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1. BmALL, CLock ES AA-NAT GENEK CIRKADIAN EXPRESSZIOS MINTAZATANAK

VIZSGALATA IN VIVO CSIRKE RETINABAN ES TOBOZMIRIGYBEN

A palyazatban eldirt feladatok kozll elsdként sajat tervezésl primerekkel sikeresen
beallitottuk a csirke Bmall, Clock és AA-NAT mRNS szintek kvantitativ méresére
alkalmas RT-multiplex PCR mddszeriinket. Ezt kovetden 1 hétig 14 6ra fény/10 éra
sOtét periddusban (Zeitgeber idd /ZT/ szerint 0 és 14 Ora kdzott volt a fény periddus,
reggel 6 oratdl kezdddden) tartott 3-6 hetes csirkek retinajabol és tobozmirigyébdl 24
Ora alatt 2 0Orés idokozonként total RNS-t izolaltunk, majd elvégeztik a fentiekben
emlitett gének expresszids mintazatanak kvantitativ analizisét. Eredményeink szerint
a cBmall mRNS szint cirkadian ingadozdst mutatott mindkét szervben, melynek
maximuma ZT 8 és ZT 10 kdzé esett megeldzve az cCAA-NAT expresszio csucsat (ZT
16). A cBmall és cAA-NAT mRNS szintek napi valtozéasa kb. 10-szer nagyobb volt a
tobozmirigyben, mint a retinaban. A cClock gén expresszidja nem mutatott jol
detektalhatd ritmicitast sem a retindban, sem a tobozmirigyben. Az 1 napra konstans
sOtétbe vagy vilagosba helyezett csirke retindjaban és tobozmirigyében nem valtozott
a cBmall és cAA-NAT expressziok iddbeli lefolydsa, ugyanakkor 1 hét mulva az cAA-
NAT gén expresszios mintazata eltolddott, mig a cBmall gén aktivitdsa nem mutatott
jelentds valtozast a normal megvilagitasban tartottakhoz képest. Eredményeink szerint
az Oragének mellett a kornyezeti fényviszonyok is szerepet jatszanak az cAA-NAT
génexpresszio szabalyozéasiban. A témakorbdl egy nemzetkozi folyoiratban publikalt
kdzlemény és két citalhatd elGadas absztrakt jelent meg: Toller G. L. és mtsai., J. Mol.
Neurosci., 28: 143-150, 2006; Rekasi Z. és Toller G., Clinical Neuroscience, 56(S2):

74, 2003; Rekasi Z. és mtsai., Orvosi Hetilap, 145(S3), 1102-1103, 2004.
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2. cBmaLl ES CAA-NAT GENEK CIRKADIAN EXPRESSZIOS MINTAZATANAK

VIZSGALATA IN VITRO CSIRKE RETINABAN ES TOBOZMIRIGYBEN

Az eldzd OTKA palyazatunk soran kifejlesztett, szuperfluzids rendszerben tartott
sejtekbdl torténd RNS izolalasi technikat alkalmaztuk csirke retina és tobozmirigy
sejtek génexpresszids mintazatanak mérésésre kombinalva egy masik korabbi OTKA
palyazatunkban beallitott melatonin (MT) radioimmunosassay-vel. A tuléld
tenyészetben 10 6ra feny/14 dra sotét (ZT szerint O és 10 6ra kdzott volt fény periddus
reggel 7 6réatol kezdddden) periddusban tartott tobozmirigy sejtek MT szekrécidja
diurndlis ingadozast mutatott a sotét periodus kézepén ZT 17 korili maximummal,
mely egybeesett az CAA-NAT génexpresszid idBbeli csucsaval. A cBmall mRNS szint
viszont mar ZT 8 koril elérte maximalis értéket, majd csokkeni kezdett. Hasonld
dinamikat kaptunk a retina sejtek diurnalis génexpressziojat illetéen is a vizsgalt
génekre nézve, azonban Kkisebb mértékii ingadozést lattunk a tobozmirigyben
tapasztaltakhoz képest. A retina sejtek MT szekrécidjanak szuperfuzids rendszerbol
valé mérése azonban elére nem vart metodikai nehézségekbe Utkozott a rendkivil
alacsony MT szekrécid miatt (a retina sejtek MT szekrécidja in vitro 10-30x
kisebbnek bizonyult, mint in vivo, melyrél nem allt irodalmi adat rendelkezéstinkre
elétte), ezért csak a tobb retina sejtet tartalmazhatd statikus szdvettenyészto
rendszerbdl mértiink sikerrel MT szekréciot. Eredményeink arra utaltak, hogy a
cBmall g@gén terméke jelentds szerepet jatszhat az CcAA-NAT expresszid
szabalyozasaban, igy tovabbi transzfekcios antisense Kkisérleteinket ez iranyban
terveztiik. A témakorbdl egy nemzetkdzi folydiratban megjelent publikacio készlilt:

Toller G. L. és mtsai., J. Mol. Neurosci., 28: 143-150, 2006.



3. TRANSZFEKCIOS KISERLETEK ANTISENSE LOCKED NUKLEINSAV TARTALMU
OLIGONUKLEOTIDOKKAL A CBMAL1 ORAGEN MELATONIN SZEKRECIORA KIFEJTETT

HATASANAK VIZSGALATARA SZUPERFUZIOS RENDSZERBEN

A madarak retina és tobozmirigy sejtjei, a pinealocitdk pacemaker (Gragén)
aktivitdssal és fényérzékeny receptorral rendelkeznek, melyekbdl éjszaka MT
szabadul fel a kornyezeti fényviszonyok sotét fazisanak  hormonalis
manifesztacidjaként. Kordbbi vizsgalataink szerint az oragének kozul a cBmall
cirkadian mintazattal egyutt expresszalddik retina sejtekben és pinealocitakban az MT
szekrécio kulcsenzimével, a szerotonin-N-acetiltranszferazzal (CAA-NAT), valamint a
BMALL1 transzkripcios faktor kotéhelye megtalalhatd az cAA-NAT gén promoterében.
Kevéssé tisztazott, hogy a cBmall dragén milyen szerepet jatszik az CAA-NAT
génexpresszio szabalyozasaban. Kisérleteinkben két antisense, a cBmall mRNS start
kodonjat magaba foglalé locked nukleinsav (LNS) tartalmu oligonukleotiddal
transzfektaltunk csirke pinealocitakat szuperfuzidés rendszerben, majd 54 Oran
keresztul monitoroztuk az MT szekrécidt, illetve a végén megmértilk a cBmall és
CAA-NAT mRNS szinteket RT-multiplex PCR segitségével. Eredmenyeink szerint
mind az RNaz H aktivitds indukaldsara, mind a transzlaciés masinéria blokkolasara
tervezett antisense LNS tartalm( oligonukleotid szignifikansan redukalta az MT
szekréciot, mig az invert szerkezetii, a csirke cBmall mRNS-sel nem komplementer
LNS tartalm( oligonukleotidok nem okoztak lényegi valtozast. Mindkét antisense
LNS tartalmi oligonukleotid jelentésen gatolta az CAA-NAT expressziojat, de csak az
RN&z H aktivitast induk&ld LNS tartalm( oligonukleotid volt képes csokkenteni a

cBmall mRNS szintjét. Adataink bizonyitékot szolgalnak arra, hogy a cBmall éragén



(és feltehetéen fehérje terméke, a cBMALL) serkentd hatdsi az CcAA-NAT
génexpressziojara és a kovetkezményes MT szekrécidra. Elséként alkalmaztunk
szuperfuzids rendszert transzfekcios kiserletekben, melyben minimalizalhaté a
transzfekcidos elegy toxicitasa, és folyamatosan monitorizalhatd a transzfekcio
hatékonysaga. Reményeink szerint a szuperfluzidés rendszerben mas endokrin
szoveteken is sikerrel lehet transzfekciot elvégezni, viszont sajnalatos modon a retina
sejtek alacsony MT szekrécioja miatt az MT monitorozasa lehetetlen volt
szuperfuzids rendszerbsl. Eredményeinket ezért tobozmirigy sejtek transzfekcidjaval
értlik el szuperf(zios rendszerben, de a korabbi adataink alapjan valdszintsithetd,
hogy a retinasejtekben is hasonl6 szabalyoz6 mechanizmus létezik az endogén Orat
tekintve. A témakdrbdl egy nemzetkdzi folydiratban publikalt kdzlemény és egy
citalhato eldadas absztrakt jelent meg: Rekasi Z. és mtsai., Mol. Cell. Endocrinol.,

249: 84-91, 2006; Rekasi Z. és mtsai., Clinical Neuroscience, 58(S1): 80, 2005A.

4. A DOPAMIN A D2-RECEPTORCSALADON KERESZTUL GATOLJA AZ EJSZAKAI

MELATONIN SZEKRECIOJAT CSIRKE RETINABAN

A gerincesek retinajaban a dopamin (DA) a legfontosabb katekolamin, ahol
neuroregulator/neurotranszmitter szerepe van. A madarak retinajaban - hasonloan a
tobozmirigyhez, 6sszegzddik a pacemaker (6ragén) aktivitas és a photoreceptor
funkcio, melynek kovetkeztében a kdrnyezeti fényviszonyok hormonalis jellé
alakulnak &t, mely a sotét fazisban termel6dd MT formajaban nyilvanul meg.
Feltételezések szerint a retindlis MT lokalis neuromodulatorként hat a retina

dopaminerg neurotranszmisszidjat gatolva. Kevésbé ismert azonban, hogy a DA



befolyasolja-e az MT szekréciodjat, és mely receptorokon keresztill. Kisérleteinkben
egyrészt megvizsgaltuk a retinalis MT szekrécidé kulcsenzimének, a CcAA-NAT
circadian génexpresszids mintézatat in vivo, 0Osszehasonlitva ugyanazon allat
tobozmirigyével. Méasrészt 0.n. eye-cup modellen tanulményoztuk a két nagy DA-
receptorcsalad (D1 és D2) szerepét a circadian MT ritmus szabalyozasaban in vitro.
Az cAA-NAT génexpresszio mértékét 2 oranként vett mintakbol RT-multiplex PCR-
ral hatadroztuk meg, mig az MT szinteket radioimmunoassay-vel mértik a
szOvettenyészt6 médiumbdl. Eredményeink szerint a retindlis cCAA-NAT expresszio
diurndlis ritmicitast mutat, melynek maximuma a sotét fazis kezdete utan 2 oOréval
jelentkezik, hasonl6an a tobozmirigyhez, és a vilagos fazis értékéhez képest 3-szoros
emelkedést mutat. In vitro koértlmények kozott az MT szekréciod a sotét fazisban kb.
1.8-szorosa a vilagos fazis értékeinek. A D2-receptorcsalad agonista quinpirol (1 pM)
szignifikansan csokkentette a sotét fazisban tapasztalhatd MT szekrécio emelkedést
(P<0.05), mig nem befolyasolta a nappali MT szekrécid mértékét. A D1-
receptorcsalad agonista SKF 38393 (1 uM) hatastalannak bizonyult az MT
szekrécidra mind sotét, mind vilagos fazisban. Adataink alapjan a csirke retinajaban a
DA gatlé hatast fejt ki az MT szekrécidra (kdlcsonds negativ feed-back), mely
elsésorban a D2-receptorcsalddon keresztill érvényestl. A témabol egy idézhet6
eléadas kivonat jelent meg: Rekasi Z. és mtsai., Clinical Neuroscience, 58(S1): 80,

2005B.

5. Az ORAGENEK EXPRESSZIOJA CSIRKE NUCLEUS SUPRACHIASMATICUS

NEURONJAIBAN



A pélyazat utols6 évében a madarak bels6é 6rajanak harmadik komponensét, a
hipotalamikus nucleus suprachiasmaticus (SCN) génexpresszios mintazatat kezdtik el
vizsgalni. Ehhez el6szor a Palkovits professzortdl elsajatitott punching technikaval (a
punching ti ugyancsak Palkovits professzor adoménya volt) mintat gyijtéttink 1
hétig 14 dra fény/10 6ra sotét periddusban (fény kezdete reggel 6 orakor) tartott 3-6
hetes csirkék hipotalamuszabdl 24 ora alatt 2 6ras idokdzonként, majd total RNS-t
izolaltunk. A fentiekben emlitett gének expresszids mintazatanak kvantitativ analizise,
és a tobbi oszcillator kdzpont SCN-re valé hatdsanak vizsgalata azonban még
folyamatban van, mert a pélydzat pénzkeretének csokkentésevel nem &llt megfelelé

molekularis bioldgiai kit rendelkezésilinkre a vizsgalatok elvégzéséhez.

6. GHRH ANTAGONISTAK RECEPTOR SPECIFIKUS HATASAINAK TESZTELESE

DISZPERGALT TOBOZMIRIGYSEJTEKEN

Hasonldan korabbi vizsgélatainkhoz (Rékasi és mtsai PNAS, 2000) a palyazatban
szereplé diszpergalt tobozmirigysejtek talélé tenyészetét hasznalhattuk az
antiproliferativ. GHRH antagonistdk endokrin hatésénak karakterizalasara is. A
tobozmirigysejtek ugyanis VPACL receptort expresszalnak, igy az antagonistak VIP-
szerii hatasai jOl tesztelhetok a szuperflzids rendszerben, melyek hasznosithatok
voltak human prosztata daganatsejtvonal proliferacidjdnak gatlasédban is. Ezen
eredményeinket felhasznaltuk egy nemzetkozi kézlemenyben és két idézheté el6adas
kivonatban, melyekben igy feltiintettiik az OTKA grant szamat: Rekasi Z., és mtsai.,
PNAS, 102: 3435-3440, 2005; Rekasi és mtsai., Tissue Antigens, 64: 391. 2004;

Rekasi Z. és mtsai., Magyar Belorvosi Archivum, Supplementum 2006/1: 62, 2006.



