért értékek atlagara
normalizaltuk és abrazoltuk. Az adatok értékeléséhez a ,,masodik derivalt maximuma”
modszert alkalmaztuk, az analizist a LightCycler® Relative Quantification Software

(Roche) hasznalataval végeztiik.

5.6. PLB-98S5 sejtek neutrofil granulocita iranyba torténé differencialtatasa

A PLB-985 humén mieloid leukémia sejtvonal sejtjei DMSO kezeléssel neutrofil
granulocita iranyba differencialtathatéak [255-257]. A sejteket 2x10° sejt/ml kiindulési
sejtstriség 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
kultaraban 37°C-os inkubatorban 5% CO: jelenléte mellett. A differenciacio ellendrzése
céljabol vizsgaltuk a sejtekben a Cxcr4 kemokin receptor, az ltgh2 (CD18) és a NADPH
oxidaz Gp91P"* alegységének expresszidbeli valtozasait [258-260].
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3. tablazat
A génexpresszids vizsgalatok sordn hasznalt primerek és Taqman hidrolizis prébak szekvencidi (F:

forward primer, R: reverse primer).

Gén Szekvencia

F 5-ACATCGCTCAGACACCATG-3’
Gapdh R 5-TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG-3’
proba 5’-FAM-AAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGTC-TAMRA-3’

F 5-TCCACTGACTACCAAGAAAGC-3’
Bmall R 5-CTGTTCATTTTATCCCGACGC-3’
proba 5’-FAM-ATCTGACTGTGAGCTTCCCTTGCATT-TAMRA-3’

F 5-CTAACCCCGTATGTGACCAAG-3’
Perl R 5-CGCGTAGTGAAAATCCTCTTG-3’
proba 5°’-FAM-TACGAAGCTCCCCGGATACCCC-TAMRA-3’

F 5-TGTTCCACAGTTTCACCTCC-3’
R 5-TGGTAGCGGATTTCATTCTCG-3’

Per2 proba 5’-FAM-TGCTCCACTGCACATGCTCCA-TAMRA-3’

F 5-ATCGTTCTCTGATGGTTGCC-3’
Per3 R 5-AGGGATTCACAAAGCTGGAC-3’
proba 5°-FAM-ATCGAATGGGAGAATGTTCAAAGGGAGG-TAMRA-3’

F 5-TGCCCTATCAAGCATTCCTG-3’
Dbp R 5-CCGGCTCCAGTATTTCTCATC-3’
proba 5’-FAM-ACCTTTGACCCTCGAAGACATCGC-TAMRA-3’

F 5-ACCAAGTCACCCTGCTTAAG-3’
Rev-erba R 5-CATCACTGTCTGGTCCTTCAC-3’
proba 5’-FAM-TGATGGTGCGCTTTGCTTCGTTG-TAMRA-3’

F 5-AGGAGTTTCAAGATGCGTGG-3’
Gp9[rhox R 5-TTGAGAATGGATGCGAAGGG-3’
proba 5’-FAM-TGGTGATGTTAGTGGGAGCAGGG-3’

F 5-TATGACTCCATGAAGGAACCCTGT-3’
Cxcrd R 5-AGCCTGTACTTGTCCGTCATGC-3’
proba 5’-FAM-TCCTGCCCACCATCTACTCCATCATC-TAMRA-3’

F 5-TGTTGAGTGTAGTGGTCGTG-3’
Itgh?2 R 5-TTCGAACTTCAGGCACTCG-3’
proba 5’-FAM- CACCCTGTGGCAAGTACATCTCCT-TAMRA-3’

F 5 -ACCTTCTACAATGAGCTGCG-3’
[-aktin R 5 -CCTGGATAGCAACGTACATGG-3’
proba 5’ -FAM-ATCTGGGTCATCTTCTCGCGGTTG-TAMRA-3’
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5.7. Western blot analizis

A neutrofil granulocitdkban igen magas a proteaz ¢s foszfataz aktivitas, ezért a
fehérje degradacio és defoszforilacid minimalizaladsa érdekében a sejtizolalast kovetden
az intakt sejteket eldmelegitett (95°C) 2x-es redukalé SDS-PAGE Laemmli
mintapufferben (126 mM Tris-HCI, 20% glicerin, 4% natrium-dodecil-szulfat, 0,02%
bromfenolkék, +p-merkaptoetanol, pH 6,8) szuszpendaltuk, majd 95°C-on 10 percig
inkubaltuk.

A PLB-985 sejtekbdl teljes sejt lizatumot készitettiink. Minden minta esetében
107 sejtet 100 pl lizis pufferben (30 mM Na-HEPES, 100 mM NaCl, 2% Triton-X-100,
20 mM NaF, 1 mM Na-EDTA, 1 mM Na-EGTA, 100 mM benzamidin, 0,02%
diizopropil-fluorofoszfat, 1 % aprotinin, 1% protedz inhibitor koktél (Sigma-Aldrich),
1% foszfataz inhibitor koktél (Sigma-Aldrich), 1% fenil-metil-szulfonilfluorid, pH 7,5)
vettilik fel és 10 percig jégen inkubdltuk. Ezt kdvetden a mintakat 12 percig 14000 rpm-
mel, 4°C-on centrifugaltuk, majd a feliiliszét 2x-es redukalé Laemmli puffer
hozzéadasa utan 5 percig 95 °C-on inkubaltuk.

A defoszforilacid vizsgalatdhoz a mononukledris sejtekbdl késziilt teljes sejt
lizatumot (lasd PLB-985 sejt lizatum készitése) puffercsere utdn (Micro Bio-Spin®,
Bio-Rad) CIP (Calf Intestinal Phosphatase) alkalikus foszfatdzzal (New England
Biolabs) kezeltiik a gyart6 ajanlésa szerint.

A fehérjeket 7,5%-0s SDS-poliakrilamid gélen szeparaltuk, majd félszaraz blot
technikaval nitrocelluloz membranra vittiik at oket. A teljes fehérje mennyiséget
Ponceau S festéssel detektaltuk. A membranokat az antitesttel valo fedést megel6zden
TBS pufferrel (50 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, pH 7,5) mostuk, majd 5% tejport
tartalmaz6 TBS pufferrel blokkoltuk 1 o6ran keresztiil szobahdmérsékleten billegtetve.
Ezutan anti-BMALI1 poliklonalis ellenanyaggal (1:500 aranya higitasban 5% tejport
tartalmaz6 TBS oldatban), anti-PER2 poliklonalis ellenanyaggal (1:200 aranyu
higitasban 5% tejport tartalmaz6é TBS pufferben) (Michael Brunner laboratoriumabol
[261, 262]), illetve anti-B-AKTIN monoklonalis ellenanyaggal (Sigma-Aldrich)
(1:10000 aranyu higitasban 5% tejport tartalmazd TBS pufferben) inkubaltuk 4°C-on
egy ¢jszakan keresztiil billegtetve. Masodlagos ellenanyagként a BMALI ¢és PER2

detekcid esetében tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt nyul Ig ellenes antitestet (Bio-
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Rad), a B-AKTIN detektalas esetében HRP-vel konjugalt egér Ig ellenes antitestet (Bio-
Rad) alkalmaztunk 1:5000 aranyu higitasban 5% tejport tartalmaz6 TBS pufferben. Az
elsé és masodik antitestekkel torténd inkubaldsok utdn a membranokat haromszor 10
percig mostuk TBS-sel. Az el6hivas soran a membranra ECL (enhanced
chemiluminescence) oldatot (1,25 mM luminol, 0,2 mM kumarinsav, 0,01% H>0O>, 100
mM Tris, pH: 8,5) pipettaztunk, az enzimreakci6 soran keletkezett kemilumineszcens
jelet pedig FUJI Super RX filmeken rogzitettiik.

Az abrakon a Western blot kisérletek toltéskontrolljaként a B-AKTIN szintek
bemutatasa mellett a membranok Ponceau S festése utani képét is bemutatom,
melyeknél a membran azon része lathato, ahol a specifikus antitestekkel detektalhato

jeleket is latjuk.

5.8. Leukocitak immunfluoreszcens festése

A sejtizolalast kdvetden a mononukledris sejtek és a neutrofil granulocitak (106
sejt/ml HBSS) preparatumanak 1-1 ml-ét egymassal elegyitettiik, majd e keverék sejtjeit
fedélemezre centrifugaltuk (300 rpm, 5 perc). A sejteket 20 percig 4%-os
paraformaldehiddel (Sigma-Aldrich) fixaltuk, majd PBS-sel (137 mM NaCl, 2,7 mM
KCl, 10 mM Na;HPO4, 2 mM KH,PO4, pH 7,4) mostuk. Szaradas utdn a lemezeket a
tovabbi feldolgozasig -80°C-on taroltuk. Feldolgozaskor a mintakat 15 percig
permeabilizald oldatban (0,5% BSA, 0,1% Tween20, 0,1% saponin PBS-ben oldva)
inkubdltuk szobahdmérsékleten, majd két mosési Iépést kovetden 30 percig blokkolo
oldatban (0,5% BSA HBSS-ben) tartottuk szintén szobahOmérsékleten. A mintékat
affinitas-tisztitott anti-BMALI1 poliklonalis antitesttel (1:100 aranya higitasban
blokkolé oldatban), illetve izotipus kontroll antitesttel (nyal IgG 1:100 aranyt
higitasban blokkold oldatban) inkubaltuk 4°C-on egy éjszakdn keresztiil. Két mosasi
1épés utan (PBS) a mintakat ToPro®-3 Jodid (Life Technologies) magfestékkel (1:1000
aranyu higitasban), illetve szamarban termeltetett Alexa-488 konjugalt nyul Ig ellenes
F(ab’), masodlagos antitesttel (Life Technologies) (1:1000 aranyu higitdsban PBS-ben)
inkubaltuk 30 percig 4°C-on. Ezutan a lemezeket kétszer mostuk PBS-sel, majd Zeiss
LSM710 1ézer-scanning mikroszkoppal vizsgaltuk a festddést 63x/1.40 oil DIC M27
immerzids objektiv haszndlataval (Plan-Apochromat, Zeiss). A képeket a ZEN 2011
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SP2 black edition (Zeiss) szoftver hasznalataval készitettiik. A fluoreszcencia
intenzitdsok méréséhez és a képek értékeléséhez az Imagel 1.48v szoftvert (NIH, USA)
hasznaltuk. A leukocita tipusokat magfestddés alapjan azonositottuk. A kiértékelésnél a
BMALI intenzitast egy sejten beliill 2 megkiilonboztetett ROI (Region of Interests)
segitségével mértikk: az egyik ROI a sejtmag, a masik a citoplazma volt. A ROI-k
kijelolését a magfestés alapjan, valamint az sejthatar alapjan végeztiik, ezutan a ROI-
kban az atlagos intenzitast mértiik. Kontrollként az izotipus kontroll antitesttel festett
mintakat hasznaltuk. Az adatokat az azonos fed6lemezen 1évé monocitakban mérhetd

atlagos sejtmagi intenzitasra normalizaltuk.

5.9. Neutrofil granulocitak kezelése kortizollal

Az izoladlt neutrofil granulocitdkat 50 unit/ml penicillint és 50 pg/ml
streptomycint tartalmazo szérummentes RPMI 1640 médiumban inkubaltuk 60 percen
keresztiil 37°C-on, 5% CO jelenlétében. A sejtsiirtiséget elézetesen 3x10° sejt/ml-re
allitottuk be. Ezutan 300 ng/ml kortizolt (Sigma-Aldrich) vagy vehikulumot adtunk a
sejtekhez €s ijabb 60 percig inkubaltuk oket.

5.10. A neutrofil granulocitak oldaliranyu fényszorasanak (SSC) mérése

A sejtizolalast kovetden a neutrofil granulocitdkat 4%-os paraformaldehiddel
fixaltuk és 4°C-on taroltuk. Az oldalirdnyu fényszorast Beckman Coulter Cell Lab
Quanta SC aramlasi citométerrel mértiik. Az adatokat WinMDI 2.9 szoftverrel (Purdue
University Cytometry Laboratories, West Lafayette) analizaltuk. A mért értékeket az

adott donor 6sszes mintdjaban mért értékek atlagara normalizaltuk.
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5.11. Periférias vérmintak hisztologiai festése

A neutrofil granulocitak érési stadiumainak elkiilonitése céljabol, ujjbegybdl vett
vérbol targylemezre kenetet készitettiink. A kenetek szaraddsa utdn May-
Griinwald/Giemsa oldattal (Sigma-Aldrich) festést végeztiink a gyartd altal javasolt
protokoll szerint. Meander-vonal mentén haladva mintanként 100 sejtet szamoltunk
meg ¢és a sejtmag szegmentaltsaga alapjan megallapitottuk, hogy milyen a fejlédési

alakok szazalékos megoszlasa.

erer

A CXCLI2 koncentraci6 meghatdrozasait a Human SDF-1 alpha ELISA
Immunoassay kit (R&D Systems) segitségével végeztiik, a gyartdo altal javasolt
protokoll szerint. A mért adatokat minden esetben az adott donor Osszes mintdjaban

mért értékek atlagara normalizaltuk.

5.13. Neutrofil granulocitak szuperoxid termelésének mérése

A neutrofil granulocitdk szuperoxid termelésének kovetésére kemilumineszcens
modszert alkalmaztunk, mellyel az extracellularis tér felé és a fagoszomaban torténd
szuperoxid termelés egyarant kovethetd. Ennek sordn a sejteket HBSS-ben
szuszpendaltuk fel, a sejtstirliséget 4x10%ml-re allitottuk be. Ebbd] a szuszpenzidobol
180 pl-es mennyiségeket mértiink 96 lyuku fehér lemez mintatartoiba. A kisérlethez
hasznalt HBSS oldat 0,1 uM DMSO-ban oldott lucigenint (Sigma-Aldrich) tartalmazott.
A szuperoxid termelést 20 pl opszonizdlt zimozan hozzdadasaval inditottuk. Az
opszonizalashoz 15 mg zimozant (Sigma-Alrich) 350 pl kevert huméan savoban (3
egészséges férfi donor széruméanak egyenld ardnyu keveréke) vettiink fel, majd a
szuszpenziot 30 percig 37 °C-on inkubdltuk. A sejtek stimuldldsat kovetden a
lumineszcencia intenzitasat 37 °C-on 30 percig kovettiik Mithras LB 940 Multilabel
Reader (Berthold Technologies) késziilékben. Az eredmények értékeléséhez a

lumineszcencia kinetikai gorbék felszallo szaranak meredekségét hataroztuk meg.
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5.14. Neutrofil granulocitak fagocitozis készségének meghatarozasa

A neutrofil granulocitak fagocitozis készségének mérésekor opszonizalt GFP-t
expresszalo  Staphylococcus — aureus-t  [263]  hasznaltunk. A baktériumok
opszonizacidjahoz 9x10% baktériumot szuszpendaltunk 900 pul HBSS+ oldatban (HBSS
oldat, amely tartalmaz 1 mM CaClx-t, 1 mM MgCl,-t, 0,1% glukozt, 10 mM HEPES-t
¢s 0,25% BSA-t, pH 7,4), majd 100 pl kevert human savot adtunk hozza és 37°C-on 20
percig inkubéltuk. Ezutin PBS pufferben mostuk a baktériumokat, majd 5x10°
baktériumot és 5x10* neutrofil sejtet kevertiink Ossze és 12 mm atmérdjii iiveg
fedélemezre centrifugaltuk dket (5 perc, 300 rpm). Ez utin 37°C-on 10 percig
inkubaltuk a lemezeket 5% CO: jelenlétében. Egy mosasi 1épést kovetden a mintakat
4%-os paraformaldehiddel fixaltuk, majd Zeiss LSM710 lézer-scanning mikroszkdppal
vizsgaltuk Oket 63x/1.40 oil DIC M27 immerzids objektivet hasznalva (Plan-
Apochromat, Zeiss). A képeket a ZEN 2011 SP2 black edition (Zeiss) szoftver
segitségével készitettiik. A mintak értékelésekor 100 neutrofil granulocitat szamoltunk
meg ¢s meghataroztuk a sejtek fagocitozis indexét (bekebelezett baktériumok

szdma/100 neutrofil sejt).

5.15. Statisztikai analizis

A statisztikai analizishez a SigmaPlot 11.0 szoftvert hasznaltuk. Az értékeket t-
probaval és varianciaanalizissel (ANOVA) hasonlitottuk &ssze. A post hoc
Osszehasonlitasok soran a Tukey-tesztet, valamint a Bonferroni modszert alkalmaztuk.

A 24 6ras adatsorok ritmus analiziséhez a Time Series Analysis — Single Cosinor
v6.2 Software-t (Expert Soft Technologie) hasznaltuk, és 24 oras periddushosszu
cosinus gorbét illesztettiink az adatsorokra. Az akrofazisok azt az idSpontot jelentik,
amikorra a vizsgalt paraméter maximuma esik a statisztikai analizis szerint.

Az éabrakon az adatokat minden esetben atlag +/+ standard hibaként (S.E.M.)

abrazoltuk. A kiilonbségeket p < 0,05 esetén tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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6. Eredmények

6.1. A Munich Chronotype Questionnaire (MCTQ) magyarra forditasa és

validalasa

Az ember cirkadian ritmusanak meghatarozasahoz alkalmazhat6 legkdonnyebb és
legelterjedtebb mddszer az alvéas/ébrenlét ritmus vizsgalata. Az alvas/€brenléti ciklusok
kialakitasaban homeosztatikus és szocialis faktorok, valamint a cirkadian ora is részt
vesznek. Az alvas/ébrenlét idOzitése nagy egyéni variabilitdst mutat, mintazatat
kérdéivek segitségével [117, 264] és aktigrafias mérésekkel [265] is kovethetjiik. A
leggyakrabban hasznalt kérddivek egyike a Morningness-Eveningness Questionnaire
(MEQ) [264, 266-268], mely az egyén alvasi idozitését és fizikai aktivitasat preferencia
alapu kérdésekkel méri fel, és a valaszok alapjan kapott pontszam jellemzi az egyén
ritmusanak korai vagy késdi jellegét. Ez a pontszam jo Osszefiiggést mutat a ritmust
jellemzd szamos élettani paraméter fazisaval, ilyenek a testhdmérséklet ingadozasa
[269, 270], a kortizol- [271, 272], valamint a melatonin koncentraci6é napi ingadozasa
[273-275]. Ezzel szemben az Aaltalunk haszndlt Munich Chronotype Questionnaire
(MCTQ) [117] pontos idOpontok felvételével kiilon méri fel a hétkdznapi és hétvégi
alvasi mintdzatot, igy lehetdséget ad az alvasfazis megallapitasara. Ennek jellemzdje a
munkanapokon (MSW) és a szabadnapokon (MSF) mért alvasi kozépid6. Ezen
paraméterek kiilonbsége pedig a szocidlis jetlag (SJL). Az MSF szabadnapokon mérhetd
megnovekedett alvashosszra korrigalt értéke a kronotipust szamszertien jellemz6 MSFs.
Nagy elonye az MCTQ-nak, hogy a kérddiv 2002-es kidolgozdsa ota a vilag sok
orszagabol mar nagy szdmu adat (n > 150000) gytilt 6ssze, valamint dsszehasonlitva a
preferencia alapu kérddivekkel, a szabadnapokon mérhetd alvéasi paraméterek jobb
korrelaciot mutatnak a melatonin kezdeti emelkedésével [276], igy jobb indikatorai az
egyén ritmusanak. A fenti elonyok mellett azért is esett a valasztasunk e kérddivre, mert
egy, a dolgozatban nem targyalt, de a felméréshez szorosan kapcsol6dé tanulményhoz
szlikségiink volt a SJL meghatdrozasara. A kérddiv segitségével a 2. tablazatban
bemutatott paraméterek felvételére nyilik lehetdség. Az angol nyelvii kérddiv magyarra
forditasa utan (9. dbra) sziikség volt a kérddiv validaldsara. Ehhez egyrészt a kérddivet

magyar nyelvrél angolra fordittattuk vissza, a nyelvi és tartalmi helyesség
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ellendrzésének céljabol, valamint 2009 és 2012 kozott a Semmelweis Egyetem 753
hallgatdjanak bevonésaval teszteltiik.

A 4. tablazatban a teljes mintaban (n=753), valamint a ndk ¢és férfiak esetében
kiilon kiilon mért MSF, MSW, MSFs., valamint SJL értékeket tiintettiik fel. Korabbi
irodalmi adatokkal megegyezden [117, 119] az altalunk felvett adatok esetében az
atlagos MSFs. 4 ora 04 perc, az atlagos szocidlis jetlag 1 o6ra 24 perc. Emellett a
férfiaknal szignifikdnsabban késébbi kronotipus (MSFs) volt mérhetd, mint ndok

esetében.

4. tablazat
MSEFE, MSW, MSF, és SJL értékek a teljes mintéra, illetve a nék és férfiak esetében mért értékek
Osszehasonlitasa. Az adatokat atlag + S.E.M.-ként abrazoltuk (t-proba, n=753).

Osszes Férfiak Nék p
MSF (helyi id6, éra:perc) 4:50 £ 0:02 5:03 £0:05 4:45 +0:03 0,001
MSW (helyi idd, ora:perc) 3:27 £0:02 3:36 £ 0:04 3:23 £0:02 0,001
MSF;. (helyi id6, ora:perc) 4:04 +0:02 4:18 +0:04 3:57 £0:02 <0,001
SJL (6ra:perc) 1:24 £0:02 1:28 £0:04 1:22 £0:02 0,23

A fény az egyik legfontosabb Zeitgeber a cirkadian ritmus szempontjabol, igy
nem meglepd, hogy a kronotipus szoros korrelaciot mutat a napfelkelte idOpontjaval,
illetve a foldrajzi szélességgel. Bar egy 1d6zonan belill a ,,szocidlis 1d6” azonos, a
napfelkelte id6pontjaban akar 1 6ras eltérés is lehet. Roenneberg és munkatarsai 2007-
ben publikalt adatait felhasznalva a kozép-eurdpai idézonadban mérhetd kronotipus-
foldrajzi szélesség Osszefiiggésrdl [277] megvizsgaltuk, hogy az altalunk mért alvési
kozépidé adatok illeszkednek-e a bemutatott Osszefiiggés egyenesére. A korabban
publikalt adatokkal egyiitt a pontok Németorszag nyugati hataratdl egészen Budapestig
nyugat-keleti irdnyban lefedik a teljes id6zonat. Az adatokbdl lathato (10. abra), hogy az
1d6z6nan beliil 1s szoros az 0sszefiiggeés a foldrajzi elhelyezkedés és a kronotipus kozott,
valamint, hogy a budapesti adatok jol illeszkednek az egyenesre.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az MCTQ kérdéiv magyar nyelvii
valtozataval az irodalmi adatok reprodukalhatoak, igy a kérddivet validaltnak, illetve a

tovabbi kisérletekben felhasznalhatonak tekintettiik.
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Miinchen-kronotipus kérddiv (Roenneberg és mtsi) MUNKANAPOK

Az alabbi kérddiv alvasi szokasaival kapesolatban tartalmaz kérdéseket.

Kerjiik, téltse ki az Onre jelenleg legjellemzébb adatokkall Fontos, hogy valamennyi : E 71
kerdésre adjon valaszt, mert csak ebben az esetben tudjuk a kérddivet ertékelni.

ora perckor fekszem le.

SZEMELYI ADATOK

KOD: Kor: év
Nem: Férfi NG (karikazza bel) ) ) L
Vegye figyelembe, hogy van, aki egy darabig még ébren van
Magassag: ______cm lefekvés utan!
Testsuly: kg
Lakshely: (csak a helység neve és irdnyitészama

szilkséges, ahol hétkdzben lakik, pl. 1094 Budapest)

Munkanapjaimnak (ide értendd az is, ha pl. haziasszonyként otthon dolgozik vagy

Altalaban ___ éra___ perctél késziilsdém elaludni (pl.

iskolaba, egyetemre jar) szabalyos a napirendje (karikazza be a megfelel6t!): lampaoltas idépontja).

igen nem

Amennyiben igen, a hét hany napjat tolti e napirend szerint?

___percre van szilkségem, hogy elaludjam

ora ___ perckor ébredek.

Ebresztéorara Ebresztéora nélkil (A megfeleldt karikazza be!

perc mulva kelek fel az agybol. ora ___ perckor ébredek.

Ebreszt6orara Ebresztora nélkiil (A megfelelét karikazza bel)

SZABADNAPOK

perc mulva kelek fel az agybol.

éra perckor fekszem le.

Kérjuk, ifjon egy 1-2 szavas megjegyzést. amennyiben pillanatnyilag NINCS arra
lehetésége, hogy szabadon hatarozza meg, mennyit alszik a szabadnapokon (pl.

. ' gyermekek, haziallatok, edzés stb. miatt):

Vegye figyelembe, hogy van, aki egy darabig még ébren van
lefekvés utan!

Természetes fény mellett tSlItstt idé

Atlagosan mennyi idét télt naponta a szabad ég alatt, utcan, kertben, stb.?
Munkanapokon ___ orat ___ percet.
Szabadnapokon ___ érat ___ percet.

\ __6ra___ perctdl késziilsdsm elaludni (pl. lampaoltas

idépontja).

____percre van szilkségem, hogy elaludjam.

9. abra

A Munich Chronotype Questionnaire altalunk hasznalt részének magyar nyelvii valtozata
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MSF,_ (helyi id6, éra)

3,6 -

3,4 1 L] L] L] 1 L] L]
5 7 9 11 13 15 17 19
€¢nyugat hosszusagi fok (°) kelet->

10. abra
A kronotipus (MSFs.) atlaganak valtozasa foldrajzi elhelyezkedés (hosszusagi fok) szerint.
A kronotipust (MSF,.) korra és nemre korrigaltuk €s helyi id6 szerint abrazoltuk. iires szimbolumok:
korabban publikalt adatok (r=0,96, p<0,001, [277], piros szimbdolum: Semmelweis Egyetem, Budapest
(keleti hosszusag: 19.04°) (n=753).

6.2. Neutrofil granulocitik és mononuklearis sejtek oragén expressziojanak

osszehasonlitasa

Szamos adat utal arra, hogy a kiilonb6zé hemopoetikus eredetii sejtekben, mint a
makrofagok, eozinofil granulocitdk, T- és B-limfocitak, dendritikus sejtek, NK sejtek és
monocitak, miikodik a molekularis 6ra [167-175]. Bar kordbban kimutattdk, hogy
oragének a neutrofil granulocitdkban is expresszalodnak [249, 250], egyértelmii
bizonyiték nem allt rendelkezésiinkre arr6l, hogy miitkodik-e a molekularis oszcillator
ezekben a sejtekben. Munkank sordn eldszor azt szerettilk volna megvizsgélni, hogy
milyen a f0 orakomponensek expresszidjanak napi mintdzata human neutrofil
granulocitdkban. A kisérletekhez az altalunk magyarra forditott és validalt MCTQ
kérddivet kitoltok koziil 6 egészséges, atlagos kronotipusit (3 6ra <MSFs < 7 oOra)
onkéntes donort valasztottunk. A kisérlet soran délelétt 10 6ratdl masnap reggel 7 ordig
3 o6ras idOkozonként vettlink vénds vért a donoroktdl. A kisérletek soran minden
idépontban meghataroztuk a plazma kortizol koncentraciot is. A kortizol koncentracio

napi ingadozéasanak ellendrzésével a donorok napi ritmusanak intaktsagat igazolhatjuk,
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masrészt a talzottan magas kortizol koncentracié utalhatna a mintavételezés alatti akut
stresszre [278]. A vartnak megfeleléen a plazma kortizol koncentacid napi ritmust
mutatott, melynek maximuma a délel6tti orakban volt mérhetd (akrofazis: 9 6ra 33 perc)

(11. &bra), valamint az értékek minden donor esetében a normal tartomanyon beliil (<25

ng/dl) maradtak.
2.
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Mintavétel id6pontja (6ra)
11. dbra
A plazma kortizol koncentracié napi ingadozasa
A vérmintakat 3 doras idokozonként vettiik déleldtt 10 és masnap reggel 7 ora kozott. Az adatokat mindig
az adott donor 0sszes mintajaban mért értékek atlagara normalizaltuk (n=4, atlag £ S.E.M.). A szaggatott
vonal 24 6ras periddushosszli cosinus gorbe szignifikans illeszkedését jeldli (*p<0,05, cosinor analizis,

akrofazis: 9 6ra 33 perc).

A sejtek kipreparaldsa utan az RNS izolalast és cDNS szintézist kovetden valos-
idejii PCR-rel vizsgaltuk a molekularis 6ra f6 komponenseinek kifejezodését. A
kisérleteknél kontrollként ugyanazon vérmintdkbol a mononukleéaris sejteket 1is
szeparaltuk és vizsgaltuk, mivel irodalmi adatok alapjan [169, 173, 279] ezekben a
sejtekben biztosan miikodik a molekularis ora, azaz jO Osszehasonlitdsi alapnak
szolgalhatnak a neutrofilek éramiikodésének vizsgalatakor. A mononuklearis sejtek és a
neutrofil granulocitdk oragén expresszids mintazatanak osszehasonlitdsakor a Bmall, a
Perl, a Per2, a Per3, a Dbp és a Rev-erba drakomponensek expressziojat vizsgaltuk.
Referenciaként a Gapdh héztartasi gént hasznaltuk, mivel ezt a referenciat korabban
mar tobb leukocita tipus ritmusanak vizsgéalatakor is sikerrel alkalmaztdk [168, 280-

282]. Tekintve, hogy a leukocitak ritmusanak vizsgalatakor szintén gyakran hasznalt
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referencia gén a f-aktin [171, 173, 279, 283], a Gapdh expressziot [f-aktin expressziora
normalizalva ellendriztiik, hogy a neutrofil granulocita sejtekben a Gapdh kifejezddése
mutat-e esetleg napi ritmust. Az irodalomban bemutatott sejttipusokhoz hasonléan a

neutrofil granulocitdkban sem ritmusos a kifejezddése (12. abra).
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Mintavétel idépontja (ora)
12. abra
A neutrofil granulocitikban mérheté Gapdh expresszi6 a nap folyaman.
A vérmintakat 3 o6ras id6kozonként vettiik déleldtt 10 és masnap reggel 7 ora kdzott. Referenciaként f-
aktint alkalmaztunk. Az adatokat mindig az adott donor Osszes mintajaban mért értékek atlagara

normalizaltuk (n=6, atlag + S.E.M., p=0,418, cosinor analizis).

A mononuklearis sejtek esetében a Perl, a Per2, a Per3 és a Dbp expresszio az
irodalomban korabban leirtaknak megfeleld fazisban és amplitidoval oszcillalt [169,
173, 279]. A Bmall expresszidja tendenciozus ingadozast mutatott (p=0.055), a Rev-
erba expresszio pedig egyaltalan nem mutatott 24 O6ras ritmust (13. dbra, 5. tablazat).
Ezzel szemben a neutrofil granulocitdk esetében csak a Perl, a Dbp és a Rev-erba
esetében tapasztaltunk alacsony amplitidoju de szignifikans oszcillacidt, mig a Per2, a
Per3 és a Bmall kifejez6dése nem volt ritmusos (13. abra, 5. tablazat). Ezen
eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a két sejtpopulacié oOragén expressziods

mintdzata alapvetden kiilonbozik.
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13. abra
Az éragének expresszios mintazatanak 6sszehasonlitisa mononuklearis sejtekben és neutrofil
granulocitakban.
A vérmintakat 3 oOras id6kozonként vettiik déleldtt 10 és masnap reggel 7 ora kozott. Referenciaként
Gapdh-t alkalmaztunk. Az adatokat mindig az adott donor G&sszes mintajaban mért értékek atlagara
normalizaltuk (n=6, atlag £+ S.E.M.). A szaggatott vonal 24 oras periodushosszu cosinus gorbe

szignifikans illeszkedését jeldli (*p<0,05, cosinor analizis, az akrofazisokat az 5. tablazat mutatja).
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5. tablazat

Az éragének expresszidjanak akrofazisai mononuklearis sejtekben és neutrofil granulocitakban.

Sejttipus Oragén Akrofazis (éra:perc) p
Perl 8:26 0,0128
Per2 7:15 0,0002
Mononuklearis sejtek
Per3 5:46 0,0001
Dbp 3:44 0,0400
Perl 9:51 0,0308
Neutrofil granulocitak Dbp 2:40 0,0024
Rev-erba 1:24 0,0022

Mivel el6fordulhat, hogy a haztartdsi gének, igy a Gapdh expresszidja is
kiilonbozik a két sejttipus kozott, a kovetkezd Osszehasonlitdsban a Bmall expressziot
hasznaltuk referenciaként, mint az 6ramiikodés belsé kontrollja. Feltételeztiik, hogy ha
két kiillonbozo sejtben a molekularis 6ra hasonloan és szinkronban muikddik, egy adott
idépontban az oragének kifejez0désének ardnya is hasonlod kell, hogy legyen. Az
elemszam novelése érdekében ehhez a kisérlethez tovabbi donorokat is bevontunk a
vizsgalatba ¢és meghatdroztuk az oOragének Bmall expressziohoz viszonyitott
kifejezodését délutan 13 és ¢jjel 1 orakor, ugyanis ezekben az idépontokban mindkét
sejttipus esetén atlaghoz kozeli volt az oragének expresszidja (lasd 13. abra), igy ezen
kiértékelést alkalmazva az esetleges amplitudobeli kiillonbségek nem befolyasoljak az
Osszehasonlitast. Bar a Perl expresszid nagyon hasonlonak bizonyult a kétféle sejtben,
a Per2, a Per3, a Dbp ¢és a Rev-erba aranya szignifikansan alacsonyabb volt a neutrofil
granulocitakban (14. abra).

Ezen eredményeink is megerdsitik, hogy a molekularis 6ra masképpen mitkddik

a neutrofil granulocitdkban, mint a mononuklearis sejtekben.
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14. abra

Az érakomponensek aranya mononuklearis sejtekben és neutrofil granulocitakban.
A vérmintakat délutan 13 orakor és ¢&jjel 1 orakor vettiik. Referenciaként Bmall-et alkalmaztunk. Az
adatokat mindig az adott donor 13 6ras mintajaban mért értékre normalizaltuk (n=10-12, atlag + S.E.M.,
*p<0,05, ANOVA, Bonferroni moédszer).

6.3. Neutrofil granulocitik és mononuklearis sejtek PER2 és BMALI1 fehérje

expresszidjanak osszehasonlitasa

A kovetkezd kisérlet soran Osszehasonlitottuk a mononukleéris és a neutrofil
frakciokban a PER2 és BMALI fehérjék expressziojat. A sejteket 7, 13, 19 és é&jjel 1
orakor izolaltuk, majd a fehérjék kifejezddését Western blottal vizsgaltuk. Mig a
mononukledris sejtek esetében minden vizsgalt id6pontban gyenge intenzitdssal, de
detektalhat6 volt a PER2 fehérje, a neutrofil mintdkban nem volt kimutathat6 (15. dbra).
A mononuklearis sejtekben a BMALI1 expresszidja, hasonléan az RNS expressziohoz
(lasd 13. 4bra), emelkedett a nap folyaman. Ezzel szemben a neutrofil granulocitakban
nem volt napi ingadozéas a fehérje kifejezédésében. Tovabba, mig a mononukledris

frakcidoban két kiilonbozd elektroforetikus mobilitassal rendelkezd fehérje forma jelent
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meg, a neutrofil granulocitdknal csak a magasabb elektroforetikus mobilitdisi BMALI

frakci6 volt detektalhato (15. abra).

Mononuklearis sejtek Neutrofil granulocitak
7 13 19 1 7 13 19 1 Id6 (6ra)
250 L s |
180 — . PER2
95 ~
L, - R e G p—————— TV T Y
55 -
w B-AKTIN
42 —

: — | TF

15. abra
PER2 és BMALI1 expresszio dsszehasonlitisa mononuklearis sejtekben és neutrofil granulocitikban
Western blot analizissel.
A sejteket a feltlintetett idopontokban izolaltuk. A bal oldalon talalhaté szdmok a molekulastly markert

(kDa) jelolik. Toltéskontrollként a teljes fehérjemennyiséget (TF) és a B-AKTIN expressziot alkalmaztuk.

A BMALI fehérje szamos oldallancon foszforilalédhat, ez a foszforilacio pedig
fontos szabdlyozoja a fehérje aktivitdsdnak [45, 52, 53]. A kovetkezd kisérletben
mononukledris sejtekbdl késziilt teljes sejt lizatumot kezeltiink alkalikus foszfatazzal.
Ennek kovetkeztében a BMALI-nek csak a nagyobb elektroforetikus mobilitasu
formdja volt detektalhatdo a Western blotton (16. dbra), ami arra utal, hogy a kiilonb6z6

BMALI formak a foszforilaltsagi allapotukban térnek el egymastol.

Mononuklearis sejtek
-CIP  +CIP

BMAL1 T ——

16. abra
Mononuklearis sejtekbol késziilt sejt lizaitum kezelése alkalikus foszfatazzal.
Kontroll (-CIP) és alkalikus foszfatdz kezelés (+CIP). Az immundetektalast anti-BMALI antitesttel

végeztik.
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Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a BMALI foszforildltsagi allapota
pozitivan korreldl a sejtmagban val6é felhalmozodasaval [52]. Ezért a kovetkezd kisérlet
soran arra kerestiik a valaszt, hogy milyen a fehérje sejten beliili lokalizacioja. A
preparalt leukocitakat fixaltuk, majd immunfestést végeztiink. A festést kdvetden a
sejteket magmorfoldgia alapjan azonositottuk. A neutrofil granulocitdk sejtmagjaban
szignifikansan alacsonyabb volt a BMALI fehérje szint, mind a limfocitdkhoz, mind a
monocitakhoz képest (17. abra A, B). Emellett, mig a monocitak esetében a fehérje
egyenl0 eloszlast mutatott a sejtmag és a citoplazma kozott, és a limfocitdkban
tulnyomorészt a sejtmagban volt detektdlhato, a neutrofil granulocitdkban a
citoplazmaban volt magasabb a fehérje szintje (17. dbra A, B). Az izotipus kontroll
antitesttel valo jelolés esetében minden sejttipusndl hasonl6 volt a citoplazma/sejtmag
festddés ardnya (18. dbra), ami arra utal, hogy a BMALI1 valdban eltéré sejten beliili
lokalizaciot mutat a sejtekben.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy a PER2 és BMALI1 fehérjék expresszidja
alacsonyabb neutrofil granulocitdkban, mint a mononuklearis frakcidban. Ez is, és a
BMALLI fehérje foszforilaltsagi allapota €s sejten beliili elhelyezkedése is arra utal,
hogy a neutrofil granulocitdk oramiikodése kiilonbdzik a tobbi leukocitaétol. Ennek
alapjan felmeriil a kérdés, hogy az alacsony expressziot mutatd és dontden citoszolikus

BMALI fehérje képes lehet-e robusztus 6ramiikodés generalasara.
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17. abra

A BMALI fehérje sejten beliili lokalizaciéja leukocitakban.
(A) Mononuklearis sejtek és neutrofil granulocitdk immunfestése. A leukocitakat 13 érakor preparaltuk.
Piros: sejtmag jeldlés (ToPro3); z61d: BMAL1/izotipus kontroll antitesttel torténd jelolés (Alexa488). (N:
neutrofil granulocita, M: monocita, L: limfocita) (B) A BMALI1-specifikus jeldlés statisztikai értékelése.
Az adatokat az azonos fedélemezen 1évé monocitakon mért atlagos sejtmagi intenzitasra normalizaltuk.
(n=28-41, atlag + S.E.M., *p<0,05, ANOVA, Bonferroni moddszer). (N: sejtmagi intenzitas, C:

citoplazmatikus intenzitas).
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18. abra
A BMALI és izotipus kontroll antitesttel val6 jelolodés dsszehasonlitasa.
A leukocitdkat 13 orakor preparaltuk. A BMALI1-specifikus és izotipus kontroll citoplazmatikus és
sejtmagi jelolodést hasonlitottuk Ossze. Az adatokat az azonos fed6lemezen 1évé monocitdkon mért
atlagos sejtmagi intenzitasra normalizaluk (N: sejtmagi intenzitds, C: citoplazmatikus intenzitds). Az

adatokat atlag + S.E.M.-ként abrazoltuk (n=13-41, *p<0,05, ANOVA, Bonferroni modszer).

6.4. Az orakomponensek expressziojanak vizsgalata PLB-985 sejtek neutrofil

granulocita iranyu differenciacioja soran

Mivel a mononukledris sejtek és a neutrofil granulocitdk fejlédése mar a
csontveldben szétvalik, igy feltételeztiik, hogy a molekularis oszcillator mitkodésében
tapasztalt kiilonbségek esetleg a sejtek fejlodésére ¢€s differenciacidjara vezethetOk
vissza. Mivel ezen vizsgalat human primer sejteken csak nagyon nehezen lenne
kivitelezhetd, vizsgalati modellként a PLB-985 human akut mieloid leukémia
sejtvonalat valasztottuk, mely DMSO kezeléssel neutrofil granulocita iranyba
differencialtathato [255-257]. Megvizsgaltuk, hogy hogyan valtozik az 6rakomponensek
expresszioja a sejtek differencialédasa soran. A differenciacio kontrolljaként kiilonb6z6
érési markerek kifejezddését kovettiik: vizsgaltuk a sejtek Cxcr4 kemokin receptoranak,
Itgh2 integrinjének (CD18) és a NADPH oxidaz Gp917"* alegységének expressziobeli
valtozasat [258-260]. A kezelést kdvetd 4 napos differencialodasi idészak alatt az Gsszes

érési marker expresszioja szignifikdnsan megnovekedett (19. 4bra).
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19. abra

Erési markerek expressziéjanak valtozasa PLB-985 sejtek neutrofil granulocita iranyd

..... I3

differenciacioja soran.
A mérésekhez bels6é kontrollként Gapdh-t alkalmaztunk. Az adatokat a differenciacidé kezdete utan 24
oraval vizsgalt mintakban mért expresszidra normalizaltuk (n=4, atlag + S.E.M., *p<0,05, egyszempontos

ANOVA, Tukey-teszt).

A kiilonbozo oragének kifejezddését a Bmall expresszidhoz viszonyitva
vizsgaltuk (20. 4&bra). Ezen belsd kontroll segitségével nyomon kovethetdk a
molekularis oszcillator miikodésében torténd valtozasok. A négy napos differencialodasi
1ddszak alatt szignifikansan csokkent a sejtekben a Perl és a Per2 expresszid, azonban a

Per3,a Dbp és a Rev-erba kifejez0dése nem valtozott (20. dbra).
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soran.
A mérésekhez belsé kontrollként Bmall-et alkalmaztunk. Az adatokat a differenciacio kezdete utan 24
oraval vizsgalt mintdkban mért expressziora normalizaltuk (n=4, atlag+S.E.M., *p<0,05, egyszempontos

ANOVA, Tukey-teszt).

A génexpresszid valtozédsaibol kiindulva, a PER2 fehérje szinteket is
Osszehasonlitottuk a differencialtatast kdvetd 24. és 96. draban, mely a Western blot
alapjan csokken a differenciacié alatt (21. abra A, B). Irodalmi adatokkal
egybehangzoan [259] ekozben megndvekedett a sejtekben a B-AKTIN mennyisége (21.
abra A).
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21. abra

.....

soran a kezelést kovetd 24. és 96. éraban.
(A) PER2 és B-AKTIN expresszid Western blot analizise 24 és 96 oraval a differencialtatas kezdete
(DMSO hozzaadasa) utan. A bal oldalon talalhatdé szdmok a molekulasuly markert (kDa) jelolik. (B) A
PER?2 denzitometrids analizise a 24 és 96 6ras mintakban. Az adatokat a 24 6ras mintakban mért értékekre
normalizaltuk (n=4, atlag+S.EM., *p<0,05, egymintds t-proba). Toltéskontrollként a teljes
fehérjemennyiséget (TF) alkalmaztuk.

Annak bizonyitasara, hogy a PER2 fehérje kifejezddésének csokkenését nem
egy esetleges fazis eltolodds miatt latjuk, a differencialtatast kovetd 18-36. oraban,
valamint 72-90. 6rdban 6 d6rankénti mintavételezéssel szintén megvizsgaltuk a fehérje
expressziot. Bar a PER2 szintek ingadoztak, a 4. nap minden idépontjaban alacsonyabb

volt a fehérje kifejezddése, mint barmely differencialtatas eleji iddpontban (22. dbra).

18 24 30 36 72 78 84 90 Idé (6ra)
250 -
ey ’ v -y
Lgg_ —— e, g o PER2
= — = = = = TF
22. abra

ooooo

soran.
Western blot analizis a differencialtatas kezdete (DMSO hozzdadasa) utani elsé (18-36. dra) és utolsé (72-
90. 6ra) napon. A bal oldalon taldlhaté szdmok a molekulasuly markert (kDa) jel6lik. Toltéskontrollként

a teljes fehérjemennyiséget (TF) alkalmaztuk.
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Ezen kisérletek alapjan elmondhatd, hogy a molekularis oszcillator mitkodése

megvaltozik PLB-985 sejtekben a neutrofil granulocita iranyu differenciacio alatt.

6.5. Kortizol hatasanak vizsgalata neutrofil granulocitak oragén expresszidjara

Mivel eredményeink arra utalnak, hogy neutrofil granulocitakban az 6ramiikodés
nem olyan robusztus, mint mas leukocitdkban, felvetddott a kérdés, hogy a sejtek
periférias  orajanak miikodése sziikséges-e a sejtek valaszkészségének napi
sejtek  valaszreakcidjanak napi ingadozasaért szisztémds hatasok feleldsek.
Mononukleéris sejtekben in vivo és in vitro is megemelkedik a Perl expressziod
glukokortikoidok hatdsara [284, 285]. Mivel eredményeink alapjan neutrofil
granulocitakban is ritmusos a Perl expresszio (13. abra), és a maximuma a délelotti
ordkban van (akrofazis: 9 ora 51 perc), amikor a kortizol koncentracid emelkedett a
plazméaban (11. &bra), megvizsgaltuk, hogy izolalt sejtek oragénjeinek kifejezddése
érzékeny-e kortizol kezelésre. A vérmintakat délutan 15 orakor vettiik, amikor a kortizol
koncentéacioja mar csokkend szakaszban van a plazmaban. Az izolalt sejteket ezutan
fiziologias szempontbol relevans mennyiségli (300 ng/ml) kortizollal kezeltiik és 60
perc elteltével vizsgéltuk az oragének expressziojat. Mig a Perl expresszio ez 1d0 alatt
tobb mint 6tszordsére novekedett, mas oragének szintje nem valtozott (23. dbra). Ezen
eredmények alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a Perl gén expresszidja human neutrofil
granulocitdkban 1is glukokortikoid befolyas alatt &ll, valamint, hogy a Perl

kifejezodésének napi ingadozasaban szerepe lehet a plazma kortizol koncentracio

crer
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23. abra
A Kkortizol hatasa az 6ragének expresszidjara neutrofil granulocitikban.
15 orakor vett vérmintakbol izolaltuk a sejteket, majd a kortizol kezelést kovetéen 60 perccel vizsgaltuk
az oragének expressziojat. Az értékeket a kontroll mintakban mért expresszids szintekre normalizaltuk

(szaggatott vonal) (n=4, *p<0,001, egymintas t-proba).

6.6. A periférias neutrofil granulocita populacié kor szerinti megoszlasanak

vizsgalata

Casanova-Acebes ¢és kollégai egéren végzett kisérleteik soran kimutattdk, hogy
az 1dds neutrofil sejtek keringésbdl vald eliminacidja, valamint ezzel parhuzamosan a
periférias vérben talalhaté neutrofil granulocita populdcido korbeli Osszetétele napi
ingadozast mutat [179]. Mivel a sejtek patogének elleni valaszkészsége valtozhat a
neutrofil granulocitdk érése soran, a sejtpopulacion beliili koreloszlas valtozéasa szintén
hozzajarulhat az effektor reakciok hatékonysaganak ritmusos valtozasahoz. A CXCR4
kemokin receptor expresszioja egér neutrofil granulocitdk érése és Oregedése soran
novekszik [179, 286], igy annak eldontésére, hogy huméan neutrofil granulocitdk
esetében is megvan-e ez a kor szerinti eloszlas valtozas, kovetkezd kisérletiinkben
megvizsgaltuk, hogy hogyan alakul a periférids neutrofil granulocita populdciéban a
Cxcr4 expresszio a nap folyaméan. A 24. dbra A részén lathatd, hogy a receptor
kifejezddese szignifikans oszcillaciot mutatott, melynek maximuma az esti 6rakban volt

mérhetd (akrofazis: 20 ora 1 perc). A neutrofil granulocitdk granuldltsdga valtozik az
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érésiik soran [287]. Mivel a sejtek granuléltsagaval jol korrelal az dramlési citométerrel
mérhetd oldalirdnyu fényszoras (SSC) [179], a kdvetkezd kisérletben az SSC napi
ingadozasat vizsgaltuk. Ebben a paraméterben is napi ritmust tapasztaltunk (24. abra B),
a maximum a reggeli orakra esett (akrofazis: 7 6ra 50 perc). Mindezen eredmények arra
utalnak, hogy a kor szerinti eloszlas valtozik a nap folyaman: az idds sejtek aranya
magasabb az esti/éjszakai idészakban, mint a reggeli/nappali iddszakban. Ennek tovabbi
vizsgalatara ujjbegybdl vett vérbdl keneteket készitettiink reggel 7 és este 19 orakor és
magmorfoldgia alapjan értékeltiik a sejtek érettségi allapotat. Eszerint 4 kategoriaba
soroltuk a sejteket, érési sorrendben: metamielocita/band, szegmentl, szegment 2 ¢és
hiperszegment (24. dbra C, bal oldal). Amennyiben a metamielocita/band és szegmentl
sejteket fiatalnak, a szegment 2 és hiperszegment sejteket pedig iddsnek tekintettiik,
napszaki kiilonbség volt kimutathatdo a két csoport ardnydban. Mig az esti mintdk
esetében szignifikdnsan magasabb volt az id6s sejtek aranya, a reggeli mintdkban nem
volt kiilonbség a fiatal/idés sejtek szamaban (24. dbra C, jobb oldal). Ez megerésiti az
eddigi eredményeinket, miszerint a neutrofil granulocita populdciéban valtozik a sejtek

kor szerinti megoszlésa.
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24. abra
Neutrofil granulocitak kor szerinti eloszlasanak vizsgalata periférias vérben.
(A) Cxcr4 expresszio neutrofil granulocitadkban az id6 fiiggvényében. A vérmintakat 3 6ras idokozonként
vettilk délelott 10 és masnap reggel 7 ora kozott. Referenciaként Gapdh-t alkalmaztunk. Az adatokat
mindig az adott donor Gsszes mintajaban mért értékek atlagara normalizaltuk (n=6, atlag + S.E.M.). A
szaggatott vonal 24 dras periddushosszu cosinus gorbe szignifikans illeszkedését jeloli (*p<0,05, cosinor
analizis, akrofazis: 20 ora 01 perc) (B) Neutrofil granulocitak esetében mért oldalirany( fényszoras (SSC)
az 1d¢6 fiiggvényében (n=4, atlag = S.E.M., a mintavétel és normalizalas egyezik az A abrarésznél leirttal).
A szaggatott vonal 24 o6ras periodushosszi cosinus gorbe szignifikans illeszkedését jeloli (*p<0,05,
cosinor analizis, akrofazis: 7 6ra 50 perc) (C) Neutrofil granulocitak fejlédési stadiumainak vizsgélata
magmorfoldgia alapjan. A keneteket reggel 7 és este 19 orakor készitettiik. Minden minta esetében 100
sejtet szamoltunk meg és megallapitottuk, hogy milyen a bal panelen lathatd fejlddési alakok szazalékos

megoszlasa a mintaban (n=5, atlag + S.E.M., *p<0,05, kétszempontos ANOVA, Tukey-teszt).
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Mivel a neutrofil granulocitdk csontveldbdl vald kiaramlasanak, homing-janak és
eliminacidjanak fontos szabdlyozo6i a kiilonb6zd csontveldi citokinek és kemokinek,
feltételeztiik, hogy a populacio koreloszlasaban mérheté ingadozasokat is
befolyasolhatjak. A CXCR4 receptor liganduma a CXCL12 kemokin, mely legnagyobb
mértékben a csontvelében expresszalodik [288], igy a plazmaban mérhetd
koncentraciojanak esetleges ingadozasa a csontveld ritmusos miikodésének indikatora
lehet. Ahogy a 25. abran is lathatdo a CXCL12 plazma koncentracioja ingadozik a nap
folyaman, hasonlo6 fazisban (akrofazis: 23 o6ra 55 perc), mint a sejtekben mérheté Cxcr4

expresszio (24. abra A).
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25. abra
A plazma CXCL12 koncentraciéjanak napi ingadozasa.
A vérmintakat 3 oras idokozonként vettiik déleldtt 10 és masnap reggel 7 ora kozott. Az adatokat mindig
az adott donor 0sszes mintajaban mért értékek atlagara normalizaltuk (n=4, atlag + S.E.M.). A szaggatott
vonal 24 oras periddushosszli cosinus gorbe szignifikans illeszkedését jeloli (¥*p<0,05, cosinor analizis,

akrofazis: 23 ora 55 perc).

"or

Ezen eredményeink megerdsitik azt a feltevést, miszerint a neutrofil
szerepe lehet a csontveldi miikddés napi ingadozasanak.

Szamos adat tdmasztja ald, hogy a neutrofil granulocitdk szdma is ingadozik a
nap folyaman, a maximum pedig este 8 és ¢&jjel 2 kdzott mérhetd [160, 247, 248]. A
sejtek prepardlasakor megvizsgaltuk a mintadkban mérhetd abszolut neutrofil granulocita
sejtszamot, és az irodalommal egyezden szignifikdns oszcillaciot tapasztaltunk (26.

abra), a késo esti 6rakban megfigyelhetd maximummal (akrofézis: 23 6ra 36 perc).
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26. abra
A neutrofil granulocita sejtszam napi ingadozasa.
A vérmintakat 3 oras id6kozonként vettiik déleldtt 10 és masnap reggel 7 6ra kozott. Az adatokat mindig
az adott donor 0sszes mintajaban mért értékek atlagara normalizaltuk (n=4, atlag £ S.E.M.). A szaggatott
vonal 24 6ras periddushosszl cosinus gorbe szignifikans illeszkedését jeloli (*p<0,0001, cosinor analizis,

akrofazis: 23 6ra 36 perc).

6.7. Neutrofil granulocitak szuperoxid termelésének és fagocitozis készségének

vizsgalata

A neutrofil sejtek érése soran a Gp917"* expresszidjanak novekedése figyelhetd
meg (19. abra, [258]), igy a neutrofil granulocita populaci6 kor szerinti megoszlasanak
ingadozasa felveti a lehetdségét, hogy a Gp91P"** expresszid is napi ingadozast mutat.
Ahogy a 27. dbra A részén lathatd, az expresszid oszcilladl, maximuma pedig a késé esti
1d6szakban mérhetd (akrofazis: 23 ora 41 perc), tehat akkor, amikor az idds sejtek
aranya magasabb. Annak eldontésére, hogy az oxiddz alegység expresszidjanak
ingadozéasa korreldl-e a sejtek szuperoxid termeld képességével, ujabb kisérletet
végeztliink. Délutan 13 ¢és ¢€jjel 1 orakor izolalt sejteket kevert humdn savoval
opszonizalt zimozannal stimuléltunk, és Osszehasonlitottuk a szuperoxid termeld
képességiiket. Szignifikansan magasabb volt a sejtek szuperoxid termelése az é&jjel 1
oréas mintak esetében (27. dbra B), mely arra utal, hogy a neutrofil sejtek valaszkészsége

az €jszakai iddszakban jobb.
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27. dbra
A neutrofil granulocitak Gp917'°* expressziéjanak napi mintazata, és szuperoxid termelé képessége.
(A) Bal panel: A Gp91P"* expresszi6 napi ingadozast mutat. A vérmintakat 3 6ras idékozonként vettiik
déleldtt 10 és masnap reggel 7 ora kozott. Referenciaként Gapdh-t alkalmaztunk. Az adatokat mindig az
adott donor 0sszes mintdjaban mért értékek atlagara normalizaltuk (n=6, atlag £ S.E.M.). A szaggatott
vonal 24 6ras periodushosszll cosinus gorbe szignifikans illeszkedését jeldli (*p<0,05, cosinor analizis,
akrofazis: 23 ora 41 perc). Jobb panel: A Gp917"~ expresszié statisztikai dsszehasonlitdsa 13 orakor és 1
orakor izolalt neutrofil granulocitdkban (n=14, atlag £ S.E.M., **p<0,01, egymintas t-proba). (B) A
neutrofil granulocitak szuperoxid termel6 képessége magasabb éjszaka, mint nappal. A sejteket 13 drakor
(fehér vonal) és 1 orakor (fekete vonal) izolaltuk, majd kevert human savoval opszonizalt zimozannal
stimulaltuk a szuperoxid termelést. Bal panel: Szuperoxid termelés a stimulust kovetéen az i1d6
fiiggvényében (n=4). Jobb panel: Statisztikai 0sszehasonlitas, ahol az értékeket az adott donor 13 oras

értékeire normalizaltuk (n=4, atlag + S.E.M., **p<0,01, egymintés t-proba).
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A kovetkezokben mértiik a sejtek fagocitdzis kapacitasat is. Kevert human
savoval opszonizalt, GFP-t expresszalo S. aureus-t fagocitaltattunk a sejtekkel és
megmértilk a fagocita indexet. Ez alapjan is azt tapasztaltuk, hogy a sejtek tobb
baktériumot képesek bekebelezni az ¢jszakai iddpontban (28. 4bra), ami szintén

alatdmasztja, hogy az idésebb sejtek hatékonyabbak az immunvalasz soran.
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28. dbra
Neutrofil granulocitak fagocita aktivitisanak idéfiiggése.
A sejteket 13 orakor és ¢jjel 1 orakor izolaltuk, majd kevert human savoval opszonizalt, GFP-t
expresszald S. aureus-szal inkubaltuk egyiitt 6ket. Bal panel: Reprezentativ felvételek. Jobb panel: A
fagocita-index statisztikai Osszehasonlitdsa. Minden minta esetében megszamoltuk, hogy 100 darab
neutrofil granulocita dsszesen hany darab baktériumot kebelez be, az értékeket az adott donor 13 oras

értékeire normalizaltuk (n=3, atlag + S.E.M., *p<0,05, egymintas t-proba).

6. tablazat
A plazma CXCLI12 szint, a neutrofil granulocita szam, valamint a kiilonbdzé érési markerek esetében

mért akrofazisok.

Paraméter AKkrofazis (6ra:perc) P
Cxcr4 expresszio 20:01 0,0131
SSC 7:50 0,0003
Plazma CXCL12 szint 23:55 0,0001
Neutrofil granulocita szam 23:36 <0,0001
Gp91Ph~ expresszid 23:41 0,0242
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7. Megbeszélés

Ma mar egyértelmlien bizonyitott, hogy a cirkadidn ritmus zavara noveli a
szervezet sebezhetdségét [289], csokkenti a stressztlird képességét, és nagy mértékben
noveli egyes koros allapotok kialakuldsanak kockazatat [290]. Ilyen betegségek példaul
a diabétesz [291], az obezitas [147], az emlorak [292], a kardiovaszkularis rendszer
egyes elvaltozasai [293], illetve kiilonboz6 pszichés zavarok [130]. Feltételezhetd, hogy
ezek kialakulasat a szervezeten beliili ritmusos mitkodések nem 0sszehangolt volta, azaz
az egyes szovetek iddbeli miikodésének deszinkronizacidja is eldsegiti. A
CLOCK/BMALI1 komplex szamos ora altal kontrollalt gén kifejezddését szabalyozza,
ami az egyes sejtek szintjén a mikddés szdmos aspektusdnak ritmusossagat
eredményezi [262, 294, 295]. Azonban az a kérdés, hogy az altalanosan leirt negativ és
pozitiv visszacsatoldsokon alapuld éramodell, aminek a miikodését mar az SCN-ben és
egyes periférids szovetekben is leirtak, érvényes-e a tobbi sejttipus esetében is, tovabba,
hogy az egyes periférias szovetek hogyan szinkronizalodnak, még vizsgalatra szorul.

Szamos adat tdmasztja ald a cirkadidn szabdlyozas és az immunrendszer
mikodése kozotti kapesolatot [159, 163, 189, 296], azonban az immunsejtekben jelen
1évé molekuléris oszcillatorok miikodésérdl keveset tudunk. A neutrofil granulocitdk a
vérben legnagyobb aranyban taldlhat6 leukocitak, szerepiik a bakteridlis és gombas
fertdzésekkel szembeni védekezésben esszencialis. Sejtfelszini receptoraik segitségével
felismerik és megkotik a korokozodkat €s bekebelezik azokat. Az igy képzddott
fagoszoémakban kiilonbozo litikus enzimek és reaktiv oxigén intermedierek segitségével
megindul a mikrébak lebontdsa. A neutrofil granulocitdk csokkent miikddése sulyos
fertdzésekhez vezet [236], mig thlzott aktivitasuk kiillonb6zd autoimmun [240, 241] és
gyulladdasos betegségek [242] kialakuldsahoz jarulhat hozza. Bar a neutrofil
granulocitak valaszkészségében tobb tanulmany szerint is napi ritmus mutatkozik [246,
251-253], az ennek hatterében 4all6 mechanizmusokrél keveset tudunk. Kisérleteink
célja volt, hogy humén neutrofil granulocitdk cirkadidn o¢ra 4altali szabéalyozasat
vizsgaljuk.

A neutrofil granulocitak életideje a periférian igen révid, minddssze néhdny ora
[197-199, 297]. Ebbd] addddan a sejtkészlet a nap folyaman megujul. Ennek ellenére,

ha az egyes sejtekben szinkron moddon miikddik a molekuladris ora, akkor az
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orakomponensek kifejezddésének ritmusosnak kell lenniiik a teljes neutrofil granulocita
populacid szintjén is. Kisérleteink elsd fazisaban a human periférids keringé neutrofil
granulocita populacié cirkadian oszcillatoranak vizsgalatat ttiztiik ki célul.

Mivel az extrém korai és késéi kronotipusii emberekben az oOragének
expresszidjanak fazisa kiilonbozo [298], a donoraink kivalasztasanal alapvetd szempont
volt, hogy napi ritmusuk szerint nagyjabol egységes populacidt képezzenek, ehhez
pedig sziikség volt a kronotipus meghatarozasara. Ehhez az altalunk magyarra forditott
és validdlt Munich Chronotype Quiestionnaire-t hasznéltuk. Osszehasonlitottuk a
molekularis 6ra f6 komponenseinek kifejez6dését ugyanazon vérmintdkbol szeparalt
mononukledris sejtekben és neutrofil granulocitdkban. Megallapitottuk, hogy a két
sejtpopulacio oragén expressziés mintdzata alapvetden kiilonbozik. A mononukleéris
sejtekben mindhdrom Per mRNS-e ritmusosnak bizonyult, mig a neutrofil
granulocitdkban csak a Per/ szintje mutatott oszcillaciot. Kimutattuk, hogy a neutrofil
granulocitdk Perl expressziojat in vitro kortizol kezeléssel indukalni lehet, ugyanakkor
ez a kezelés az altalunk vizsgalt tobbi oragén kifejez0dését nem befolyasolta. Amikor a
két sejtfrakcioban az oOragének kifejezddésének Bmall expresszidhoz viszonyitott
aranyat hasonlitottuk Ossze, csak a Per! mutatott hasonld mértékli kifejezédést a
neutrofil granulocitdkban és a mononukledris sejtekben, a tobbi komponens aranya
szignifikansan alacsonyabb volt a neutrofil populacidoban. Mivel ezen komponensek
kifejezddését maga a BMALI szabdlyozza, ez arra utalhat, hogy a neutrofil sejtekben
nem olyan robusztus az éramiikodés, mint a mononuklearis sejtek esetében. Emellett a
Perl napi ritmusa koveti a plazméaban mérhet6 kortizol koncentraci6 iddbeli alakulasat,
igy valoszintinek tlinik, hogy a neutrofil granulocita populdcidoban a Per/ mRNS
expresszidjanak ingadozasat a kortizol szabalyozza. Irodalmi adatok alapjan a Dbp és a
Rev-erba kifejezddése 1s glukokortikoid érzékeny hepatocitakban [299, 300]. Ez a két
orakomponens pedig a neutrofil granulocitdk vizsgalatakor is ritmusosnak bizonyult.
Bér kisérleteink soran a sejtek kortizollal torténd in vitro kezelése nem valtoztatta meg
szignifikdns mértékben ezen két mRNS mennyiségét, elképzelhetd, hogy hosszabb
iddtartamu kezelés hatasara valtozna az expresszidjuk, valamint, hogy in vivo indirekt
modon a glukokortikoidok befolyasoljak a kifejezddésiiket.

Az mRNS szintekben tapasztalhato kiilonbségeken kiviil, a neutrofil

granulocitdkban alacsonyabb volt a PER2 és a BMALI fehérj¢k megjelenése is a
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mononukledris sejtekhez viszonyitva. Emellett csak a hipofoszforildlt BMAL1 forma
volt kimutathat6 a neutrofil populdcidoban, de ennek a szintjében sem tapasztaltunk napi
ritmust. Immuncitokémiai vizsgalataink eredménye szerint a fehérje szignifikansan
alacsonyabb mennyiségben van jelen a neutrofil granulocitdk sejtmagjaban, mint a tobbi
leukocita esetében. Mivel a BMALI transzkripcios faktor aktivitdsdhoz elengedhetetlen
a sejtmagba torténd athelyezddése és foszforilacioja [52, 53], ezek az eredményeink is
arra utalnak, hogy a molekularis oszcillator nem miikédik hatékonyan a periférias vér
keringé neutrofil sejtjeiben. Az, hogy a neutrofil sejtekben miért marad el a BMALI
foszforilacidja, egyelére nem ismert. A BMALI-et foszforilald GSK3 kifejezodik a
sejtekben [301], azonban azt nem tudjuk, hogy a tobbi sejthez képest milyen mértékii ez
az expresszid. Ugyanakkor microarray adatok arra utalnak, hogy mind a CK2a, mind a
GSK3B expresszija jelentdsen alacsonyabb neutrofil granulocitdkban, mint
monocitikban. fgy elképzelhet, hogy az enzimek csokkent kifejezOdése és/vagy
aktivitasa vezet a BMALI1 fehérje csokkent foszforilacidjdhoz ezekben a sejtekben.
Mivel més hemopoetikus eredetli sejtekben, mint a makrofagok, eozinofil
granulocitak, T- és B-limfocitak, dendritikus sejtek, NK sejtek és monocitak, igazoltan
mikodik a molekularis ora [167-175], feltételeztiik, hogy a mononukledris sejtekkel
val6 0sszehasonlitaskor tapasztalt kiilonbségek a molekuléris oszcillator mitkodésében
6ramiikodés downregulalodik. Igy a kovetkezd kisérleteink sordn megvizsgaltuk, hogy a
PLB-985 akut mieloid leukémia sejtek neutrofil granulocita-szerli sejtté vald
Eredményeink szerint a molekuléris oszcillaitor modosuldson megy keresztiil a sejtek
differencidlodasa soran, a negativ faktor Perl és Per2 expresszid aranya lecsokken a
pozitiv faktor Bmall-hez képest. A PER2 mennyiségének csokkenését fehérje szinten is
kimutattuk. Ennek alapjan elképzelhetd, hogy a periférias neutrofil granulocitdkban
detektalt alacsony Per/Bmall aranyért a sejtek differencidcioja alatt a molekularis 6ra
miitkddésében bekovetkezett valtozasok tehetdek feleldssé. Bar a cirkadian miikodés
hianyat egér testis és thymus vizsgéalata kapcsan mar mas differencialédo szovetben is
megfigyelték [302, 303], eléfordulhat, hogy differencialodo sejtekben a molekularis
oszcillator mitkodése felfiiggesztett. A neutrofil granulocitdk is gyors atalakuldson

mennek keresztiil a periféridn mikdzben a metamielocita alakbdl hiperszegmentalt
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magva preapoptotikus sejtekké alakulnak. Hogy e folyamat kozben, vagy még a
csontveldi érés soran kovetkezik-e be a robusztus molekularis oszcillacié megsziinése,
ezt egyelére nem tudjuk. Erdekes kérdés az is, hogy mi lehet az expresszaldédo
orakomponensek szerepe ezekben a sejtekben, melyekbdl a klasszikus miikddési
molekularis oszcillator hianyzik, vagy miikodése felfiiggesztett. Természetesen a
sejtvonalon torténd vizsgalatoknak vannak limitacidéi. Mivel az oramiikodés és a
sejtciklus miuikodése szorosan kapcsolt, el6fordulhat, hogy az o&érakomponensek
kifejezodése kiilonb6zo a primer sejtekben mérhetohoz képest. Mi kisérleteink sordn az
oragének- és fehérjék ardnyat hasonlitottuk 0Ossze a sejtek neutrofil irdnyt
limitacioitdl fliggetleniil arra utalnak, hogy a differenciacidé maga megvaltoztatja a
sejtekben az 6ramiikodést.

A molekularis oszcillatorra vonatkoz6 eredményeink alapjan feltételeztiik, hogy
inkdbb szisztémdas hatdsok lehetnek felelosek a neutrofil granulocitdk miikodésében
korabban leirt ritmikus valtozasokért, nem pedig a sejtekben miik6dd cirkadidn ora.
Hasonldan a Casanova-Acebes €s munkatarsai altal egér modellen leirt eredményekhez
[179], a human periférias neutrofil granulocita populacidban is megfigyelhetd a sejtek
kor szerinti eloszlasanak napi ingadozasa. Mivel a sejtek valaszkészségét befolyasolo
komponensek kifejezodése erdsen fligg a sejtek érettségi stadiumatol [258, 260], a fiatal
¢és 1d0s sejtek aranyanak valtozédsa is hozzdjarulhat a neutrofil granulocitdk ritmusos
mikodéséhez. Ilyen komponensek lehetnek a patogének felismeréséhez sziikséges
receptorok, vagy a migracios folyamatban részt vevd adhézidés molekuldk, illetve olyan
faktorok is, melyek a citoszkeleton atrendezddéséhez sziikségesek a patogének
bekebelezése soran. Eredményeink szerint a neutrofil sejtek érésének egyik markere
[179, 286], a kemokin receptor Cxcr4 szintje ritmikus ingadozast mutat a periférias
neutrofil granulocita populdcioban. Ez a receptor amellett, hogy a neutrofil granulocitak
trafficking-jének szabalyozoja a csontveld €s a keringés kozott, szerepet jatszik a sejtek
szovetek kozé vandorlaséban is gyulladas soran [304, 305]. fgy expresszidjanak napi
ingadozésa szintén hozzajarulhat a neutrofil sejtek valaszkészségének ritmusahoz. Egér
neutrofil granulocitak esetében a progenitor sejtek csontvel6bdl torténd kiaramlésa és az
érett sejtek homing-ja is ritmusos, €s ezzel szinkron mdédon ingadozik a csontveldi

mikrokdrnyezetben a CXCR4 liganduménak, a CXCL12-nek a koncentracidja [179]. Mi
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munkank sordn kimutattuk, hogy a CXCL12 koncentracidja a vérplazmaban napi
ritmust kovet. Mivel ez a kemokin az egyik f6 szabalyozoja a neutrofilek csontvel6bol
valo kiaramléasanak ¢€s alapvetd forrasat a csontveldi sztromasejtek jelentik [288], ez a
napi ingadozas ritmikus csontveldi miikodésre utal, mely igy emberben is szabalyozdja
lehet a neutrofil granulocitdk ritmusos kozlekedésének a csontveld és a keringés kozott.
Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy vizsgilati eredményeink és az irodalmi adatok
egyarant arra utalnak, hogy a csontveld ritmikus mikodése alapvetéen meghatarozo a
human periférids neutrofil granulocita készlet 6sszetételének szabalyozasaban.

Emellett mas ora altal kontrollalt szisztémas hatasok is hozzdjarulhatnak a
neutrofil sejtek ritmusos véandorlasahoz. Ilyenek lehetnek példaul az adrenerg
receptorokon keresztiil hato szignalok. Ezek egyrészt napszakfiiggd leukocita migraciot
idéznek eld azaltal, hogy a csontveldi €s izom kiserekben adhézidés molekuldk ritmikus
kifejezddését iranyitjak [177]. Masrészt az adrenerg receptorok szerepét mar a neutrofil
granulocitak funkcidinak szabalyozasaban is kimutattdk. A sejtek mind o mind B-
ardenerg receptorokat kifejeznek. Egy nemrég megjelent tanulmany szerint pedig in
vitro a sejtek TMLP indukalt migracios készségét, CD11b/CD18 expresszidjat és ROS
termelését is csokkenti a sejtek adrenalinnal, noradrenalinnal és isoprenalinnal torténd
kezelése. Emellett az adrenalin az fMLP stimulusra varhato sejtmorfologiai valtozdsok
kialakulasat is gatolja [306]. Ezek alapjan elképzelhet6, hogy a szimpatikus

idegrendszer aktivitasa, és annak napi ingadozasa in vivo direkt mdédon is befolyasolja a

crer

crer

napi ingadozast mutat a vérben, melynek maximuma az esti/éjszakai idészakra esik (26.
abra, [160, 247, 248]). Fontos hangsulyozni, hogy kisérleteink soran a keringd neutrofil
granulocita populaciot vizsgaltuk. Emiatt el6fordulhat, hogy az endotélhez kitapadt
sejtek, illetve a kiilonb6z6 szervekben taldlhatd marginacidés neutrofil populécio
leukocita szam ingadozdsanak mi lehet az élettani jelentdsége, egyeldre nem tudjuk.
Ismert azonban, hogy az érett sejtek visszavandorlasa a csontveldbe jelként szolgal a
fiatal sejtek keringésbe torténd kilépéséhez, igy a keringd sejtkészlet meghjitdsahoz.

Ezzel parhuzamosan a sejtek kilépése a szovetek kozé (ami egerek esetében az aktiv
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fazisra tehetd), a szovetekben rezidens sejtek cseréjét szolgalhatja, mely az aktiv
fazisban elénydsebb lehet. Ugyanakkor a leukocita szam maximuma mellett szdmos
egyéb immunologiai paraméter napszaki ingadozasa is az inaktiv fazisban mutat
magasabb értékeket. Ilyenek példaul a kiillonb6zd gyulladasos citokinek (IL-6, TNFa,
IL-1PB) és receptoraik szintje. Ezzel 6sszhangban az antiinflammatorikus IL-4 és IL-10
maximuma az aktiv fazisra tehetd. Elképzelhetd, hogy mindez azért eldnyds, mert igy
az aktiv id0szakban a gyulladasos folyamatok és az ezzel kapcsolt szoveti sériilések
minimalizalhatdak, ez pedig kevésbé zavarja az €161ény aktivitasat. Az immunrendszer
¢s a kozponti idegrendszer mikodése kozotti visszacsatolds is ezt tdmaszthatja ala,
ugyanis a gyulladasos citokinek visszahatnak az alvaskdzpontra, ,,altaté” hatastiak.

Korabbrol ismert [251-253], hogy a neutrofil granulocitdk szuperoxid termeld
képessége napi ingadozast mutat. Vizsgalataink soran megmutattuk, hogy a NADPH
oxidaz Gp91P"* alegységének expresszidja ritmusos a human periférids neutrofil
sejtpopulacioban, valamint, hogy ezzel Osszhangban a sejtek szuperoxid termeld
képessége is valtozik. Mivel a Gp91P"™ transzkripcidja a neutrofil granulocitak
differencialodasa és érése soran novekszik (19. abra, [258]), az éjszakai magas ¢és a
napkozbeni alacsonyabb Gp91P'* kifejez3dés szintén Osszefiigghet a sejtkészlet kor
szerinti eloszlasdnak valtozasaval. A szuperoxid termeld képesség valtozasa mellett a
sejtek fagocitozis kapacitasaban is jelentds novekedést tapasztaltunk az éjszakai
1ddszakban. Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy ¢lesztd sejtek bekebelezésekor
human neutrofil granulocitdk fagocitézis hatékonysaga alacsony amlitiddja napi
ingadozast mutat, melynek maximuma az ¢jszakai iddszakban mérhetd [246].
Kisérleteinkben Staphylococcus aureus-t hasznalva tobb mint Otszords kiilonbséget
tapasztaltunk a nappali és éjszakai fagocitdzis készség Osszehasonlitasakor. Ez a
kiilonbség arra utal, hogy az 6ra fagocitozis készségre gyakorolt hatasa erdsen fiigghet a
mikroorganizmus tipusatol. A human neutrofil granulocitdk szdmaban €és a sejtek
valaszkészségében tapasztalhatd napi ingadozasok alapjan azt feltételezhetjiik, hogy
szervezeti szinten a neutrofil granulocita populéci6 leghatékonyabb mitkddése inkabb az
esti/€jszakai id0szakban varhato.

Osszefoglalasképpen megallapithatjuk, hogy human periférids neutrofil
granulocitdk molekularis 6rdja nem miikddik robusztusan. Vizsgélataink arra utalnak,

hogy a periférias keringd neutrofil granulocita populédcié funkcidinak hatékonysagaban
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bekovetkezd ingadozasok a sejtkészlet kor szerinti megoszlasdban tapasztalhatd
oszcillacio kovetkezményei lehetnek. Eredményeink alapjan a kovetkezé modellt
allitottuk fel a periférias neutrofil granulocita populécio cirkadidn szabalyozasarol (29.
abra). A reggeli, illetve a nap elsé felében mérhetd alacsony CXCL12 szekrécio a fiatal
neutrofil granulocita alakok mobilizacidjat idézi eld a csontveldbdl. A keringésben a
sejtek érésen mennek keresztiil, aminek sordn novekszik a Cxcr4 és tovabbi érési
markerek (pl. Gp91P"®™) kifejez6dése. Feltételezhetéen a Cxcr4 RNS expresszidjanak
maximumat 1-2 6rds késéssel koveti a fehérje szintjének maximuma, bar mi ezt
kisérleteink soran nem vizsgaltuk. Igy valésziniileg a CXCR4, a CXCLI2 és a sejtszam
egymassal parhuzamosan valtozik. Azaz az éjszaka masodik felében tapasztalhato
CXCR4 szint csokkenés az 1dos sejtek csontveldbe aramlasat jelezheti, amivel
parhuzamosan csokken a periférids sejtszdm is. Az, hogy a CXCLI12 szekrécid napi
ingadozdsa a csontveldi sztromasejtek oOramikodésének kovetkezménye és/vagy
szisztémas mechanizmusok (pl. adrenerg hatasok) hozzéak létre, még vizsgalatra szorul.
Casanova-Acebes és munkatarsai egéren végzett vizsgalatok soran kimutattak, hogy a
csontveldbe visszavandorolt érett neutrofil sejteket bekebelezd makrofdgok olyan
pedig elOsegiti a progenitor sejtek kilépését a periféridra [179]. A CXCL12-vel
ellentétes hatasti a csontveldi endotélsejtek és megakariocitak altal termelt CXCL2,
mely a neutrofilek keringésbe torténé kilépését serkenti [307, 308]. Erdemes lenne azt is
vizsgalni, hogy a CXCL2 és receptoranak a CXCR2-nek a kolcsonhatasa is hozzéjarul-e
a periférids neutrofil granulocita populdcido korbeli Osszetételének szabalyozasahoz.
Pena és munkatarsai patkdnyon végzett kisérleteik soran kimutattdk, hogy a melatonin
serkenti a neutrofil sejtek kemotaxisat [309]. Ennek alapjan elképzelhetd, hogy az
¢jszaka megnodvekedett melatonin szint szintén hozzdjarulhat a fiatal neutrofil alakok
csontvel6bdl torténd mobilizacidjdhoz. Ugyanakkor nem szabad elfelejteni, hogy a 1ép
és a m4j szintén fontos szerepet toltenek be a neutrofil sejtek eliminacidjaban, igy ezen
szervek ritmusos miikodése is befolydsolhatja a periférids neutrofil granulocita

populaciod korbeli eloszlasdnak ingadozasat.
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nappal éjszaka

29. abra
A human periférias neutrofil granulocita populacié kor szerinti ingadozasa a nap folyaman.
A nap els6 felében mérhetd alacsony csontveldi CXCL12 szekrécid a fiatal neutrofil granulocita alakok
mobilizacidjat idézi eld a csontvel6bol, ebben az idészakban a Cxcr4 expresszid alacsony a sejtekben. A
keringésben a neutrofil granulocitdk érésen mennek keresztiil, aminek soran novekszik a Cxcr4
kifejez6dése. Az érett sejtek aranyanak ndvekedését a sejtek keringésbdl torténd intenziv elimindcidja
koveti, melyben az ebben az idészakban a megndvekedett csontveldi CXCL12 szekrécio lehet
meghataroz6. Ily modon a ritmusos csontveldi mitkodés a periférias neutrofil granulocita populacio kor

szerinti Osszetételének egyik f6 szabalyozdja lehet.
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8. Kovetkeztetések

Dolgozatomban a human neutrofil granulocitdk cirkadian o6ra altali
szabalyozottsagaval kapcsolatos eredményeinket ismertettem. Vizsgalataink alapjan az

alabbi kovetkeztetéseket vonhatjuk le:

1. Az Aaltalunk magyarra forditott MCTQ kérddiv validalasa sikeres volt igy a
kérddiv tovabbi vizsgalatokban is felhasznalhato.

2. A neutrofil granulocitdk és mononukledris sejtek 6éragén expresszids mintazata
alapveté modon kiilonbozik.

3. Neutrofil granulocitdkban a Bmall expresszidhoz viszonyitott Per2, Per3, Dbp
¢és Rev-erba szintek alacsonyabbak, mint mononuklearis sejtekben.

4. A neutrofil granulocitdkban a PER2, valamint a BMALI1 fehérjék kifejezédése is
alacsonyabb, mint mononuklearis sejtekben.

5. Neutrofil granulocitdkban a BMALIL kifejezddése nem ritmusos, a fehérje
hipofoszforilalt formaban van jelen és alacsonyabb sejtmagi megjelenést mutat,
mint limfocitakban vagy monocitakban.

6. PLB-985 sejtek neutrofil granulocita iranyu differencialodasa alatt a molekularis
oszcillator miikddése megvaltozik, a negativ faktor PER2 kifejezddése csokken.

7. Neutrofil granulocitak Perl expresszidja a sejtek kortizollal vald kezelésével in
vitro indukalhatd. In vivo a Perl RNS szintek a plazma kortizol koncentracio
napi ingadozasaval szinkron oszcillaciét mutatnak.

8. A periférias neutrofil granulocita populacié kor szerinti 0sszetétele ingadozik a
nap folyamén: az esti/¢jszakai iddszakban magasabb az id6sebb sejtek aranya.

9. Neutrofil granulocitak két effektor reakcidja, az opszonizalt zimozan stimulusra
bekovetkezd szuperoxid termeld képesség, valamint az opszonizalt
Staphylococcus aureus fagocitdzis is hatékonyabb abban az idészakban, amikor

az €rettebb sejtek ardnya nagyobb a keringésben.
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9. Osszefoglalas

A cirkadian ritmus a kornyezeti tényezok ciklusos napi valtozasaihoz igazitja az
életmiikodéseket, igy segiti a szervezet kornyezethez vald alkalmazkodasat. A ritmust a
sejtekben miikodé molekularis oszcillatorok hozzak 1étre, melyek miikodési alapja egy
transzkripcids/transzlacios visszacsatolasi rendszer. Szamos adat utal az immunrendszer
cirkadian o6ra altali szabalyozottsagara. Bar a neutrofil granulocitdk a legnagyobb
aranyban jelen 1évé leukocitak a keringésben, €s szamos neutrofil sejtekhez kothetd
immunvalasznak irtdk mar le napi ingadozédsat, az ennek Iétrehozdsaért felelds
mechanizmust még nem ismerjiik. A sejtek ritmusos mikddésének megértése alapvetd
fontossaga a  kiilonb6oz6é  gyulladasos  folyamatok  patomechanizmusanak
megismeréséhez és megfeleld kronoterapia tervezéséhez.

Vizsgélataink soran kiilonboz6 oragén expresszids mintazatot talaltunk
mononukledris sejtekben és neutrofil granulocitdkban. Neutrofil sejtekben jelentdsen
alacsonyabb az oOrakomponensek kifejezédése és a BMALI1 fehérje sejtmagi
megjelenése, mint mas leukocitdkban. Mindez arra utal, hogy a molekularis ora
mikddése nem robusztus ezekben a sejtekben. A Perl expresszid neutrofil
granulocitakban kortizollal indukalhat6 in vitro, in vivo pedig szinkron fluktudciét mutat
a plazma kortizol koncentradcid napi ingadozdsaval. A PLB-985 sejtek neutrofil
granulocita irdnyba torténd differencidloédasa alatt a molekuléris oszcillator miikodése
megvaltozik, a negativ faktor PER2 kifejezddése csokken. Megfigyeltiik, hogy a
periférias neutrofil granulocita populacio kor szerinti megoszlasa napi ingadozast mutat.
A sejtekben ritmusos a kemokin receptor és egyben érési marker Cxcr4 kifejezodése. A
CXCR4 ligandumanak, a CXCL12-nek, mely a csontvelébdl torténd sejtmobilizacio
egyik f6 szabalyozoja, a plazméban mérhetd koncentracidja a receptor expressziojaval
szinkron valtozik. A neutrofil populdcidban ritmusos a NADPH oxidiz Gp91°"~
alegységének kifejezddése, és ezzel sszhangban éjszaka magasabb a sejtek opszonizalt
zimozéannal kivalthatoé szuperoxid termelése. Ehhez hasonloan az éjszaka izolalt sejtek
opszonizalt Staphylococcus aureus-ra adott fagocitdzis valasza is joval erdsebb, mint a
napkdzben izolalt sejteke.

Eredményeink arra utalnak, hogy nem a sejtek sajat 6rdjanak miikodése, hanem
a periférids neutrofil granulocita populdcié korbeli Osszetételének oszcillacidja a

meghatarozo a sejtek ritmusos valaszkészségének 1étrejottében.
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10. Summary
The circadian time-keeping system enables the organism to anticipate rhythmic

environmental changes and therefore is a crucial factor of adaptation. The endogenous
rhythm is generated at the cellular level by a mechanism based on the action of
interconnected transcription/translation feedback loops. Significant interconnections
between circadian regulation and the immune system are underscored by both
experimental and clinical data. Although neutrophils are the most abundant leukocytes
in human blood, and several immune responses linked to neutrophil functions have been
described to be rhythmic, relatively few data are available about the impact of the
circadian clock on the regulation of neutrophil functions. Characterization of the time-
of-day-specific control of neutrophil responsiveness could help to better understand the
pathomechanism of inflammatory responses and design effective chronotherapy.

We found that the expression pattern and ratio of core clock components in
human neutrophils characteristically differs from that in mononuclear cells. Both the
low expression and the reduced nuclear accumulation of the essential clock protein
BMAL1 suggest that the molecular oscillator is down-regulated in neutrophils. Our data
show that Perl expression in the cells is affected by cortisol in vitro, and the phase of
Perl oscillation is in synchrony with in vivo changes of the plasma cortisol levels. In
addition, during differentiation of PLB-985 cells into neutrophil-like cells, the
molecular oscillator undergoes a significant modification, and the level of the negative
factor PER2 decrease. We found that the distribution of young and aged cells within the
peripheral neutrophil pool displays a daily rhythm. The expression of the maturation
marker Cxcr4 and morphological attributes showed clear daily oscillation. In addition,
in the plasma level of the CXCR4 ligand CXCL12, an important regulator of cell
trafficking within the bone marrow, synchronous fluctuations were detected. Expression
of another maturation marker, the Gp91°"* subunit of the superoxide generating
NADPH oxidase, and parallelly, the superoxide producing capacity of neutrophils were
also dependent on the time of the day. In line with this, number of opsonized
Staphylococcus aureus engulfed by neutrophils was also higher at night, when more
aged cells are available in the circulation.

We suggest that changes in age composition of the neutrophil pool rather than

the oscillator of the cells are involved in the daily regulation of neutrophil functions.
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