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Roviditések jegyzéke

ABC — ATP-binding cassette

ACTH — Adrenocorticotropic hormone

AL — Ad libitum

AMPK - AMP-activated protein kinase

ANOVA — Analysis of variance

BMALI - Brain and muscle arnt-like protein-1
CCG - clock controlled gene (6ra altal kontrollalt gén)
CCL - C-C motif chemokine ligand

CD — Cluster of differentiation

CD62L = L-Selectin

cDNS — komplementer DNS

CLOCK - Circadian locomotor output cycles kaput
CRY - CRYPTOCHROM

CXCL - C-X-C motif chemokine ligand

CXCR - C-X-C motif chemokine receptor

DNéz — dezoxi-ribonukledz

DNS - Dezoxi-ribonukleinsav

ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay
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G-CSF — Granulocyte — Colony stimulating factor

gDNS — genomialis DNS

GLUT - Glucose transporter

HBSS — Hanks' Balanced Salt Solution

HFD — High-fat diet

HSC — Hematopoietic stem cell

ICAM - Intercellular adhesion molecule

IL — Interleukin

LEPR — Leptin receptor

LPS — Lipopolysaccharide

LXR — Liver-X receptor

MCP — Monocyte Chemoattractant Protein-1

mRNS — messenger RNS

mTOR — Mammalian target of rapamycin

NAD - Nikotinamid-adenin-dinukleotid

NADPH - Nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

NF-kB - Nuclear factor —kappaB

NK — Natural killer cells



NLRP3 — Nucleotide-binding oligomerization domain, Leucine rich Repeat and

Pyrin domain containing protein 3

PER - PERIOD

PRR - Pattern recognition receptor

REVERB - Nuclear receptor subfamily 1 group D member 1 (NR1D1)

RNS — ribonukleinsav

ROR - Retionic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor

RORE - Retionic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor responsive element

RPLPO — Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit PO

RT-PCR — Reverse transcription polymerase chain reaction

SCN — Suprachiasmatic nucleus

SGLT - Sodium-glucose transporter

SIRTTI - Sirtuin 1

TEE — Total energy expenditure

TLR — Toll-like receptor

TNF — Tumor necrosis factor

TRF — Time restricted feeding

VCAM - Vascular cell adhesion molecule

ZT — Zeitgeber time



PBS - Phosphate-buffered saline



I. Irodalmi attekintés

1. A cirkadian ritmus

A cirkadian 6ramiikddés egy adaptaciés mechanizmus, mely lehetdvé teszi, hogy az
¢l6lények alkalmazkodjanak a kdrnyezet naponta bekdvetkezd ritmusos véltozasaihoz.
Mivel a mechanizmus eldre felkésziti a szervezetet a kornyezet napszaki valtozasaira,
igy az ¢élettani folyamatok optimalizalasdban kulcsszerepet jatszik. A cirkadian ritmus
evollcids jelentdségét tamasztja ala, hogy miikodését nem csak az allatokban', de a
névényekben?, a gombakban és a prokaridta életformdkban is kimutattdk.> Emellett
figyelemre méltd az a friss, pavianokon végzett kutatas, melynek eredményei szerint a
genom fehérjekodold génjeinek 80%-a cirkadian expressziot kovet legalabb egy
szovettipusban.* Ezek alapjan nem meglepd, hogy szdmos élettani paraméter mutat napi
oszcillaciot, melyek koziil a legrégebben ismertek a testhémérséklet valtozasa, illetve a
hormonok (kortizol, ACTH, noévekedési hormon, melatonin) és a fehérvérsejtszam napi
ingadozasa.’

Az oramiikddést egy endogén, molekularis ritmusgenerator hozza létre, melynek
mikodése egy tobb komponensbdl allo transzkripcids-transzlacids visszacsatolasi
hurkon alapul (1. abra). Az oszcillator miikodési alapjainak leirasaért Jeffrey C. Hall,
Michael Rosbash és Michael W. Young 2017-ben elnyert¢k a fiziologiai ¢és
orvostudomanyi Nobel-dijat. Az emldés szervezetben miikodd orafehérjék koziil a
kozponti szerepet a CLOCK és BMALI transzkripcids faktorok toltik be, melyek a
sejtmagban heterodimert képezve facilitaljak egyes oragének, mint példaul a Per, a Cry,
mRNS-ekrdl transzlacioval keletkezd PERIOD (PER) és CRYPTOCHROME (CRY)
fehérjék a sejtmagba transzlokalodnak, heterodimert képeznek és gatoljak a CLOCK-
BMALI1 fehérjekomplex aktivitasat, ezaltal pedig sajat transzkripciojukat is
megsziintetik. A PER és CRY fehérjék folyamatosan érnek, majd lebomlanak, igy a
CLOCK-BMALI komplex felszabadul a gatlas aldl és egy Ujabb ciklus indulhat. A
CLOCK-BMALL igy kialakul6 oszcillalo aktivitasa koriilbeliil 24 6ras periddushosszal
jellemezhetd. Ezt a transzkripcids-transzlacios hurkot tovabbi szabalyozd korok is

stabilizaljak. A CLOCK-BMALI1 komplex hatasara expresszalodo REVERB gatlo, a
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ROR pedig aktivalo hatast fejt ki a Bmall promoterének RORE (RRE) régiojahoz
kotddve.! A transzkripcios-transzlacios kdrben résztvevé fehérjék stabilitasat - és ezltal
a ritmusos mukddésiiket - poszttranszlaciés modositdsok is befolyasoljak. Ilyenek
példaul a foszforilacio, az acetilacio és az ubikvitinacid. Ezen moddositdsokat olyan
enzimek végzik, melyek aktivitasara metabolikus, inflammatorikus és egyéb szignalok
is hatést gyakorolnak.® Az egyik ilyen enzim a SIRT1, melynek miikddése NAD" fiiggé,
igy érzékeny a metabolikus valtozasokra. A fehérje képes deacetilalni a PER2 fehérjét,
ezaltal eldsegiti a fehérje degradéacigjat. Emellett kotédik a CLOCK-BMALI
komplexhez, ezéltal befolyasolja a kozponti oszcillator miikddését. SIRT1 hianyaban a
PER2 koncentracié konstitutivan magas a sejtmagban, ami erdsiti a negativ
visszacsatolast, ez pedig gatolja tobbek kozott a Perl, Per2, Cryl, és Ror-y
transzkripciojat.’” Az orafehérjék, azon feliil, hogy visszacsatolasi korokon keresztiil
ugynevezett ora altal kontrollalt gének, vagyis ccg-k (clock controlled genes), melyek

ritmusos kifejezédése a fizioldgias folyamatok oszcillaciojat eredményezi.
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1.4bra
A molekularis oszcillaitor miikodésének osszefoglalé abraja
A CLOCK-BMALI komplex és az expresszalodo PER és CRY alakitja ki a kdzponti szabalyozo kort,
amit az atir6do ROR és REV-ERB stabilizalnak. Az éramikodést poszttranszlacios hatasokkal a SIRT1
fehérje is befolyasolja. Az oszcillator miikddése hozza létre az ora altal kontrollalt gének (ccg-k) ritmusos
kifejez6dését, ami pedig a fiziologids folyamatok napszaki ingadozasdt okozza. A részletesebb
magyarazatot 1lasd a szovegben. (Cha et al., 2019 abréja alapjan)

Ahhoz, hogy egy ritmikus folyamatot cirkadiannak nevezhessiink, a 24 Oras
periddushossz megléte mellett tobb feltételnek is teljesiilnie kell. A cirkadidn ritmus
egyik specialis jellemzdje, hogy allandd kornyezeti koriilmények kozott - példaul
alland6 homérséklet vagy fényintenzitas mellett - is fennmarad. Ebben az esetben
szabadon futd ritmusrdl beszéliink, melynek periddushossza kis mértékben eltérhet a
kornyezet ritmusétol, példaul az emberek esetében ez koriilbeliil 24,5 6ra.® Azonban az
oramiikddés képes reagalni a kiilvilag hatdsaira, igy nap mint nap szinkronizalodik a
kornyezettel. A kiils6 ingereket, melyek képesek az oramiikodést befolyasolni,
Zeitgeber-eknek (Zeit geber = 1d6t ad6 németiil) nevezziik. Az emldsok esetében a
legfontosabb Zeitgeber a fény, azonban bizonyos szovetekben a taplalékfelvétel is
szabalyozza a ritmusgeneratort. A kornyezettel vald szinkronizacidé folyamatat
Entrainment-nek nevezziik.” A cirkadidn ritmusokra a hémérséklet kompenzacio is

jellemzd, mely azt jelenti, hogy ellentétben mas biokémiai folyamatokkal, melyek



sebessége homérsékletfiiggd, az oszcillaitor miikodésének periddushossza széles
hémeérsékleti tartomanyban véltozatlan marad.

A cirkadian ritmus legfontosabb paramétereit a 2. abra mutatja be.
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2.4bra
A cirkadian ritmus paraméterei
Egy adott paraméter maximuma €és minimuma k6zott mérhetd kiilonbség fele a ritmus amplitidoja.
A fazis a ritmus perioduson beliili aktualis lefutasa. A gorbe két azonos és szomszédos pontja
kozotti idébeli tavolsag a periddus. A ZTO (Zeitgeber time 0) a fény kezdetét jeldli, mig a tobbi
értek (ZT12, ZT22) a fény megjelenése ota eltelt id6t (6ra) mutatja.

Az oszcillator minden sejtmaggal rendelkezd sejtben miikddik, azonban az emlésok
ordja hierarchikus felépitésii. A cirkadian ritmus irdnyitdja a kozponti 6ra, melyet a
hypothalamus nucleus suprachiasmaticus (SCN) neuronjai miikddtetnek. A retindban
talalhatd specidlis fotoszenzitiv melanopszint tartalmazo ganglionsejtek a retinaba
érkezd fény hatasara efferens rostjaikkal atallitjak az SCN-ben miik6dé molekularis

t.!1° Az SCN magcsoportjai pedig idegi és hormonélis szabalyozis révén, példaul a

ora
kortizol, a melatonin és a vegetativ idegrendszer segitségével hangoljadk Ossze a
szervezet tobbi sejtjének orait, vagyis a periférias orakat. Ezaltal a kozponti 6ra szamos
miikodést indirekt modon szabélyoz, ilyenek példaul az alvas-ébrenléti ciklus!!, a DNS-
hibajavitds'?, vagy az immunrendszer'® aktivitasa és a metabolizmus.'*

A cirkadian ritmus zavaranak tekintjiik azt az allapotot, amikor a kdrnyezet ritmusa

¢s a belsd 6ramiikddés nincs Osszhangban, vagy ha a kiilonbozé szdvetek oszcillatorai

eltérd fazisban mikodnek, vagyis deszinkronizalodnak. Ritmuszavar 1étrejohet endogén
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¢s exogén okokbol is. Mig a molekularis oszcillator komponenseinek mutacioi
kovetkeztében 1étrejovo endogén ritmuszavar nagyon ritkan fordul eld, az exogén okok
rendkiviil gyakoriak. Ide tartozik a valtott miszakban végzett munka, a hosszu,
nyugatrdl keletre tartd repiildutak soran fellépd jetlag, vagy a hétkéznapi (tdrsadalmi
konvenciok altal megszabott) és hétvégi (sajat ritmus szerint preferalt) alvasfazis
eltérése miatt 1étrejovo szocialis jetlag.'> A populdcié igen jelentés hanyada, tébb mint
70%-a, szenved exogén ritmuszavarban élete sordn legalabb egyszer hosszabb vagy
rovidebb ideig!®, ez pedig szamos betegség vagy pszichés zavar kialakuldsanak
kockazatat novelheti. Munkatarsaim kimutattdk, hogy a nagyobb szocialis jetlag-gel
rendelkezé egyetemistdk tanulméanyi teljesitménye jelentésen romlik abban az
idészakban, amikor nem a sajat ritmusuk szerinti az idébeosztasuk.!” Emellett
bizonyitottdk, hogy a szocialis jetlag-gel rendelkezOk alvas alatti szivfrekvencia
variabilitisa csokken a hétkdznapokon, ez pedig rosszabb alvasmindséggel tarsul.'® A
fenti okokbdl bekodvetkezd deszinkronizélt 6ramiikodés azonban fontos rizikofaktor a
daganatos!®, a kardiovaszkularis®, és a gyulladasos®' megbetegedések szempontjabol is.
Eppen ezért fontos az 6ramiikodés pontos megismerése és olyan modszerek keresése,

melyek eldsegitik a belsd orank 6sszehangolasat a kornyezettel.
2. A cirkadidn ritmus immunologiai vonatkozésai

Klinikai tapasztalatok azt mutatjdk, hogy nem csak a fiziologids miikodések
mutatnak napi ritmicitast, hanem szamos megbetegedés tiineti megjelenése is. Példaul
az asthma bronchiale vagy a rheumatoid arthritis tiinetei a kora hajnali 6rdkban a
legintenzivebbek, mig az acut myocardialis infarctus kialakuldsa a reggeli 6rdkban a
leggyakoribb.??>* Ennek oka, hogy a kiilonbdz6 - a betegség lefolydsat meghatarozo -
immunfunkciok is cirkadian kontroll alatt allnak. Ez nem meglepd, hiszen a cirkadian
ritmus jelentds energiasporolast tesz lehetdvé a folyamatok idézitésén keresztil. Az
immunrendszer mukodését is Ugy optimalizélja, hogy a maximalis hatékonysagot
akkorra id6ziti, amikor magas a korokozoknak valo kitettség vagy a sériilések
valoszinlisége. Ma mar ismert, hogy az adaptiv immunvalasz cellularis szerepldinek - a
Thelper] 7- és B-limfocitaknak — az érése és vandorlasa is 6rafiiggé.”> >’ Tovabbé ismert,
hogy az orafehérjék kozvetleniil és kozvetetten is befolyasoljadk a mintazatfelismerd
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receptorok (PRR), mint példaul a Toll-like receptor 9 (TLR9) expressziojat, illetve az
NF-kB transzkripcios faktor aktivitasat és ezaltal szamos pro-inflammatorikus citokin
(pl. IL-6, TNF-a, CXCL1) szintjét is. Ez pedig hozzéjarul a gyulladdsos valasz id6beli
ingadozasiahoz.!> Ezt erdsiti meg egy olyan tanulmany is, ahol a TLR4 receptor
aktivalasara lipopoliszacharidot (LPS) adtak az egereknek az aktiv (¢éjszakai) vagy az
inaktiv (nappali) idészakukban. Az éjszakai fazis elején adott LPS nagyobb mértéki
emelkedést valtott ki az IL-6, IL-12, CCL2, CCL5 and CXCL1 citokinek
szérumszintjében, mint amikor nappal adtdk be az LPS-t az allatoknak. Makrofag
specifikus Bmall ™~ és Reverba~ génhianyos egerek vizsgalatakor ez a kiilonbség nem
volt detektalhatd.?® Az oszcillator hidnyaban a gyulladasos folyamatok felerésddnek,
igy elmondhato, hogy a cirkadian miikodés anti-inflammatorikus hatast.?’

A leukociaszam napi oszcillacioja is jol karakterizalt a vérben.*® A szambeli valtozas
mellé pedig funkcionalis ritmus is tarsul. Példaul in vitro kisérletek szerint ugyanazon
vizsgalati alanybol kiilonb6z6 idopontban izolalt neutrofil granulocitdk NADPH oxidaz
aktivitdsaban, szuperoxid termelésében és fagocitotikus ratdjaban is napi ritmus
tapasztalhat6.®!

A periférias vérben mérhetd fehérvérsejtszam a klinikumban is rendszeresen vizsgalt
gyulladdasos paraméternek tekinthet6. Markans ritmusat emberekben elsdsorban a
neutrofil granulocita populacid6 nagymértékli oszcillacidja okozza. A leukocitaszam
maximuma az inaktiv fazisra, vagyis a diurnalis fajokban az éjszakai, mig a nokturnalis
allatokban a nappali 6rdkra tehetd. A jelenség hatterében az all, hogy az aktiv fazisban,
amikor a potencialis patogén expozicio, valamint a sériilések eléforduldsa nagyobb
valdszinliségli, az aktiv, fiatal fehérvérsejtek a csontvelébdl a vérbe, majd a szdvetek
koz¢ aramlanak, hogy felkésziilhessenek a korokozok fogaddséara, ekkor csokken a
vérben a sejtszam. Az inaktiv fazisban pedig a szeneszcens immunsejtek a szovetek
koziil a periférias vérbe keriilnek, ekkor né a sejtszam, ez utan a leukocitak a
csontvelébe aramlanak vissza.*

A leukocitaszdm valtozasat két f6 szabalyozd mechanizmus teszi lehetévé. Az egyik
a csontveldi homing szabélyozasan keresztiil valosul meg, melynek kdzponti szabalyozo
faktora a csontveldi sztromasejtek altal termelt CXCL12 kemokin, mely a leukocitak a

CXCR4 receptoranak ligandja. Amennyiben szintje megnd, jelentds kemotaktikus
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hatast fejt ki a receptort expresszald leukocitdkra, ezaltal indukélja a visszaaramlast
csontveldbe és gatolja az Ujonnan képzddott sejtek perifériara aramldsat. Mind a
kemokin, mind a receptor expresszidja napi ritmust mutat. Ennek egyik oka, hogy a
csontvel6i hemopoetikus dssejtekben €s sztromasejtekben is kifejezett a molekularis ora
miikddése. Ezt tdmasztja ala az a megfigyelés, hogy ha vad tipust egerek besugarazas
utan Bmall”~ génhianyos csontveldi graftot kapnak, akkor a CXCL12 koncentraci6 és a
leukocitaszam oszcillacioja is megsziinik a vérben. Ehhez a szabalyozéshoz a kdzponti
ora is hozzdjarul a vegetativ idegrendszer altal, ugyanis a csontvel6t szimpatikus rostok
idegzik be, melyek fs-adrenoreceptorokon keresztiil serkentik az immunsejtek és a
hemopoetikus Ossejtek (HSC) kidramlasat a veléallomanybol. A szimpatikus rostok,
vagy az SCN roncsolasa szintén megsziinteti a fehérvérsejtszam ritmusat a vérben. A
szimpatikus hatds mas szOvetekben is szabalyozo szereppel bir, mégpedig az
endotélsejtek adhézids molekula expresszidjanak modositasan keresztiil. gy hozzajarul
az immunsejtek lokalis toborzasahoz az aktiv iddszak idején. Az, hogy ugyanaz az
adrenerg stimulus hogyan képes az egyes szovetekben kiilonb6zé adhézidés molekula
expresszids valtozasokat okozni, még jelenleg is intenziv kutatds targyat képezi.>® A
csontveldi szabalyozas masik fontos eleme a rovid €életi neutrofil granulocitak ,,fiatal”
és ,.eloregedd” alpopulacioinak ritmikus valtakozésa. Egereken végzett kisérletek
szerint az aktiv fazis elején a csontveldbdl a perifériara dramlanak a fiatal, alacsony
CXCR4 ¢és magas CD62L (L-selectin) expresszidt mutatd neutrofil sejtek, majd a
szovetek kozé keriilnek. Az inaktiv fazis végén az eloregedd - magas CXCR4 és
alacsony CD62L expresszidval jellemezhet6 - granulocitak a csontveldbe vandorolnak
vissza, ahol makrofagok bekebelezik és lebontjak dket. Ennek hatdsara megvaltozik a
hemopoetikus niche ¢és olyan — még nem teljesen ismert - szignalizacid jon létre, mely
lokalisan gatolja a sztrémasejtek CXCL12 szintézisét, ezaltal lehetové téve az ijabb
fiatal neutrofil granulocitdk kidramldsat a keringésbe.** Ebben a jelatvitelben a
makrofagok LXR nuklearis receptor expresszidjanak novekedése is részt vesz. Az LXR
receptor kozponti szerepet jatszik a koleszterin €s zsirsav lebontasaban, mitkddése soran
pedig indukalja kiilonb6z6 ABC (ATP-binding cassette) transzporterek expresszidjat,
tobbek kozott az ABCAL kifejezddését is. Mivel a makrofagok intenziv fagocitozisa

soran megnd a bekebelezett granulocitak plazmamembréanjaibol felszabaduld zsirsav és
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koleszterin szintje, a ndvekvd Abcal expresszio kovetése informaciot szolgaltat a sejtek
fagocita aktivitasar6l.>> Minél nagyobb az aktivitis, annal jobban gatlodik a

sztromasejtek CXCL12 szintézise (3.4bra).
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Osszefoglalo 4abra a csontveléi homing szabalyozasinak fé vonalairél
A HSC-k és a leukocitak homing-jat €s mobilizaciojat befolyasolo CXCL12 szintje nagymértékben fiigg a
szimpatikus és paraszimpatikus idegrendszer sztromasejtekre gyakorolt hatasatol. Emellett egyes
kemokinek (CXCL1/CXCL2) szintje fiigg az oszteoblasztok €s a csontveldi endotélsejtek miikddésétdl,
Ezen mechanizmusok szabalyozzak a fehérvérsejtek kidramldsat. A cirkadidn 6ra reguldlod szerepe a
folyamat szdmos pontjan igazolt. A csontvel6i cirkadian szabalyozas részletesebben a fenti bekezdésben
kertil bemutatésra. (Aroca-Crevillén et al., 2020 abréja alapjan)

A leukocitaszam valtozds masik szabalyozdé mechanizmusa a fehérvérsejtek
kiaramldsa a vérbdl a szovetek kozé. A leukocitdk adhézids molekuldi is cirkadidn
expressziot mutatnak. Példaul a neutrofil granulocitdkon a CD11a, az ICAM-1 és az L-
selectin kifejezddésének maximuma az aktiv fazisra tehetd. Ezzel Osszhangban az
endotélsejtek integrinjei koziil az ICAM-1 és a VCAM-1 is hasonld expresszios ritmust
mutatnak az egyes szdvetekben.’? Tehat sszegezve mind a leukocita homing, mind a
sejtek szovetek kozé aramlasa (recruitment) napi ritmust mutat, ez pedig egy nagy
amplitddoju sejtszam oszcillaciot hoz 1étre a periférian. Kisérleteink szempontjabol
Iényeges, hogy egerek esetén a maximalis leukocitaszam ZT5-ben (a fényszakasz
kezdetétdl eltelt 5. 6ra) mérhetd, mig a minimum a sotét (aktiv) fazis elejére (ZT13)

esik (4. abra).
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Fehérvérsejtszam a vérben

Py ST 145

4.4bra
A leukocitaszam oszcillacioja a periférias vérben egérben
Egerekben a leukocitdk szdmanak maximuma a nappali (inaktiv) fazisban mérhetd, mig a minimuma a
sotét (aktiv) fazis elejére esik.

3. A metabolikus ritmus

A metabolikus rendszer szamos ponton kapcsolddik a cirkadian 6ra mitkddésével,
melynek az a kdvetkezménye, hogy kiillonb6z6é metabolikus enzimek expresszidja, az
intermedier anyagcsere termékeinek szintje és az anyagcserét befolyasolé hormonok
(pl. inzulin, glukagon, leptin, ghrelin) mennyisége is napi ritmicitdst mutat, amit
Osszességében metabolikus ritmusnak neveziink. Az éramiikodés lehet6vé teszi, hogy az
anabolikus ¢és katabolikus folyamatok idében elkiiloniiljenek, valamint hogy a
koztitermékek ne halmozodjanak fel sziikségteleniil. gy példaul az enzimek is csak
akkor szintetizdlodnak, amikor sziikség van a mukodésiikre, igy az ¢€l6lény
energiafelhasznaldsa jelentdsen csokken.’®* A hormonalis szinten megvalosuld
szabdlyozas jo példai a hasnyalmirigy béta sejtjei, melyek melatonin receptort
expresszalnak. Emberek esetén az esti érakban megnovekszik a tobozmirigy melatonin
szekrécidja, a keringéssel a hasnyalmirigy béta sejtjeithez juté melatonin pedig a
megfelelé receptorhoz kotddve gatld hatast fejt ki az inzulinelvalasztasra.’” Tovabba
emlitést érdemel a molekularis oszcillator szabalyoz6 hatdsa a szénhidrat-anyagcsere

kulcs transzportereire (GLUT2, GLUT4), mely dontden befolyasolja a gliikoz

crer
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talalhaté Na'/Gliikoz kotranszporter 1-es tipusa (SGLT1) cirkadian oszcillaciét mutat,
igy az allatok aktiv fazisdban - amikor a taplalkozas is esedékes - nagyobb a
mennyisége a plazmamembranban.* Azonban a szénhidrat haztartdson kiviil maés
anyagcsereutakat (pl. lipidek, fehérjék, intermedier metabolitok) is szabdlyoz a
cirkadian éramiikddés.>®

Robusztus ritmust mutatnak az autofagia folyamatiban részt vevo fehérjék és maga
az autofagia aktivitdsa is.* Az autofigia az éhezés hatdsara létrejovo sejtszinti
Onemésztodés, melynek hatasdra degradalodnak a sejtorganellumok és tovabbi
citoplazmatikus komponensek, melyekbdl aminosavak €s egyéb nutriensek szabadulnak
fel, melyek biztositjdk a megfeleld energiaellatottsagot. Emellett a folyamat a
karosodott organellumok ¢és a fehérjeaggregatumok eltdvolitdsdban is fontos szerepet
jatszik. Az autofagia nagymértékben fligg az étkezési-éhezési periddusoktodl, egerekben
a délutani o6rdkban (inaktiv fazis) zajlik a legintenzivebben, mig éjszaka az aktiv
fazisban lecsokken az aktivitdsa. A cirkadidn szabalyozasat az bizonyitja, hogy Bmall™”
génhianyos egerekben elveszik az autofagia mikodtetésében részt vevo gének ritmikus
expresszioja. Az autofagia madjspecifikus defektusdnak a lipid metabolizmus
diszregulacioja, valamint az inzulinrezisztencia kialakuldsa a kovetkezménye.*! Mivel
az autofigia megfeleld miikodése csokkenti a daganatos és degenerativ betegségek
kockéazatat, ezért a megfelelden szinkronizalt cirkadian ritmusanak fenntartasa
kulcsfontossagu.

A metabolikus ritmus kialakitdsaban a maj, a hasnyalmirigy, a gyomor-bél traktus, és
a zsirszovet ritmusos mikodése is részt vesz. Ezen szervekben és szdvetekben a
periférids oOrdk szamara a taplalékfelvétel a legerésebb szinkronizald hatas. Ezt
bizonyitja az a megfigyelés is, hogy az egerek nappali, vagyis inaktiv fazisara
korlatozodo taplalékfelvétel esetén a majban a BMALI és a CLOCK kifejezédésének
ritmusa antifizisba keriil az SCN-ben mérhetdéhez képest.’® Tekintve, hogy a
taplalékfelvétel fontos Zeitgebere a periférids oraknak, igy az egészséges metabolikus
ritmus fenntartdsahoz az sziikséges, hogy az ¢étkezés 1ddzitése az aktiv fazisra
korlatozdédjon és igy 0sszhangban legyen a kozponti 6ra miikodésével. Amennyiben a
taplalkozas az inaktiv fazisra is atnyulik €s ritmicitasa elveszik, vagy nincs 6sszhangban

a kozponti oOra ritmusaval, akkor létrejon a cirkadidn ritmuszavar. Ez pedig az
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anyagcsere folyamatok zavardhoz vezet, mely hosszutavon kiilonb6zd metabolikus és
gyulladdsos betegségek kialakulasat okozhatja.?'*> A taplalékfelvétel iddzitésének
fontossagat tdmasztja ald, hogy ha a kisérleti allatok taplalék hozzaférését az aktiv
idoszakukra korlatozzuk, akkor a metabolikus ritmus kifejezettebbé valik, nagyobb
amplitddoval oszcillal, mely irodalmi adatok alapjan szdmos elénnyel jar. Obezogén
magas zsirtartalmi téppal etetett egerek esetében az aktiv fazisra iddzitett etetés
protektiv tényezének bizonyult az elhizds szempontjabol, dsszehasonlitva azokkal az
allatokkal, akik korlatlanul hozzafértek a taplalékukhoz. Emellett az iddzitetten etetett
egerek lipid profilja, gliikkdztoleranciaja és inzulinszenzitivitasa is kedvezobb értékeket
mutatott, annak ellenére, hogy a két kisérleti csoport kaloriafelvételében nem volt
kiilonbség. Génexpresszios vizsgalatok alapjan pedig a Cry és a Per 6ragének, illetve a
metabolizmus kulcs szignalizacids fehérjéi koziil az AMPK ¢s mTOR kifejezddésének
amplitadoja is megnovekszik idézitett etetés hatdsara.*’

A joléti tarsadalomra jellemzd, hogy korlatlan az emberek hozzaférése az
élelmiszerhez. Erdekes kérdés, hogy a 0-24 6ras étkezési lehetdség hogyan befolyasolja
az emberek taplalkozasi ritmusat. Erre valaszt keresve egy kutatdcsoport egy olyan
mobil applikécids szoftvert fejlesztett ki, mely segitségével a vizsgalatban részt vevo
onkéntesek adatokat kiildhettek az étkezési szokasaikrol. Az eredmények arra utalnak,
hogy az emberek kaloria bevitele egy megkozelitdleg 15 ords iddablakban torténik, a
taplalék nagyobb hanyada pedig az esti 6rakban keriil elfogyasztisra. Ez a mintazat
pedig nagyon hasonlit az ad libitum etetett egerek taplalékfogyasztasi szokasaihoz.
Azon vizsgélati alanyok, akik talsulyosak voltak és az applikacio segitségével 10-12
orara sziikitették a taplalkozasi iddablakukat, azok képesek voltak testsulyukat
redukalni.** Ezek a megfigyelések arra hivjak fel a figyelmet, hogy a megfeleld
taplalkozasi ritmus kialakitasa mar Onmagaban is jotékonyan befolydsol szamos

folyamatot és hozzéjarul a testtdmeg normalizalasédhoz.
4. A metabolikus ritmus és az immunrendszer kapcsolata

Szamos klinikai ¢és kisérletes megfigyelés tamasztja ald, hogy a metabolikus
szindréma ¢és egyéb metabolikus zavarok gyulladasos allapotokkal tarsulnak. Példaul az

elhizéssal kapcsolt metabolikus szindroma nagyon gyakran atheroszklerdzishoz és korai
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kardiovaszkularis elhalalozashoz vezet. Jellemzd tovabba az inzulinrezisztencia,
melyhez  hiperinzulinémia, centralis elhizas, hipertonia, diszlipidémia ¢és
gliikozintolerancia tarsulhat (Magyar Diabetes Tarsasag Metabolikus Munkacsoportja,
2002). Ebben az allapotban megemelkedik a gyulladasos citokinek (TNF-¢, IL-14, IL-
6) szintje, mely egy kronikus gyulladasos allapotot hoz létre.** Ehhez nagyban
hozzajarul, hogy az adipocitak is pro-inflammatorikus citokineket (IL-6, IL-8, MCP-1)
vélasztanak el, ha ndvekszik a térfogatuk*®, vagy ha novekszik az immunsejt infiltracié
a zsirszdvetbe.*” A zsirszovetben talalhatd makrofigok fenotipusa is véltozik az elhizas
hatdsara, mégpedig ugy, hogy a gyulladdsos citokineket termeld, klasszikus uton
aktivalt (M1) makrofagok lesznek jelen nagyobb aranyban a szdvetben.*®

A zsirszovet altal elvalasztott adipokinek fontos kapcsolatot teremtenek a
metabolizmus €s az immunrendszer miikodése kozott. A leptinnek példaul fontos
feladata a taplalékfelvétel és az anyagcsere szabalyozdsa, azonban szamos pleiotrop
olyan neurohormonalis és magatartasbeli valtozdsokhoz vezet, mely az energiaraktarak
megorzését segiti eld. Ennek koszonhetden a csdkkend leptinkoncentracid a teljes
energiafelhasznalés (total energy expenditure = TEE) csokkenésével jar, mely biztositja
a vitalis szervek (az agy, sziv, m4j) megfeleld energiaellatottsagat.** A legtijabb kutatési
eredmények szerint a leptin a hemopoézis és az immunfunkciok szabalyozéasiban is
jelentés szerepet vallal. Receptora (LEPR) az I-es tipusu citokin receptorok
szupercsaladjaba tartozik, mely szdmos az adaptiv €s a velesziiletett immunitasban részt
vevo sejten kifejezddik, mint példaul a monocitdkon, a granulocitdkon, a természetes
6ldsejteken (Natural Killer cells = NK cells), illetve a Theiper | €és 2 sejteken is. A leptin
serkenti a monocitak a fagocita funkciojat €s pro-inflammatorikus citokin (TNF-¢, IL-6,
melynek aktivaldsa noveli a CD11b integrin alegység expressziojat és tulélési szignalt
kozvetit. A talélési jelpalya a T-sejtekben is aktivalodik leptin hatasara, emellett a sejtek
érése és citokin szekrécidja is modosul.>® A leptin immunsejtekre gyakorolt hatasait az
5. 4bra szemlélteti. Osszességében elmondhaté, hogy a leptin pro-inflammatorikus
hatasokkal rendelkezik és részt vesz a gyulladasos allapot kialakitdsaban talsulyos és

obez emberekben.”!
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5. abra
Osszefoglalo 4bra a leptin immunsejtekre gyakorolt hatasairél.
A bévebb magyarazatot lasd a szovegben. (Lennart, Frank and Jan et al., 2014 abraja alapjan)

Vizsgalataink szempontjabdl 1ényeges kiemelni, hogy a csontvel6i mezenchimalis
sztromasejtek egy része is kifejez leptin receptorokat.>? Ezek a sejtek hatassal lehetnek a
metabolikus valtozasokra 1étrejovo fehérvérsejt vandorlas modosuldsra a hemopoézis és
a leukocita homing szabalyozasin keresztiil®>, igy indirekt modon a leptin
plazmakoncentracidjanak valtozasa hozzajarulhat a hemopoézis dinamikdjanak ¢és a
csontvel6i kornyezet mitkodésének szabalyozasahoz.

Immunolégiai hatdsokat kozvetit az adipocitdk altal elvalasztott adipszin
(komplement faktor D) hormon is, ami egy olyan szerin-proteaz, mely aktivalja a
komplement rendszer alternativ utvonaldt. Az adipszin koncentracidja jelentdsen
emelkedik elhizott egyénekben, ¢s human tanulméanyok leirtak, hogy emelkedett szintje
Osszefiiggésbe hozhaté az inzulinrezisztencia, a hiperlipidémia és a kardiovaszkularis
betegségek kialakulasaval.>*

A szakirodalom alapjan a legtobb ismerettel arrél rendelkeziink, hogy a cirkadian
oszcillator milyen hatdst gyakorol az anyagcserére és az immunrendszerre. Azonban

kevés az informacionk a metabolikus ritmus és az immunrendszer ritmusa kozott
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fennalld kapcsolatrél. Fontos kérdés, hogy a metabolikus 6ramiikodés megvaltozasa
hogyan befolydsolja az immunolédgiai folyamatok ritmusat és az inflammatorikus
allapotok lefolyasat. Munkacsoportunk fokuszaban a két rendszer ritmusanak
kolcsonhatasa all. Egereken végzett kisérleteink sordn azt vizsgaljuk, hogy az idozitett
etetés hatdsdra modosult metabolikus ritmus hogyan befolyasolja az immunrendszer
miikddését.

A jelen rektori palydzatban bemutatott kisérletek alapjat két korabbi vizsgéalatunk
eredményei adtdk. Az elsd soran az idozitett etetés gyulladasra gyakorolt hatdsat
vizsgaltuk K/BxN szérum transzfer arthritis modellen. A vizsgalat a humén rheumatoid
arthritis akut fazisat modellezi.”> Az iziileti gyulladds indukci6jahoz transzgenikus
egerek szérumat hasznaltuk, mely gliik6z-6-foszfat izomeraz elleni antitesteket
tartalmaz. A szérumot vad tipust egerek peritoneumaba oltottuk, a gyulladas lefolyasat
pedig két kisérleti csoportban kovettiik végig. Az egyik csoportndl iddzitett etetést
alkalmaztunk, mely sordn az allatok csak az aktiv fazisuk elsd 10 orajaban jutottak
taplalékhoz, ez az ugynevezett time-restricted feeding (TRF). A maésik csoport barmikor
- ad libitum (AL) — taplalkozhatott. A gyulladas mértékét klinikai pontozassal és
bokavastagsag méréssel hataroztuk meg. Az eredményeink azt mutattdk, hogy a
gyulladds mértéke a TRF csoportban szignifikdnsan alacsonyabb mindkét mutatd
alapjan, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy az iddzitett taplalékelérés csokkenti a

gyulladasos folyamatok intenzitasat (6.abra).
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6. abra
Az iziileti gyulladas kévetése rheumatoid arthritis egérmodellben
Az iziiletek 6démajanak kiterjedése és a duzzanat nagysaga alapjan megallapitott klinikai pontszamok
(bal oldali &bra) és a bokavastagsag értéke (jobb oldali abra). A feltiintetett eredmények az indukcid
napjan mért értékekre normalizaltak. (atlag + SEM, n=25 AL, n=23 TRF, ismétléses-ANOVA , * p<0,05)

A masodik kisérletiinkben a fent részletezett arthritis modellben tapasztalt jelentds
gyulladasbeli kiilonbségek miatt tovabb vizsgaltuk a taplalkozasi ritmus hatdsait az
immunrendszer ,,steady-state” allapotara. Megfigyeléseink alapjan az idozitetten etetett
mint azokban az allatokban, akik korlatlanul hozzafértek a taplalékhoz. Az eltérés nem
csak az abszolut sejtszdm valtozasaban detektalhatd, hanem a fehérvérsejt alpopulaciok
aranyanak modosulésa is hozzajarul ehhez. Minden alpopulécid esetén erdsodik a napi
ritmus, azonban a neutrofil granulocitdk és a monocitak, illetve a gyulladdsos monocitdk

ritmusanak amplitudoja sokkal kifejezettebbé valik (7.4abra).
Feltételezéseink szerint ennek hatterében egyrészt a leukocitdk csontveld eredetii

szabalyozasa (homing €s kiaramlas a csontveldbdl) allhat. De az is elképzelhetd, hogy a

sejtek szovetek kozé aramlésa (recruitment) médosul az iddzitett etetés hatasara.
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7. abra
A leukocitaszamok napi ingadozasanak Cosinor analizisei

(a) neutrofil granulocitak, (b) monocitak, (c) gyulladasos monocitdk szamanak napi oszcillacidja (n=3-9
AL, n=6-11 TRF, Cosinor analizis, *p<0,05)
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I1. Célkituzések

Munkénk soran azon faktorok megismerését tliztiik ki célul, melyek kozvetitd
szerepet tolthetnek be a metabolikus ritmus, a fehérvérsejtek véandorlasa és a
gyulladasos folyamatok ko6zott. Ezért a rektori palyamunkam fokuszaban a viszceralis
zsirszovet, valamint a csontveldi szabalyozas miikodésének vizsgalata all. Kisérleteink
eredményei ravilagithatnak a zsirszovet szerepére az iddzitett etetés gyulladasra és a
leukocita vandorlasra gyakorolt hatdsaban. Ez pedig kozelebb vihet minket terapids
célpontok azonositasahoz, vagy kiegészitd terapids lehetdségek (pl. idében korlatozott

taplalékfelvétel) tervezéséhez.
Kisérleteink soran a kovetkezd kérdések megvalaszoldsa volt a célunk:

1. Milyen hatdssal van az idozitett etetéssel kialakitott taplalkozési ritmus a

zsirszovet dramiikodésére, inflammatorikus allapotara és leptin expressziojara?

2. Viltozik-e a szervezet szisztémas gyulladasos allapota iddzitett etetés hatdsara?

3. Milyen hatassal van az iddzitett etetéssel kialakitott taplalkozéasi ritmus a

csontveld oramiikdodésére és inflammatorikus allapotara?
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4. Megvaltozik-e az iddzitett etetés hatdsara a csontveldi CXCLI12 szintézis?

crer

crer
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II1. Modszerek

1. Kisérleti allatok és etetési protokoll

Kisérleteink soran C56BL/6 egértorzs him egyedein végeztiikk a vizsgalatainkat. Az
allatokat konvencionalis allathazban 12 ora fény/12 6ra sotét ciklusban tartottuk. A
fényszakasz kezdete a Zeitgeber time (ZT) 0, mig a sotét szakasz ZT12 idOponttol
indult. A kisérletek kezdete eldtt az egerek korlatlanul (ad [libitum) hozzafértek a
taplalékhoz. Az 4llatokat 60-80 napos korban két csoportra osztottuk a
taplalékelérhetdség alapjan: az egyik csoport tovabbra is ad libitum jutott taplalékhoz
(AL), mig a masik csoportnal iddzitett etetést alkalmaztunk (TRF). A TRF csoport
szamara a taplalékot csak az aktiv fazisuk elsé 10 orajara tettiikk elérhetéveé (ZT12-
7ZT22) FeedTime (TSE Systems) iddzitett etetorendszer segitségével. A kisérleti allatok
¢s az elfogyasztott taplalék tomegét hetente mértiik. Annak érdekében, hogy
egereket taposoracson tartottuk. A megvaltozott taplalékelérhetdséghez négy hétig
szoktattuk az allatokat, majd ezt kovetden végeziik a kisérleteket.

Ahhoz, hogy a cirkadian ritmusra jellemzd valtozasokat jol kovethessiik, az Osszes
kisérletiinket 4 oras felbontasban végeztiik, igy a 24 oOra alatt 6 mérési idépont mar jo

indikétora a ritmikus folyamatok megvaltozasanak.
2. Mintavétel és RNS izolalas

Az éllatokat az adott kisérleti idOpontban cervicalis diszklokacioval terminaltuk,
majd eltavolitottunk két-két femurt és tibidt a csontveld vizsgédlatahoz, valamint mintat
vettiink a viszceralis zsirszovetbdl. A zsirszoveti mintat folyékony nitrogénben
fagyasztottuk, mozsarban térve homogenizaltuk, majd 500 pl TriPure® Isolation
Reagent-ben (Sigma) szuszpendaltuk fel. A csontokat az izolalas utan HBSS pufferben
tartottuk, majd 25 G méretl ti segitségével 4°C-os HBSS pufferrel dtmostuk, az igy
késziilt sejtszuszpenziot pedig 70 um-es sziirdn szirtiik at. Ez utan a mintat 500 g-vel 5
percig centrifugéltuk. Ezutan a vorosvértestek alacsonyabb ozmotikus rezisztencidjat

kihasznélva a sejtpelletet 30 méasodpercig 0,2%-0s NaCl oldatban szuszpendaltuk, ezzel
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hemolizaltuk az eritrocitakat. Ezutan az ozmotikus koncentraciot 1,6%-os NaCl oldattal
normalizaltuk. Ezt kdvetden ismét lecentrifugaltuk a sejteket, a pelletet pedig 500 pl
TriPure® Isolation Reagent-ben vettiikk fel. A mintdkat -80°C-on taroltuk. Az RNS
izolalast mind a csontveldi, mind az zsirszoveti mintdk esetén 100 pl kloroform
hozzaadasaval folytattuk. A mintdkat ezutdn vortexeltik, majd 10 percig
szobahOmérsékleten 850 rpm razattuk oket. Razast kovetden centrifugaltuk dket (4°C,
15 perc 12000 g), majd a legfeliil taldlhatdo vizes fazist elkiilonitettiik és azzal
dolgoztunk tovabb. 250 ul izopropanol hozzaadasa utan jra vortexeltiik, razattuk (10
perc, 850 rpm), majd centrifugaltuk (4°C, 10 perc 12000 g) a mintakat. A feliiluszot
leontottiik, a pelletet pedig kétszer atmostuk 800 pl 70%-os etanollal. Ezutan
centrifugaltuk (4°C, 5 perc 8600 g) a mintdkat, a pelletet pedig szaritottuk (50°C, 10
perc) ¢és 30 ul RNaz mentes vizben szuszpendaltuk fel. Az RNS koncentraciot

NanoDrop ® fotométer segitségével hataroztuk meg.
3. Komplementer DNS szintézis és valos idejii PCR

A cDNS-t mintanként 1pug RNS felhasznélasaval szintetizaltuk. Elsé 1épésben az
RNS mintdkat DNéazt (gDNA WipeOut — Quiagen) tartalmazo oldat hozzaadasaval
kezeltiik, igy eltavolitottuk a mintdk genomialis DNS-ét. Ezutan komplementer DNS-t
szintetizaltunk QuantiTect® Reverse Transcription Kit (Quiagen) kit segitségével a
gyarto utasitasai szerint. A valds idejii PCR (Light Cycler® 480 system - Roche) soran
meghataroztuk a per2, reverba, cxcll?2, tnfe, illp, ill18, nlrp3, leptin és adipszin relativ
génexpressziojat. Referenciaként az rplp0 haztartasi gént (riboszoma alegység)
hasznaltuk. Az alkalmazott primerek és TagMan hidrolizis probak szekvencidit az 1.
tablazat tartalmazza. A PCR reakcido 55 ciklusanak homérsékleti bedllitasai a
kovetkezdk: 95 °C 10 sec, 57 °C 30 sec,72 °C 1 sec, melyeket egy egyszeri 10 perces
inkubacio elézott meg 95 °C-on. Az eredmények értékelésekor a masodik derivalt
maximuma modszert alkalmaztuk, az értékelést pedig LightCycler® Relative

Quantification (Roche) programban készitettiik el.
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1. tablazat
A vizsgalt gének forward és reverse primereinek, illetve TagMan préobainak szekvenciai

gén szekvencia
forward 5’-CTCGCTTTCTGGAGGGTGTC-3’
rplp0 reverse 5’-AGTCTCCACAGACAATGCCA-3’
préba 5’FAM-TGCCTCGGTGCCACACTCCA-TAMRA3’
forward 5’-GCTTCCGCCCTGGAGTGT-3’
per2 reverse 5’-TCTCCTCCATGCACTCCTGAG-3’
préba 5’FAM-CAGCGGCTTAGATTC-MGB3’
forward 5’-GACCTTTCTCAGCACGACC-3’
reverba reverse 5’-CATCACTGTCTGGTCCTTCAC-3’
préba 5’FAM-CAAAGCGCACCATCAGCACCTC-TAMRA3’
forward 5’-CGCTCTGCATCAGTGACG-3’
cxell? reverse 5-TGAAGGGCACAGTTTGGAG -3’
proba 5’FAM-CTTGACGTTGGCTCTGGCGATGT-TAMRA3’
forward 5’-CCCTCCAGAAAAGACACCATG-3’
tnfa reverse 5’-GCCACAAGCAGGAATGAGAAG -3’
proba 5’FAM-CACAGAAAGCATGATCCGCGACG-TAMRA3’
forward 5’-TCCTGTGTAATGAAAGACGGC-3’
illp reverse 5’-ACTCCACTTTGCTCTTGACTTC-3’
proba 5’FAM-TTGGGTATTGCTTGGGATCCACACTC-TAMRA3’
forward 5’-GCCTCAAACCTTCCAAATCAC-3’
il18 reverse 5’-GTTGTCTGATTCCAGGTCTCC-3’
proba 5’FAM-TGCCATGTCAGAAGACTCTTGCGT-TAMRA3’
forward 5’-ATGGGTTTGCTGGGATATCTC-3’
nlrp3 reverse 5’-GCGTTCCTGTCCTTGATAGAG-3’
proba 5’FAM-AGAACCTGCTTCTCACATGTCGTCTG-TAMRA3’
forward 5’-AGCCTCACTCTACTCCACAG-3’
leptin reverse 5’-CCTCTACATGATTCTTGGGAGC-3’
proba 5’FAM-TCAGCATTCAGGGCTAACATCCAACT-TAMRA3’
forward 5’-CCTGAACCCTACAAGCGATG-3’
adipszin reverse 5’-CAACGAGGCATTCTGGGATAG-3’
préba 5’FAM-CCGGGTGAGGCACTACACTCTG-TAMRA3’

4. A CXCL12 koncentracié meghatarozasa a csontvelében €s a szérumban

Az egerekbdl eltavolitott csontok koziil az egyik femurt 1 ml PBS-sel mostuk at. A
mintat centrifugaltuk (4°C, 3 perc, 2300 g), majd a feliiluszot -80°C-on taroltuk, hogy a
folyadékban.

A szérumvizsgéalathoz izoflurdn narkdzisban a retro-orbitdlis vénds plexusbol
tivegkapillaris segitségével 1 ml vért nyertiink a kisérleti allatokbol. Az ¢jszakai
idopontokban a vérvételeket (ZT12-ZT24) monokrém vords fény mellett végeztiik,
hogy ne zavarjuk meg az egerek kornyezetében a fény-sotétség ciklust és ezaltal az
allatok cirkadian ritmusat. A vérmintdkat 1 6rdn  keresztiil inkubaltuk
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szobahdmérsékleten, majd 4°C-on 1500 g, 10 perc centrifugalast kovetden szeparaltuk a
szérumot, melyeket -80 °C-on taroltunk az ELISA vizsgélatokhoz.

A CXCL12 koncentraci6 meghatarozasahoz szendvics ELISA moddszert (R&D
Systems) alkalmaztunk. A csontveld esetében a mérési eredményeket a feliiluszo teljes

crer

segitségével hataroztunk meg.
5. Lép tomegének meghatarozasa

Az éllatokat az adott kisérleti idopontban terminaltuk, majd eltdvolitottuk a 1épet és

analitikai mérleg segitségével meghataroztuk a szerv tomegét.
6. Statisztikai elemzés

Az eredmények statisztikai értékelését Statistica szoftverrel végeztiik (version 13.5 —
StatSoft). A TRF ¢és AL csoportok testtomegének ¢s az elfogyasztott taplalék
mennyiségének Osszehasonlitdsara kétmintds t-probat alkalmaztunk. A relativ
génexpressziok, Iéptomeg, illetve a CXCLI12 koncentracidja esetében nem csak a
vizsgélati csoport, de az adott mintavételi id6pont hatasat is vizsgaltuk. Ezért a
csoportok kozotti kiilonbséget kétfaktoros ANOVA segitségével vizsgaltuk. A cirkadian
ritmussal rendelkezé fiziologias paraméterek napszaki valtakozéasai szinuszoid gorbét
vizsgaltuk. A Cosinor analizist kivitelezéséhez a Matlab R2021a (MathWorks)
programot hasznaltuk. A p<0,05 értékeket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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IV. Eredmények

1. Az iddzitett etetés hatasa a testtomegre €s a taplalékfelvételre

A célkitlizésben szerepld vizsgélataink megkezdése eltt eldszor ellendrizniink
kellett, hogy a taplalék hozzaférhetdség korlatozdsa nem jar-e kaldriamegvonassal,
ugyanis a kaloriarestrikcid egészségre gyakorolt pozitiv hatdsait, valamint szerepét a
gyulladasos folyamatok mérséklésében mar szamos irodalmi adat aldtdmasztja.>® Ezért a
négy hét soran hetente megmeértiik az egerek testtomegét ¢és az elfogyasztott taplalék
mennyiségét. Az elsd, illetve negyedik héten mért testtomegek atlagdban nem volt
szignifikans kiilonbség a TRF és az AL csoportok kozott (8/a abra). A hetente
elfogyasztott tap mennyiségét az egerek testtomegére vonatkoztattuk, melyben szintén
nem talaltunk kiilonbséget a csoportok kozott (8/b dbra). Az iddzitett taplalékelérés nem
valtoztatta meg a kisérleti allatok kaldriafelvételét, tehat a kisérleteinkben tapasztalt

hatasokért nem a kaloriarestrikcio felel6s.

a, bl
40 n.s. n.s. 1,2 n.s.
I éA 0,8
N o b
» 2 g
2 20 8
’ 5.
S 15 23
©n g 8 0’4
S 10 r
5 i
0 0
1. 4. 1.-4.
hét hét hét

8. abra
A Kkisérleti allatok testtomegének és a felvett taplalék mennyiségének alakulasa
(a) Az egerek testtomege a kisérletek 1. és 4. hetében. (b) A hetente elfogyasztott taplalék
testtomegre vonatkoztatott értéke a kisérletek 1. és 4. hetében. (atlag £ SD, n=75 AL, n=82 TREF,
kétmintas t-proba, n.s. = nem szignifikans, p>0,05) ZT=Zeitgeber time
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2. A TRF hatésa a viszceralis zsirszovet miikodésére €s a 1ép tomegére

a, A taplalkozas i1dozitése atallitja a zsirszovet molekularis 6rajat és erdsiti a

metabolikus ritmust

Irodalmi adatok alapjan az idozitett etetés hatasara a periférids Orak
atallitddhatnak a kiilonbozd szervekben.* Annak vizsgalatara, hogy a metabolikus
szabalyozasban kulcsszerepet jatszd viszceralis zsirszovetben is modosul-e az
oramiikodés TRF hatdsara, meghataroztuk az adipocitdkban a molekularis oszcillator
komponenseinek - per2 és reverba — relativ expresszidjat. Az eredményeink azt
mutatjdk, hogy a per2 mRNS mennyisége nagyobb amplitadoval oszcillal a TRF
csoportban (9/a és 10/a abrak), amellett, hogy a reverba kifejezddése koriilbeliil 1
oras faziskésést szenved (9/b és 10/b abrak). Ez 0sszességében arra utal, hogy az

etetés 1dOzitése atallitja a zsirszovet molekularis 6rajat.
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9. abra
A TREF hatasa az 6rakomponensek génexpresszidjara a viszceralis zsirszovetben
A per2 (a) és a reverba (b) relativ génexpresszioi a viszceralis zsirszovetben. (atlag £ SEM, n=3-9 AL,
n=6-11 TRF, egyfaktoros ANOVA, szignifikans id6 hatas,* p<0,05) ZT=Zeitgeber time

—
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Az éragének expressziojanak Cosinor analizise a viszceralis zsirszovetben
A per2 (a) és a reverba (b) relativ génexpresszios profijara illesztett cosinus gorbék. (n=3-9 AL, n=6-11
TRF, Cosinor analizis, * szignifikans cosinus gorbe illeszkedés p<0,05) ZT=Zeitgeber time

Emellett a leptin gén kifejez0dését is mértiik, hogy felmérjiik a taplalkozasi ritmus
hatasat az adipocitdk endokrin funkcidjara és a metabolikus ritmusra. A leptin
génexpresszidja — mely ismerten oOra altal kontrollalt - AL etetett egerekben bar
1dofiiggd (11. abra), nem mutat cirkadidn oszcillaciét (12. &bra), mig a TRF
csoportban az idofiiggés mellett (11. dbra) a cosinor analizis is szignifikans napszaki
ingadozast mutat (12. dbra). Az atlagos leptin kifejezodés pedig csokkent az iddzitett
etetés hatasara.

Eredményeink arra utalnak, hogy a molekularis oszcillator atallitdsan keresztiil
egy kifejezettebb metabolikus ritmus jon 1étre a TRF etetett allatcsoport viszceralis

zsirszovetében.
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11. abra

A TREF hatasa az leptin génexpresszidjara a viszceralis zsirszovetben
A leptin génexpresszidja a viszceralis zsirszovetben.(atlag + SEM, n=3-9 AL, n=6-11 TRF, egyfaktoros
ANOVA, szignifikans id6 hatés,* p<0,05) ZT=Zeitgeber time
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12. abra
A leptin expressziéjanak Cosinor analizise a viszceralis zsirszévetben
A leptin relativ génexpresszids profiljara illesztett cosinus gorbék. (n=3-9 AL, n=6-11 TRF, Cosinor
analizis, * szignifikans cosinus gorbe illeszkedés p<0,05) ZT=Zeitgeber time
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b, A taplalkozas iddzitése csokkenti a viszceralis zsirszovet lokalis gyulladésos

markereinek kifejezddését

A korabbi kisérleteink alapjan a TRF etetett egerekben alacsonyabb a gyulladés
mértéke rheumatoid arthritis modellben az AL csoporthoz képest. Ennek egyik oka
lehet, hogy mar az arthritis indukcidja eldtt is aktivaltabb allapotban volt az
immunrendszer és ez vezetett a sulyosabb tiinetekhez az AL csoportban. A zsirszovet
kapcsolatot teremt a metabolizmus €és az immunrendszer kozott és gyulladasos mediator
termelése nagyban hozzajarul a szervezet szisztémads inflammatorikus allapotahoz. Ezért
»Steady-state” allapotban végzett kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy a zsirszdvetben
hogyan valtoznak a lokalis inflammatorikus paraméterek. Vizsgaltuk a tnfa és az nlrp3
(13. 4bra) relativ kifejezddését. A zsirszovetben nagy szamban jelenlévé makrofagok
szintetizaljak az NLRP3 fehérjét, mely a metabolikus valtozasokra kiilondsen érzékeny
inflammaszoéma komponens. Aktivacioja pro-inflammatorikus citokinek felszabaduldsat
okozza, mint példaul az IL1S és IL18, emellett piroptézist indukal, mely egy
gyullad4sos stimulusra bekdvetkezd programozott sejthalal.’’ Eredményeink szerint

mind a tnfa , mind az nlrp3 kifejez6dés csokken TRF hatasara (13. abra).

a, ba
nfa nirp3

Relativ expresszio
Relativ expresszio

B AL = TRF H AL m TRF

13. abra
A TREF hatasa gyulladasos mediatorok génexpresszidjara a viszceralis zsirszovetben
A tnfa(a) és az nlrp3 (b) relativ génexpresszioi a viszcerdlis zsirszovetben (atlag + SEM, n=3-9 AL, n=6-
11 TREF, kétfaktoros ANOVA, szignifikdns csoport hatas ,* p<0,05) ZT=Zeitgeber time
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Ezért megvizsgaltuk a zsirszovet i/l és ill8 expresszidjat is, az ill8 kifejezddése

szintén alacsonyabbnak bizonyult a TRF csoportban (14/b dbra).

a, b’
i11p  ilIS

Relativ expresszio
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14. abra
A TRF hatasa az NLRP3 medialt interleukinek génexpressziojara a viszceralis zsirszévetben
Az illf (a) és il18 (b) relativ génexpresszioi a viszceralis zsirszovetben (atlag + SEM, n=3-9 AL, n=6-11
TREF, kétfaktoros ANOVA, csoport hatas ,* p<0,05) ZT=Zeitgeber time

Mivel a leptin ¢és a gyulladasos markerek expresszidjaban is kiilonbséget lattunk a
csoportok kozott, ezért a vizsgélatainkat az adipszin génexpresszidjanak mérésével
egészitettiik ki, ugyanis az adipszin a komplement kaszkad aktivaciojan keresztiil
fontos kapcsolatot jelenthet a zsirszovet mikodése és a gyulladasos folyamatok
kozott. Eredményeink szerint az adipszin génexpresszioja atlagosan alacsonyabbnak

bizonyult minden vizsgalati idépontban a TRF csoportban (15. abra).

adipszin

Relativ génexpresszio
(38}
1

1 5 9 13 17 21
ZT

m AL W TRF
15. abra
Az adipszin génexpressziéja a viszceralis zsirszovetben
Az adipszin relativ génexpresszidja alacsonyabb minden idépontban TRF csoportban.(atlag + SEM, n=3-9
AL, n=6-11 TRF, kétfaktoros ANOVA szignifikans csoport hatas,* p<0,05) ZT=Zeitgeber time
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Eredményeink bizonyitjdk, hogy a TRF csokkenti a zsirszovet gyulladasos
mediator termelését. Ez pedig felveti a lehet6ségét, hogy a szisztémas

inflammatorikus allapot is alacsonyabb szintli az AL csoporthoz képest.
c, A 1ép tomege csokken TRF hataséara

A szervezet gyulladdsos allapotanak vizsgélatara irodalmi adatok alapjan a 1ép
tomegének mérése megbizhaté modszer. Mar az alacsony szintli szisztémas gyulladés is
1ép megnagyobbodassal parosul.’®*°A fent részletezett eredményekkel egybevagoan a
TRF csoportban atlagosan alacsonyabb az allatok 1épének tomege, ami arra utal, hogy
az alapszintli gyulladas mértéke is kisebb ezekben az allatokban (16/a abra). Emellett a
cosinor analizis szerint az iddzitetten etetett egerekben kifejezettebb a 1éptomeg

valtozasanak napi ritmusa (16/b abra).
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16. abra
A 1ép tomegének vizsgalata
(a) A léptdmegek napi ingadozasa. (b) A 1éptdmeg napi ingadozasara illesztett cosinus gorbék. (atlag +
SEM, n=3-11 AL, n=4-13 TRF, kétfaktoros ANOVA, szignifikans idé hatas, * p<0,05, szignifikans
csoport hatas ** p<0,05, Cosinor analizis, *p<0,05) ZT=Zeitgeber time
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3. A taplalkozasi ritmus atallitja a csontveldi orat, de nem modositja a szovet

gyulladasos allapotat

Korabbi kisérleteink alatamasztjak, hogy a leukocitaszam ritmusanak amplitaddja
megnovekszik TRF hatasra, ezzel parhuzamosan pedig a fehérvérsejt alpopulaciok is
atrendezddnek. Ennek egyik magyarazata lehet, hogy megvaltozik a csontveld ritmusos
miikodése, mely a kidramlds és homing dinamikajat is modosithatja. Igy ennek
vizsgalatara tovabbi génexpresszids méréseket végeztiink csontveldi mintédkon.
Vizsgaltuk az oszcillator miikodését az orakomponensek - per2 és reverba -
kifejezddésének mérésével (17. abra). A per2 esetén kifejezettebbé valt az oszcillacio
amplituddja (17/a és 18/a abrak), a reverba expresszidjanak fazisa pedig koriilbeliil 3
oraval eltolodott az iddzitetten etetett csoportban (17/b €s 18/b abrak). Eredményeink

arra utalnak, hogy a viszceralis zsirszovethez hasonléan a csontvelében miikodo

molekularis oszcillator is atallitddik TRF hataséara.
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17. abra

A TREF hatasa az 6rakomponensek génexpressziéjara a csontvelében
A per?2 (a) és a reverba (b) relativ génexpresszioi a csontveldben. (atlag + SEM, n=3-8 AL, n=6-9 TRF,
egyfaktoros ANOVA, id6 hatés, * p<0,05) ZT=Zeitgeber time
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a, b,
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18. abra
Az dragének expressziojanak Cosinor analizise a csontveldben
A per2 (a) és a reverba (b) relativ génexpresszios profijara illesztett cosinus gorbék (n=3-8 AL, n=6-9
TRF, Cosinor analizis * p<0,05) ZT=Zeitgeber time

Ezutan megvizsgaltuk, hogy az 6ramiikddés megvaltozasa hozzajarul-e a gyulladasos
mutatok kifejez6désének modosulasahoz. A gyulladédsos allapot fokozodasa ugyanis
hozzajarulhat a mielopoézis serkentéséhez, ami magyarazhatna a korabbi kisérleteink
soran tapasztalt populacios atrendezddést, azaz a neutrofil granulocita és a monocita
sejtek ritmusanak erdsodését a periférian. Vizsgaltuk a tnfo, az nlrp3, az illf és az il18
kifejez6dését. Azonban - ellentétben a viszceralis zsirszovettel - a proinflammatorikus
citokinek kifejezddése a csontveldben nem mutatott szignifikans kiilonbséget a TRF és

AL csoport kozott (19. abra).
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19. abra
A TRF hatasa gyulladasos mediatorok génexpresszidjara a csontvelben
A tnfe (a), az nlrp3 (b), az il1 S (c) és az 1118 (d) relativ génexpresszioi a csontvel6ben. (atlag + SEM,
n=3-8 AL, n=6-9 TRF, egyfaktoros ANOVA, id¢6 hatas, * p<0,05) ZT=Zeitgeber time
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4. A TRF nem moédositja a CXCL12 kifejezddését a csontveldben

Tekintve, hogy a CXCLI12 kemokin az egyik kdzponti szabalyozdja a leukocitdk
csontveldi ki- és bedramlasanak, igy kifejezddését mind mRNS, mind fehérjeszinten
vizsgaltuk. A csontvel6i extracelluldris folyadékbdl 6 idépontban, mig a szérumbol ZT1
¢s ZT13 iddpontokban hataroztuk meg a fehérjekoncentraciokat. Meglepé moddon,
eredményeink azt mutatjak, hogy sem mRNS-, sem fehérjeszinten nincs szignifikans
kiilonbség a két csoport kozott (20. abra). Igy a periférian tapasztalt sejtszam- és

sejtosszetétel modosulasoknak nem a megvaltozott CXCL12 kifejezddés az oka.
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20. abra

A CXCL12 kifejez6désének napszaki ingadozasa
(a) A cxcll2 relativ génexpresszidja a csontvelében. (b) A CXCL12 koncentraciéja a csontvel6i
extracellularis folyadékban. (c¢) A CXCL12 koncentracidja a szérumban. (atlag + SEM, mRNS: n=3-8
AL, n=6-9 TRF, kétfaktoros ANOVA, Femur koncentracidé: n=5-10 AL, n=7-11 TRF, kétfaktoros
ANOVA, Szérum koncentracié: n=4-8 AL, n=3-11 TRF, kétmintas t-proba, p>0,05) ZT=Zeitgeber time
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V. Megbeszélés

A cirkadian ritmus szamos élettani mitkddést szabalyoz. Ennek megfelelden a ritmus
zavara szamos betegség kialakuldsanak lehet rizikofaktora, ilyenek példaul a
metabolikus zavarok ¢s a gyulladasos betegségek is. A tarsadalmi elvarasok, a modern
¢letstilus és a rendszertelen taplalkozas gyakran vezetnek cirkadian ritmuszavarhoz. A
valtott miliszakban végzett munka vagy a munkanapi és hétvégi alvasfazis kiilonbségek
miatt kialakul6 szocidlis jetlag a leggyakoribb exogén okai a cirkadidn ritmus miikodési
problémainak. A populacidé 70%-a szenved valamilyen cirkadidn ritmuszavarban
¢letének rovidebb vagy hosszabb szakaszaban. Ezért az immunrendszer cirkadian
szabalyozottsaganak vizsgalata kiemelten fontos. Kisérleteink célja az volt, hogy a
rendszertelen (ad libitum) taplalkozas miatt kialakult metabolikus ritmuszavar és az
1dozitett etetés segitségével normalizalt metabolikus ritmus immunrendszerre gyakorolt
hatasait 6sszehasonlitsuk.

Kérdésiink volt, hogy mi lehet az oka a kordbbi kisérleteink soran tapasztalt
mérsékeltebb iziileti gyulladasnak a TRF csoportban. Eredményeink arra utalnak, hogy
az elhizds és a metabolikus szindroma esetén tapasztalt emelkedett citokin szintek
hasonldan jelen vannak akkor is, ha az éllatok korlatlanul hozzaférnek a taplalékhoz és
a nap folyaman egy széles idéablakban veszik magukhoz a napi taplalékmennyiséget.
Mivel a bevitt kaldriamennyiség ¢és a testtomeg nem kiilonbozott az AL és TRF
csoportok kozott, igy a valtozasokért a taplalkozasi ritmus- ¢€s az ennek
kovetkezményeként atallt metabolikus ritmus kiilonbozdésége felelds. A viszceralis
adipocitdkban a pro-inflammatorikus citokinek génexpresszidja szignifikdnsan
alacsonyabb a TRF csoportban. A lokalis mutatokhoz hasonléan a Iéptomeg, mint
szisztémas immun- és gyulladdsos paraméter is atlagosan alacsonyabbnak bizonyult a
TREF etetett allatokban az AL csoporthoz képest, emellett a ritmusa is kifejezettebb. Az
eredményeink felhivjadk a figyelmet a metabolikus ritmus jelentéségére a metabolikus
zavarokhoz tarsuld gyulladasos allapotokban. Mivel példaul a metabolikus szindréma
esetén a pro-inflammatorikus citokinek emelkedett szintje magasabb kockazatot jelent

az atheroszklerozis, a diabétesz és a hipertonia szempontjabol, igy felmertiil a lehetdség,
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hogy az étkezés megfeleld idozitése kiegészitd elemként szerepelhet a gyogyszeres és
kalériacsokkentd terapia mellett.

Az 1dozitett taplalkozas kifejezettebb ritmust hozott létre a viszceralis zsirszovet
leptin expresszidjaban is, a génkifejezddés maximuma pedig az allatok aktiv fazisara
tehetd, ami taplalékfelvétel idejével azonos. A leptin pro-inflammatorikus hatdsaival
hozzajarulhat, hogy az immunsejtek aktivaltsdga az aktiv fazisban érje el a maximumat,
amikor a patogének megjelenése is valdsziniibb. Ennek megfeleléen a hormon
kifejez0dése a nappali szakaszban csokken, vagyis az allatok inaktiv fazisaban
alacsonyabb a TRF etetett allatok esetében. Ezzel ellentétben AL csoportban a leptin
szintje nem mutat robusztus ritmusos valtozast, hanem egy alland6, magasabb szintre all
be expresszidja. Ez felveti a lehetdségét, hogy a nappali szakaszban a magasabb leptin
szint fokozottabb immunsejt aktivitast tart fenn, ami Osszhangban lehet a korabbi
arthritis modell kisérleteinkben tapasztalt fokozottabb gyulladassal ad libitum etetett
egerekben. A leptin szamos in vitro vizsgalat soran aktivald hatdsunak bizonyult az
leukocitaknal, azonban szerepe a rheumatoid arthritis patomechanizmusaban jelenleg
még nem teljesen tisztazott. Azonban irodalmi adatok szerint megemelkedett
mennyisége Osszefiiggésbe hozhaté az izilleti karosodas alakulasaval.®® A
génexpressziondl tapasztalt megfigyeléseinket késobbi kisérleteinkben a leptin
fehérjekoncentracié meghatarozasaval is szeretnénk megerdsiteni.

Megfigyelésiink, miszerint az az adipszin (komplement faktor D) szintje atlagosan
alacsonyabbnak bizonyult TRF etetett allatokban minden id6pontban, szintén
alatdmasztja a metabolikus ritmus szerepét az immunrendszer szabalyozasdban. Az
irodalmi adatok arra utalnak, hogy az adipszin jelenléte nélkiilozhetetlen az iziileti
gyulladas 1étrejottében. Az adipszin moduldlja a gyulladasos modellben 6 effektor
funkciot ellaté neutrofil granulocitdk valaszreakcidjat, és hozzajarul a sejtek iziileti
fokozottabb iziileti gyulladashoz hozzajarulhat az adipszin megndvekedett szintje is.

A korabbi projektiink soran az arthritis akut fazisat modelleztiik a K/BxN szérum-
transzfer arthritis segitségével, de a késdbbiekben vizsgalni szeretnénk a TRF hatésat a
kronikus iziileti gyulladas lefolyasara is.> Emellett terveink kozott szerepel, hogy

hosszabb id6tartamu TRF hatasat is vizsgaljuk. Reményeink szerint ezek a kisérleteink
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hozzajarulnak ahhoz, hogy pontosabb képet kapjunk az iddzitett taplalékfelvétel
hosszabb tavu anti-inflammatorikus hatasair6l.

Az adipokinek ¢s a gyulladdsos medidtorok esetében detektalt valtozasok oka nagy
valoszinliséggel a zsirszovet periférias orajanak modosult miikodése lehet. A TRF etetés
mind a zsirszovetben, mind a csontveldi sejtekben atallitotta az dramiikddést, amit az
orakomponensek kifejezddésének ellendrzése bizonyitott. Eredményeink azt mutatjak,
hogy a per? ritmusanak amplitidoja kifejezettebb, mig a reverbo tazisa eltolodik az
idozitett etetés hatdsdra mindkét szovettipusban. Ennek hatterében olyan
mechanizmusokat feltételeziink, melyek sordn a molekularis 6ra komponenseinek
poszttranszlacios modositasai érvényesiilnek. Erintett lehet a szervezet jelatviteli
rendszerében kdzponti szerepet jatsz6 mTOR kinaz és a szignaltranszdukcids Gtvonala
(mTORC1), ami megfeleld energiaellatottsag (taplalkozas) esetén szamos fehérjét
foszforilal. Képes indirekt modon moduldlni PER2 fehérjét®®, ami a visszacsatolasi
hurkon keresztiil befolyasolja a molekularis oszcillator kdzponti fehérjéit (CLOCK-
BMALI komplex). Ehezésben az AMPK utvonal aktivacidja jellemz6, mely a CRY
repressziv hatdsast a CLOCK-BMALI komplexre, ezaltal tobb orakomponens
kifejez8dése serkentddhet, ilyen példaul a REVERBa is.** Az is elképzelhetd, hogy az
oragének expresszidjanak valtozadsa Onmagaban hatast gyakorol a hemopoézisre a
sejtciklus  befolyasolasan keresztiil.®> Azonban ezek tisztizdsa a mi kisérleti
rendszeriinkben még tovabbi vizsgalatokat igényel.

Erdekes és meglepé eredményiink, hogy a per2 csontveléi expresszidjanak fazisa
mind a két csoportban ellentétes (antifazisban mikodo) oszcillaciot mutat az
irodalomban leirt tobbi szovetben mérhetdhdz képest. Irodalmi adatok alapjan a
periférias szovetekben (pl. m4j, vese, vékonybél) a ZT12-ZT16 kozotti intervallumra
tehetd a per2 expresszidjanak maximuma.®® Ennek megfeleléen az adipocitdkban
altalunk mért maximum ZT13-ra esik. Azonban a csontvel6i per2 kifejez6dés ZT1-ben
éri el a maximumat, vagyis abban az idopontban, amikor a tobbi szovetben a minimum
mérhetd. Ennek a megfigyelésnek a hattere egyeldre ismeretlen. Azonban szdmitasba
kell venniink, hogy a csontveldi sejtek izolalasakor nem kiilonitettiik el a hemopoetikus

0s- ¢és progenitor sejteket a tobbi populacidtdl, vagyis expresszids vizsgalataink
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kiterjednek valamennyi csontveldi sejttipusra (mieloid ¢és limfoid vonal sejtjei,
adipocitak). Példaul a mononuklearis immunsejtek oragénjeinek expresszidja jelentds
oszcillaciot mutat a nap folyaman, de a neutrofil granulocitdk intrinsic éramiikodése

represszalt.5’

De az is ismert, hogy az intenziven osztodd sejtek oOramiikddése
megvaltozik. Ennek kdszonhetden a valds idejii PCR vizsgalatok soran egy ,.eredd”
eredményt kaptunk az adott id6pontban a csontvelében jelenlévd sejtek oragén
novekedése és a reverba faziseltolodasa nagyobb mértékii a csontveldben, mint a
viszceralis zsirszovetben. Az, hogy a csontveldi esetén ismertetett Oramiikodés
valtozasokhoz mely sejtek jarulnak hozza, a késobbi kisérleteink soran sejtszeparacios
modszerekkel (FACS sorting) szeretnénk vizsgalni.

Korabbi vizsgélataink alapjan az a kérdés is felmeriilt, hogy milyen folyamatok
jarulhatnak hozza a periférias leukocitaszamban tapasztalt novekedett oszcillacidhoz a
TRF csoportban. A kérdés megvalaszolasara az egyik legjelentdsebb vizsgalatunk a
CXCLI12 valtozasanak mérése volt, hiszen ez az egyik f6 szabalyoz¢ faktor, melyet a
cirkadidn ora reguldl ¢és amely nagymértékben meghatarozza a csontvel6bdl a
perifériara aramlo (illetve visszaaramlo) leukocitdk szamat a nap folyaman. Mivel a
csontvel6i hemopoetikus niche-ben fellelhetdk leptin receptor pozitiv sztromasejtek, a
viszceralis zsirszovetben pedig jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk a leptin
expresszidjaban, igy feltételeztilk, hogy ez hatdst gyakorolhat a CXCLI12
felszabadulasara is. Ez pedig hozzajarulhat a leukocitaszam oszcillacio kiilonbségéhez
TRF és AL csoport kozott. Azonban a génexpresszio €s a fehérjekoncentraciok mérési
eredményei alapjan a CXCL12 termelddésére nincs jelentds hatdsa az idozitett
etetésnek, igy a leukocita vandorlads médosulasahoz méas mechanizmusra van sziikség. A
csontveldi eredetli szabalyozas masik formaja lehet a granulopoézis intenzitdsanak
modosulédsa is. A granulopoézist tobbek kozott a megnovekedett lokalis gyulladasos
mediator szintézis is ndveli, azonban kisérleteink alapjan a csontvelében nem valtozik
az inflammatorikus mediatorok szintje az etetéstdl fliggéen. Azonban a granulopoézis
szabalyozasa megvalosulhat a bél mikrobiom moddosulasdn keresztiil, ami mind
Osszetételében, mind pedig mennyiségében cirkadian ritmust mutat.®® Irodalmi adatok

alapjan a taplalék oOsszetétele mellett az idozitett taplalkozas is noveli a bélflora
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diverzitasat.®” A bélnyalkahartya lamina propriajaban talalhatd Treiper] 7 sejtek szama is
napi ingadozist mutat és IL-17 termelésiik a mikrobiom Osszetételétdl is fiigg.”® A
keletkezd IL-17 kozvetleniil stimulélja a G-CSF termelddését, ami fokozza a csontveldi
mieloid prekurzorok differencidlodasat a granulocita és makrofag sejtvonalak iranyaba,
tehat fokozza a granulopoézist.”! Jelenlegi kisérleteink soran ezért a Peyer-plakkokban
¢s a bél epithéliumban talalhatdé immunsejtek oOramiikddését, /17 expresszidjat,
valamint a mikrobiom Osszetételének valtozasat vizsgaljuk.

A leukocitaszdm oszcillacié masik f6 szabalyozoja az aktiv fehérvérsejtek szovetek
koz¢ véandorlasa. Laborunk ezen folyamat szabalyozd szerepét is vizsgalta, az ezzel
kapcsolatos eredményeink Kisiczki Armin rektori palyamunkajiban keriilnek
bemutatasra. Vizsgalataink sordn elkiilonithetéek a tiidészovetben a marginalt
leukocitédk, illetve az intersticialis fehérvérsejtek. Eredményeink szerint a TRF hatassal
van a leukocitdk marginécids képességére, melynek a csokkent marginacids neutrofil
granulocita- és szoveti makrofdg populacid a kovetkezménye. A migracios képesség
valtozasat alatdmasztja, hogy a TRF etetett csoportban csokken a neutrofil granulocitak
¢s monocitadk adhéziés molekula- ¢és kemokin receptor (CD62L, CD29, CXCR2,
CXCR4, CDA49d) expresszidja. Ezen méréseink szintén alatdmasztjdk a TRF anti-
inflammatorikus hatdsat. Azonban annak vizsgélata, hogy pontosan mi okozhatja a
leukocita sejtek funkcionalis valtozasat, még jelenleg is zajlik.

A TRF hatdsait magas zsirtartalma tappal etetett alatokon is vizsgéaljuk. Az
ugynevezett High-Fat Diet (HFD) a kisérleti allatok jelentés metabolikus zavarat
okozza. A zsirszovet megnovekedett térfogata miatt kronikusan magas leptin
koncentracié a leptin-receptorok deszenzitizicidjaval jar.”> Azonban leirtak, hogy ha
HFD ad libitum etetés kovetkeztében elhizott és diabéteszes egereket TRF taplalasra
allitanak, akkor visszafordithaté az allapotuk.” Javul az 4llatok gliikoztolerancidja, lipid
panele, csokken a testsulyuk ¢és javul a testdsszetételiik is. Az iddzitett etetés protektiv
tényez0 az obezitas kialakulasaban a magas zsirtartalmu diéta esetén is, annak ellenére,
hogy a bevitt kaloria ugyanannyi, mint az ad libitum csoportban. Mivel HFD esetén a
TRF szembetlinObb valtozasokat okoz a metabolikus mutatokban, igy a gyulladasra és
leukocitavandorldsra is kifejezettebb hatast gyakorolhat, mely segitheti a szabalyozé

faktorok azonositasat.
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Reményeink szerint a bemutatott, és a jelenleg is zajlo kisérleteink eredményei
ravildgitanak arra, hogy a szabdlyos cirkadian ritmus fenntartdsa mellett a
taplalékfelvétel megfeleld 1dozitése legalabb annyira fontos, mint a taplalék mindsége.
A TRF csokkenti a gyulladas mértékét és a pro-inflammatorikus citokinek szintjét, igy
megfeleld kiegészitése lehet a gyodgyszeres terdpianak a kiilonboz6é gyulladisos és
autoimmun megbetegedések esetén. Példaul a rheumatoid arthritis kezelése soran a
progresszio lassitdsara az immunszuppresszans hatdanyagok mellett biologiai terapiat is
alkalmaznak. Ennek részét képezik az anti-citokin gyodgyszerek, mint a TNF-a
(etanercept, infliximab) és az IL-6 inhibitorok (tocilizumab), melyek jelentds
mellékhatasokat okozhatnak. Ilyen mellékhatasok példaul az infekciok a
szivelégtelenség és a malignus transzforméciok.”* Ha TRF hatasra ezen citokinek szintje
akar kis mértékben is csokkenthetd, akkor kisebb dozisban adhatok a gyogyszerek,
csokkentve a mellékhatasok megjelenésének kockazatat. Az iddzitett taplalkozassal a
cirkadidn ritmus amplitiddja is ndvelhetd, igy stabilabb oszcillaciét mutatnak a
gyulladasos molekuldk is, amivel pontosabban id6zithetjiik a terapids beavatkozast, ez
pedig novelheti a kronoterdpia hatékonysagat.”> Nem utolsd sorban, az iziileti
gyulladdsos modelliinkben tapasztalt TRF etetéssel elért gyulladadscsokkentés arra utal,
hogy a betegség tiinetei is enyhithetdk egy megfeleld taplalkozasi ritmussal. Kiilon
kiemelendd, hogy az altalunk bemutatott TRF protokoll egy kiegyenstlyozott, hosszi
tavon fenntarthatd taplalkozasi ritmust modellez, mely a gyulladdsos folyamatok

mérséklésén keresztiil fontos prevenciods eszkoz lehet.
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VI. Kovetkeztetések

1. Eredményeink szerint az idézitett etetés atallitja a viszceralis zsirszdvet €s a

csontvelO oramukodését.

2. Az iddzitett etetés erdsiti a leptin expresszid napi ritmusat, mig az atlagos
expresszidjat csokkenti. Emellett az adipszin kifejez6dését minden vizsgalt

idépontban csokkenti az AL etetéshez képest.

3. A TREF hatasara csokken a gyulladdsos mediatorok kifejezodése a viszceralis

zsirszovetben, mely mérsékelheti a szovet gyulladasos allapotat.

4. A 1ép tomegének csOkkenése arra utal, hogy a szisztémas gyulladasos allapot

is mérsékeltebb a TRF csoportban.
5. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a leukocitaszam ritmusanak

amplitido novekedését nem a csontveldi eredeti CXCL12 medialt

szabalyozas megvaltozasa okozza.
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VII. Osszefoglald

Bevezetés: A cirkadian 6ramiikddés egy adaptaciés mechanizmus, mely lehetdvé
teszi, hogy az ¢€l6lények alkalmazkodjanak a kornyezet ritmusos valtozasdhoz. Az o6ra
szabalyozd ingerei koziil a fény a legfontosabb, de a taplalkozas idézitése is jelentds
ritmusmodulalé hatast fejt ki a periférids ordkra. Az éramiikodés kovetkeztében szadmos
fiziologias miikodés ritmusos, tobbek kozott az immunrendszer miikodése és a
metabolikus funkciok is. Vizsgalataink kozéppontjaban a két emlitett rendszer
kolcsonhatasai allnak, hiszen szamos kisérletes és klinikai tapasztalat tdmasztja ala,
hogy a metabolizmus zavara negativ hatast gyakorol az immunrendszerre és a
gyulladasra. Azonban arr6l nincs informécionk, hogy a metabolikus ritmus hogyan
modositja az immunrendszer oszcillalé mikodését.

Célkitiizés: Korabbi kisérleteink alapjan a taplalékfelvétel idozitése csokkenti a
gyulladds mértékét autoimmun iziileti gyulladasos egérmodellen, illetve noveli a
leukocitaszdm ritmusanak amplitidojat a vérben. Ennek fényében, jelenlegi
vizsgalatainkkal arra kerestiik a valaszt, hogy az iddzitett etetés és az igy felerdsitett
metabolikus ritmus hogyan befolydsolja a leukocitdk vandorlasat ,steady-state”
allapotban.

Modszerek: A egyik vizsgalati csoportban az allatok a nap folyaman korlatlanul - ad
libitum — hozzéafértek a taplalékhoz, mig a masik csoport csak az aktiv fazis elso tiz
orajaban taplalkozhatott (time-restricted feeding=TRF). Az AL etetés a metabolikus
ritmus ellaposodasat idézi eld, a TRF viszont erdsiti azt. A megvaltozott taplalék
elérhetéséghez négy hétig szoktattuk az allatokat. Vizsgaltuk a viszceralis zsirszovetben
a gyulladdsos mutatok (tnfe, ill S, il18, nlrp3), a leptin és az adipszin, illetve a per2 és a
reverba oOragének napi relativ génexpresszidjat. Emellett mértiikk a 1éptomeget, mint
szisztémas inflammatorikus mutatét. A csontveldben szintén meghataroztuk a
gyulladdasos markerek €és az oragének relativ génexpressziojat ¢és meghataroztuk a
csontveldi homing kdzponti szabalyozojanak (CXCL12) a kifejezddését.

Eredmények: TRF hatasdra moédosult a per2 ritmusanak amplitidoja és a reverba
ritmusanak fazisa a viszcerdlis zsirszovetben és a csontvelOben is. A zsirszovetben a

vizsgalt gyulladasos mutatok relativ génexpresszidja atlagosan alacsonyabb a TRF
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csoportban, mig a csontvel6ben nem detektalhatd kiilonbség a csoportok kézott. A TRF
csoportban kisebb 1ép tomeg mérhetd. A CXCL12 koncentracidja azonban sem mRNS,
sem fehérjeszinten nem mutat kiilonbséget a két csoport kozott.

Kovetkeztetés: Eredményeink arra utalnak, hogy az idozitett etetés atallitja a
viszceralis zsirszovet és a csontveld oOramiikddését. Vizsgalataink alapjan a TRF
csoportban detektalt kifejezettebb leukocitaszdm oszcillacié hatterében nem a
csontvel6i eredeti CXCL12 medialt szabalyozas all. Azonban a TRF etetett allatokban
a gyulladasos mediatorok, valamint a leptin €s az adipszin szintje is csokken a
zsirszovetben, mely hozzdjarulhat a gyulladasos allapotok tlineteinek és a leukocitdk
aktivaltsaganak csokkentéséhez. Ezt tdmasztja ala a TRF csoportban detektalt 1éptomeg

csokkenés is, mely szisztémas anti-inflammatorikus hatast jelez.
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VIII. Summary

Introduction: Circadian rhythm is a crucial factor of adaptation by which organisms
adjust their physiological processes to the daily environmental changes. The most
important synchronizer stimuli is light, but timing of food intake influence the
peripheral clockwork as well. The circadian clock has impact on many physiological
processes such as metabolism and immun functions. Although numerous
epidemiological and experimental data support the tight interaction of metabolism with
both the immune functions and the circadian clock, it is still poorly understood how
metabolic thythms driven by rhythmic feeding affect the immune system.

Aims: Our previous investigations showed that timing of food intake reduces
inflammation in a mouse model of rheumatoid arthritis, and increases the amplitude of
the oscillation of the peripheral leukocyte counts. To investigate the underlying
mechanism, our next experiments focused on the effect of time restricted feeding on
inflammatory processes and leukocyte trafficking under steady-state conditions.

Methods: Two feeding groups were created: time restricted feeding (TRF), where
food intake was limited to the first 10 hours of the active phase of mice, and ad libitum
(AL), where food was available during the whole day. After four weeks of conditioning,
gene expression of proinflammatory markers (tnfe, illf, ill18, nlrp3) and adipokines
(leptin, adipsine) were determined in visceral adipose tissue. To investigate the
molecular clock of the tissue, expression of clock genes (per2 és a reverba) were
measured as well. Spleen weight - an indicator of systemic inflammation — was also
determined. Gene expression of proinflammatory citokines and clock genes in the bone
marrow was measured as well. To investigate leukocyte homing and rhythmic bone
marrow activity, changes in the concentration of the CXCL12 chemokine were
determined in both the mRNA and the protein levels.

Results: TRF increased the amplitude of per2 expression, whereas reverba
oscillation was phase shifted in visceral adipose tissue and bone marrow. In the adipose
tissue, the relative gene expression of the inflammatory markers was lower in the TRF

group, whereas no difference could be detected in the bone marrow. The spleen weight

48



was reduced in the TRF group. However, the concentration of CXCL12 does not show
any difference between the two groups.

Conclusion: Our results suggest that time restricted feeding entrains the molecular
clock of visceral adipose tissue and bone marrow. Our findings suggest that the
prominent amplitude increase of leukocyte counts detected in the TRF group is not
related to the bone marrow-derived CXCL12. However, reduced levels of inflammatory
mediators may contribute to the decrease of inflammatory processes and impairs

leukocyte activation in the TRF group.
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