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1. BEVEZETES

Ismert, hogy szamos fiziologiai folyamat a belsé napi ritmust
generald cirkadian ora altal id6zitett, emlés6kben ilyen példaul az
alvas-ébrenléti ciklus, egyes hormonok ritmikus elvalasztasa,
vagy a vesemiikodés napszakos valtozasa. Napjainkra vilagossa
valt, hogy a napi ritmus generalasaért és fenntartasaért sejt szinten
az oragének (e.g. Clock, Bmall, Perl/2, Cryl/2 és Rev-erba)
transzkripcids-transzlacidés visszacsatolasos hurokkal torténd,
onfenntartd szabalyozésa a felelds. A sejt szinti molekularis 6rak
kozotti szinkronizacidé mind koézponti, mind pedig periférias
szinten szorosan szabdlyozott. A kdzponti, Un. cirkadian
pacemaker, mely 6nallé 24 o6ras endogén aktivitassal rendelkezik,
a hypothalamus suprachiasmaticus magjaban (SCN) talalhato. Az
SCN funkcidja tekintetében a f6 szinkronizalo, mely a Fold
forgasabol adodo ritmikus kornyezeti valtozasok (i.e. Zeitgeber
stimulus), pl. fényingerek hatasara szinkronizal6dni képes a kiils6
kornyezethez. Ezt kdvetden komplex idegi és hormonalis (e.g.
idozitett gliikokortikoid és a melatonin szekrécio) titon, valamint
a magatartdas (e.g. alvas-ébrenlét) szabalyozasa révén

Osszehangolja a periférias orakat a kornyezeti ritmusokkal.



Az utobbi években egyre intenzivebben vizsgalt a cirkadian ora
miukodése pl. a méhen beliili fejlédés soran, illetve a magzatot ért
anyai stimulusok (e.g. alvéas-ébrenléti ciklusa, taplalkozasi-,

aktivitasi magatartasa) szinkronizacios hatasa.

Ezzel parhuzamosan, egyre tobb meggydzd bizonyiték gytilik
Ossze arra nézve, hogy a cirkadian ora deszinkronizaciojat
felndttekben  stlyos  korképek  (e.g.  anyagcsere-  ¢és
cardiovascularis, tumoros betegségek) kialakulasdhoz vezethet.
Mindezek mellett ismert, hogy a méhen beliili fejlodés soran a
nem megfeleld  kornyezeti  viszonyok  kedvezétleniil
befolyasoljak az organogenezist, igy ugymond programozhatjak
egyes kronikus betegségek késobbi kialakulasat.

Mindezeket figyelembe véve felmertil, hogy a cirkadian ritmus
zavara, a varandos anya megvaltozott taplalkozasi és alvasi
mintdzataval, befolydsolhatja a cirkadian ora szervezOdését az

utodokban, amely potencialisan hosszan tartd hatdsokkal birhat.



2. CELKITUZESEK

Munkank soran azt vizsgaltuk, hogy van-e akut és/vagy hosszan
tartd hatasa az anyai cirkadian o6ra deszinkonizaciojanak a vese
periférias cirkadian orajanak szervezddésére €s mukodésére az

utddokban.
A kovetkezd kérdéseket kivantuk megvalaszolni:

» Befolyasolja-e a vemhes allatok cirkadian ritmusanak
zavara az utdod patkdnyok rendlis cirkadian oOra
komponenseinek miikddését kozvetleniil a prenatalis
1d6szak alatt és/vagy a késdbbi élet soran?

» Hatassal van-e a vemhes allatok cirkadian ritmusanak
zavara az utddok intrauterin novekedésére és a vese
fejlodésére?

» Van-e hosszu tava hatasa a vese funkcidjara vagy a
vérnyomas szabalyozdsdra az utédokban az intrauterin
fejlddés alatt bekovetkezett anyai cirkadidn ritmus
diszregulaciojanak?



3. MODSZEREK

Kisérleti protokoll

Kérdéseink megvalaszolasara anyaallatokat (n = 240) a
vemhesség masodik napjatél a vemhesség végéig (2-20.
embrionalis nap, E2-E20) wvéletlenszerlien vetettik ala 5

kiilonboz6 megvilagitasi ciklusnak:

normal 12 h fény- 12 h sotétség fotoperiodus (LD),
folyamatos megvilagitas, 50- 200 Ix/ ketrec (LL)
allando6 sotétség (DD)

ultradian fotoperiodus: 6 h fény- 6 h sotétség (6:6-LD)
rovid fény (3h) - hosszu s6tét (21h) periodus (3:21-LD)
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Taplalékot ad libitum biztositottunk, kivéve egy alcsoportot a
normal megvilagitas alatt (LD), ahol a taplalékot az aktiv (sotét)
fazis soran megvontuk az anyaallatoktél (FR-LD), ezzel
kényszeritve a taplalékfelvétel napi, normal ritmusanak

megvaltoztatasat.

A kisérleteket a helyi allatvédelmi torvényeknek megfelelden, a
hatalyos laboratériumi iranyelveknek megfeleléen végeztiik

(Regierungsprasidium Karlsruhe, 35-9185.81/G-29/11).



Kisérletsorozatunkat 3 fazisra osztottuk. Az 1. Kkisérlet soran az
anyai cirkadian ritmusokat vizsgaltuk a kiilonb6zd prenatalis
megvilagitas alatt, illetve ezek direkt hatasat a fotuszok renalis
cirkadidan o6ra komponenseinek szervezddésére kozvetleniil a
sziiletést megel6zden (20. embrionalis napon, E20). Emellett
dokumentéltuk az anyaallatok és az utodok sulyat, valamint a

placentak méretét.

A 2. Kkisérlet keretében 3 csoportban (LD, LL és DD) leirtuk az
oragének napi expresszids mintdzatdnak fejlodését (1, 4 és 12
hetes korban, 1W, 4W, 12W), valamint vizsgaltuk a vesére hato

potencialis Zeitgeber stimulusokat.

Majd a 3. kisérletben célunk volt a prenatalis, anyai cirkadian
diszregulacio hosszll tava hatasainak feltarasa (34 hetes korban,
34 W), az utddok vesefunkciojat, a vérnyomas szabalyozasat és a

metabolikus statuszat vizsgalva.

Ezen tulmenden, célul tiiztik ki, hogy vizsgaljuk a cirkadian
oragének génexpresszids mintazatanak nemek kozti kiilonbségeit

kiilonb6z6 kort (1W és 12W) utdédok veséiben.



Mintavetel

Az anyaallatokat (n = 6-10/csoport) utddaikkal a 20. embriondlis
napon, valamint az utddokat az 1., 4. és a 12. héten (n = 84/
csoport, 42 him mindegyik életkornak megfeleléen) minden
vizsgalt prenatalis megvilagitasi csoportbol (LD, LL, DD, 6:6-
LD és 3:21-LD; FR-LD csoportbol csak E20) altalanos
anesztéziaban 1 nap leforgasa (ZT2-24, ZTO = 06:00 h) alatt 4
oranként 0,9% NaCl oldattal perfundaltuk. Ezt kovetéen
eltavolitottuk a  veséket, majd folyékony nitrogénben

lefagyasztottuk, tovabbi felhasznalasig - 80 °C-on tartottuk.

Teljes RNS izoldcio és kvantitativ rt-PCR technika

A teljes RNS kivonasat homogenizalt vese szovetbdl (10-50 mg)
a RNeasy Mini Isolation Kit segitségével (Cat.N0.74106, Qiagen,
tisztasagat spektrofotometrids modszerrel mértiik. A reverz-
transzkripciot 1 pg teljes RNS-t felhasznalva GeneAmp RNA-
PCR Kit-tel végeztiik. Az eléallitott cDNS-t specifikus primerek
segitségével amplifikaltuk. A Clock, Bmall, Perl/2, Cryl/2 és
Rev-erbo, illetve az aENaC, Sgk11, ENH3, AVPR2 gének relativ



expressziojat StepOnePlus Real-Time PCR System hasznalataval
mértiik SYBR Green-nel jelolt szekvenciaspecifikus probakkal.
A mennyiségi meghatdrozast standard gorbe alapjan végeztiik,
belso referenciaként a 18S rRNS mennyiségét vettiik figyelembe.
A primereket a Primer Express Software v2.0.-t hasznalva
terveztiik a specificitdsukat a BLAST adatbazisban (NCBI,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ellendriztiik.

A vesefunkcio mérése

Az anyaallatokat az 1., 2. és 3. gesztacios héten (1.GW, 2.GW és
3.GW) LD, LL ¢és DD csoportokban és 34 hetes utédokat (34W)
minden egyes csoportban 24 o6rara metabolikus ketrecekbe
helyeztiik és 4 oras frakciondlt, illetve 24 oras vizeletmintdkat
gytjtottink (n = 8-12/ 4h, n = 8-12/ 24h minden vizsgalt
csoportban). A renalis elektrolitok (i.e. natrium, kalium, foszfat,
glukozuriat standard laboratoriumi  koriilmények — kozott
hataroztuk meg. Ezen feliil ELISA technikat alkalmazva mértiik
a renalis melatonin-Sulfat (6-SMT), valamint az aldoszteron

exkrécio napi ritmusat az LD, LL és DD csoportokban.



A viselkedés/ lokomotoros aktivitas meérése

Az anyaallatokat normal megvilagitas alatt (LD) egy hetes
utddaikkal (1W), valamit az utédokat 4 (4W) és 12 hetes (12W)
korban videokameras rendszerrel figyeltik meg. A video
elemzése soran kiértékeltik az allatok taplalkozéssal,
vizfogyasztassal, aktiv mozgassal, valamint az anyak utddaik

taplalasaval eltoltott id6 orakra lebontott szazalékos aranyat.

A vérnyomas monitOrozdsa telemetrids modszerrel

Az anyaallatokba az LD (n=4), LL (n=4), DD (n = 6) és 3:21-
LD (n = 7) csoportokban, valamint minden vizsgalt csoportban a
34 hetes (34 + 2 hét) néstény utodokba LD (n =9), LL (n = 11),
DD (n = 8), 6:6-LD (n =5), 3:21-LD (n =7) és FR-LD (n = 6)
telemetrids szenzorokat implantaltunk. A radid-add egységeket
(model PA-C40; Data Science Internationa) a hasi aortaba
ltettik be izofluran (1-3%) anesztézia ¢és Kkontrolalt
testhdmérséklet alatt (37+£0,5 °C). A radio-vevo késziiléket a
ketrecek (Typ 1V) ala helyeztiik. 7-14 nap regeneracios id6szak
elteltével mértikk a vérnyomadst, szivfrekvenciat, valamint a

lokomotoros aktivitdst. A szisztolés vérnyomasértékeket 10



perces atlagok alapjan szamoltuk 3 egymast kovet6 nap kapott 24

Oras mérést kovetden.

Echokardiografia

A szivultrahangos vizsgalatok izofluran anesztéziaban (1-3%)
torténtek a 34 hetes allatoknal a kdvetkezd csoportokban: LD,
LL, 6:6-LD, 3:21-LD ¢és FR-LD (n = 6-10 /csoport).
Paraszternalis rovid tengelyi M-mod képbdl a papilléris izmok
magassagaban mértiik a bal kamra vég diasztolés (EED) és vég
szisztolés atmérjét (ESD). A fenti adatokbdl kiszamoltuk a
frakcionalis rovidiilést [(EDD-ESD)/EDD) x100].

Statisztikai analizis

Az adatokat atlagérték + SD (standard szoras), illetve atlag +
SEM (atlag széras) értékként adtuk meg. A statisztikai
elemzéseket SigmaPlot (version 11.0) programmal végeztiik.
Szignifikansnak a p < 0,05 értéket tekintettiik.

A cirkadian ritmusok vizsgalatat cosinor analizissel R (version

3.0.3) programmal végeztiik (a cosinor funkciot Charles W. Berry



szerint). A cirkadian ritmus elemzésénél a sinusoid gorbéket
akrofazisukkal, azaz az illesztett gorbe maximum-értékének
helyével, ¢ (hh:mm) és a kétszeres amplitidojukkal 2A (%)

jellemeztiik.

10



4. LEGFONTOSABB EREDMENYEINK

1. Kisérlet

Els6ként irtuk le a renalis cirkadian 6ra komponenseinek (Clock
[2A =22 (%), ¢ = 16:32 (ZT), p = 0,008], Per2 [2A = 36 (%), ¢
= 15:05 (ZT), p = 0,014] and Rev-erba [2A = 78 (%), ¢ = 15:54
(ZT), p = 0,014]) napszaki oszcillacidjat in vivo mar sziiletés
el6tti patkany foétuszokban. Az irodalmi adatokat figyelembe
véve, ezen oOragének expresszidjanak oszcillacidja in vivo
hamarabb volt detektalhatd vesében (E20), mint mas periférias
szovetekben. Mivel az SCN komplex neurondlis kapcsolatai
patkdnyban a sziiletéskor még nem véglegesek, igy az
szinkronizalo funkcidjat sem tudja ellatni, ezért azt feltételezziik,
hogy az altalunk megfigyelt ritmusok tiikrozik a vese sejtjeinek

belsd, autondm oszcillaciojat.

Tovabba dokumentéltuk a fétusz rendlis oragénjeinek, illetve az
oragének altal kontrolalt rendlis gének napi expresszids
mintazatdnak sokrétli valtozasait a prenatalisan modositott
fényviszonyok (LL, DD, 6:6-LD, 3:21-LD) vagy az id6ben
korlatozott anyai taplalékfelvétel (FR-LD) hatasara. Ezen a

11



ponton azonban nehéz értelmezni a megfigyelt génexpressziods

valtozasok tényleges €lettani relevanciajat.

Ellentétben a korabbi allatkisérletekkel, amelyekben példaul a
fétuszok intrauterin retardacioja volt megfigyelheté a megzavart
fotoperiodus hatasara, mi nem talaltunk szignifikans kiilonbséget
a magzat (E20) és a placenta stlyat vizsgalva az egyes csoportok
kozott.

2. Kisérlet

Munkank alatdmasztja azon korabbi kutatdsok eredményeit,
melyek bizonyitékokkal szolgalnak arra vonatkozéan, hogy az
Oragének expresszios mintazata a vesében Osszefligg a taplalék
felvétel napi ritmuséaval. Leirtuk, hogy a postnatalis id6szakban
(1W, 4W, 12W) az intrarenalis 6ragének génexpresszidjanak napi
mintazata fejlodésen megy keresztiil, mely soran egyes gének
faziseltolodasait latszolag a tapanyagfelvétel folyamatainak
idozitése vezérli. Ezen Osszefiiggés tiizetesebb vizsgalatara az
anyak taplalasi ritmusat atrendeztiik a sziilést kovetd elsé 7
napon, az anyak napi 4 ords megvonasaval azon iddszak alatt,

amikor normal esetben a legtobb idejiiket az utddok taplalasaval

12



toltotték (ZT 3-7). Ennek hatasara a Clock és a Bmall gén
expressziojanak fazisa jelentdsen eltolodott (akrofazisok: Clock
¢: 05:12 vs. 19:07, Bmall ¢ 06:12 vs. 19:34), mig a tobbi vizsgalt
gén nem mutatott napi ritmicitast. A CLOCK ¢és BMALIL
fehérjékbol alldo komplex transzkripcids faktorként serkenti mas
Oragének, i.e. Perl/2, Cryl/2 és Rev-erba génjeinek atirodasat.
Ezért azt feltételeztiik, hogy a taplalasi rezsim megvaltozasanak
hatasara bekovetkezett Clock és Bmall expresszios mintazatanak
viszonylag gyors reszinkronizacidja dtmenetileg megzavarta az

ezen komponensek altal kontrolalt mas 6ragének expressziojat.

Bar a taplalékfelvétellel jaroé folyamatok szamos periférias szovet
szdmara szinkronizdciés hatasként (Zeitgeber stimulusként)
szolgalnak, figyelembe kell venniink, mas (felndtt allatokban az
SCN altal vezérelt) napi ritmusokat, pl. az alvasi mintazat vagy a
testhémérséklet, melyek szintén hozzajarulhatnak a periférias

orak szabalyozashoz.

3. Kisérlet

Hossza tava megfigyeléseink soran, a kor elérehaladtaval (34W)

fokozott elhizasra val6 hajlam volt megfigyelhet6 foleg a ndstény

13



utédokban. A vizsgalt csoportokban, az LL csoportot kivéve (igy
aDD, 6: 6-LD, 3: 21-LD és FR-LD csoportban) a néstény allatok
testsulya szignifikdnsan magasabb volt a kontrollcsoporthoz
(LD) képest (DD vs. LD p < 0,05, 6:6-LD vs. LD p < 0,05, 3:21-
LD vs. LD p < 0,05, FR-LD vs. LD p < 0,05).). Ez a tendencia
himeknél csak a 6:6-LD csoportban volt szignifikans (6:6-LD vs.
LD p <0,001).

Tovabba a 6:6-LD és FR-LD csoport ndstény utddaiban csokkent
vizelet natriumszekrécio (6:6-LD vs. LD p < 0,001, FR-LD vs.
LD p < 0,001) és magasabb szisztolés vérnyomdas volt
megfigyelheté (6:6-LD vs. LD p < 0,001, FR-LD vs. LD p <
0,001). Az FR-LD csoportban a fiziologias vérnyomascsokkenés
nem a passziv napszakban volt megfigyelhetd, épp ellenkezdleg

(napkdzben: 140,84 + 4,40 Hgmm vs. &jjel: 133,20 + 8,84 Hgmm)

Emellett az LL csoport egyes ndstényeinél magas foku
albuminariat (25,42 + 35,87 mg/l vs. LD: 3,66 + 1,46 mg/l, p =
0,03), calciuriat (0,78 = 0,13 mg/mg vs. LD: 0,45 + 0,25 mg/mg,
p < 0,001) és emelkedett rendlis foszfat vesztést (1,77 = 0,98
mg/mg vs. LD: 0,83 + 0,55 mg/mg, p = 0,023) dokumentaltunk.

14



Osszefoglalva, megallapitasaink alatdmasztjak azon
hipotézisiinket, miszerint az anyai cirkadidan ritmus
diszregulacidja hatdssal van a vesemiikddésre, igy a vérnyomas
szabalyozasara a feln6tt utddokban. A megfigyelt patologias

elvaltozasok molekularis hattere azonban még feltarasra var.

Nemi kiilonbségek

Az oragének napi expresszidos mintazatat vizsgalva (Clock,
Bmall, Perl/2, Cryl/2 és Rev-erba, illetve az aENaC, Sgkll,
ENH3, AVPR2) egy hetes korban (1W) a kontrollcsoportban
(LD) a ritmusok akrofazisai jelentés kiilonbséget mutattak a
néstény és him utédok kozott. Ez arra engedett kovetkeztetni,
hogy korai posztnatalis periddusban a szinkronizacios hatasokra

adott valasz nemek kozott eltéro.

Nem talaltunk azonban kiilonbséget a Bmall és a Rev-erba
expresszios mintdzataban a felndttkorban (12W). Kivétel volt a
Clock gén cirkadian oszcillacioja, amely megfigyelheté volt
néstényekben (p = 0,02, 2A = 58%, ¢ = 06:20h), ellentétben a
himekkel (NS).

15



5. KOVETKEZTETESEK

Ez a tanulmany mutatta be el6szor, hogy a vesében 1évo oragének
mar a késbi gesztacios idészakban (E20) cirkadian oszcillaciot
mutatnak, mely tiikrozi a fotalis vese sejtjeinek bels6, autoném
mintazatanak fejlodését (1, 4 és 12 hetes korban, 1W, 4W, 12W)
az ¢letkorral valtozdé  Zeitgeber stimulusok hatasara.
Eredményeink bizonyitjdk a vese molekularis oOraszerkezetét,
melynek mikodése révén az intrarendlis génaktivitds képes
alkalmazkodni a valtoz6 kornyezeti feltételekhez. Az irodalmi
adatok alapjan a tubuléris funkcidk a cirkadian homeosztatikus
szabalyozas végpontjai, az azonban, hogy az elektrolit és a
vizhomeosztazis valtozasai visszahatnak-e a molekularis

cirkadian 6ra komponenseire, még tisztazasra szorul.

Ezenkivill kisérleteink eredményei felhivjak a figyelmet a
prenatalis anyai cirkadian ritmus zavaranak hosszatavi hatasaira.
Bér a patomechanizmus nem tisztazott, az anyai cirkadidn ora
zavara az intrauterin fejlédés soran a vizsgalt felnétt utdédokban
elhizasra valé hajlammal, magasvérnyomassal és megvaltozott

vesefunkcioval jart.

16



Modern tarsadalmunk probléméja a sziv- és érrendszeri
megbetegedések és metabolikus diszfunkcié egyre magasabb
incidenciaja, ami még inkabb ezen betegségek megeldzésének
fontossagara hivja fel a figyelmet. A molekularis cirkadian ora
mukodésének, illetve diszfunkciojanak lehetséges hatasainak
megértésével, kiilondsen a fejlodé magzatban, egy 1épéssel

kozelebb keriilhetiink a kronikus betegségek megeldzéséhez és

crer

17
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