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1. Roviditések jegyzéke

ACTH

ADHD

AL
AMP

AMPK

ANOVA

ARNT

ATP

AVP

B-TrCP

BMALI

BMI

BSA

cAMP

CCG

adrenocorticotropic hormone

(adrenokortikotrop hormon)

attention deficit hyperactivity disorder
(figyelemhianyos hiperaktivitas-zavar)

ad libitum

adenosine monophosphate

(adenozin-monofoszfat)

adenosine monophosphate-activated protein kinase
(AMP aktivalt protein kindz)

analysis of variance

(varianciaanalizis)

aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator
(aromas szénhidrogén receptor sejtmagi transzlokator)
adenosine triphosphate

(adenozin-trifoszfat)

arginine vasopressin

(arginin-vazopresszin)

beta-transducin repeats-containing protein
(béta-transzducin ismétlddéseket tartalmaz6 fehérje)
brain and muscle ARNT-like protein-1

(agy és izom ARNT hasonl6 fehérje 1)

body mass index

(testtomegindex)

bovine serum albumin

(szarvasmarha szérumalbumin)

cyclic adenosine monophosphate

(ciklikus adenozin-monofoszfat)

clock controlled gene

(ora kontrollalt gén)



CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2
(kemokin (C-C motivum) ligand 2)
CCR2 CC motif chemokine receptor 2
(CC motivum kemokin receptor 2)
CD cluster of differentiation
(differencialddasi klaszter)
CD62L L-selectin
(L-szelektin)
CDK1 cyclin dependent kinase 1
(ciklin-dependens kinaz 1)
cDNS komplementer DNS
(complementary deoxyribonucleic acid)
CIRP cold-inducible RNA-binding protein
(hideg altal indukalhat6 RNS-koto fehérje)
CK casein kinase
(kazein kinaz)
CLOCK circadian locomotor output cycles kaput
(cirkadian lokomotor kimeneti ciklus elromlik)
COPD chronic obstructive pulmonary disease
(krénikus obstruktiv tiidobetegség)
COVID-19  coronavirus disease 2019

(koronavirus megbetegedés 2019)

CREB cAMP response element-binding protein
(cAMP-reszponziv elem koto fehérje)
CRY cryptochrom
(kriptokrom)
CT circadian time
(cirkadidn 1dd)
CVD cardiovascular disease

(kardiovaszkularis betegség)
CXCL CXC motif chemokine ligand
(CXC-motivum kemokin ligand)



CXCR CXC motif chemokine receptor
(CXC-motivum kemokin receptor)

DBP D site of albumin promoter (albumin D-box) binding protein
(albumin D-box kotd fehérje)

DIO diet induced obesity
(diéta indukalt elhizas)

DNaz dezoxiribonukledz
(deoxyribonuclease)

DNS dezoxiribonukleinsav

(deoxyribonucleic acid)
DSPD delayed sleep phase disorder
(késleltetett alvasfazis zavar)
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
(enzimhez kapcsolt immunoszorbens vizsgélat)
FASPS familial advanced sleep phase syndrome
(familiaris eldretolt alvastazis szindroma)
FFT fast Fourier transformation
(gyors Fourier transzformacio)
GR glucocorticoid receptor

(gliikokortikoid receptor)

GSK3 glycogen synthase kinase-3
(glikogén szintdz kinaz 3)
GSQS Groningen sleep quality scale
(Groningen alvasmindség skala)
HDL high density lipoprotein
(nagy stirtiségli lipoprotein)
HF high frequency (0,15-0,4 Hz)
(magas frekvenciasav)
HR heart rate
(szivfrekvencia)
HRV heart rate variability

(szivfrekvencia variabilitas)



HSF1

IBI

ICAM-1

IxB

IL

ipRGC

IRS

K/BxN

LED

LepR
LF

LFA-1

LSD

Ly6G

Ly6C

Mac-1

MAPK

heat shock factor 1

(hésokk faktor 1)

interbeat interval

(titések kozotti intervallum)

intercellular adhesion molecule 1
(intracelluléris adhézids molekula 1)

NF-«B inhibitor

interleukin

intrinsically photosensitive retinal ganglion cell
(intrinzik fényérzékeny retinalis ganglionsejt)
insulin receptor substrate

(inzulin receptor szubsztrat)

KRN transgene on B6 background crossed with NOD
(KRN transzgén B6 hattéren NOD-dal keresztezve)
light-emitting diode

(vilagité dioda)

leptin receptor

low frequency (0,04-0,15 Hz)

(alacsony frekvenciasav)

lymphocyte function-associated antigen 1
(limfocita funkci6 asszocidlt antigén 1)

least significant difference

(legkisebb szignifikans kiilonbség)

lymphocyte antigen 6 family member G
(limfocita antigén 6 csaladtag G)

lymphocyte antigen 6 family member C
(limfocita antigén 6 csaladtag C)

macrophage-1 antigen

(makrofag 1 antigén)

mitogen-activated protein kinase

(mitogén aktivalt protein kindz)



MCTQ

MFI

MSF

MSFsc

MSW

MT
mTOR

N24SWD

NAD

NET

NFIL3

NF-xB

NK

NLR

NLRP3

munich chronotype questionnaire

(miincheni kronotipus kérdéiv)

mean fluorescence intensity

(atlagos fluoreszcencia intenzitas)

mid-sleep on free days

(szabadnapi alvasi k6zépido)

sleep corrected MSF

(megndvekedett alvashosszra korrigalt MSF)
mid-sleep on workdays

(munkanapi alvasi k6zépido)

melatonin receptor

mammalian target of rapamycin

(emlds rapamicin célpont)

non-24-hour sleep-wake disorder

(nem 24 oras alvas-ébrenlét zavar)

nicotinamide adenine dinucleotide
(nikotinamid-adenin-dinukleotid)

neutrophil extracellular traps

(neutrofil extracellularis csapda)

nuclear factor, interleukin 3 regulated

(interleukin 3 szabalyozott nuklearis faktor)

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
(nuklearis faktor, az aktivalt B sejtek kappa-konnytilanc fokozoja)
natural killer

(természetes 616sejt)

nucleotide-binding domain, leucine-rich repeat
(nukleotid-k6té domén, leucinban gazdag ismétlodés)
NLR family pyrin domain containing 3

(NLR csalad, pirin domént tartalmazo 3)

normal to normal

(normal (szinusz) iitést6l normal (szinusz) {itésig)



NOD non-obese diabetic
(nem elhizott diabéteszes)
NREM non rapid eye movement
(gyors szemmozgas nélkiili)
nu normalized unit

(normalizalt egység)

OPN4 melanopsin
(melanopszin)
PACAP pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide
(agyalapi mirigy adenilat ciklaz aktivald polipeptid)
PBS phosphate buffered saline
(foszfatpuffer)

PECAM-1  platelet endothelial cell adhesion molecule

(vérlemezke endotélsejt adhézids molekula)

PER period
(periodus)

PI3K phosphoinositide 3-kinase
(foszfatidilinozitol 3 kinaz)

pNNS50 percentage of successive normal to normal intervals differing by more than
50 ms

(azon egymast kovetd intervallumok aranya, amelyek kozott 50 ms-nal
nagyobb a kiilonbség)
PNS parasympathetic nervous system
(paraszimpatikus idegrendszer)
PP1 protein phosphatase 1
(protein foszfataz 1)
PSD power spectral density
(spektralis teljesitménysiiriiség)
PSGL-1 P-selectin glycoprotein ligand-1
(P-szelektin glikoprotein ligand 1)
REM rapid eye movement

(gyors szemmozgas)



RHT

RMSSD

RNS

ROR

RPLPO

RRE

SCN

SD

SDNN

SEM

SIRT1
SJIL

SNS

SSC

TLR

TNFo

retinohypothalamic tract

(retinohipotalamikus palya)

root mean square of successive differences

(az egymas utani titések kozotti kiilonbségek négyzetes kozépértéke)
ribonukleinsav

(ribonucleic acid)

retinoic acid receptor-related orphan receptor
(retinsav receptor rokon arva receptor)

ribosomal protein lateral stalk subunit PO
(riboszémalis protein oldalsé szar PO alegység)
REVERB/ROR response element

(REVERB/ROR reszponziv elem)

suprachiasmatic nucleus

(szuprakiazmatikus mag)

standard deviation

(szoras)

standard deviation of the normal to normal intervals
(az egymast kovetd szinusz titések idejének (NN intervallumok) szoérdsa)
standard error of the mean

(standard hiba)

sirtuin 1

social jetlag

(szocialis jetlag)

sympathetic nervous system

(szimpatikus idegrendszer)

side scatter

(oldalra iranyulo6 fényszoras)

toll-like receptor

(toll-szerli receptor)

tumor necrosis factor alpha

(tumor nekrozis faktor alfa)



TRE

TRF

VCAM-1

VE-cadherin

VIP

VLA-4

VLF

WHO

7T

time-restricted eating

(id6ben korlatozott étkezés)
time-restricted feeding

(idében korlatozott etetés)

vascular cell adhesion molecule 1
(vaszkularis sejtadhézids molekula 1)
vascular endothelial cadherin
(vaszkularis endotelialis kadherin)
vasoactive intestinal peptide
(vazoaktiv intesztinalis peptid)

very late antigen-4

(nagyon kés6i antigén 4)

very low frequency (0,0033-0,04 Hz)
(nagyon alacsony frekvenciasav)
World Health Organization
(Egészségligyi Vilagszervezet)
Zeitgeber time

(Zeitgeber 1d0)
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2. Bevezetés

crer

Kialakult egy sejtszintli iddméré mechanizmus, a cirkadidn 6ra, mely lehetévé teszi, hogy
a szervezet eldre felkésziiljon a diurnélis kornyezeti valtozasokra, ahelyett, hogy csak
reagalna azokra. Ezaltal az €161ények képessé valtak viselkedésiiket a kiilsé kornyezet,
igy a fény-sotétség ciklusok, hémérséklet, paratartalom, taplalékelérhetdéség napszaki
valtakozasaihoz igazitani, valamint belsé biokémiai folyamataikat pontosan iddziteni,
ami adaptacios elonyt biztositott szamukra. A cirkadidn 6rak jelentdségét mutatja, hogy a

torzsfejlodés valamennyi szintjén megjelennek a cianobaktériumoktol kezdve az emberig

(1),

2.1 A cirkadian ritmus jellemzoi

Ahhoz, hogy egy ritmust cirkadiannak tekinthessiink, meg kell felelnie bizonyos
kovetelményeknek. Periddushossza koriilbeliil 24 6ra, erre utal maga az elnevezés, ami a
latin circa (korilbeliil) és dies (nap) szavakbdl ered. A cirkadidn ritmus konstans
koriilmények kozott, példaul allando sotétségben is fennmarad (1. feltétel). Ez a
tulajdonsaga kiilonbozteti meg mas 24 oOras ritmusoktdl, melyeket kiilsé tényezok
periodikus valtozasaira adott valaszok hoznak létre. Allandé koriilmények kozott
szabadon futd ritmusrol beszéliink, melynek peridodushossza kissé eltér a 24 0Oratol,
emberek esetén hosszabb, mint egy nap, atlagosan 24,2 ora (2-4). Normal koriilmények
kozott a ritmus a kiilsé kornyezethez igazodik (2. feltétel). A ciklikusan valtozo kiilsé
stimulusokat, melyek az ora fazisat allitani képesek Zeitgebereknek nevezzik, a német
»1d6ado” szobol. A folyamat melynek sordan a Zeitgeber hatasara a belsé ritmus
szinkronba keriil a kiilsé kornyezettel az Gn. entrainment. A cirkadian ritmusokat ezen
tulmenden hdmérséklet kompenzacio jellemzi (3. feltétel). Ahhoz, hogy egy biologiai 6ra
stabilan miikodhessen, fontos, hogy periddushosszat a hdmérséklet ne valtoztassa meg
nagymértékben. A biokémiai reakciok hdémérsékletfiiggését a QI0 értékkel
jellemezhetjiik, mely a reakcidk adott hdmérsékleten, illetve attél 10 °C-kal alacsonyabb
homérsekleten mért sebességének aranyat adja meg. Mig a biokémiai reakciok esetében

ez az ¢érték altalaban 2-3 kozotti, addig a cirkadidn ritmusok Q10 értéke koriilbeliil 1 (5).
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A sejtszinten miikodo cirkadian ora kozponti eleme a ritmust general6 oszcillator,
amelyet a bemeneti utvonalakon keresztiil a Zeitgeberek szinkronizéalni képesek, és
amelynek kimenetei a ritmikus biologiai folyamatok (1A 4bra). Az édbra B részén egy
reprezentativ oszcillacio lathato, melyet a fazissal, a periodushosszal €s az amplitadoval
jellemezhetiink. A fazis egy relativ pozicid, gyakran a bioldgiai aktivitds maximumanak
helyzete (akrofazis), melyet egy referenciaponthoz, példaul a fényszakasz kezdetéhez
képest adunk meg. Két akrofazis kozotti tavolsag a periodushossz, ami egy teljes ciklus
ideje. A kozépérték (mezor) €s a csucsérték kozotti kiilonbség a ritmus amplitaddja. A
cirkadian ritmusok vizsgélata valtakozo fény-sotétség ciklusok mellett, vagy allando
koriilmények kozott (pl. teljes sotétségben) zajlik. EIobbi esetben az id6t a fényszakasz
kezdetétdl szamitva, mint Zeitgeber time (ZT) adjuk meg. 12 6rés fény-sotétség ciklusok
esetén ZTO jelzi a fényszakasz, ZT12 a sotét szakasz kezdetét. Allando koriilmények
kozott, szabadonfutd ritmus mellett a circadian time (CT) kifejezést hasznaljuk. A
szubjektiv nappal CTO0-kor, a szubjektiv ¢jszaka CT12-kor kezdddik, a kdvetkezo ciklus
CT24/0-val indul.

12



Zeitgeberek

bemenet | ——» |oszcillator) ——» | kimenet

l
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E |
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o :
E ‘
B
S
°
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o)
x e
_g ] fhuie | periodushossz J
ZT vezérelt ritmus
CT szabadonfuto ritmus
0 12 24/0 12 24/0

1. abra: A cirkadian ora sematikus felépitése és a ritmus jellemzésére hasznalt
paraméterek
(A) A cirkadian ora kdzpontja az oszcillator, melyet a bementi Gtvonalakon keresztiil a
Zeitgeber szinkronizalni képes, és amelynek kimenetei a ritmikus biologiai folyamatok.
(B) A cirkadian ritmus jellemzésére hasznalt paraméterek. Abra (5) alapjan.
ZT=Zeitgeber time, CT=circadian time

2.2 Az emlés cirkadian ora molekularis felépitése

A belsé idomérés sejtszinten szervezddik, alapjat transzkripcids-transzlacios
visszacsatolasi hurkok alkotjdk. Altaldnossagban a visszacsatolas egyik szerepldje a
pozitiv faktor, ami mint transzkripcios faktor, indukalja a negativ faktor kifejezddését. A
negativ faktor kellden magas koncentracidban gatolja a pozitiv faktor tovabbi miikodését,
ezaltal pedig sajat maga keletkezését. A negativ faktorok érése és lebomlasa utan a pozitiv
faktor felszabadul a gatlas aldl és egy jabb ciklus veszi kezdetét. Egy ciklus ideje a

ritmus periddushosszaval egyezik meg, azaz kb. 24 ora.
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Emldsok esetében a kdzponti hurok fészerepldi a BMALI (brain and muscle
ARNT-like protein-1) és CLOCK (circadian locomotor output cycles kaput)
transzkripciés faktorok (2. abra). A BMALI/CLOCK heterodimer az E-box promoter
régidhoz kotddve aktivalja a Period (Perl, Per2 és Per3) és Cryptochrom (Cryl és Cry2)
géneket, melyek fehérje termékei gatoljak a BMALI/CLOCK komplex mukddését,
ezaltal sajat transzkripcidjukat. A PER és CRY fehérjék szintjének csokkenésével a
BMALI1/CLOCK felszabadul a gatlas alol és kezdetét veszi a kovetkezd ciklus. Ezen
elsdédleges negativ visszacsatolasi struktira mellett az o6ra mikodését tovabbi
visszacsatolasok stabilizaljak. A BMALI/CLOCK komplex irdnyitja a REVERBa/B/y
magreceptorok, valamint a DBP (D site of albumin promoter (albumin D-box) binding
protein) kifejezddését is. A REVERBa/p/y fehérjek gatoljak a promoteriikben RRE
(REVERB/ROR response element) régiot tartalmazo gének, igy a Bmall valamint az
Nfil3 (nuclear factor, interleukin 3 regulated) atirodasat. Az RRE régidokhoz kotédve a
transzkripcids aktivator RORo/p (retinoic acid receptor-related orphan receptor) fehérjék
elésegitik a génatirodast. A DBP a D-boxot tartalmazd gének, tobbek kdzott a Rorov/f
atir6dasat serkenti, mig az NFIL3 gatolja a D-box-fiiggd transzkripciét. Ennek a harom
egymassal 6sszekapcsolddd huroknak mindegyike szabalyozza az un. 6ra altal kontrollalt
gének (clock controlled genes, ccg-k) transzkripcidjat is, melyek miikodése végil a

ritmikus fizioldgiai folyamatokhoz vezet (6, 7).
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2. abra: Az emlés cirkadian 6ra molekularis felépitése

Az emlés molekularis orat egymashoz kapcsolodd transzkripcids-transzlacios
visszacsatolasi hurkok alkotjdk. Az elsddleges visszacsatolasi struktirdban a
BMALI1/CLOCK heterodimer aktivalja a Per és Cry géneket, melyek fehérje termékei
gatoljdk a BMAL1/CLOCK komplex miikodését, ezaltal sajat transzkripciojukat. Az
RRE (REVERB/ROR response element) région haté REVERB és ROR magreceptorok,
illetve a D-box région hato DBP és NFIL3 tovabbi szabalyozo visszacsatolasokat hoznak
létre. A szovetspecifikus cirkadidn kimenet az ora altal kontrollalt gének (ccg-k) ritmikus
kifejezodésének eredménye. Az oOramiikddés szabalyozasdban fontos szerep jut a
poszttranszlaciés modositasoknak is, melyek koziil néhany az adott orafehérje mellett
lathato, P: foszforilacid, Ub: ubiquitinacio, Ac: acetilacio, SUMO: szumoilacio, a
poszttranszlacios modositds hozzaadasat (1) és eltavolitasat (|) végzd enzimmel egyiitt.
Az abra (6) alapjan, BioRender programmal késziilt.

Az 6ramiikddés szabalyozdsadban fontos szerep jut a poszttranszkripcids (8) €s
poszttranszlacios (9) modifikacioknak. Utobbiak alapvetéen meghatirozzdk az
orafehérjék stabilitdsat, aktivitasat és sejten beliili elhelyezkedését. A poszttranszlacios

modositasok kozol néhany a 2. abran lathato. Altaldnossagban elmondhaté, hogy a
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periodushossz kiilondsen érzékeny a PER fehérjék foszforilaltsagi allapotara és a CRY
fehérjék stabilitasara. A PER foszforilacigjat a CK19, CKle és CK2 kazein kindzok
végzik, mellyel a fehérje aktivitasat és PB-TrCP (beta-transducin repeats-containing
Ezzel szemben a PER fehérjék lebomlasat gatolja a foszfoprotein foszfataz 1 (PP1) altali
defoszforilaciojuk (16). A PER2 degradacidjat segiti el6 a sirtuin 1 (SIRT1) altali
deacetilacio is (17). A CRY fehérjék stabilitasat szintén meghatarozza foszforilaltsaguk
(18). Az AMPK (adenozin-monofoszfat (AMP) 4altal aktivalt protein kinaz) 4altal
foszforilalt CRY fehérjék kiillonboz6é E3 ubiquitin ligazok célfehérjéivé valnak (19-21).
A BMALI szintén sokféle poszttranszlacios modositdson eshet at. A CK2a altali
foszforilacid eldsegiti a sejtmagbeli felhalmozodasat, mig a GSK3 (glikogén szintaz
Ezen feliil szumoilacio €s ubiquitinacid is szabalyozza a szintjét (25, 26), valamint
acetilaltsagi allapota befolyésolja transzkripcios aktivitasat. A BMAL1 CLOCK altali
acetilacioja eldsegiti a CRY 1-el torténd interakciot, mig a SIRT1 altali deacetilacio ezzel
ellentétesen hat (27, 28). A REVERBa foszforilacidja és a kiilonb6z6é E3 ligdzok altali
degradacioja befolyasolja a cirkadian periddus hosszat €s az amplitidot is. A REVERBo-
t a GSK3 altali foszforilacio védi a lebontéstdl, ellentétben a fehérje ciklin-dependens
kindz 1 (CDK1) A&ltali foszforilacigjaval (29-31). A poszttranszlacidos modositasok,
fliggden a modositas mindségétdl, pozicidjatol és még az azt végzd enzim variansaitol is,
szamos lehetdséget biztositanak az ora kinetikdjanak szabéalyozasara. Ehhez hozz4jarul
még a transzkripcios faktorok ritmikus kotddése és az enhanszer régiok ritmikus hiszton-
modifikacioi (32), valamint az RNS polimerdz II DNS-hez torténd cirkadidn kotodése
enhanszerek és promoterek kozotti kolesonhatasokat, és ezen keresztiil hatassal van a
cirkadian ritmus periddushosszara is (35, 36).

Az 6ra a fenti molekulédris mechanizmus szerint miikddik az egész szervezetben,
azonban az altala kontrollalt gének szdma ¢€s fazisa is kiilonbozik az egyes szovetekben,
koszonhetden az oOragének tovabbi szovetspecifikus transzkripcids faktorokkal valo
kolcsonhatasanak (6). Ez a sejtszintli és Onfenntarté oramiikddés végiil egy sejt, szovet €s
szervezet szinten kontrollalt komplex rendszerré all Ossze, amely biztositja szdmos

¢lettani folyamat aktivitdsanak megfeleld valtozasat a nap folyaman.
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2.3 A kozponti ora

Emlésokben a cirkadian 6ra  hierarchikus  felépitési. A nucleus
suprachiasmaticusban (SCN) talalhato kdzponti ora felelds a kiilsé kornyezettel torténd
szinkronitasért €s a fény-sotétség informacid tovabbitasaért, valamint a hormonalis és
viselkedési ritmusok kialakitasaért. Az SCN egy paros mag, ami az anterior
hipotalamuszban helyezkedik el, kdzvetleniil a chiasma opticum felett, a 1II. agykamra
két oldalan (37). Az SCN-t egy kdzponti (core) és egy héj (shell) részre osztjuk (3. dbra).
Az SCN core teriiletén vazoaktiv intesztinalis peptidet (VIP) expresszalod sejtek
talalhatoak, melyeknek kiemelt szerepiik van a retinabol érkezd fény-informacio
fogadasaban és a szinkronitas kialakitasaban. A shell régi6 arginin-vazopresszint (AVP)
expresszald neuronokban gazdag, beidegzést kap a hipotalamusz, a limbikus régiok,
valamint az SCN core feldl, és a tobbi agytertiilet, illetve a periférids orak fazisdnak
beallitasaért felel (38).

A ritmus lefutasanak modositasaért felelos fény érzékelését a retindban talalhato
specialis, melanopszint (OPN4) tartalmazé ganglion sejtek (intrinsically photosensitive
retinal ganglion cell, ipRGC) végzik, melyek a retinohipotalamikus pélyan (tractus
retinohypothalamicus, RHT) érik el az SCN-t. A palya legfontosabb neurotranszmitterei
a fény hatasara felszabaduld glutamat és PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide), melyek kinadz alapu jelpalyakat aktivalnak, ezaltal megemelkedik tobbek
kozott az intracellularis Ca*" és a ciklikus adenozin-monofoszfit (cCAMP) szintje. A
folyamat végeredménye a per1/2 gének CREB (cAMP response element-binding protein)
medialt indukcidja (37).

Az SCN fény altali aktivacioja fazisfiiggd, a hajnalban, illetve az alkonyatkor
érzékelt fény jelentds hatassal bir az 6ra fazisara, mig napkozben ez a hatas igen kicsi. A
hajnali fény az ora fazisat elorébb allitja, mig a kora esti fény az orat késlelteti (39).
Mindezen folyamatok eredményeképp az SCN oszcillatora szinkronba keriil a szolaris

1ddvel.
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3. abra: Az SCN sematikus felépitése

Az SCN egy kozponti (core) és egy héj (shell) részre oszthatd. A fényinformacio a
retinabol a core-t beidegzd retinohipotalamikus palyan (RHT) érkezik. A shell régio
beidegzést kap a hipotalamusz, a limbikus régidok és az SCN core feldl, és a tobbi
agyteriilet, illetve a periférids orak fazisanak beallitasaért felel. Az abra (40) alapjan,
BioRender programmal késziilt. SCN=nucleus suprachiasmaticus PACAP=pituitary
adenylate cyclase-activating polypeptide, VIP=vasoactive intestinal peptide,
AVP=arginine vasopressin, CRE=cAMP responsive element CREB=CRE-binding
protein

2.4 A periférias orak, az idegi és hormonalis ritmusok

1998-ban irtdk le els6ként a cirkadian ora jelenlétét kultiraban fenntartott
sejtekben (41). Azdta bebizonyosodott, hogy a cirkadian 6ra nem csak az SCN-ben
miikddik, hanem gyakorlatilag minden periférias sejtben megtalalhato. Egereken végzett
RNS szekvenaldson alapul6 vizsgalatok alapjan a fehérje-kodolo gének 43%-arol torténik
ritmikus transzkripcid legalabb egy szovetben (42). Ennél is jelentdsebb az a tanulmany,
melynek soran egy diurnalis féemlds, a pavian 22 szovetét vizsgalva a fehérje kodolo
gének 82%-anak esetében mutattak ki az expresszid napi ritmusat legalabb egy szovetben
(43). A periférian taladlhato 6rdk szinkronizacidjahoz az SCN miikodése sziikseéges (44).

A fényinformaciét az SCN neuralis és hormonalis utakon, valamint diffazibilis
faktorok segitségével tovabbitja. Az SCN efferens rostjai révén a kdzponti idegrendszer
tobb régiojaval kozvetlen vagy kozvetett kapcsolatban 4all, tobbek kozott a
hipotalamusszal, a hipofizissel, a tobozmiriggyel és a limbikus rendszerrel, a periférias
szerveket pedig sok esetben az autonom idegrendszeren keresztiil éri el (40). Az autonom

idegrendszer ritmusos aktivitasa fontos szerepet tolt be példaul a mellékvese, a csontveldi
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mikrokdrnyezet vagy a szivmikodés szabalyozasaban. Kiterjedt idegi halozatan tul az
SCN a kornyez6 agyi teriiletekkel parakrin faktorokkal is kommunikal, melyek révén a
lokomotoros aktivitas ritmusat szabalyozza (45). Az SCN megannyi hormon ritmikus
a novekedési hormon vagy a prolaktin. A melatonin a tobozmirigyben termelddik
cirkadian szabalyozas alatt, mennyisége mind nokturnalis, mind diurnalis élélényekben
a fény gatolja (46). A melatonin receptorai (MT1 és MT2) a G-fehérje kapcsolt receptorok
csaladjéba tartoznak, az emldsok szervezetében sok szovetben megtalalhatdak, és nagy
mennyiségben jelen vannak az SCN-ben is. A melatonin pozitiv visszacsatolast biztosit
az SCN szamara, az MT1 receptoron keresztiil gatolja az SCN neuronok tiizelését, mig
az MT2 receptorokon keresztiil az ora fazisat képes befolyasolni (47). Ennek megfeleléen
az exogén melatonin képes a cirkadian orat szinkronizalni (48-50), valamint az 6ra fazisat
atallitani (51).

A kortizol a mellékvesekéregbdl szabadul fel az adrenokortikotrop hormon
(ACTH) hatasara. Az SCN egyrészrél a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengelyen
keresztiil befolyésolja a mellékvese ACTH érzékenységét (52). A kortizolszekrécié kora
reggel (nokturnalis él61ények esetén kora este) éri el a maximumat (53). A gliikokortikoid
receptorok (GR) az SCN kivételével szinte minden szdvetben megtalalhatoak (54). A
gliikokortikoidok a GR-hoz koétédve az dragénekre gyakorolt direkt hatason keresztiil
befolyéasoljak a periférias szovetek oramiikodését (55, 56). A GR agonista dexametazon
segitségével a kultaraban fenntartott sejtekben miikodo egyedi o6radk szinkronizalhatdak
(54).

Az SCN a neurdlis és hormonalis utakon feliil a testhdmérséklet szabalyozasan
keresztiil és a viselkedési ritmus befolyasolasaval is hatassal van a periférias ordk
mikodésére. Emldsokben a testhOmérséklet az aktiv fazis végéig emelkedik, majd az
inaktiv fazis soran csokken, minimumat kb. 3 oraval az ébredés elott éri el (57). Az SCN
rezisztens a hOmérséklet valtozasaval szemben, azonban a periférids ordk fizioldgias
homérseklet ciklusokkal szinkronizalhatéak (58, 59). A folyamatban szerepe van a
cirkadian aktivitast mutatd HSF1 (heat shock factor 1) transzkripcids faktornak, valamint

a CIRP (cold-inducible RNS-binding protein) 4ltali transzlacios szabalyozasnak (60-62).
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Ezenfeliil az SCN az alvéas-ébrenlét szabdlyozasan keresztiil befolyasolja a
viselkedési ritmust és az étkezés idejét. Utdbbi fontos szinkronizald stimulus szamos
periférias szerv, elsésorban a maj szamara. Kizarélag az inaktiv fazisuk alatt, azaz nappal
etetett egerekben a maj 6rdja és az SCN dramiikodése szétkapcsol, a maj 6rdjanak fazisa
(a Perl/2/3 , Cryl, Dbp, és Reverbo expresszio fazisa) 12 oraval eltolodik az SCN
fazisdhoz képest, mely utdbbira az étkezés id6zitésének nincsen hatasa (63). Az étkezés
soran felszabadulé hormonok és metabolitok, valamint a megvaltozott redox-allapotok
mind visszacsatolast biztosithatnak az 6ra szadmara. Az inzulin hatasara a majban kinaz-
fiiggd jelpalyak (Akt, MAPK (mitogén-aktivalt protein kinaz), PI3K (foszfatidilinozitol
3-kinaz) utvonalak) aktivalodnak melyek az 6ramiikddés elemeinek poszttranszkripcids
és poszttranszlacids modositdsaihoz vezetnek (64). A sejt metabolizmustol fliggd
oxidaciés allapota (pl. nikotinamid-adenin-dinukleotid, NAD+/NADH hanyados) is
hatassal van az 6ra miikddésére. A NAD+ szintt6] fiiggd deacetilaz SIRT1 a PER fehérjék
degradaciojat segiti eld (17). Az ATP (adenozin-trifoszfat) érzékel6 AMPK a CRY1
foszforilacigjaval és destabilizacidjaval biztositja a sejt tdpanyag ellatottsaga és az
oramiikodés kozotti kapesolatot (18). A sejtek metabolizmusdnak ¢€s élettananak egyik
kozponti regulatora, az mTOR (mammalian target of rapamycin) fehérje az 6ragének
kifejezddésére gyakorolt hatasan keresztiil szintén 6sszekottetést biztosit a metabolizmus
¢és az oramiikodés kozott (65).

A kiilonb6zd szinkronizacidos mechanizmusok ereddjeként a periférids szovetek
orai egymashoz ¢és a kdozponthoz képest is optimalis fazisban jarnak, ami elengedhetetlen

a szervezeti szintli egészséges mitkodéshez (4. abra).
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4. abra: A cirkadian oramiikodés hierarchikus szervezédése

A nucleus suprachiasmaticusban (SCN) talalhaté a kdzponti 6ra, ami a retinabol érkezo
fényinformacid segitségével igazodik a kiils6 kornyezethez. Az SCN neurdlis és
hormonalis utakon, valamint a testhdmérséklet valtozasan keresztiil szinkronizélja a
periférids orakat. Ezen feliil az SCN a viselkedési ritmusok kialakitasaért is felelds, igy
befolyasolja példaul az étkezés idejét, ami fontos szinkronizdlé stimulus az
anyagcsereszervek szamara. A cirkadian orék dsszehangolt miikddése elengedhetetlen a
szervezeti szintll egészséges mukodéshez. Az abra (37, 66) alapjan, BioRender
programmal késziilt.

2.5 Az alvas-ébrenléti ritmus és a kronotipus

Az emberi fiziologidban legtdbbet vizsgalt ritmusos miikodés az alvas-ébrenlét
valtakozasa. Az alvést cirkadian és homeosztatikus tényezOk egyiittesen szabalyozzak.
Az alvasszabalyozas két-folyamat modelljének (two-process model) elemei az orafiiggd
cirkadian folyamat (process C) €s az alvas- és ébrenlétfliggd homeosztatikus folyamat
(process S) (67). A cirkadian rendszer a nap soran egy ¢€brenléti jelet (wake-promoting
signal) biztosit, ami este hirtelen csokken, mikozben a melatonin szintje emelkedik és a

testhdmérséklet csokken. Az alvas homeosztatikus szabalyozo rendszere az ébren toltott
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idét méri. Ahogy novekszik az ébren toltott id6, novekszik az alvasigény is, melynek
mértéke az alvas soran aztdn gyorsan csokken (68). A pihentetd éjszakai alvashoz és a
nappali ébrenléthez a két folyamat megfeleld Osszjatéka sziikséges (69).

Az alvas és az aktivitds idozitését, mely nagymértékben tiikrézi az egyéni
cirkadidn jellemzdket, uUgymint a periodushosszt és az entrainment ftéazisat, a
kronotipussal jellemezziik (70, 71). Kronotipusuk szerint az emberek korai, késdi és a
kettd kozotti intermedier tipusba sorolhatdoak. A kronotipus meghatarozasara a
Roenneberg ¢és munkatarsai altal kifejlesztett MCTQ (Munich Chronotype
Questionnaire) kérddiv alapjan meghatarozhat6 alvasi kozépidét hasznaljuk (70). A
kérdoiv egyszerti kérdéseket tartalmaz az alvas idézitésérdl (agymint mikor fekszik le,
mennyi id6 alatt alszik el és mikor kel fel az egyén), kiilon-kiilon a munka- és
szabadnapokra vonatkozoan. A kronotipus a szabadnapi alvasi k6zépidé (mid-sleep on
freedays, MSF) alvashianyra, a szabadnapokon mérheté megnodvekedett alvashosszra
korrigalt értéke (sleep corrected MSF, MSFsc), amit a helyi id6 szerint 6ra:perc-ben
fejeziink ki. Egy éatlagos esetben, példdul ha valakinek 3:30 a kronotipusa, az azt jelenti,
hogy 8 ora alvas esetén szabadnapokon 23:30-kor fekszik le és 7:30-kor ébred.

A kronotipus egy dinamikus, adott kornyezetben jellemz6 biologiai sajatsag, amit
belso és kiilsé tényezok egyarant befolydsolnak. A tarsadalomban a kronotipus normal
eloszlast kovet, a korai ,,pacsirta” és a késoi ,,bagoly” tipusok kozott folyamatos az
atmenet, leggyakoribb az intermedier tipus (70). Csaladi- és ikerkutatdsok alapjan
feltételezhetd, hogy a kronotipusban megfigyelhetd variabilitasért kb. 50%-ban a
genetika felelos (72-74). Az elmult években nagy elemszdmt mintakon végzett teljes
genom asszociacios vizsgalatokkal egyre tobb 10kuszt azonositanak, melyek kapcsolatba
hozhatoak a kronotipussal, koztiik tobb taldlat is érinti a kozponti drakomponenseket,
példaul a per1/2/3, cryl és bmall géneket (75, 76). A kronotipust jelentdsen befolyasolja
tovabba a kor €s anem. A gyermekek nemtdl fliggetleniil korai tipusuak, majd fejlodésiik
soran fokozatosan késdibbé valnak, mig 20-as éveikben kronotipusuk eléri a maximumat,
ami utdn az id6 elérehaladtaval ismét koraibbakka vélnak (77). A férfiak egész felnott
korukban atlagosan késébbi tipustiak, mint a nék. Ez a nemek kozti kiilonbség 50 éves
kor koriil tiinik el, ami egybeesik a menopauza atlagos idejével. 60 év f6lott az emberek
atlagosan még koraibbak lesznek, mint a gyermekek. A kronotipus korral torténd

szisztematikus valtozéasa és a nemek kdzott a pubertas és a menopauza kozotti idészakban
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megfigyelhetd kiilonbségek arra utalnak, hogy a kronotipus korral térténd valtozasa
mogott endokrin faktorok is allhatnak (78).

Mivel a kronotipust mindig a helyi 1d6 szerint fejezziik ki, igy azt meghatarozza
az egyén foldrajzi helyzete is. Mig bioldgiai drankat a napfény allitja és a Nap nyugat felé
haladva hosszuséagi fokonként 4 perccel késobb kel, addig a szocialis 6ra adott idézénan
beliil nem valtozik. Ennek megfeleléen adott id6zénan beliil minél nyugatabbra vagyunk,

annal késobbi a kronotipus atlagos értéke (78, 79).

2.6 A cirkadian ritmuszavarok és egészségiigyi jelentéségiik

A cirkadian ritmuszavarok széles skaldn helyezkednek el aszerint, hogy endogén,
vagy kiilsé kornyezeti és szocidlis hatdsok eredményezik Oket. Endogén okok kozé
tartoznak az oOragének polimorfizmusai és mutdciéi, melyek eredményeképpen a
periddushossz lerdvidiill vagy meghosszabbodik. A familidris eldretolt alvasfazis
szindromaban (familial advanced sleep phase syndrome, FASPS) érintettek esetében a
periddushossz 3-4 oraval rovidebb az atlagosnal, és emiatt a szocialis normanal joval
korabban alszanak el és ébrednek fel (14). A FASPS hatterében tobbféle mutaciot
azonositottak. Egy pontmutacié a PER2 CKle-kotd régidjaban (14), illetve a CK16
missense mutacidja (80) is befolydsolja a PER2 foszforilaltsagi allapotat és a
periddushossz lerovidiilését eredményezi. Egy masik pontmuticid a cry2 génben
megvaltoztatja a fehérje konformacidjat és megnoveli affinitdsat az FBXL3 (E3 ubiquitin
ligdz) felé, ezaltal elosegitve a CRY2 degradacidjat (81). A FASPS-nal kevésbé jol
karakterizalt, azonban tobb embert érintd probléma a késleltetett alvasfazis zavar
(delayed sleep phase disorder, DSPD), melynek hatterében a clock és per3 gének
polimorfizmusai allhatnak (82, 83). A DSPD-t az inszomnia egy fajtijaként tartjak
szdmon, amelyet a szocidlis norméhoz képest rendszertelen és késoi elalvas jellemez (84).
Teljes vaksag esetén figyelhetd meg nem 24 6rds alvas-ébrenlét zavar (non-24-hour
sleep-wake disorder, N24SWD). Ebben az esetben az SCN nem tud szinkronba keriilni a
szolaris 1dOvel, igy a cirkadidn rendszer a 24 6ranal hosszabb endogén periddushossza
szerint miikodik, és az alvas iddzitése folyamatosan elcstszik a szocialis 6rdhoz képest
(85).

A kiils6 kornyezet miatt bekdvetkezd cirkadian ritmuszavarok tipikus példaja a
Jetlag. Jetlag esetén a gyors idézonavaltas kovetkeztében elcsuszik egymastol az endogén

1d6 és a kiilsO kornyezetre jellemzd 1d6. A jetlag tlinetei a késdi elalvas vagy korai ébredés
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(keleti, illetve nyugati iranyba torténd utazaskor), a fragmentalt alvas, csokkent fizikai és
mentalis teljesitOképesség napkodzben, faradtsag, ingerlékenység és esetenként gyomor-
bél panaszok is (86). A modern tarsadalmak sok teriileten megkivanjak a folyamatos
munkavégzést, ami valtott miiszakokkal valdsithatdé meg. A kiilonbozé tipusu valtott
miszakban végzett munkdk mellett az alvas-ébrenlét iddzitése és a fény-sotétség
viszonyok megvaltozasa is a cirkadidn ora ¢és a kiils6 kornyezet kozotti
deszinkronizaciohoz vezet. Ejszakai munkavégzés esetén a melatonin, kortizol, illetve a
testhdmérséklet ritmusanak fazisa alig valtozik, mikdzben amplitadojuk csokken (87). A
periférids szovetek — pl. mononuklearis-, szajnyalkahartya- ¢s szakall szortiisz6 sejtek —
ritmusanak amplitaddja csokken, fazisa eltolodik, igy a kozponti €s periférias orak
szinkron miitkodése megsziinik (88-90). A valtott miiszakban végzett munka szdmos
kronikus betegség kialakulasanak rizikojat noveli. Az éjszakai munkavégzés noveli az
emlérak kockazatat (91-93), de kapcsolatba hozhatd a prosztatardk és a vastagbélrak
kialakulasaval is (94-97). A valtott muszakban végzett munka, illetve a jetlag
szimulacidja gyorsitja az emld-, tiido- és csontrak egérmodelljeiben a tumorfejlédést (98-
100), illetve spontan kialakuld hepatocellularis karcinomahoz vezet (101). A valtott
miszaku munkavégzés noveli tovabba a kardiometabolikus zavarok kialakulasanak
kockazatat (102), tobbek kozott az elhizasét (103), a metabolikus szindromaét (104, 105),
a 2-es tipusu diabéteszét (106, 107) és a kardiovaszkularis betegségekeét (108). Ezenfeliil
negativ hatdssal van a mentélis egészségre és az altalanos kozérzetre is (109, 110).
Nappali munkarend mellett is megfigyelhetd az alvas eltérd iddzitése
hétkdznapokon €s hétvégén. Hétvégeén, kotottségek nélkiil mindenki egyéni preferencidja,
kronotipusa szerint iddzitheti alvasat. Ezzel szemben munkanapokon a szocialis
megkotések, a munka- vagy iskolakezdés ideje, azaz a szocidlis 6ra hatdrozza meg az
¢bredés idejét. A munka- és szabadnapok kozott tobb ordnyi kiillonbség lehet az alvas
1dozitéseében, ez azzal egyenértékll, mintha minden hétvégén idézondkat utaznank at.
Emiatt a jelenséget szocidlis jetlagnek (social jetlag, SJL) nevezték el (5. abra) (111). Az
utazok altal tapasztalt jetlag atmeneti, a biologiai 6ra napokon beliil szinkronizalodik a
megvaltozott kdrnyezethez. Ezzel szemben a szocidlis jetlag kronikusan jelen lehet az
egyén ¢Eletében a kotelezd tanulmanyok, illetve a kotott idejii munkakezdés miatt. A
nappali munkat végzé tarsadalom csupan 13%-a nem szenved szocialis jetlagtol, ami

érzékelteti a cirkadian zavarok eme forméjanak népegészségiigyi jelentdségét (112). Az
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SJL osszefiiggést mutat metabolikus valtozasokkal, noveli az elhizas (112-114) és a 2-es
tipusu diabétesz rizikdjat (115). Nagyobb SJL mellett alacsonyabb HDL-koleszterin és
magasabb Osszkoleszterin, triglicerid és ¢homi gliilkézszintek mérhetdek (116, 117). Ezen
talmenden az SJL mértéke korrelal a depresszid sulyossagaval (118) és a figyelemhidanyos
hiperaktivitas-zavar (attention deficit hyperactivity disorder, ADHD) tiineteivel (119),
tovabba negativan befolyasolja a tanulmanyi teljesitményt is (79, 120, 121).
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5. abra A szocialis jetlag.
A leggyakoribb cirkadian ritmuszavar a szocidlis jetlag (SJL), az alvas id6ézitésének

munka- €s szabadnapi kiilonbsége, melyet az egyén sajat ritmusa €s a szocialis
megkotések kozotti ellentét okoz. A szocidlis jetlaget a szabadnapi alvasi kozépido (mid-
sleep on free days, MSF) €s a munkanapi alvasi kozépidd (mid sleep on workdays, MSW)
kiilonbségeként oraban és percben fejezziik ki. Az abra (111) alapjan késziilt.

Kiilsé kornyezeti valtozas a tavaszi oradtallitas is, mely soran a szocidlis Orat
elébbre allitjuk, mikdzben a szolaris 6ra nem valtozik. A nyari idészamitas soran a
késdbbi sotétedésnek kdszonhetden késObbre tolodik a biologiai ora fazisa, n6 a cirkadian
eltolodas és a szocialis jetlag mértéke (122). Az draatallitas akut hatdsa pedig megjelenik
a balesetek, a hospitalizaciok és a kardiovaszkularis események megnovekedett szamaban
(123-126). Kronobioldgiai szempontbol mindenképpen a tavaszi Oraatallitas
megsziintetése lenne kedvezd (127).

Elektromos vilagitas nélkiil €16 tarsadalmakban az ébredés ideje a napfelkeltéhez
igazodik (128). A vidéki tarsadalmakban, ahol nagyobb a természetes megvilagitas alatt
toltott orak szama és kiillonosképpen a kora reggel természetes fényben toltott 1d6, a korai
kronotipus gyakorisdga nagyobb, mig a szocialis jetlag mértéke kisebb, mint varosi

koriilmények kozott (129). A modern tarsadalmakban az épiiletekben, korlatozott
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természetes fény mellett toltott id6 és a mesterséges vilagitas egyiittesen gyengitik a fény,
mint Zeitgeber amplitidojat és késObbre toljadk az emberek kronotipusat (130).
Mindemellett az egyéni fényérzékenység is valtozo, ugyanolyan erdsségii fényexpozicid
hatdsara bekdvetkezd melatonin szuppresszid mértékében jelentds interindividualis
kiilonbségek lehetnek (131-133). A késdi kronotipustiak raadasul nagyobb mértékben
vannak kitéve esti megvilagitasnak, ami még késébbre tolja a cirkadidn ritmusuk fazisat
(69). A cirkadian ritmuszavarokat a bels0 ¢és kiilsé tényezOk komplex Osszjatéka
eredményezi.

Mara mar egyértelmi, hogy a cirkadidn zavarok komoly hatdssal vannak mind a
testi, mind a lelki egészségilinkre. A cirkadidn mechanizmus alapvetden hozzajarul a
szovetek, szervek fizioldgias milkodéséhez, igy =zavara valtozatos metabolikus,
kardiovaszkularis, immunolégiai, neurodegenerativ eltérésekhez, pszichés problémakhoz
vezet, ¢s noveli a rosszindulati daganatok kialakulasanak valoszintiségét. Vice versa,
kiilonb6zé patologias allapotok negativan hathatnak az oramiikodésre, aminek

kovetkeztében sok kronikus betegség jar alvaszavarral.

2.7 A cirkadian ritmus néhany kiemelt élettani vonatkozasa
A tovabbiakban a cirkadidan oOra élettani hatdsait a dolgozatban szerepld
vizsgalatok szempontjabol fontos teriiletek, a sziv- és érrendszer, az anyagcsere €s az

immunrendszer vonatkozasaban szeretném bemutatni.

2.7.1 A Kkardiovaszkularis rendszer cirkadian vonatkozasai és a szivfrekvencia
variabilitas

Az éjszaka soran csokken a szivfrekvencia, a vérnyomads ¢€s a perctérfogat, mig
¢bredéskor hirtelen n6 a szimpatikus aktivitas (134). Ezeket a napszaki ingadozasokat
sokaig egyszerlien a viselkedési minta, a fizikai aktivitdas idObeli valtozasaval
magyaraztdk, azonban laboratoriumi, konstans koriilmények kozott bebizonyosodott,
hogy a keringési rendszer szamos komponensének ritmusa endogén eredetii. igy példaul
a vérnyomads (135, 136), a szivfrekvencia (137), a keringd adrenalin és noradrenalin
szintek (136, 138) és a vérlemezkék aggregacids készsége (139) is cirkadian ritmussal
rendelkezik. A sziv- és érrendszerben megfigyelhetd napszaki ingadozéasok elsdsorban az

autonom idegrendszer ritmusos aktivitasat tiikrozik. A sziv autonom idegi szabalyozasa
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a szivfrekvencia variabilitdson (heart rate variability, HRV) keresztiil jol vizsgalhato. A
szimpatikus és paraszimpatikus idegi impulzusok iitésrdl iitésre hatarozzdk meg a
szivfrekvenciat, aminek kovetkeztében két egymast kdvetd R hullam kozott eltelt ido
folyamatosan valtozik. Az titések kozotti id6 valtozékonysagat, ezen keresztiil pedig az
autondém idegrendszer aktivitasat jellemzi a HRV. A szivfrekvencia €s a szivfrekvencia
variabilitds nappal magasabb, éjszaka alacsonyabb, mely valtozdsok mogott a cirkadian
oramiikddés és az alvas/ébrenlét ciklusok allnak (138, 140, 141). Az alvas soran a HRV
a kiilonb6zo alvasfazisokkal szinkronban valtozik. Az alvas szerkezetében REM (rapid
eye movement) és NREM (non-REM) stddiumokat kiilonboztetiink meg. A REM alvast
gyors szemmozgdsok és alacsony izomténus jellemzi, mig a NREM stadiumban
nincsenek szemmozgasok €s az izomtonus kifejezettebb. A NREM alvast tovabbi
szakaszokra oszthatjuk, a feliiletes N1, N2 szakaszokra, valamint a mély- vagy lasst
hullamu alvasra (N3). Az alvas soran a harom NREM ¢és a REM szakasz ciklikusan koveti
egymast, melyek sordn a HRV is valtozik, mértéke a mély alvas felé¢ folyamatosan
novekszik. Ezen tilmenden a HRV mértéke jellemzd az altaldnos kardiovaszkularis
allapotra, a szabdlyozds rugalmassidgara. Az egészséges autondom szabalyozast a
magasabb HRYV jelzi, amit a paraszimpatikus dominancia eredményez, mig az alacsony
HRV csokkent paraszimpatikus ¢és fokozott szimpatikus aktivitisra utal, ami a
kardiovaszkularis megbetegedések ismert rizikdfaktora (142, 143).

Az alvés és a cirkadian folyamatok kolcsondsen szabalyozzak a kardiovaszkularis
rendszert és komoly szerepiik van a szivbetegségek megeldzésében (144). Az akut
kardiovaszkularis események, a stroke (145, 146), a miokardidlis infarktus (147-149), a
kamrai ritmuszavarok (150) és a hirtelen szivhalal (148, 151) eléfordulasa reggel
gyakoribb, tovabbd a nap tobbi részéhez képest a reggel elszenvedett szivroham
kimenetele kedvezOtlenebb és az infarktus mérete is nagyobb (152). A cirkadidn
szabalyozas kovetkeztében ugyanazon koriillményre (példaul testhelyzet valtoztatasra) a
nap kiilonb6z6 szakaszaiban eltérd intenzitassal valaszol a sziv- €s érrendszer (136, 153,
154), ami egészséges emberek esetében eldnnyel jar, azonban kardiovaszkularis rizikoval
¢loknél hozzdjarul ahhoz, hogy a kardiovaszkularis események a nap bizonyos
1ddszakaiban nagyobb gyakorisaggal fordulnak eld.

A cirkadian ritmus zavarai pedig novelik a kardiovaszkularis megbetegedések

(cardiovascular disease, CVD) rizikojat, amellett, hogy hajlamositanak a metabolikus
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elvaltozasokra (példaul elhizésra) és az immunrendszer miikodését a gyulladas irdnyaba
terelik, amivel szintén hozzajarulnak a szivbetegségek kialakuldsdhoz. Epidemiolédgiai
vizsgalatok alapjan a valtott miiszaki munkavégzés noveli a stroke (155) és a
szivkoszoruér betegségek rizikojat (108, 156), tovabba az ¢jszakai miiszakban a dolgozdk
vérnyomasa magasabb, mint a nappali miiszakban végzett munka esetén (157, 158).
Laboratoriumi koriilmények kozott, szimulalt éjszakai munkavégzés hatdsara novekedett
arésztvevok vérnyomasa és csokkent az alvas alatti szivfrekvencia-esés mértéke, tovabba
megemelkedett a CVD patomechanizmusaban is fontos gyulladasos markerek (C-reaktiv
protein, tumor nekrozis faktor alfa (TNFa), rezisztin €s interleukin-6 (IL-6)) szintje a
vérben (159).

A cirkadian ritmuszavarok rdadasul sokszor alvashidnnyal jarnak egyiitt. A rovid
alvas a ritmuszavart6l fliggetleniil is noveli a magas vérnyomas ¢és a kardiovaszkularis
megbetegedések kialakulasanak valdszinliségét (160-163). A kiilonbozo alvasi
rendellenességek, mint példaul az inszomnia (164), a periodikus labmozgas zavar (165)
¢s az alvasfiiggd 1égzészavarok (166, 167) szintén rizikdfaktorok a CVD szempontjabol.
Ezek a korképek jellegzetesen gyakori ébredésekkel és az alvéas hosszanak csokkenésével,
rossz alvasmindséggel jarnak egyiitt. Az alvas kozbeni mikroébredések igénybe veszik a
kardiovaszkularis rendszert, a szivfrekvencia, a vérnyomas és a szimpatikus aktivitas
atmeneti megugrasat okozzdk (168, 169), mig az alvas mélyiilésével az autondém
egyensuly a paraszimpatikus dominancia felé tolodik, ami helyreéllitd és védo hatdssal

bir a sziv- és érrendszerre (170).

2.7.2 Az anyagcsere cirkadian szabalyozasa

A metabolizmus kifejezett cirkadian ritmussal rendelkezik, amit a sejtszintli
oramechanizmus és az étkezés ritmusa egyiittesen befolyasol. A cirkadian ora lehetdvé
teszi az Osszeférhetetlen biokémiai folyamatok iddbeli elkiiloniilését és segit az
anyagcsere utvonalak komponenseinek kifejezddését a szubsztrat elérhetdséghez vagy a
metabolikus sziikséglethez igazitani. Az anyagcsere Utvonalak szamos kulcsmolekulaja
¢és a sejt tapanyag szenzorai a kozponti 6ramiikddésre is hatdssal vannak, kapcsolatot
biztositva a sejtanyagcsere €s a cirkadian 6ra kozott (171).

Az oOra €s a metabolizmus viszonya megmutatkozik a kiilonb6z6 szdvetspecifikus

vagy teljes oragén hidnyos egérmodellekben, melyek gyakran mutatnak metabolikus
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eltéréseket, koztik a gliikoz és lipid homeosztazis zavarat és inzulinrezisztenciat (172-
176). Forditva, az elhizds és mdas metabolikus eltérések modelljeiben az étkezés
ritmuséanak felborulasa €s az éramiikodés zavara figyelheté meg. Diéta indukalt elhizas
(diet induced obesity, DIO) modellben az egerek a tap nagy részét az inaktiv fazisuk soran
fogyasztjak el, ezzel ellapitva az étkezés-koplalas ritmusat. Ezzel parhuzamosan az
oragének és az ora altal kontrollalt gének expresszidja megvaltozik (177). Leptin hidnyos
ob/ob egerek oragénjeinek oszcillacidja a maj és zsirszovetben még azeldtt ellaposodik,
hogy elhiznénak az allatok (178). Ha a taplalkozas és a fény-sotétség ciklusok egymastol
disszocialodnak, akkor a taplalkozassal szinkronizalhatd szovetek fazisa elcstszik a
tobbi, SCN-hez igazodo periférids orak fazisatol (179). Patkdnyokat nappali aktivitasra
kényszeritve az allatok elhizasa figyelhetd meg alland6 taplalékelérés mellett (180), mig
ezek a hatdsok elmaradnak, ha nappal nem tdplalkozhatnak az éllatok (181). Egerek
taplalékelérhetdségének nappalra korlatozasa szintén az allatok elhizasaval jar (182).

Populacios szinten is megfigyelhetd a cirkadian zavarok anyagcserére gyakorolt
hatasa. A 2.6-os fejezetben mar szerepelt, hogy a valtott miiszakii munkavégzés és a
szocialis jetlag is noveli a metabolikus elvéltozasok riziko6jat. Emellett a kronotipus
metabolikus rendellenességekkel vald Osszefiiggéseire is vannak adatok. Késdi
kronotipust emberek nagyobb eséllyel rendelkeznek nagyobb testtomeggel és magasabb
testtomegindexszel (body mass index, BMI) (183), valamint fogékonyabbak a 2-es tipust
diabéteszre (184, 185). 2-es tipusu diabétesszel rendelkezd betegek koziil a késdi tipustiak
rosszabb glikémids kontrollal rendelkeznek (186, 187). A clock gén bizonyos
pontmutacioi elhizasra és metabolikus szindromara hajlamositanak, mig masok védenek
az elhizastol, mindazonaltal ezen pontmutaciok szerepe €s hatdsmechanizmusa még nem
tisztazott (188-190).

A taplalék, mint Zeitgeber hatdsa a taplalékbevitel idozitésével erdsithetd.
Allatokban a taplalékfelvétel aktiv fazisra torténd idézitése (time-restricted feeding, TRF)
egyértelmii metabolikus elényokkel jar (191). DIO modellben az egerek
taplalékfelvételének aktiv fazisra torténd korlatozasa helyreéllitja az 6ragének és ccg-k
oszcillaciojat, valamint a metabolikus regulatorok, a CREB, az mTOR ¢és az AMPK altal
szabalyozott Gtvonalak ritmusat. Bar ugyanannyi kaloriat fogyasztanak, a TRF egerek
nem hiznak el és egészségesebb a gliikdz ¢€s a lipid homeosztazisuk, mint az ad libitum

taplalékelérhetdség mellett tartott tarsaiknak (192). A TRF mas elhizast eredményezd,
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magas fruktdz, illetve magas szachar6z tartalmazo diétak metabolikus kdvetkezményeit
is enyhiti, valamint mar obez és 2-es tipusu diabéteszes egerek esetében visszaforditja a
betegség progressziojat (193).

Az idében korlatozott étkezés (time-restricted eating, TRE) hatdsanak human
vizsgalata még gyerekcipdben jar, de mar a korlatozott szamu tanulmany alapjan is
lathato, hogy a TRE csokkenti a testsulyt, javitja a gliikdzintoleranciat, mérsékli a magas
vérnyomas ¢és a diszlipidémia mértékét (194). Egészséges felnottek étkezési szokasait
mobilapplikacio segitségével kovetve az lathatdo, hogy a legtobben gyakran ¢&s
rendszerteleniil taplalkoznak, a teljes kaloria bevitel kevesebb, mint 25%-at fogyasztjak
el délelott, és tobb mint 25%-4t este 6 utan. A tanulmanyban résztvevok felének esetében
a taplalékbeviteli ablak meghaladta a 14,75 orat. Ezen feliil az étkezés idozitésében is
megfigyelhetd a hétkdznapok és hétvégék kozotti kiilonbség, a metabolikus jetlag
jelensége (195). Az étkezési szokasok minden bizonnyal hozzdjarulnak a fejlett
orszagokban oly gyakori metabolikus betegségekhez.

Habar tudjuk, hogy a szervezet egészséges mitkddéséhez sziikséges a cirkadian és
metabolikus ritmusok szinkronja, azonban még mindig tisztazatlan, hogy a periférias
szovetek étkezés altali szinkronizacidja pontosan hogyan zajlik. Egyre ndvekvé figyelem
fordul a bélrendszer felé, ami képes a megemésztett taplalékrol endokrin, immunoldgiai
¢és neuronalis Utvonalakon keresztiil informaciot kozvetiteni a szovetek fele (191). A
gasztrointesztinalis traktus trillionyi, a mikrobiomot kialakité baktériumnak ad otthont.
A mikrobiom Osszetételében megfigyelhetd diurnalis valtozasokért a szervezet cirkadian
miikédése felelds (196). A cirkadian ritmuzavarok mind egérmodellben, mind human
vizsgalatokban a bél mikrobiom diszbidzisaval jarnak (197-199), €s viszont, a szervezet
megfeleld cirkadidn miikodéséhez diverz mikrobiom sziikséges (200). A mikrobiom-
gazdaszervezet cirkadian kolcsonhatasaban bekdvetkezd valtozasok fontos szerepet

jatszanak kiilonbozo betegségek, példaul a gyulladésos bélbetegség, az elhizas €s az 1-es

crer
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2.7.3 Az immunrendszer cirkadian szabalyozasa

Az immunrendszer véd a patogének ellen és eldsegiti a sériilt szovetek
jarulékos karokkal jarnak a szervezet szamara. A cirkadian 6ramiikodésnek alapvetd
szerepe van abban, hogy az immunvélasz optimdlis idében, megfeleld intenzitdssal
jatszodjon le. A velesziiletett immunitas gyakorlatilag minden eleme cirkadidn modon,
azonban kiilonboz6 fazisban oszcillal, elkeriilendd a szinergista hatasokat és a tulzott
immunvalaszt, minimalizalva ezaltal a szdvetkarosodas mértékét és az autoimmun
hatdsokat. A leukocitdk szovetek kozé torténd infiltracidja normal, homeosztatikus
korilmények kozott és gyulladds vagy sériilés esetében is idozitetten zajlik, az
immunreakciok idejét pedig a gyulladdsos folyamatokban szerepld gének
expresszidjanak iddzitésével korlatozza a molekularis 6ra (201). Ugyanakkor ez a
kapcsolat is kétiranyq, a gyulladasos allapotok az érara visszahatva a kozponti éragének
ritmusanak ellaposodasat és az ora altal kontrollalt gének expresszidjanak megvaltozasat
eredményezik (202).

A cirkadidn ora szabdlyoz6 szerepe latvanyosan megmutatkozik a keringd
leukocitak szdmanak napi ingadozéasaban (6. dbra). A vérben mérhetd fehérvérsejtszam
az inaktiv periddusban, egerekben nappal, emberek esetében €jszaka éri el a maximumat
(203, 204). Ez a ritmus egyrészt a leukocitak érfalhoz torténd kitapadasatol (marginécio)
¢és a szovetekbe torténd vandorlasuktdl (migraciod) fligg, masrészt a sejtek csontveldbol
torténd kiaramlasa és oda valo visszatérésiik (homing) is szabalyozza. Ezen folyamatok
mindegyikét befolyasolja a cirkadian éramiikodés. Az aktiv iddszak kezdetén a keringd
leukocitdk mennyisége lecsokken, ahogy a sejtek a periférias szovetekbe €s a csontveldbe
aramlanak, mig a nyugalmi fazis kezdetén a csontvel6bdl torténd kiaramlas a

meghatarozo, mely a fehérvérsejtszamot emeli a periférids vérben (205-208).
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6. abra: A keringo leukocitak szamanak napi ingadozasa
A fehérvérsejtek az inaktiv iddszakban nagyobb mennyiségben taldlhatbak meg a
keringésben, mig az aktiv iddszakban a keringé leukocitdk szama lecsokken, ahogy a
sejtek a periférids szovetekbe és a csontvelobe aramlanak. Az abra (205) alapjén,
BioRender programmal késziilt.

A csontveldi vandorlas szabalyozasdban fontos szerepe van a kozponti oranak,
ami az autonom idegrendszeren keresztiil éri el a csontvel6t. A szimpatikus idegekbdl
ritmikusan felszabaduld noradrenalin a sztromasejtek B3 receptoran keresztiil csokkenti
azok CXCLI12 (CXC motif chemokine ligand 12) termelését, mely a haemopoetikus
dssejtek ¢€s leukocitdk csontveldi vandorldsanak fo szabalyoz6 kemokinje (209). A
ritmusos sejtvandorlashoz mindazonaltal a sejtek sajat orajara is sziikség van. A
fehérvérsejtek szovetek kozé torténd kilépésében szerepet jatszd migracids faktorok
expresszidjat mind a leukocitdkon, mind az endotélen az ora iranyitja (205).

A vandorlasi folyamat tobb 1€pésbdl all (7. abra). Elséként a keringd leukocitak
kitapadnak az érfalhoz a felsziniikon talalhato P-szelektin glikoprotein ligand-1 (PSGL-
1 vagy CD162) és az endotél felszinén megtalalhatd E- és P-szelektinek kozott kialakulo
gyenge kapcsolatok révén. A sejtek igy lelassulnak és a CD162, illetve az L-szelektin
(CD62L) ¢s az endotelidlis szelektinek kozotti kapcsolatoknak koszonhetéen gordiilni

kezdenek az érfalon. A fehérvérsejtek az endotelialis kemokinek hatasara aktivalodnak,
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majd szorosan az érfalhoz tapadnak, mely folyamatban kiemelt szerepe van az LFA-1
(Ilymphocyte function-associated antigen 1), Mac-1 (macrophage-1 antigen) ¢s VLA-4
(very late antigen-4) integrineknek, valamint az endotelidlis ICAM-1 (intercellular
adhesion molecule 1) és VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) adhézios
molekulaknak. Utolsé 1épésként a sejtek atjutnak az érfalon, ami torténhet két sejt kozott,

de ritkabban transzcellularisan is (205, 210).

kikotodés és gordiilés aktivacio és adhézio transzmigracié
PSGL-1/CD162 LFA-1 (CD11a/CD18) PECAM1/CD31
L-szelektin/CD62L Mac-1 (CD11b/CD18) CD99
sramlds E- és P-szelektin VLA-4 (CD49d/CD29) ICAM-1
kemokinek VE-cadherin
_leukocita ICAM-1 junkcids adhéziés molekulak
VCAM-1 PECAM1/CD31
_— - CD99
endotél

7. abra: A leukocitak érfalon keresztiili atjutasanak 1épései
A leukocitdk és endotél kozotti ligand-receptor kapcsolatok révén a fehérvérsejtek
kikotédnek az érfalhoz, gordiilnek az endotél felszinén, majd szoros adhézios
kapcsolatokat létesitenek az endotéllel, végiil atjutnak az érfalon. A folyamatban
résztvevd molekuldk az egyes 1épések alatt aszerint vannak feltiintetve, hogy melyik
sejttipus fejezi ki Oket: fekete-leukocita, piros-endotél. Az abra (210, 211) alapjén,
BioRender programmal késziilt.

A kovetkezOkben néhany példat hozok a ritmikus sejtvandorlasnak és
szabalyozéasanak szemléltetésére. A neutrofil granulocitdk a csontveldben érnek, majd az
érett (posztmitotikus) sejtek a keringésbe 1épnek, mely folyamatot CXCR2 ¢s CXCR4
(CXC motif chemokine receptor) receptoraik iranyitjak. A CXCR4 ligandja, a CXCL12
aneutrofil granulocitak visszatartasat timogatja, mig a CXCR2-n keresztiili szignalizacio
a sejtek csontvel6bdl torténd kilépését eredményezi (212). Az aktiv-inaktiv fazis
atmenetekor a szimpatikus idegek ritmikus aktivitdsanak koszonhetéen a CXCL12 szintje
lecsokken, a fiatal sejtek a keringésbe keriilnek, ahol folyamatosan érnek, amit a csdkkend
CD62L és magas CXCR4 expresszidjuk is jelez, majd kilépnek a keringésbdl (213). Az

inaktiv fazis végén a csontvelObe visszatérd eloregedett neutrofil granulocitikat
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csontveldi makrofagok fagocitaljak (208). A neutrofil granulocitakon kiviil a B és NK
sejtek is cirkadian moédon vandorolnak a csontveldbe (205).

A tiidoben mérhet6 leukocitaszam szintén cirkadian oszcillaciot mutat, a neutrofil
granulocitak, B-sejtek, CD4+ T-sejtek €s gyulladasos monocitak megjelenése is ritmusos
ebben a szdvetben (205, 214). Gyulladasos modellben a neutrofil granulocitak cirkadidn
iranyitja, mely gliikokortikoid szabalyozas alatt all (214).

Nyugalmi korilmények kozott a neutrofil granulocitak ¢és a gyulladasos
monocitak szdma az aktiv fazis elején éri el maximumat a szivben. Egérmodellben az
ekkor eléidézett miokardialis infarktus mérete nagyobb és tobb neutrofil granulocita és
monocita infiltracidja kiséri, mint az inaktiv fazisban. Az aktiv fazis elején egyrészt
nagyobb mennyiségben vannak jelen a neutrofil granulocitdkon és a monocitdkon a
CXCR2, illetve a CCR2 (CC motif chemokine receptor 2) kemokin receptorok, masrészt
az endotél felszinén is fokozottabb az adhéziés molekuldk és kemokinek kifejezddése,
mint az inaktiv fazisban (215, 216).

A kozponti oragének a leukocitavandorlas mellett tobb ponton is kdzvetleniil
befolyasoljak az immunvalaszt (202, 217). A Bmall mieloid specifikus delécidoja a
gyulladdsos monocitdk ritmusanak megsziinését eredményezi, és noveli az egerek
Listeria monocytogenes fertdzéssel szembeni fogékonysagat (218). A Bmall”" neutrofil
granulocitdk granulumdsszetételének és a neutrofil extracellularis csapdak (neutrophil
extracellular traps, NET) képzésének ritmusa is megsziinik (219). Altalanossagban a
BMAL1I a BMALI/CLOCK komplexen keresztiili transzkripcids aktivitdsa révén
gyulladdscsokkentd hatassal bir (202). A CLOCK BMALIl-hez val6 kotodése
megakadalyozza, hogy a CLOCK acetilalja és aktivalja a p65-6t, ezaltal csokkentve a
transzkripcionalisan aktiv nuklearis faktor - kappa B (NF-kB) mennyiségét. A BMALI1
segiti a REVERBa ¢s RORa magreceptorok atirédasat, melyek fontos szereppel birnak a
gyulladasos reakciok csokkentésében. A REVERBa gatolja az 116 és Ccl2 (chemokine
(C-C motif) ligand 2) atirodasat (202). A REVERBa specifikus delécioja esetén a
makrofagok ritmikus citokintermelése megszilinik, ehelyett a gyulladdsos citokinek
allando, fokozott szekrécioja figyelhetd meg (214, 220). A RORa serkenti az inhibitor
kB (IkB) kifejezddését, ami az NF-kB-t a citoplazméban tartja és megakadalyozza, hogy

az a sejtmagban aktivalja a gyulladasos citokinek expressziéjat (202). Allatmodellek
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bizonyitjak, hogy az éramiikddés zavara egyrészrol kedvez a gyulladdsos betegségek
kialakuldsdnak ¢és sulyosbitja azok tiineteit (221-224), masrészr6l hozzédjarul az
autoimmun betegségek kialakuldsahoz és progresszidjahoz is (225-228).

A cirkadian 6ramiikddés €és az immunrendszer kapcsolata kiilonb6z6 betegségek
napszaki ingadozdsaiban is megnyilvanul. Példdul az allergids tiinetek reggeli
megjelenése gyakoribb (229), ahogy az asztma tiinetei is a hajnali ordkban a
legerésebbek, parhuzamosan az eozinofilek léguti valadékban mérheté megnovekedett
szamaval és az IL-5 magasabb szintjével (230). Az egyik leggyakoribb autoimmun
betegség, a reumatoid artritisz tiinetei szintén napszakfiiggd megjelenést mutatnak. Az
iziileti merevség ¢s a fajdalom a reggeli 6rakban a legerdsebbek, dsszhangban az IL-6
szérumban mérhetd szintjével, ami a nap soran ekkor a legmagasabb (231).

A valtott miiszakban végzett munka az immunrendszer miikodésére is negativ
hatassal van. Nappali munkat végzokkel dsszehasonlitva a valtott miiszakban dolgozok
keringésében magasabb  0Osszleukocita, neutrofil granulocita-, monocita- és
limfocitaszdmok mérhetdek (232-234), illetve emelkedett a szisztémas gyulladasra utald
markerek (a C-reaktiv protein, valamint a TNFa, IL-6, IL-1p és IL-10 citokinek) szintje
(232). A tobb miiszakban foglalkoztatottak fogékonyabbak a 1éguti megbetegedésekre, a
nathara, influenzara és a COVID-19-re (koronavirus-betegség 2019) (235-237). A valtott
miiszakban végzett munka noveli a pikkelysomor (238), az irritabilis bél szindroma (239)
¢s ndkben a reumatoid artritisz (240) kialakuldsanak kockéazatat, valamint a fiatal korban
végzett valtott miiszakos munka ndveli a szklerdzis multiplex késobbi kialakuldsanak
valoszinliségét (241, 242).

Az immunrendszer kapocs lehet a cirkadian ritmuszavarok és bizonyos
betegségek gyakoribb eléfordulasa kozott. Az dra zavardnak immunrendszerre gyakorolt
hatdsa hozzdjarulhat a valtott miiszaki munkavégzés negativ egészségiigyi
kovetkezményeihez, a metabolikus, kardiovaszkularis €s daganatos megbetegedések

megnovekedett rizikojahoz.
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2.8 Az immunrendszer és a metabolizmus osszefiiggései

Az immunrendszer szoros Osszefliggést mutat az anyagcserével, amely
kapcsolatnak evolucios hattere van (243). A két rendszer egylittmiikodése segitette, hogy
a rendkiviil energiaigényes immunreakciok valtozo vagy kedvezbtlen tapanyag
ellatottsag esetén is biztosithassdk az €¢161ény ttlélését. Az immunrendszer miikddése és
a metabolikus szabalyozas szamos, a gerinctelenektdl az emldsokig konzervalt jelatviteli
ut révén kapcsolodik egymashoz. Ezek koziil az egyik legismertebb a TNFa receptoran
¢s a toll-szerli receptorokon (toll-like receptors, TLRs) keresztiil elinduld jelatviteli
folyamatok gatlo hatdsa az inzulin-receptor szignalizacidjara (244). A modern korra
jellemzd éllandé ¢és tulzott taplalékelérhetdség mellett az immunfolyamatok és a
metabolizmus kozotti egyensuly gyakran felborul, és a kiillonb6z6 metabolikus
betegségeknek (elhizas, inzulin rezisztencia, 2-es tipusu diabétesz) jellemzd kisérdi az
egész szervezetet érintd gyulladasos folyamatok (243). A zsirszoveti gyulladéas hozzajarul
a metabolikus betegségek progressziojahoz, példaul a TNFa az inzulin jelatviteli
utvonaldnak (az IRS (insulin receptor substrate) fehérjék foszforilacidjan keresztiili)
gatlasaval fokozza a zsirszovetben az inzulinrezisztenciat (244). Metabolikus és
gyulladdsos betegségek kezelése soran ugyanakkor az anyagcsere megvaltoztatdsan
keresztiil hathatunk az immunrendszer miikodésére. Nagyszamu tanulmany alapjan a
tapanyagosszetétel megvaltoztatasa (makrotapanyagok aranydnak megvaltoztatasa,
kiegészitd tdpanyagok bevitele), illetve a hosszabb ideig tartd koplalas eredményes lehet
tobbek kozott a metabolikus zavarok, a reumatoid artritisz, a szkler6zis multiplex és a
gyulladdsos bélbetegségek kezelésében (245-249), ugyanakkor ezen hatdsok sejt- €s
szoveti szintll mechanizmusai még tisztazatlanok. Bar ismert, hogy a cirkadian rendszer
mind a metabolizmus, mind az immunrendszer miikodését szabalyozza, a két rendszer

ritmusanak kapcsolatarol nagyon keveset tudunk.
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3. Célkitiizés

Doktori tanulmanyaim soran a cirkadian deszinkronizacio kiilonb6zo
aspektusaival foglalkoztam. Egyrészt human vizsgalatokat végeztiink a leggyakoribb
ritmuszavar, az SJL kardiovaszkularis szabdlyozasra és alvasmindségre gyakorolt
hatdsanak elemzéséhez, masrészt egérmodellben vizsgaltuk a metabolikus ritmus és az
immunrendszer kapcsolatat. A két munkéban k6zos, hogy kismértékii, ugyanakkor nagy
populaciot érintd cirkadian ritmuszavarokkal foglalkozik, ezért, bar a hatasok jobbara
mérsékeltek, az Osszefiiggések alapjan levonhatd tanulsdgok tarsadalmi szempontbol
nagy jelentdséggel birnak.

Munkank kezdetén a kdvetkez6 célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

I. Vizsgéljuk a leggyakoribb ritmuszavar, az egyetemi kdzegben kiilondsen konnyen
tetten érhetd szocialis jetlag alvasminOségre gyakorolt hatdsat fiatalokon, a lehetd

legkisebb beavatkozas mellett, természetes kornyezetben. Ehhez

1. résztvevoket keresiink ¢s az MCTQ kérdoiv segitségével felmérjiik az alvasi
szokasaikat és kronobiologiai jellemzdiket.

2. egy hétkoznapi és egy hétvégi napon, természetes kornyezetiikben kovetjiik az
¢jszaka folyamén az alanyok szivfrekvencia variabilitasat, ami egyfeldl a
kardiovaszkularis szabalyozds mindségérol, masfeldl az alvas mélyseégérdl és
mindségerdl nydjt informaciot.

3. kérddiv segitségével felmérjiik, hogy hogyan értékelik maguk a résztvevok
alvasuk mindségét ugyanezen éjszakak alatt.

4. megvizsgaljuk, hogy mutat-e a szocidlis jetlag Osszefliggést az alvas alatti
kardiovaszkularis szabdlyozassal ¢és az alvas hatékonysdgaval, valamint a

szubjektiv alvasmindséggel.

II. A cirkadian rendszer €s a metabolizmus ¢€lettani €s patoldgiai szempontbdl is szoros
Osszefiiggést mutat, emellett mindkettd szabalyozza az immunrendszer mikodését. Ezek
alapjan egérmodellen megvizsgaljuk, hogy hogyan hat a téaplalékfelvétel iddbeli
korlatozasa (TRF) — a tapanyagosszetétel és a kaloriabevitel megvaltozasa nélkiil — az

immunrendszer miikddésére szervezeti, illetve sejtszinten.
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Ehhez

1. vizsgéljuk az altalunk alkalmazott TRF hatasat a metabolikus ritmusra.

2. vizsgéaljuk a TRF hatasat egy autoimmun betegségre, modellként a K/BxN
szérum transzfer artritiszt hasznaljuk.

3. vizsgaljuk a TRF hatasat az immunrendszer altalanos aktivitasara a Iéptomeg,
a fehérvérsejtszam és a leukocitapopulaciok vérben mérheté mennyiségének
napszaki ingadozéasan keresztiil.

4. vizsgaljuk a TRF hatasat a csontveldi 6ramiikodésre.

5. vizsgaljuk a TRF hatasat a leukocitak aktivitasara és vandorlasara.
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4. Modszerek

4.1 Az alvasminéség vizsgalat protokollja és a résztvevok kivalasztasa

A tanulmanyhoz egyetemi levelezdlistakon, illetve Facebook csoportokban
kerestiink olyan résztvevoket, akik hétkoznap és hétvégén is rendszeres idébeosztas
szerint €ltek. A vizsgalatban fiatal férfiak vettek részt, mindannyian egészségesek voltak,
gyogyszert nem szedtek, nem volt alvaszavaruk vagy kardiovaszkularis megbetegedésiik
¢s a vizsgalat el6tti honapban nem vettek részt jetlaggel jard utazason. A minta kor (23,2
+ 1,5 év, atlag + szoras), BMI (22,8+2,5 atlag + szoras) és szocidlis helyzet (budapesti
egyetemistak) szerint is homogénnek volt tekinthetd. A résztvevoket kikérdeztiik
dohanyzasi, koffeinfogyasztasi és testmozgasi szokasaikrol, valamint vérnyomdasukrol és
koleszterinszintjiikrél. A vélaszok alapjan senkinél nem allt fenn kardiovaszkuldris
kockazat. Arra kértiik a résztvevoket, hogy a vizsgalat hetében ne fogyasszanak alkoholt
¢s tartozkodjanak az extrém fizikai aktivitastol. Utolag kikérdeztiik 6ket, hogy tortént-e
veliik barmilyen vératlan esemény (akadt-e egészségligyi probléméjuk vagy érte-e dket
jelentds fizikai vagy érzelmi stressz a héten). Az eredeti 35 jelentkezobdl utolag 2 embert
zartunk ki, igy végiil 33 alany adatait elemeztiik. A vizsgalat 2016/17 telén és 2017
tavaszan zajlott, az 6raatallitds utdn 2 hétig szilinetelt. Egy-egy résztvevd szamara egy
hétig tartott a vizsgalat, ez id0 alatt az alanyok szokdsos iddbeosztasuk szerint éltek,
hétkoznapokon ébresztdorara keltek, mig hétvégén maguktol ébredtek. Egy heétkoznapi
napon (szerdan) €s egy hétvégi napon (szombaton) éjszaka a mellkasukon egy kicsi, EKG
alapu, szivfrekvenciat rogzitd késziiléket (Actiheart) viseltek, majd masnap, ébredés utan
kitoltotték a Groningen alvasmindség kérddivet (lasd késobb). Ezen feliil ezeken a
napokon a lefekvés el6tti utolso, illetve felkelés utani elsé vizeletiikbol mintat tettek el.
A kutatast a Semmelweis Egyetem Regionalis, Intézményi Tudomanyos és Kutatasetikai
Bizottsaga hagyta jova (az etikai engedély szama: 170/2016). Az alanyok irasbeli
beleegyezd nyilatkozatot tettek és részvételiikért fizetséget kaptak.

4.2 Az alvasi paraméterek meghatarozasa
A résztvevOk eldzetesen kitoltotték a kronotipus €és az SJL meghatarozéasara
szolgélo MCTQ (Munich Chronotype Questionnaire) kérdéiv magyar valtozatat (79). A

kérdbiv alapjan meghataroztuk az alvasi kozépidd értékét szabadnapokon (MSF) és
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munkanapokon (MSW), melyek kiilonbsége adja az SJIL (MSF-MSW) értékét, valamint
a kronotipust, ami az MSF szabadnapokon mérhetéd megnovekedett alvashosszra korrigalt
érteke (MSFs) (111). A kérddivben szerepld, a dolgozat szempontjabol relevans

allitasokat és a segitséglikkel meghatarozhatd paramétereket az 1. tdblazatban mutatom

be.

1. tablazat: Az MCTQ-ban szerepld allitasok és a segitségiikkel meghatarozhato
paraméterek. Az als6 indexben lathatdo, hogy munkanapokra (workday, w) vagy
szabadnapokra (free day, f) vonatkozik az adott valtozo.

valtozo a kerdogflll)iigsszereplo rovidités | mértékegység
a lefel‘wes 1d6pontja __6ra__ perckor fekszem BT hhemm
(bed time) le
az elalvashoz késziilédés | Altaldban _ éra
idépontja (time of perctdl késziildédom SPrepws | hh:mm
preparing to sleep) elaludni.
az elalvashoz sziikséges ___percre van sziikségem, .
1d6 (sleep latency) hogy elaludjak. SLatw min
az alvas vége __ora__ perckor ¢bredek SEw hhemm
(sleep end)
az ébredés és a felkelés ____perc mulva kelek fel
kozott eltelt id6 az agybol. STt min
(sleep inertia)
szamitott valtozo
az alvds kezdete SPrepw/is+ SLatwr SOws hh:mm
(sleep onset)
az alvas hos'sza SEwi— SOws SDut hhemm
(sleep duration)
az alvasi kozépido
munkanapokon SOw + SDw/2 MSW hh:mm
(midsleep on workday)
az alvasi kozépidé
szabadnapokon SOr+ SDy¢/2 MSF hh:mm
(midsleep on freeday)
§zociélis jetlag (social | MSF — MSW | SIL hhemm
jetlag)
atlagos heti alvashossz
(average weekly sleep (SDw x 5+ SD¢ x 2)/7 SDweek hh:mm
duration)
z{r;?g;zl;)u;n freeday ha SD¢< SDy: MSF
corrected for sleep debt on ha SDr> SDy: M5F bh:mm
MSF - (SDf - SDweek)
workdays)
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A vizsgalat hetében a résztvevok alvasnaplot vezettek, ami alapjan a vizsgalat
hetére vonatkozo SJL-t is megallapithattuk. Az atlagos SJL masfél ora volt, ami megfelel
az ebben az ¢életkorban korabban leirt SJL mértékének (79, 111, 250). A median SJL (93
perc) szerint a résztvevoket kis (SJL < 93 perc), illetve nagy (SJL > 93 perc) SJL-u
csoportba osztottuk. Az elébbi csoport legmagasabb értéke €és az utdbbi legalacsonyabb
érteke kozott 10 perc kiilonbség adodott. A mérési napokon az Actiheart szoftvere jelezte
az elalvas, illetve az ¢ébredés idejét, melyeket az alvasnaploval is Gsszevetettiink. A
szoftveres idOpontok segitségével kiszamitottuk a mérések napjaira vonatkozd pontos
SJL-t, amit az SJL és a szivfrekvencia variabilitas kozotti korrelacios elemzésekhez

hasznaltunk.

4.3 Melatonin

A résztvevok a lefekvés el6tti utolso, illetve a felkelés utani elsé vizeletiikb6l
mintat vettek, amiket -20°C-on taroltunk. A mintdkban enzimhez kapcsolt
immunoszorbens vizsgalattal (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA), a gyartoi

(IBL International) el6irasok szerint meghataroztuk a 6-szulfatoximelatonin, egy stabil

crer

crer

szulfatoxinmelatonin/kreatinin arany (nmol/mmol)).

4.4 HRYV analizis

A szivfrekvencia variabilitds (HRV) az egymast kovetd szivdobbandsok kozott
eltelt 1d6 valtozékonysagat jellemzi, ezaltal utal az autonom idegrendszer aktivitasara.

A HRV meghatirozashoz az Actiheart (CamNtech Ltd., UK) késziiléket
hasznaltuk. A mérések el6tt a résztvevok bejottek a laborba, ahol felhelyeztiik,
kiprébaltuk és beprogramoztuk a miiszert a felvétel kezdetére. A mérések kozott toltés és
az adatok lementése céljabol az alanyok visszahoztak a késziiléket.

Az Actiheart késziilék a szivverések kozott eltelt idot rogziti (interbeat interval,
IBI). A kiilonb6z6 HRV paraméterek az IBI adatsorbdl szamithatoak. A HRV elemzését
az eurOpai, valamint észak-amerikai kardioldgiai tarsasagok (European Society of
Cardiology ¢és North American Society of Pacing and Electrophysiology) altal 1996-ban
deklaralt standardok (143) és a legjabb ajanldsok (142) szerint végeztiik. ElsOként
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vizualis inspekcioval ellendriztiik a nyers adatok mindségét. A miitermékek konzisztens
detekciojahoz és korrekciojahoz az ARTiiFACT szoftvert (Tobias Kaufmann €s mtarsai,
Universitidt Wiirzburg, Németorszag) hasznaltuk (251). Az adatsorunk innentdl kezdve a
szinusz titések kozotti intervallumok idejét tartalmazta. Az adatsorokat 5 perces
szegmensekre daraboltuk. Az analizisbdl kizartuk azon szegmenseket, melyek 10%-nél
nagyobb aranyban tartalmaztak mitermékeket. Az 5 perces szegmensekre szamitott HRV
paramétereket 1,5 vagy 2 oras blokkokban atlagoltuk az adott elemzéstdl fliggden.

A HRV analizisére lehetdség van id6- €s frekvenciatartomanyban is (8. abra). Az
idOtartomdnyban az SDNN, RMSSD ¢és pNN50 paramétereket hatdroztuk meg az
ARTIiiFACT szoftver segitségével. Az SDNN (standard deviation of the normal to normal
intervals) az egymadst kdvetd szinusz litések idejének (NN intervallumok) a szorésa. Az
RMSSD (root mean square of successive differences) szintén egy szoras jellegii
paraméter, az egymas utani NN intervallum kiilonbségek négyzetes kozépértéke,
szamitasdhoz az egymast koveté NN intervallumok kiilonbségének négyzetét vessziik,
ezen négyzetes értékeket atlagoljuk, majd az 4tlagbol gyokot vonunk. A pNNS5SO
(percentage of successive normal to normal intervals differing by more than 50 ms) azon
egymast kovetd intervallumok aranya a szegmensben, amelyek kozott 50 ms-nal nagyobb

a kiilonbség (143).
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8. abra: A HRYV elemzésének folyamatabraja

Az Actiheart késziilék a sziviitések kozott eltelt 1dot (IBI) rogzitette. Az ARTiiFACT
program detektalta és korrigalta az esetleges miitermékeket. A kezelt adatsorokat a HRV
szamitas eldtt 5 perces szegmensekre daraboltuk. Az id6tartoméanybeli paramétereket az
ARTIiFACT segitségével kaptuk meg. A frekvenciatartomanybeli elemzéseket a DADiSP
szoftverrel végeztiik. Az adatsorok 4 Hz-re torténd Gjramintavételezése utan Fast Fourier
transzformaciot végeztiink, hogy megkapjuk a spektralis teljesitmény-siirliség eloszlast
(PSD). Konvencio6 szerint a frekvenciatartomanyt hdrom részre osztjuk: nagyon alacsony
(VLF), alacsony (LF) és magas (HF) frekvenciasdvokat kiilonbdztetiink meg.
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A HRV elemezhetd a frekvenciatartomanyban is, ilyenkor a sziviitések kozott
eltelt iddszakaszok, azaz az IBI adatsor spektrumat vizsgaljuk. Minden adatsor felirhato
kiilonboz6 frekvenciaji, amplitadoja és fazisu szinusz hulldmok (dgynevezett spektralis
komponensek) Osszegeként. A szinusz komponensek amplitidojat a frekvenciajuk
figgvényében d4brazolva kapjuk meg az adatsor spektrumat. A komponensek
megtalalasat, azaz az idébeli adatsor frekvenciabeli spektrumanak meghatarozasat a
Fourier transzformacio végzi. A frekvenciatartomanybeli elemzéseket a DADiISP 6.7
szoftverrel (DSP Development Corporation, MA, USA) végeztiik. Az IBI adatsor minden
pontjanak értéke az eléz6 adatpont pillanatatol eltelt id6, igy az adatpontok jellegiikbol
fakaddan idében nem egyenletes tavolsagra vannak egymastol. A spektrum szamitasahoz
elsd 1épésként sziikséges az adatok ujramintavételezése, hogy az adatpontok egymastol
egyenletes tavolsdgokra helyezkedjenek el az iddtengelyen. Ehhez harmadfoka
interpolaciot (kobos spline) hasznaltunk, 4 Hz Gjramintavételezési frekvenciat valasztva,
igy masodpercenként 4 adatpontot kaptunk. A spektralis analizis tovabbi eldfeltételeinek
teljesitéséhez alapvonal korrekciot és Hanning-ablakos simitast végeztiink. Ezek utan az
5 perces szegmenseken (1200 adatpont az Ujramintavételezés utan) Fast Fourier
transzformaciot  (FFT)  futtattunk, melynek eredményeként a 0-2 Hz
frekvenciatartomanyban 600 frekvenciapont (azaz bin) felbontassal megkaptuk a
spektrumot, melybdl spektralis teljesitménystirliség eloszlast (power spectral density,
PSD) szamoltunk. A PSD megadja, hogy az eredeti jel variancidjahoz az egyes binek
mekkora részben jarulnak hozza. Konvenci6 szerint a frekvenciatartomanyt harom részre
osztjuk: nagyon alacsony (VLF - very low frequency, 0,0033-t6l 0,04 Hz-ig), alacsony
(LF - low frequency, 0,04-t61 0,15 Hz-1g) és magas (HF - high frequency, 0,15-t61 0,4 Hz-
ig) frekvenciasdvokat kiilonboztetiink meg. Az 5 perces szegmensek atlag PSD-it
numerikusan integraltuk, hogy ezen savok abszolut teljesitményét, valamint az LF
normalizalt értékét (LFnu) megkapjuk. Az emlitett HRV paramétereket a 2. tablazat

foglalja Ossze.
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2. tablazat: Az ido- és frekvenciatartomanyban kiszamitott HRV paraméterek. (NN:
normal to normal, SNS: szimpatikus idegrendszer, PNS: paraszimpatikus idegrendszer,
nu: normalized unit, VLF: very low frequency, LF: low frequency, HF: high frequency)

paraméter magyarazat jelleg mertfik-
egyseg
SDNN az NN intervallumok szorasa | PNS, SNS ms
az egymas utani NN- PNS ms
RMSSD intervallum kiilonbségek
négyzetes kozépértéke
azon egymast kovetd NN PNS %
intervallumok szazaléka a
pNN50 szegmensben, melyek tobb,
mint 50 ms-mal kiilonbéznek
egymastol
teljesitmény a VLF hosszutavu regulacios ms?
VLF frekvenciasavban mechanizmusokat
feltételeznek mogotte
LF teljesitmény az LF SNS, PNS ms?
frekvenciasavban
HF teljesitmény a HF PNS ms?
frekvenciasavban
az LF arénya az LF és HF a szimpatikus modulacio -
LFnu Osszteljesitményhez képest kozelitésére hasznélatos
LFnu=LF/(LF+HF)

4.5 A szubjektiv alvasminéség értékelése

Az alvasmindség megitélésére a Groningen Alvasmindség Skala (Groningen
Sleep Quality Scale, GSQS) magyar valtozatat alkalmaztuk (252, 253) (9. dbra). A GSQS
egy kérddiv, mely eldontendd allitdsokat tartalmaz az el6z0 éjszaka alvasara vonatkozodan.
A vélaszoktol fliggben maximum 14 pont érheté el, a magasabb pontszdm rosszabb
alvasmindséget jelez. A kérddivet a résztvevok a mérési ¢jszakat kovetden, kozvetleniil

ébredés utan toltotték ki.
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A Groningen Alvasmindség Skala

Kérnjuk, valaszoljon az alabbi keérdeésekre!

1. Az ¢jjel mélyen aludtam. Igaz Nem igaz
2. Ugy érzem, rosszul aludtam az éjjel. Igaz Nem igaz
3. Tobb, mint fél oraba telt, amig este el tudtam aludni. Igaz Nem igaz
4. Tobbszor 1s felébredtem az éjjel. Igaz Nem igaz
5. Ma reggel faradtan eébredtem. Igaz Nem igaz
6. Ugy érzem nem aludtam eleget az éjjel. Igaz Nem igaz
7. Felébredtem az €jszaka kozepen. Igaz Nem igaz
8. Ma reggel kipihenten ¢bredtem. Igaz Nem igaz
9. Azt hiszem, csak neéhany orat aludtam az éjjel. Igaz Nem igaz
10. Azt hiszem, j6l aludtam az €jjel. Igaz Nem 1gaz
11. Egy szemhunyasnyit sem aludtam az éjjel. Igaz Nem igaz
12. Tegnap este konnyen elaludtam. Igaz Nem igaz
13. Amikor éjjel felébredtem, nehezen aludtam vissza. Igaz Nem igaz
14. Egész éjjel ide-oda forgolodtam az agyban. Igaz Nem igaz
15. Az €jjel nem alhattam tobbet 5 oranal. Igaz Nem igaz

9. abra: A Groningen Alvasmindség Skala
A kérddiv az el6z0 éjszaka mindségére vonatkozoan tartalmaz 15 allitast. Az els6 kérdés
nem szamit bele az értékelésbe, a 8,10,12-es allitasok esetén a ,,nem igaz”, a tobbi allitas
esetén az ,,igaz” valasz egy pontot ér, igy 0sszesen 14 pont érhetd el a skalan. A magasabb
pontszam rosszabb alvasmindséget jelez (253).

4.6 Kisérleti allatok

Allatkisérletes munkéankat konvencionalis allathazban, 12/12 6ras fény/sotétség
megyvilagitasban tenyésztett és nevelt, him C57BL/6 egereken végeztiik. A nap folyaméan
az Orékat ZT roviditéssel jeloljik (Zeitgeber time), a ZT0 a fény felkapcsolasanak
1d6pontja, ZT12 a fényszakasz kezdetétdl eltelt 12 6ra, ami egyben a sotét szakasz kezdete
is. Allataink szaméra ad libitum biztositottuk a taplalékelérhetéséget, majd 60-80 napos
korukban két csoportot hoztunk 1étre. Az allatok egy része tovabbra is ad libitum (AL
csoport), masik része idében korlatozott mdédon (TRF csoport), csak az aktiv fazisuk elsd
10 ordjaban (ZT12-22 kozott) jutott taplalékhoz. Az ivovizhez mindkét csoportnak
allandé hozzaférést biztositottunk és a koprofagia elkeriilése végett racson tartottuk az

allatokat. Az egerek tomegét és az elfogyasztott taplalék mennyiségét hetente mértiik. Az
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ad libitum és TRF modon etetett egerek minden kisérlet alkalmaval parhuzamosan
kezdték meg az etetési periddust. Kisérleteinket 4 hét etetési periddus utan végeztiik. A
parhuzamosan indult ketrecekbdl az ad libitum etetett allatok felét, illetve a TRF etetett
allatok felét hasznaltuk fel egy idopontban, majd masik feliikket egy 12 o6raval késobbi
idopontban. P¢lddul egyik nap ¢jfélkor (ZT17) végeztik a kisérleteket, majd a
rakovetkez6 napon délben (ZT5). Ugyanigy egy masik etetési periodus lejartakor este 8-
kor (ZT13) majd masnap reggel 8-kor (ZT1) vagy délutan 4-kor (ZT9) és hajnali 4-kor
(ZT21) végeztiik a kisérleteket. Egy ZT idépontban végzett kisérlet soran az allatoktol
eldszor vért vettiink, majd az allatokat terminaltuk és szoveteiket eltdvolitottuk. Minden
vizsgalat esetén az eredmények Osszesitésekor egy ZT id6pontban legalabb 3 fiiggetlen
kisérletben indult ketrecbdl szarmaz6 egerek adatait atlagoltuk. Az esti idépontokban az
egerek altal nem érzékelt vords fényli megvilagitas alatt dolgoztunk. A kisérletsorozatot
az Egészségligyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga hagyta

jova (az etikai engedély szama: PE/EA/1967-2/2017).

4.7 Intraperitonealis gliikéztolerancia teszt
Egereinknek 16 ora éhezés utan intraperitonealis gliikoz injekciot adtunk (1 mg
gliikoz/g testtomeg). A vér glikkdzszintjét kozvetleniil az injekcio beadasa el6tt, majd 1,

illetve 2 ora elteltével automata vércukorszintmérd késziilékkel (Dcont TREND) mértiik.

4.8 Génexpresszio vizsgalata

Génexpresszios vizsgalatokat zsirszoveti, illetve csontveldi mintdkon végeztiink.
A viszceralis zsirszovetet izoldlas utan azonnal lefagyasztottuk folyékony nitrogénben,
majd -80°C-on taroltuk a mintdkat. A mintak feldolgozasakor a folyékony nitrogén alatt
feltort zsirszovetet és a csontveldi mintakat kozvetleniil TriPure reagensben lizaltuk, majd
-80°C-on taroltuk 6ket, mig a gyartoi leiras szerint teljes RNS-t izolaltunk. Az RNS-bdl
DNaz kezelést kovetden Quantitect reverz transzkripcids kit (Quiagen) segitségével
cDNS-t irtunk. A per2, reverba, leptin és cxcll2 gének relativ expressziojat Light Cycler
480 rendszer (Roche) hasznalataval mértiik, TagMan hidrolizis prébak alkalmazasaval.
Referenciagénként az rplp0-t (ribosomal protein lateral stalk subunit P0O) alkalmaztuk. A

primerek és TagMan hidrolizis probak szekvenciai a 3. tablazatban lathatdéak. Az adatok
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elemzését a LightCycler Relative Quantification Software (Roche) segitségével a

»masodik derivalt maximuma” moddszerrel végeztiik.

3. tablazat: A génexpresszios mérések soran hasznalt primerek és TagMan
hidrolizis probak szekvencidi. (F: forward primer, R:reverse primer)

gén szekvencia
F 5’-CTCGCTTTCTGGAGGGTGTC-3’
rplp0 R 5’-AGTCTCCACAGACAATGCCA-3’
proba | S’FAM-TGCCTCGGTGCCACACTCCA-TAMRA3’
F 5’-GCTTCCGCCCTGGAGTGT-3’
per2 R 5’-TCTCCTCCATGCACTCCTGAG-3’
proba | S’FAM-CAGCGGCTTAGATTC-MGB3’
F 5’-GACCTTTCTCAGCACGACC-3’
reverba. | R 5’-CATCACTGTCTGGTCCTTCAC-3’
proba | SSFAM-CAAAGCGCACCATCAGCACCTC-TAMRA3’
F 5’-AGCCTCACTCTACTCCACAG-3’
leptin R 5’-CCTCTACATGATTCTTGGGAGC-3’
. 5’FAM-TCAGCATTCAGGGCTAACATCCAACT-
proba | tAMRAS’

4.9 K/BxN szérum transzfer artritisz

A kisérleti allatokban 250 pl K/BxN szérum egyszeri injektalasaval (ZT5-ben)
autoimmun artritiszt indukaltunk. A szérum egy iziileti antigén, a gliik6z-6-foszfat-
izomeraz elleni autoantitesteket tartalmaz, mely egészséges egyedekben is iziileti
gyulladast valt ki (254). A szérum Dr. Mdcsai Attila (Semmelweis Egyetem, Elettani
Intézet) laborjabol szarmazott, preparalasa a kordbbiakban leirt médon zajlott (255). Az
etetési protokollokat az artritisz vizsgalata alatt is folytattuk. Az iziileti gyulladas
sulyossagat a 0. napi indukcid utan 6 napon keresztiil kovettiik. A vizsgalatokat ketten,
egymastol fiiggetleniil végeztiik. A gyulladas klinikai tiineteit mindegyik végtag esetén 1-
tél 10-ig pontoztuk (fél pontokat is alkalmazva), valamint egy tapintokaros mérédoraval
(Kroeplin) mértiik a hatsé bokak vastagsagat. A vizsgalatokat minden nap ZT5-ben
végeztiik. A két vizsgdlo altal adott klinikai pontszamokat Osszegeztik, a mért
bokavastagsag értékeket atlagoltuk, az eredményeket az indukcid napjardl (0. nap)

szarmazo értékekre normalizaltuk.
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4.10 A leukocita populaciok, adhézios molekulak és kemokin receptorok aramlasi
citometrias vizsgalata

Kozvetleniil a 4 hetes etetési protokoll kezdete eldtt és vége utan az egerektol
farkuk végének lecsippentésével vérmintat vettiink és meghataroztuk a teljes
leukocitaszdmot valamint 4ramlési citometrids méréssel azonositottuk a leukocita
populacidkat. Az éjszakai vérvételeket (ZT13, 17 és 21) az egerek altal nem érzékelt
voOros fény alatt végeztiik. A leukocitakon (CD45+ sejtek) beliil meghataroztuk a neutrofil
granulocitak (Ly6G+ (lymphocyte antigen 6 family member G)), T- (CD3+) és B-sejtek
(CD19+), valamint a monocitdk (CD11b+, CD115+, Ly6C+) aranyat. A monocitdkon
beliil az Ly6C (lymphocyte antigen 6 family member C) jel6l6dés intenzitasa alapjan
megkiilonboztettik az Ly6CM gyulladasos (inflammatory monocyte) és Ly6C'™ nem
gyulladdsos monocitdkat. Az adhéziés molekuldk és kemokin receptorok sejtfelszini
expressziojat neutrofil granulocitdkon (Ly6G+) és monocitdkon (CD11b+, Ly6G-, SSC™)
vizsgaltuk. A felhasznalt antitesteket a 4. tablazat tartalmazza. A méréseket CytoFLEX
(Beckman Coulter) aramlasi citométeren végeztiik, az adatokat a Kaluza Analysis

Softwer (Beckman Coulter) segitségével elemeztiik.

4. tablazat: Az aramlasi citométeres mérések soran hasznalt antitestek.

Antitest Klon Konjugatum Katalogusszam
CD45 30-F11 FITC 11-0451
CD45 30-F11 PE 12-0451
CD45 30-F11 PECy7 25-0451
CD45.2 104 FITC 11-0454
Ly-6G 1A8-Ly6g PE 12-9668
Ly-6G 1A8-Ly6g APC 17-9668
CD62L MEL-14 PECy7 25-0621
CDI15 AFS98 APC 17-1152
CDl11b M1/70 eFluor 450 48-0112
Ly-6C HK1.4 APC-eFluor 780 | 47-5932
CD3 17A2 FITC 11-0032
CDI19 eBio1D3 (1D3) | PECy7 25-0193
CD162 4RA10 PE 12-1621
CDlla M17/4 eFluor 450 48-0111
CD49d R1-2 PerCP-eFluor 710 | 46-0492
CD29 HMbI-1 APC-eFluor 780 | 47-0291
CXCR4 L276F12 APC BZ-146507
CXCR2 IL-8RB PerCP FAB2164C
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4.11 Csontveldi és szérum CXCL12 szintek meghatarozasa

Teljes csontveldi extracellularis folyadék izolaldsdhoz a combcesontot 1 ml hideg
foszfatpufterrel (PBS) kimostuk, majd egy centrifugalasi 1épés utan (500g, 3 perc, 4°C) a
feliiluszokat kiilon gytjtottiik és -80°C-on taroltuk. A mintdkban a CXCL12
feliiluszo DC Protein Assay (Bio-Rad) segitségével mért teljes fehérjemennyiségére
normalizaltuk.

Szérummintdk gyljtéséhez az egerektdl izofluran anesztézia mellett retro-orbitalis
punkcidval az éllat nagysagatol fliggden maximum 1 ml vért vettiink. A mintakat
szobahdmérsékleten torténd 1 6ras inkubacio utan lecentrifugaltuk (1500g, 10 perc, 4°C),
majd a szérumot -80°C-on taroltuk. A CXCLI12 koncentracigjat ELISA modszerrel
hataroztuk meg (R&D Systems).

4.12 Marginalt és szoveti leukocitak meghatarozasa a tiidében

[zoflurdn anesztézia alatt a szemzug mdogotti vénds plexusba adott injekcidval
anti-CD45-PECy7 antitesteket (9 pg/200 pl) juttattunk az egerek keringésébe. 5 perc
elteltével az egereket terminaltuk, a bal kamra atmetszése utan a jobb kamran keresztiil
15 ml PBS-sel atmostuk a tiid6é keringését, majd eltavolitottuk a tiidot. Kisebb
tiidédarabokat 15 pg/30 pl anti-CD45.2-FITC antitestben felapritottunk, majd emészto
oldatban inkubaltuk 6ket 37°C-on, 10 percig (mintanként 1 ml PBS: 1% BSA, 1 mg DNaz
I és 0,1 mg tripszin inhibitor). Ezutan 0,1 mg kollagenaz XI enzimet adtunk a mintdkhoz,
majd tovabbi 20 percig inkubaltuk Oket. A mintdkat 40 pum-es szlirén szlrtiik at és
aramlasi citometria segitségével meghataroztuk az abszolut leukocita szdmot (CytoFLEX,
Beckman Coulter). A sejteket live/dead-APC vitalis festékkel valamint anti-Ly6G-PE
antitestekkel jeloltiik. A modszer segitségével elkiilonitettiik a marginalt, érfalhoz tapadt
dupla pozitiv (CD45-PECy7+, CD45.2-FITC+) sejteket €s a szoveti (intersticialis €s
alveolaris) leukocitdkat (CD45-PECy7-, CD45.2-FITC+). A makrofagokat magas
autofluoreszcencidjuk alapjan azonositottuk. A méréseket CytoFLEX (Beckman Coulter)
aramlési citométeren végeztiik, az adatokat Kaluza Analysis Softwer (Beckman Coulter)

segitségével elemeztiik.
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4.13 Cosinor analizis

A cosinor analizis a kronobioldgiaban éltalanosan elfogadott mddszer a ritmus
elemzésére. Feltételezziik, hogy az idOsorunk 24 oOras periodushosszi oszcillacidval
leirhat6 és ennek ellendrzésére nem-linearis regresszio segitségével koszinusz gorbét
illesztiink adatainkra. A goérbe minden pontjanak értéke (Y(t)) a valtozo atlagértékének
(M, mint mezor), az amplitidonak (A) és az akrofazisnak (a maximumhoz tartozé

fazisnak (¢)) a fliggvénye:
2m
Y(t) = M-I-A'COS(T' (t—(p)>+e(t)

ahol 1 a periddushossz €s e(t) a hiba (256). Ha az analizis eredményeként kapott p<0,05,
az illeszkedést szignifikdnsnak tekintjiik.

A modszer elénye, hogy informaciot nyajt az illeszkedés josagarol (p érték) és
segitségével a ritmus szamszerilileg jellemezhet6. A cosinor analizist Matlab R2021a

programban futtattuk (MathWorks, MA, USA).

4.14 Statisztikai analizis

A statisztikai analizishez a Statistica szoftvert hasznaltuk (StatSoft Statistica,
TIBCO Software Inc., CA, USA). Az alvasi idok, 6-szulfatoximelatonin szintek, GSQG
értekek és HRV adatok normalitasat Kolmogorov-Smirnov teszttel ellendriztiik. A 6-
szulfatoximelatonin szintek statisztikai analizis¢hez a Mann-Whitney U tesztet
hasznaltuk. A binenkénti spektralis adatokat normalizaltuk a statisztikai analizis eldtt. A
tovabbiakban és a tobbi adat esetén paraméteres probakat alkalmaztunk a kdvetkezok
szerint. A hétkdznapi és hétvégi adatok kozotti kiillonbségek elemzéséhez paros t-probat,
a csoportok dsszehasonlitdsara kétmintas t-probat alkalmaztunk. A HRV adatok egymast
kovetd blokkokban torténd elemzését ismétléses varianciaanalizissel és post hoc Fisher-
féle LSD (Fisher’s Least Significant Difference) vizsgalattal végeztiik. Az SJL
alvasmindséggel, illetve HRV-vel valo Osszefiiggéseit Pearson korrelacidval vizsgaltuk.
A szabad- és munkanapi normalizalt PSD adatok kiilonbségét a frekvencia tengelyen (0-
0,4 Hz) fejeztiik ki. Annak megitélésére, hogy a kiillonbségek szignifikdnsan eltérnek-e a
null hipotézistdl (miszerint nincs kiilonbség), egymintas t-probat hasznaltunk.

Allatkisérletes eredményeink elemzésekor a csoportok Osszehasonlitasara

kétmintas t-probat alkalmaztunk. A nap folyaman tobb idépontban is mért paraméterek
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esetén egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA) és cosinor analizist hasznaltunk az
id6 hatas vizsgalatahoz ¢s kétszempontos ANOVA-t a csoport hatds ellendrzésére. Az
intraperitonealis gliikoztolerancia teszt és az artritisz eredmények elemzésére (amikor a
kiilonbozé iddpontokhoz tartozd adatok azonos egyedtdl szarmaztak) ismétléses
varianciaanalizist és post hoc Fisher-féle LSD (Fisher’s least significant difference)
vizsgélatot végeztiink.

Minden esetben a p <0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak. Az dbrakon az atlag
értékek és SD (standard deviation, szords), vagy SEM (standard error of the mean,

standard hiba) értékek szerepelnek az abrafeliratban feltiintetett modon.
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5. Eredmények

A fejezetben doktori tanulmdnyom soran végzett vizsgalatainkat a
célkitlizéseknek megfeleldoen két fejezetben ismertetem. ElsOként a szocidlis jetlag
alvasminOséggel és alvas alatti kardiovaszkularis szabélyozéssal vald Osszefiiggéseit
elemzd tanulmanyunkat, majd az iddzitett etetés immunrendszerre gyakorolt hatdsainak

vizsgalataval kapcsolatos eredményeinket mutatom be.

5.1 A szocialis jetlag és az alvas alatti kardiovaszkularis szabalyozas, valamint az

alvasmindség osszefiiggései

5.1.1 Az SJL alvasmindségre gyakorolt hatasanak vizsgalataban résztvevok alapveto
jellemzdi, napi ritmusuk és alvasi paramétereik

Az alanyok jelentkezésiikkor kitoltotték az altalanos alvési szokasaikat felmérd
kronotipus kérdéivet, az MCTQ-t (Munich Chronotype Questionnaire). Elsoként a
résztvevok kérd6ivbol nyert paramétereit hasonlitottuk 6ssze a vizsgalat hetében vezetett
alvasnaplojukkal, hogy megtudjuk, vajon a vizsgalat alatt is a szokésos ritmusuk szerint
¢ltek-e. A két forras adatai kozott megbizhato korreldciot talaltunk mind a kronotipus,

mind az SJL esetében (5. tablazat).

5. tablazat: Az MCTQ és az alvasnaplo alapjan szamitott paraméterek korrelacigja.
Atlag (SD), Pearson-féle korrelacio, n=33. (MCTQ: Munich Chronotype Questionnaire,
MSF,.: sleep corrected mid-sleep on free days, SJL: social jetlag)

korrelacio
MCTQ alvasnaplo r p
kronotipus
(MSFs) 04:31 (01:01)  04:24 (01:01) 0,702 <0,001
(hh:mm)
SJL (hh:mm) 01:30 (00:45)  01:32(00:53) 0,763 <0,001
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A résztvevoket az alvasnaplojuk alapjan szamitott SJL szerint kis és nagy SJL-u
csoportba osztottuk. A két csoport sem kor, sem BMI alapjan nem kiilonbozott

szignifikansan (6. tdblazat).

6. tablazat: A résztvevok kor, BMI és SJL adatai. Atlag (SD).

minden résztvevo kis SJL-ti csoport  nagy SJL-{i csoport

n=33 n=17 n=16
kor (év) 23,2 (1,5) 23,3(1,9) 23,1 (0,9)
BMI 22,8 (2,54) 22,1 (2,7) 23,6 (2,1)
SJL (hh:mm) 1:32 (0:53) 00:49 (00:29) 2:17 (0:32)

A résztvevok alvasmindségét, alvds alatti szivfrekvencia variabilitdsat és
melatoninszintjét egy vizsgalati héten két mérési napon, egy munkanapon (hétkdznap) és
egy szabadnapon (hétvégén) vizsgaltuk. A kis és nagy SJL-0i csoportok mérési napokra
vonatkoz6 alvési adatait (id6zités €s idOtartam) a 7. tablazat tartalmazza. Lathato, hogy
mig hétkdznap nem mutatkozott kiilonbség a két csoport kozott, addig hétvégén a nagy
SJL-0 csoport szignifikansan kés6bb tért nyugovora, késébb aludt el és késébb ébredt,

mint a masik csoport. Mind a két csoport tobbet aludt hétvégén, mint hétkdznap.

7. tablazat: Az alvas idozitése és idétartama a mérési napokon a két csoportban. Az
alvas idozitésének és idétartamanak Osszehasonlitdsa a csoportok kozott munka- és
szabadnapokon. A lefekvés ideje az alvasnaplobol szarmazik, az elalvas és ébredés idejét
az Actiheart szoftvere adta meg. A szoftver 4ltal becsiilt adatokat az alvasnapld
bejegyzéseivel erdsitettiik meg. Atlag (SD), kétmintds t-proba, niissi =17 és Nuagy s =16.

munkanap szabadnap
1d6 (hh:mm) kis SJL  nagy SJL p kis SJL  nagy SJL p
lefekves (3(3)23) ((2)(3)2451;) 0,775 (égig) (8(1)2) <0,0001
clalvas (3(3)2%) (882(5)?) 0,713 (88?28) (8(1)2?) <0,0001
Soredes (83223) (8(7)2%) 0,540 (8?233) ((1)(1)228) 0,019
alvds hossza (8322) ((0)824512) 0,433 (8???) (8?3?) 0,706
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A homeosztatikus alvasszabalyozas fontos eleme, hogy mekkora az alvasigény,
ezért Osszehasonlitottuk a mérések eldtt €bren toltott idot is a két csoportban, azonban

sem csoport hatast, sem csoport X nap kolcsonhatast nem talaltunk (8. tdblazat).

8. tablazat: Az alvas elott ébren toltott idé a két csoportban. A mérési napokon torténd
alvas el6tt ébren toltott idében nem volt kiilonbség a csoportok kozétt. Atlag (SEM),
kétszempontos ANOVA, csoport hatas p=0,682, csoport x nap hatas p=0,628, nkissjp =17
€s Nnagy SIL=16.

kis SJL nagy SJL

munkanap szabadnap munkanap szabadnap

¢ébren toltott 1d6

(hh:mm) 16:35 (00:15) 15:21 (00:16) 16:34 (00:09) 15:07 (00:19)

A cirkadian ritmus markereként megmeértiik a melatonin elvélasztast jol jellemz6
kozott a vartnak megfelelden jelentds kiilonbséget talaltunk, a koncentraciok atlagos
egyéni reggeli/esti hanyadosa (6,75 + 0,75, atlag + SEM) fiziologids ritmusra utal.
Ugyanakkor a csoportok kdzott nem mutatkozott kiilonbség (9. tablazat).

9. tablazat: Melatonin az esti és reggeli vizeletben. A vizelet 6-szulfatoximelatonin
kreatininre normalizalt mennyiségének 0sszehasonlitdsa a csoportok kozott a két mérési
napon. Atlag (SEM), Mann-Whitney U-teszt, nkissj. =17 €S Rnagy si.=16.

munkanap szabadnap

6-szulfatoxi
melatonin . )
/kreatinin kis SJL. nagy SIL p kis SJL nagy SJL p
(nmol/mmol)

. 2,143 2,293 3,654 3,988
- 0645 04100 M2 @©71s)  (lodsy 07
reggeli 10,557 10,791 ¢5¢ 16021 12502 o0

(1,354)  (1,718) (4,165)  (2,318)
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5.1.2 A HRYV analizise az idotartomanyban

Az alvésidOzités alvas alatti kardovaszkuldris szabalyozasra gyakorolt hatdsanak
vizsgalatdhoz el0szor az alanyok alvas alatti atlagos szivfrekvencidjat (HR) és
szivfrekvencia variabilitasat hasonlitottuk 0ssze a munka- és szabadnapok kozott. Az
atlagos szivfrekvencia nem kiilonbozott a két €jszaka kozott egyik csoportban sem. Ezzel
szemben a HRV dltalanos jellemzésére hasznalatos szordsi paraméter, az SDNN a nagy

SJL-1i csoportban szignifikdnsan nagyobb volt a hétvégén, mint hétkdznap (10. tablazat).

10. tablazat: Szivfrekvencia és HRV paraméterek az alvas teljes ideje alatt. A
szivirekvenciat (HR) és a HRV paramétereket az alvas teljes idejére atlagoltuk. Csoporton
beliil osszehasonlitottuk a munka- és szabadnapokrol szarmazo értékeket. Atlag (SEM),
paros t-proba niis sip =17 €s Nnagy sss=16. (SJL: social jetlag, SDNN: standard deviation
of the normal to normal intervals, RMSSD: root mean square of successive differences,
pNNS50: percentage of successive normal to normal intervals differing by more than 50
ms)

munkanap  szabadnap p munkanap  szabadnap p
(}?/{min) 591 (2,1)  581(1,3) 0520  57.8(1.8) 572(21) 0,739

SDNN  86,8(7,3) 95,1 (64) 0,088 91,5(6,2) 102,2(6,9) 0,018
RMSSD  61,1(83) 64,9 (7,4) 0,422 64,1 (4,5 72,8(54) 0,092

pNN50  32.8(5,1)  352(43) 0,540 37,7(3,6) 442(39) 0,107

A tovéabbiakban szerettiik volna a variabilitast az €jszaka folyaman vizsgélni,
ehhez az elalvastol kezdve a HRV paramétereket 1,5 oras blokkokban atlagoltuk. Mivel
a legrovidebb alvashossz 6 oras volt, 4 egymast kovetd blokk munkanapi és szabadnapi
adatait hasonlitottuk 6ssze mindkét csoportban. A 10. abran a paraszimpatikus aktivitast
leginkdbb jellemzé RMSSD és pNNS50O paraméterek alakuldsa lathatd. Az adatokon
végzett 3 faktoros (csoport, nap, alvasi blokk) ismétléses ANOVA alapjan a f6 faktorok
kozil az alvéasi blokk hatdsa mutatkozott szignifikansnak (p<0,001) mindkét mutato
esetében. A faktorok kdlcsonhatdsainal a csoport X nap x alvasi blokk interakcionak volt
szignifikans hatdsa a pNN50 esetében (p=0,015). Mig az alacsony SJL-lel rendelkezdk
esetében az értékek egylitt futnak hétkoznap és hétvégén, addig a nagyobb SJL-lel
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rendelkezOknek az elsd két alvasi blokkban szignifikansan alacsonyabbak a pNNS50
értékeik (10A abra). Az RMSSD esetében nagyon hasonld tendencia lathatd, azonban itt
a kolcsonhatas (csoport x nap x alvasi blokk) nem érte el a szignifikancia szintjét
(p=0,059) (10B ébra).

Adataink azt mutatjak, hogy a nagyobb SJL-lel rendelkez6k munkanapi alvasanak
elso felét alacsonyabb paraszimpatikus aktivitas jellemezte, mint a szabadnapi alvasuk
elejét. Annak ellenérzésére, hogy az alvds elején tapasztalt kiilonbséget nem
kompenzalja-e ellentétes iranyu eltérés az alvas késébbi iddszakaban, egy tovabbi
analizist végeztiink. Ennek soran 6sszehasonlitottuk a HRV-t a hétkdznapi ébredés elotti
1,5 6raban és az ennek megfeleld hétvégi idészakban. Ez azt jelenti, hogy a vizsgalt alvasi
idészak az adott személynél ugyanannyi iddvel az elalvas kezdete utan volt hétvégén,
mint hétkdznap (10A, B 4bra, a tengely megszakitasa utan). Példaul ha valaki hétkéznap
23 6rat6l masnap 6:30-ig aludt, akkor esetében aznap az 5-6:30 kozotti idészakot
vizsgaltuk, ami az elalvasa utan 6 d6raval kezd6dott. Ha ugyanez a személy hétvégén
¢jfélkor aludt el, akkor hétvégén az elalvasa utan 6 oraval kezd6do, azaz a 6-7:30-ig tartd
id6északot elemeztiik, fiiggetleniil attol, hogy késdbb ébredt fel. Ebben az alvas végi
idéblokkban nem lattunk kiilonbséget a két ¢jszaka kozott egyik csoport esetében sem,

azaz az alvas elején tapasztalt két nap kozotti eltérés nem kompenzalodott a késébbiekben.
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10. abra: A HRYV alakulasa az alvas folyaman

A paraszimpatikus aktivitast jellemzé pNNS50 (A) és RMSSD (B) értékek az elalvastol
kezdve masfél oras blokkokban atlagolva lathatdak a kis SJL-lel (fels6 panel) és nagy
SJL-lel (als6 panel) rendelkezdk korében. Az utols6 masfél oras alvasi blokk a tengely
megszakitdsa utan lathato. Atlag +/- SEM, az alvas elsé 6 ordja: ismétléses ANOVA 3
szinttel (nap, blokk, csoport), post hoc Fischer teszt, *p<0,05; az alvas utolso masfél
ordaja: paros t-proba; niis sjp =15 és nnagy sst=11. (publikdcio (1)) SJL=social jetlag,
HRV=heart rate variability, pPNN50=percentage of successive normal to normal intervals
differing by more than 50 ms, RMSSD=root mean square of successive differences

A tovéabbiakban az SJL és az elobbiekben latott szabad- és munkanapok kozotti
HRYV kiilonbségek 6sszefliggéseire dsszpontositottunk. Az alvas elsd 3 orgjat vizsgalva
(az el6zdleg bemutatott elsd két alvasi blokknak megfelelden) az SJL és az egyéni
szabadnapi-hétkdznapi pNNS50 kiilonbség pozitiv korreldciét mutatott (Pearson

korreléacio, =0,39, p=0,033, n=33). Amennyiben az elemzést az alvas elsd két ordjara
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korlatoztuk, mind az RMSSD, mind a pNN50 kiilonbségek korrelaltak az SJL mértékével
(11A abra). Azaz a nagyobb SJL nagyobb HRYV kiilonbséggel jart egylitt. Ahogy az a 7.
tablazatban is lathato, a magas SJL-lel rendelkez6 résztvevok hétkdoznap nem aludtak
kevesebbet, mint a kis SJL-lel rendelkezOk, hanem valoszinlileg annak tudataban, hogy
masnap idore kell kelnitik, sajat preferencidjuknal korabban aludtak el. Ezt a korai alvasi
idészakaszt pedig alacsonyabb paraszimpatikus aktivitds kisérte a szabadnapi els6
szakaszhoz képest.

A kovetkezOkben a HRV-t az alvas azon els6 id0szakdban elemeztiik, amelynek
hossziisaga megfelelt a két nap kozotti elalvasi idopont kiilonbségének (11B abra, felsd
panel). Ebben az elemzésben csoporttol fiiggetleniil minden alany adata szerepel, akinél
a két nap kozott volt legalabb 25 perc kiilonbség az elalvas idejében. Mind az RMSSD
mind a pNN50 szignifikdnsan magasabb volt a hétvégi napon ebben az alvasi idéablakban

is (11B abra, alsé panel).

A B

40 -

Q.

S 30 4 T

g [ munkanapiaves ]
Sé 20 - ;

@©

o]

g -10 -

-20 — idé
0 30 60 90 120 150 180 210
SJL (min)
* *
507 M 80 1 —/

= 40 -

£ 30 1 - W 60

o
8§ 20 - 30 -

40

(720 -
=5 190 20 -
5 o]

3 10 20 A

ﬁ -10 -

-20 — 0 - 0 -
0 30 60 90 120 150 180 210 pNN50 RMSSD

SJL (min)

11. abra: A szabad- és munkanapi HRYV Kkiilonbségek és az SJL osszefiiggései
(A) Az SJL és a HRV szabad- és munkanapok kozti kiilonbségének korrelacioja. A
paraszimpatikus aktivitast jellemzd pNN50 és RMSSD értékeket az alvas els6 két ordjara
atlagoltuk, majd ezen paraméterek egyénenkénti szabadnap-munkanap kiilonbségét
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korrelaltattuk az SJL mértékével. Atlag + SEM 30 vagy 60 perces SJL intervallumban, a
linearis regresszio egyenese. Pearson korrelacio, pNN50: r=0,4135, p=0,023, n=30;
RMSSD r=0,365, p=0,047, n=30 (B) A hétkoznapi korai lefekvés alacsonyabb HRV-vel
jar egyiitt. A fels6 panelen az analizalt idészakot abrazoltuk sematikusan. A két nyil
azonos idotartamot jelol. A pNN50 és RMSSD értékeket a két nap kozott a lefekvés
idejében lathato kiillonbség idOtartamara atlagoltuk és Osszehasonlitottuk a munka- és
szabadnapok kozott (alsé panel). Atlag + SEM, Pdros t-préba, n=18. (publikacié (I))
HRV=heart rate variability, pPNN50=percentage of successive normal to normal intervals
differing by more than 50 ms, RMSSD=root mean square of successive differences

5.1.3 A HRY analizise a frekvenciatartomanyban

A tovabbiakban a HRV kiilonbségek részletesebb elemzéséhez frekvencia-
analizist végeztlink az alanyok alvasanak elso két orajaban. Ennek soran megallapithatjuk,
hogy a variabilitdshoz milyen frekvenciaji komponens milyen teljesitménnyel jarul
hozza. Az eredmény a spektralis teljesitménysiirliség (PSD), amely a teljesitmény
eloszlasat mutatja a frekvencia fliggvényében. A PSD-t dbrdzolva azt lattuk, hogy mig a
kis SJL-lel rendelkez6k csoportjaban a szabad- és munkanapi gorbék egymasra fekszenek,

addig a nagy SJL-lel rendelkezék hétvégi gorbéje a hétkdznapinal feljebb fut (12. dbra).
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12. abra: A HRV spektralis teljesitménysiiriisége az alvas els6 két orajaban
A felsé diagramm a nagy, az also a kis SJL-el rendelkezdk adatait mutatja. Atlag + SEM,
Hnagy siL=13 és nkis sy =17.(publikécio (1)) SIL=social jetlag, HRV=heart rate variability,
PSD=power spectral density

A HRV kiilonbség statisztikai elemzéséhez minden alany esetében kiszamitottuk
a hétveégi-hétkdznapi spektralis teljesitménysiiriség kiilonbségét. A nagy SJL-lel
rendelkezOk csoportjaban a két nap kozotti kiillonbség széles frekvenciatartomanyban
szignifikansnak mutatkozott, mig az alacsony SJL-lel rendelkezdk esetében nem lattuk
kiilonbséget (13A abra). Konvencid szerint a frekvenciatartomanyt harom részre osztjuk:
nagyon alacsony (VLF), alacsony (LF) és magas (HF) frekvenciasavokra. Ezen sdvokat
kiilon-kiilon vizsgalva lathatd, hogy mind a HF, mind az LF tartomanyok szerepet
jatszanak a nagy SJL-lel rendelkez6k hétvégi HRV emelkedésében, de a VLF tartomany
nem. A kis SJL-i csoportban egyik savban sem figyelhetd meg kiilonbség (13B abra).
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13. abra: A HRV elemzése a frekvenciatartomanyban az alvas elsé két orajaban
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(A) A HRV spektralis teljesitménysiiriségének szabadnap-munkanap kiilonbsége a nagy
(felsd panel) és kis (also panel) SJL-lel rendelkezOk csoportjaban. Atlag + SEM,
egymintds t-proba, *p<0,03, nnagy ssr=13 és niis sie =17. (B) A standard frekvenciasavok
osszteljesitménye munka- és szabadnapokon. Atlag + SEM, pdros t-proba, *p<0,05, Nuagy
si=13 és npis sy =17. (publikacid (I)) SJIL=social jetlag, PSD=power spectral density,
VLF=very low frequency, LF=low frequency, HF=high frequency, nu=normalized unit

A szivfrekvenciat iitésrol iitésre meghatarozé kiillonbozé (direkt és indirekt)
szabdlyoz6 mechanizmusok hatdsai mas-mas frekvencidban jelennek meg. A VLF
hosszutavl szabalyoz6 mechanizmusokat tiikrdz, termoregulacios, renin-angiotenzin €s
endotél eredetli hatisokat is feltételeznek mogotte. Az LF komponens értékéhez a
paraszimpatikus és szimpatikus idegrendszer aktivitasa egyarant hozzajarul (257). A HF
sav egyértelmiien a vagus efferens hatasat tikrozi (142, 143, 257), ahogy azt a vagus
végzett korai kisérletes megfigyelések megmutattdk (258-260). A szimpatikus aktivitas
megitélésére az LF normalizalt értéke (LFnu) hasznalatos, mely az LF aranyat adja meg
az LF és HF osszteljesitményhez képest. Az LFnu értékek az alvas alatt érthetd modon
alacsonyak voltak (261, 262), és egyik csoportban sem mutattak kiilonbséget a két nap
kozott (13B abra).

Ezen eredményeink, 6sszhangban az id6tartomanybeli elemzésekkel arra utalnak,
hogy a nagy SJL-Ui csoportra kisebb mértékii paraszimpatikus modulacié jellemzd az
¢jszaka elsd két Ordjaban hétkdznap, mint hétvégén. Mindez kedvezdtlenebb
kardiovaszkularis szabalyozast jelent e csoportban a hétkéznapokon, mint

szabadnapokon.

5.1.4 Az SJL és a szubjektiv alvasmindség osszefiiggései

A tanulmanyban résztvevok a vizsgalat hetében, a hétkdznapi és hétvégi mérési
¢jszakakat kovetden, ébredés utan kitoltotték a Groningen kérddivet (9. dbra). A kérddiv
alapjan az el6z6 ¢éjszakara vonatkozd alvasmindséget egy 14 pontos skalan osztalyozzuk
(GSQS pontszadm), a magasabb pontszdm rosszabb, az alacsonyabb jobb alvasmindséget
jelent (252, 253). Az SJL hétkoznapokon Osszefiiggést mutatott a szubjektiv
alvasmindséggel, a nagyobb SJL-hez rosszabb alvasmindség tarsult. Szabadnapokon

azonban nem mutatkozott 6sszefliggés (14 A abra).
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Mig a kis SJL-lel rendelkezdk hasonl6 alvasmindségrol szamoltak be a két napon,
addig a nagy SJL-U csoportba tartozok alvasmindsége szignifikansan rosszabb volt
hétkdznap, mint hétvégén (14B abra). Ha a két csoport alvasmindségét hasonlitjuk 6ssze,
ott is jelentds kiilonbség lathatd, a nagy SJL-i csoport pontszamai szignifikansan

magasabbak hétkoznap, mint a masik csoporté (kétmintés t-proba, p=0,043).
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14. abra: Az SJL és a szubjektiv alvasmindség osszefiiggései
(A) A Groningen Alvasmindség Skalan (GSQS) kapott pontszam és az SJIL korrelacigja
munkanapokon (felsé panel) és szabadnapokon (alsé panel). Atlag = SEM 30 vagy 60
perces SJL intervallumban, a linearis regresszio egyenese. Pearson korrelacio, munkanap:
r=0,404, p=0,02, n=33; szabadnap: r=-0.041, p=0.82, n=33. (B) Atlagos GSQS
pontszamok a két csoportban hétkdznap, illetve hétvégén. Atlag + SEM, pdros t-préba;
Rkis S)L =17 €S Nnagy sst=135. (publikacio (I)) SJTL=social jetlag
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5.2 Az idozitett etetés hatasa az autoimmun artritisz lefolyasara, valamint az

immunrendszer valaszkészségére

5.2.1 A TRF alapveté metabolikus paraméterekre és a metabolikus ritmusra
gyakorolt hatasa

Allatainkat 12 6ras fény/sotétség megvilagitasban tartottuk, egy résziik ad libitum
modon jutott taplalékhoz (AL csoport), masik résziik taplalékfelvételi lehetdségét az aktiv
fazisuk elsé 10 ordjara korlatoztuk (TRF csoport). Az allatokat 4 hétig kondicionaltuk a
taplalék megvaltozott elérhetdségéhez (15A abra). Az ad libitum etetett allatok a tap 25%-
at fogyasztottak el napkozben, inaktiv fazisuk alatt, ami megfelel a kordbbi irodalmi
adatoknak (263) (15B ébra). A 4. hét végén megmértiik az allatok mellékveséjének
tomegét, mint kronikus stressz indikatort (264). A két csoport kozott nem talaltunk
kiilonbséget, amibdl arra kdvetkeztettiink, hogy az etetési protokoll nem okozott jelentds
stresszt a TRF allatainknak (15C abra). Az egerek altalanos metabolikus allapotat
kovetendd, hetente mértiik testtomegiliket valamint az elfogyasztott tdp mennyiségét,
majd 4 hét elteltével gliikkoztolerancia tesztet végeztiink. A csoportok kozott nem
mutatkozott testtomegbeli kiillonbség sem az etetési protokoll elott, sem 4 hét elteltével,
azaz korabbi tanulményokhoz hasonldan (192) az altalunk alkalmazott rovid idejii TRF
nem befolyasolta szignifikdnsan a testtomeget (15D abra). A TRF és AL allatok hasonlo
mennyiségll tdpot fogyasztottak, megerdsitve, hogy nem tortént kalériamegvonds a TRF
csoportban (15E abra). A negyedik hét végén végzett intraperitonedlis glitkdztolerancia
teszt alapjan a két csoport vércukorszintje nem kiillonbozott és minden idépontban a

normal tartoméanyon beliil maradt (15F é4bra).
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15. abra: A TRF alapveté metabolikus paraméterekre gyakorolt hatasa

(A) Az etetési protokoll sematikus abrazoldsa. (B) Az ad libitum etetett allatok
taplalékfelvétele a vilagos és a sotét iddszakokban (dtlag + SD, n=5 ketrec). (C) A
mellékvesék tomege a 4 hetes etetési periodus végén (dtlag + SD, nar=15, ntrr=13,
kétmintas t-proba, p=0,154). (D) Az éllatok tdmege az etetési periodus elején és a 4. hét
végén (atlag + SD, nar=75, ntrr=82, kétmintds t-proba, p=0,871 az etetés elején és
p=0,137 a 4. hét vegen). (E) Az étlagos heti elfogyasztott tdpmennyiség a testtomegre
normalizalva (dtlag + SEM, nar=24, nrrr=28, kétmintas t-proba, p=0,571). (F)
Intraperitonealis glikoztolerancia teszt 16 éra éhezés utan. Atlagos vércukorszintek a
gliikoz beadasa el6tt, majd 1 és 2 ora elteltével (atlag + SEM, nar=7, ntrr=9, ismétléses
varianciaanalizis, id6 hatas p<0,001, csoport hatdas p=0,986). (publikacio (II)) ns=nem
szignifikans, AL=ad libitum, TRF=time restricted feeding
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A TRF majanyagcserére és ritmusra gyakorolt hatdsarol mar tobb irodalmi adat is
rendelkezésre all, ezért mi a metabolizmus szempontjabol szintén kdzponti szereppel bird
viszceralis zsirszovetet vizsgaltuk. A metabolikus ritmus nyomon kovetésének céljabol 4
oras felbontasban mértiik az éramiikodésben kdzponti szerepet jatszo per?2 €s reverba,
valamint az ora altal kontrollalt gén leptin expressziojat. Az iddzitett etetés hatasara a
per2 ritmusa kifejezettebbé valt, mig a reverbo fazisa eltolodott. A leptin expresszidja a
TRF hatésara ritmikussa valt, mikdzben atlagos értéke kb. 30%-kal alacsonyabb volt,
mint az AL csoportban (16A, B &bra, 11. tdblazat). A zsirszovet 6ramikodését az idozitett
etetés egyértelmiien befolyasolta.

Osszességében azt tapasztaltuk, hogy az altalunk alkalmazott viszonylag rovid és
kismértékli TRF véltozast hozott a zsirszoveti miikdodés — igy a metabolizmus —

ritmusaban, de a vércukorszint szabdlyozasdban nem okozott eltérést.
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16. abra: A TRF viszceralis zsirszovetre gyakorolt hatasa
(A) A per2, reverba, €s leptin relativ expresszidja a zsirszovetben a nap folyaman (atlag
+ SEM, nq1=3-9, ntrr=06-11, egyszempontos ANOVA, a szignifikans ido hatast * jeloli).
(B) Az abra (A) részén talalhatd adatokra illesztett koszinusz gérbek. Vastag vonal és *
jeloli a szignifikans-, és pontozott vonal a nem szignifikans gorbe illeszkedést. A gdrbék
paramétereit a 11. tdbldzat tartalmazza. (publikédcio (II)) ZT=Zeitgeber time, AL=ad
libitum, TRF=time restricted feeding

68



11. tablazat: A 16. abra B részén lathaté koszinusz gorbék adatai.

per2 reverba leptin
AL TRF AL TRF AL TRF
mezor 1335 13,63 22,05 18,61 2540 18,28
amplitado 1540 19,06 24,68 20,72 3,96 12,53
akrofizis (ZT) 1423 13,84 857 945 1697 17,66
Efftiéiusz illeszkedes, 0071 0,165 0,000 0011 0771 0,018

5.2.2 A TRF hatasa az autoimmun K/BxN szérum transzfer artritisz tiineteire

A kiilonb6z6 étrendek autoimmun és gyulladasos betegségekre gyakorolt hatasa
régota kutatott teriilet, azonban ma mar az is ismeretes, hogy a taplalkozas gyakorisdga
¢és idOzitése is hatassal van a tiinetek sulyossagéra (245, 247, 248, 265). Mindezek alapjan
kivancsiak voltunk, hogy az altalunk alkalmazott enyhe TRF Onmagéban,
kalériamegvonas vagy a tapanyagosszetétel megvaltoztatasa nélkiil hogyan hat egy
autoimmun betegség lefolyasara. Négy hét kondiciondlds utan az allatokban autoimmun
K/BxN szérum injektalasaval a human reumatoid artritiszhez hasonlo iziileti gyulladést
valtottunk ki (266). Mivel az iziiletre nehezedd testtomeg hatassal lehet az iziileti
gyulladasra, az allatok tomegét rendszeresen mértiik, de a két csoport kozott nem
mutatkozott testtomegbeli kiilonbség (17A abra). Az artritisz lefolyasat naponta kovettiik
klinikai pontozéssal és a bokavastagsdg mérésével. Mindkét mutat6 szignifikans eltérést
mutatott a két csoport kozott az indukciot kovetd 3., illetve 4. naptol kezdve (17B, C dbra).
A 6. napon, amikor a gyulladas a legintenzivebb, a TRF csoportban a klinikai pontszam
¢s a bokavastagsag az AL csoport értékeinek 77%, illetve 70%-at érte csak el. Ezen
eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy iddzitett etetés mellett a K/BXN szérum-

transzfer artritisz tiinetei mérsékeltebbek, mint AL etetés esetén.
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17. abra: A TRF enyhiti az autoimmun artritisz tiineteit

(A) Az egerek testtomege az artritisz indukcidja elétt (atlag + SD, nar =25, nrrr=23,
kétmintas t-proba, p=0,348). ns=nem szignifikans. A K/BxN szérum injektalasa a 0.
napon tortént. Az artritisz lefolyasat klinikai pontozassal (B) ¢s bokavastagsag méréssel
(C) kovettiik. Az adatokat a 0. napi értékekre normalizaltuk. Atlag + SEM, na =25,
ntrr=23, ismétléses ANOVA, klinikai pontszam. csoport hatas p=0,053, csoport x nap
hatas p=0,0001; bokavastagsag: csoport hatdas p=0,0056, csoport = nap hatas p=0,0003;
post hoc Fisher-teszt *p<0,05. (publikacio (II)) AL=ad libitum, TRF=time restricted
feeding

5.2.3 A TRF hatisa a 1ép tomegének és a fehérvérsejtek eloszlasanak napi
ingadozasara

Mivel a rendszertelen étkezés és a metabolikus zavarok gyakori kisérdi az egész
szervezetet érintd gyulladasos folyamatoknak, feltételeztiik, hogy az ad libitum etetés a
metabolikus ritmus ellaposodasa mellett egy kismértékli szisztémas gyulladassal jarhat
egylitt, melynek kovetkezménye lehet a megfigyelt, sulyosabb lefolyasu artritisz. Célunk
volt ezért, hogy 4 hét etetési kondicionalds utdn, még gyulladas el6tti allapotban
megvizsgaljuk, van-e kiilonbség az AL ¢és TRF allatok immunrendszerének
valaszkészségeben.

Az immunrendszer altalanos aktivitdsanak vizsgalatdhoz elOszor 4 Orés
felbontasban mértiik az egerek 1épének tomegét. A 1€p a vordsvértestek mellett jelentds
mennyiségli fehérvérsejtet is tarol. Kismértékli szisztémas gyulladas esetén a lépben a

fehérvérsejtek akkumulacioja és a 1ép megnagyobbodésa figyelhetd meg (267, 268). Az
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iddzitett etetés szignifikansan csokkentette az atlagos 1éptomeget (18A abra), amely
altalanosan egy alacsonyabb gyulladasos allapotot jelez a TRF csoportban. Ezen feliil a
1éptomeg ingadozésat figyeltik meg a nap folyaman (18B abra, 12. tablazat), mely
valoszintlisithetden a fehérvérsejtek ki- és bevandorlasi intenzitasanak napi valtozasaibol
adodik. A ritmicitas csak a TRF csoportban adodott statisztikailag szignifikansnak, ami

arra utal, hogy az idében korlatozott etetés javitja a 1ép ritmikus miikodését.
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18. abra: A TRF csokkenti a 1ép tomegét

(A) A lép tomege a nap soran (atlag + SEM, nar=3-11, ntrr=06-13, kétszempontos ANOVA,
ido hatas p=0,008, a * a szignifikans csoport hatast jeloli). A szaggatott vonalak az
atlagos napi 1éptomeget jelolik. (B) Az abra (A) részén talalhatd adatokra illesztett
koszinusz gorbék. Vastag vonal és * jeloli a szignifikans-, és pontozott vonal a nem
szignifikans gorbe illeszkedést. A gorbék paramétereit a 12-es tablazat tartalmazza.
(publikacié (II)). AL=ad libitum, TRF=time restricted feeding, ZT=Zeitgeber time, ZTO
a fényszakasz, ZT12 a sotét szakasz kezdete

12. tablazat: A 18. abra B részén lathaté koszinusz gorbék adatai.

l1éptomeg
AL TRF
mezor 70,64 60,67
amplitado 7,45 8,18
akrofazis (ZT) 4,18 3,24
l;f)és:tiérll(usz illeszkedés, 0.114 0.015
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Az immunrendszer mikodésének alapvetd jellemzodjeként meghataroztuk a
kiilonboz6 fehérvérsejtek szamat a vérben a nap folyaman. 4 6ras felbontasban kovettiik
a monocita, neutrofil granulocita, B- ¢és T-sejt mennyiséget, illetve a teljes
fehérvérsejtszamot az etetési kondicionalas megkezdése eldtt, majd a kiillonb6zo etetési
protokollok utdn a 4. hét végén. Mig kiindulaskor a leukocitaszamok alakuldsa nem
mutatott kiilonbséget a két csoport kozott (19. abra), addig a 4. hét elteltével kifejezettebb
oszcillaciot figyeltink meg a TRF csoportban (20. 4bra, 13. tablazat). A leukocita
populaciok kiilon-kiilon torténd vizsgalata szintén ramutatott a TRF ritmust erdsitd
hatasara, mely legerdteljesebben a monocitdk (56%-os amplitidé emelkedés) és a
neutrofil granulocitak (93%-o0s amplitudé emelkedés) esetén figyelheté meg (13. tablazat).
A monocita populdcié tovabbi vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy a teljes
monocitaszamban lathaté amplitado novekedésének hatterében az Ly6C"e" gyulladdsos
monocitak kifejezettebb ritmusa all. Ezen adataink alapjan az iddzitett etetés hatast

gyakorol a leukocitak vandorlasara.
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19. abra: A periférias fehérvérsejtszamok nem kiilonboztek a csoportok kozott az
etetési protokoll megkezdése elott

(A) Osszes fehérvérsejt (CD45+) (B) B-sejt (CD19+) (C) T-sejt (CD3+) (D) neutrofil
granulocita (Ly6G+) (E) monocita (CD11b+, CD115+, Ly6C+) (F) gyulladasos monocita
(CD11b+, CD115+, Ly6C™) mennyisége a periférias vérben a nap soran az etetési
protokoll kezdOnapjan (dtlag + SEM, ns1=3-9, ntrr=6-11, kétszempontos ANOVA, nem
szignifikans). (publikédcio (II)) AL=ad [libitum, TRF=time restricted feeding,
ZT=Zeitgeber time, ZT0 a fényszakasz, ZT12 a sotét szakasz kezdete
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20. abra: A TRF eroésiti a vérben mérheto fehérvérsejtszam oszcillaciojat

(A-F) A fels6 paneleken a periférids fehérvérsejtszamok alakulasa lathat6 a nap folyaman
a 4 hetes etetési periodus végén. Az alsé paneleken a felsd panelen lathato adatokra

illesztett koszinusz gorbék lathatoak. Felsé panelek: (A) Osszes fehérvérsejt (CD45+)

(B) B-sejt (CD19+) (C) T-sejt (CD3+) (D) neutrofil granulocita (Ly6G+) (E) monocita

(CD11b+, CDI115, Ly6C+) (F) gyulladasos monocita (CD11b+, CD115+, Ly6CM)

mennyisége a periférids vérben a nap sordn (atlag + SEM, n41=3-9, nmrr=6-11,
egyszempontos ANOVA, a szignifikans ido hatast * jeloli). Alsé panelek: a felso
paneleken lathatd adatokra illesztett koszinusz gorbék. Vastag vonal és * jeloli a
szignifikans-, és pontozott vonal a nem szignifikans gorbe illeszkedést. A gorbék
paramétereit a 13. tablazat tartalmazza. (publikaci6 (1)) AL=ad [libitum, TRF=time

restricted feeding, ZT=Zeitgeber time, ZTO0 a fényszakasz, ZT12 a sotét szakasz kezdete

13. tablazat: A 20. abra als6 panelein lathat6 koszinusz gorbék adatai.

Osszfehérvérsejt B-sejt T-sejt

AL TRF AL TRF AL TRF
mezor 17,00 17,54 6,13 6,67 4,29 4,35
amplitado 8,59 9,99 3,99 4,26 1,60 1,99
akrofazis (ZT) 5,22 4,57 5,02 4,49 5,09 4,97
koszinusz
illeszkedés, p- 0,042 0,009 0,053 0,078 0,160 0,022
érték
amplitado
novekedés (%) 16 / 24

neutroﬁl monocita gyulladqsos
granulocita monocita

AL TRF AL TRF AL TRF
mezor 2,54 2,77 1,65 1,51 1,17 1,01
amplitado 1,01 1,58 0,51 0,98 0,38 0,79
akrofazis (ZT) 4,60 2,50 5,84 5,70 4,59 4,98
koszinusz
illeszkedés, p- 0,004 0,016 0,120 0,000 0,17 0,001
érték
amplitado 56 93 101

novekedés (%)
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5.2.4 A TRF hatasa a csontvel6i oramiikodésre és a CXCL12 ritmusara

A csontveld miikddése ritmikus, a sejtek csontveldbdl torténd kiaramlasa és
visszatérése is oOra altal szabalyozott folyamatok, igy felmertilt, hogy a TRF csoportban
latott kifejezettebb neutrofil granulocita ritmus hattérében a megvaltozott csontveldi
miikddés allhat.

A csontveldi ora vizsgalatahoz a per2 és reverbo expressziodjat 4 6ras felbontasban
kovettiik a nap folyaméan (21A abra). Hasonldéan a zsirszovetben latottakhoz, a TRF
allatok esetében a per2 oszcillacidja kifejezettebbé valt, mig a reverba expresszidjanak
fazisa eltolodott (21B abra, 14. tdblazat), ramutatva, hogy a csontveld oramiikddése fliigg
a taplalékfelvétel id6zitésétol.

A csontveldi kornyezetben ritmusosan termel6dé CXCL12 kemokin a neutrofil
granulocitdk vandorlasanak f6 regulatora. Receptoranak, a CXCR4-nek kifejezédése a
sejtfelszinen szintén oszcillal (208). Emelkedett CXCL12 szintek gatoljadk a fiatal
neutrofil granulocitdk kidramlésat és eldsegitik az idds sejtek perifériarol torténd
visszatérését. A CXCLI12 termelddését a leptin is befolyasolja a LepR+ (leptin receptor
pozitiv) sztroma sejtek aktivalasan keresztiil (269). Mivel kifejezettebb leptin ritmust
a nap folyamédn. A CXCL12 szintjének napi ingadozasa mindkét csoportban
megfigyelhetd, azonban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott sem
RNS (21C 4abra), sem fehérje (21D abra) szinten. Ezen feliil a szérumban ZT1-ben és
ZT13-ban mért CXCL12 is hasonlonak bizonyult az AL és a TRF csoportban (21E é4bra).
Ezek alapjan az etetés iddzitése feltehetdleg nem befolyasolja a CXCL12 termelddését,
és a vér neutrofil granulocita szamanak ingadozasaban megfigyelt kiilonbség mogdtt nem

a csontvel6i CXCL12 szintek megvaltozasa all.
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21. abra: A TRF befolyasolja a csontvel6i oramiikodést, de nem valtoztatja meg a

(A) A per2 és areverbo relativ expresszidja a csontveldben a nap folyaman (atlag + SEM,
nar=3-8, ntrr=6-9, egyszempontos ANOVA, a szignifikans ido hatast * jeloli). (B) Az dbra
(A) részén talalhatd adatokra illesztett koszinusz gorbék. Vastag vonal és * jeléli a
szignifikans-, és pontozott vonal a nem szignifikans gorbe illeszkedést. A gorbék
paramétereit a 14. tablazat tartalmazza. (C) A cxcl12 relativ expresszidja a csontveldben
(atlag + SEM, nq1=3-8, ntrr=06-9, kétszempontos ANOVA, id6 hatas p=0,005, csoport
hatas ns). (D) A CXCL12 fehérje mennyisége a csontveldben (atlag + SEM, ny=5-10,
nrrr=7-11, kétszempontos ANOVA, ido hatas p=0,007, csoport hatas ns). (E) ACXCL12
koncentracioja a szérumban két idOpontban (dtlag + SEM, na=4-8, ntrr=3-11, kétmintas
t-proba, ns). (publikacio (I1)) ns=nem szignifikans, AL=ad libitum, TRF=time restricted

CXCL12 expresszidjat

feeding, ZT=Zeitgeber time, ZT0 a fényszakasz, ZT12 a sotét szakasz kezdete
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14. tablazat: A 21. abra B részén lathat6 koszinusz gorbék adatai.

per?2 reverbo.
AL TRF AL TRF
mezor 2,38 2,29 2,48 2,65
amplitido 0,51 1,09 105 0,83
akrofazis (ZT) 0,62 2,09 574 884
Efftiéiusz illeszkedes, 0 408 0,037 0,050 0,024

5.2.5 A TRF hatasa a vérben keringé neutrofil granulocitak és monocitak felszinén
megjelend adhézios molekulak kifejezodésére

A fehérvérsejtek szovetekbe torténd kiaramldsa a leukocitdk és endotél sejtek
felszinén idozitetten kifejez6dd adhézidos molekulak révén ritmusosan zajlik. Ha a
neutrofil granulocitdk és monocitdk vandorlasat eldsegité kemokin receptorok és
adhéziés molekuldk expresszidja megvaltozik, az okozhat idofiiggé valtozasokat a
periférids vérben mért sejtek szamaban, illetve befolyasolhatja a sejtek véalaszkészségét.
Ezen megfontolasbol dramlasi citometriaval vizsgaltuk a keringd neutrofil granulocitdk
¢s monocitak felszinén taldlhaté szelektinek (CD62L, CD162), integrinek (CDlla,
CD11b, CD29, CD49d) ¢s kemokin receptorok (CXCR2, CXCR4) szintjét két idépontban,
az aktiv id0szak kezdetén (ZT13), illetve az inaktiv fazis elején (ZT1).

A TRF csoportban mindkét iddpontban szignifikansan alacsonyabb CD62L és
CDA49d expressziot mértiink a neutrofil granulocitdk felszinén, mint az AL csoportbdl
szarmazo sejteken. Ezen feliill a CXCR4 szintje is alacsonyabb volt a TRF neutrofil
granulocitakon ZT1-ben (22A 4bra). A monocitakon a CD29, CD49d ¢s CXCR4 csokkent
expresszigjat figyeltiink meg ZT1-ben a TRF csoportban (22B 4bra). A CD11a, CD11b
integrin-lancok, valamint a CD162 és a CXCR2 megjelenésében nem mutatkozott
kiilonbség a TRF hatasara (22A, B abra).

Az adhézi6s molekulak (CD62L, CD29, CD49d) és a CXCR4 kemokin receptor
expresszidjaban megfigyelt kiilonbség alapjan feltételezhetjiik, hogy az iddzitett etetés
mind az érfalhoz torténd kitapadast (marginacid), mind a szdveti akkumuldciot

befolyasolja.
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22. abra: A TRF megvaltoztatja egyes adhézios molekulak kifejezodését
Szelektinek (CD62L, CD162), integrinek (CD11a, CD11b, CD29, CD49d) és kemokin
receptorok (CXCR2, CXCR4) kifejezddése két idépontban a neutrofil granulocitak (A)
¢s a monocitak (B) felszinén. A mérés aramlasi citometriaval tortént atlagos
fluoreszcencia intenzitas (MFI) alapjan. Atlag + SEM, na=5, nrrr=35, kétmintds t-proba,
*»<0,05. (publikacié (II)) MFI=mean fluorescence intensity, ns=nem szignifikans,
AL=ad libitum, TRF=time restricted feeding, ZT=Zeitgeber time, ZT1 az inaktiv fazis
eleje, ZT13 az aktiv fazis eleje

5.2.6 A TRF hatasa a leukocitak tiidoszoveti megoszlasara

a sejtek megoszlasat vizsgaltuk a tiidoszovetben. Olyan modszert alkalmaztunk, amely
lehetdséget biztosit a marginalt és szoveti leukocitdk elkiilonitésére. A kisérletet két
idépontban, ZT1-ben és ZT13-ban végeztiik. A tiiddben mért Gsszleukocitaszam az
inaktiv fazis elején, ZT1-ben fele annyi volt a TRF csoportban mint az AL csoportban
(23A 4bra). TRF hatasara mind a marginalt leukocitak (CD45-PECy7+, CD45.2-FITC+),
mind a neutrofil granulocitdk szdma jelentésen lecsokkent ZT1-ben (23B 4bra). Ezen
feliil a szoveti leukocita populacié (CD45-PECy7-, CD45.2-FITC+) is szignifikdnsan
kisebb volt az ad libitum etetett allatokéhoz képest ZT1-ben, melyhez hozzajarulhat, hogy
a TRF csoportban kisebb a szoveti makrofag populacio, mint az AL allatok tiidejében

(23C ébra).
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23. abra: A TRF csokkenti a tiidoszoveti leukocitapopulaciot
(A) Osszleukocitaszam (B) marginalt (érfalhoz tapadt) leukocitdk és neutrofil
granulocitak (C) szoveti leukocitak és makrofagok mennyisége a tiidoben két iddpontban.
Atlag + SEM, nai=4, ntrr=5, kétmintds t-préba, *p<0,05. ns=nem szignifikans, AL=ad
libitum, TRF=time restricted feeding, ZT=Zeitgeber time, ZT1 az inaktiv féazis eleje,
ZT13 az aktiv fazis eleje

A TRF csoportban mért alacsonyabb adhéziés molekula expresszié dsszhangban
van a tiidoben tapasztalt csokkent szdveti sejtszammal és magasabb keringd neutrofil
granulocita szammal, és ezen adatok egyiittesen a szovetek mérsékeltebb gyulladasos

valaszkészségére utalnak.
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6. Megbeszélés

A foldi ¢let jellemzdje a ciklikussag, valtakoznak a nappalok és éjszakak, a hold
fazisai €s az évszakok. Az evollcid soran kialakult az él6lények biologiai 6raja, aminek
segitségével fizioldgids miikddéseik ritmusat dsszehangoljak és a kiilsd kdrnyezethez
igazitjak. Az elmult 200 évben tdrsadalmunk modernizacidjaval azonban drasztikusan
megvaltozott a kornyezetiink és megjelentek a cirkadian ritmuszavarok. Az
elektromossagnak és mesterséges vilagitasnak (a 2000-es évek ota kiilondsképpen a LED
lampéknak és kijelzéknek) kdszonhetden este is sok a fényinger, mig napkdzben egyre
kevesebb id6t toltiink a szabadban, az épliletekben tartézkodva pedig csak mérsékelt
természetes fény ér bennilinket. A folyamatosan porgd gazdasidg életre hivta a
miszakokban vald6 munkavégzést, és a technikai fejlédésnek hala, idézonakon ativeld
tavolsagokat tehetiink meg orak alatt. Utobbiak komoly cirkadian ritmuszavarok
kialakuldsdhoz vezetnek, melyek karos hatasai mér a kdztudatban is ismertek. 2007 ota
mar az Egészségiligyi Vilagszervezet (WHO) is szamon tartja a valtott miiszakos
munkarendet, mint a daganatos megbetegedések kialakuldsanak kockdzati tényezdjét
(270). A kismértéki cirkadian zavarokrol azonban sokaig kevés sz6 esett, holott rendkiviil
széles réteget érintenek. Az emberek tObbsége iskolai, munkahelyi és szocialis
elvarasoknak eleget téve sajat természetes ritmusatdl eltérd életmddot folytat. Az
iparosodott orszdgokban a népesség 70%-a szenved legalabb 1 6ra nagysagu szocialis
Jjetlagtol (271). Az SIL egészségrombold hatasahoz rdadasul hozzéjarul az SJL-t kisérd
egészseégtelen ¢letmod. A nagy szocidlis jetlaggel rendelkezdk korében gyakoribb a
dohanyzés, a nagy mennyiségli koffeinfogyasztds (111) és jellemzd az egészségtelen
étkezés, ami tobb magas kaloria- és cukortartalmu étel és kevesebb z6ldség és gyiimdles
fogyasztasaban nyilvanul meg (116, 272-274).

Munkatarsaim 2014-ben validaltdk a kronotipus ¢és szocidlis jetlag
meghatarozasara alkalmas MCTQ kérd6iv magyar valtozatat és leirtak, hogy az SJL
negativ korrelaciot mutat egyetemistak tanulmanyi teljesitményével (79). Munkdm soran
az SJL és az alvés kapcsolatara koncentraltunk, ezen beliil a szubjektiv alvdsmindségen
felil célunk volt az éjszakai szivfrekvencia variabilitdst és ezen keresztil a
paraszimpatikus aktivitast és alvashatékonysagot vizsgalni. A vegetativ idegrendszeri

szabalyozas és az alvas ugyanis szorosan Osszefiiggenek. Az ébredést és az elalvast,
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valamint az alvési stddiumok kozotti &tmeneteket egyértelmii autondm valtozasok kisérik
(275). Elalvas soran az autondm egyensuly a paraszimpatikus dominancia felé tolodik,
ezt tilkrozi a HRV fokozatos novekedése az ébrenléti allapottdl a lassu hulldmu alvas
stadiumaig (275-278), amit a legpihentetobb alvasfazisnak tekintiink (170, 279). Ezéltal
a HRV az alvas mindségének és hatékonysaganak vizsgalatara is hasznalhato.

Az SJL mértéke szorosan korreldl a kronotipussal, a késdi tipusok nagyobb
szocidlis jetlagtol szenvednek (111). A kronotipus az €letkorral valtozik, atlagosan a 20-
as években mérhet6 az egyén legkésobbi kronotipusa (111), igy az SJL a fiatal felnotteket
kiemelten érinti. Ezt figyelembe véve vizsgalatunkhoz fiatal egyetemista férfiak korében
kerestiink résztvevoket. Az adatok rogzitése az alanyok sajat otthondban tortént. A
vizsgalati hét alatt a résztvevok szokdsos idObeosztasuk szerint éltek, amit megerdsitett
az MCTQ és az alvasnaplo alapjan szamitott kronotipus és SJL értékek korrelacidja.

Az ¢jszaka folyaméan egy kis hordozhatd késziilékkel rogzitettiik az alanyok
szivverései kozott eltelt id6t, amibdl a HRV szadmithatd. A HRV elterjedten hasznalt
modszer az autondm idegrendszeri szabalyozas jellemzésére. Mértéke nem csak az
egészséges szivfunkciot jelzi, hanem kiilonbdzd kognitiv funkcidkkal és hatékonyabb
érzelmi regulacioval is Osszefiiggést mutat (142, 280, 281). Alapértéke egészséges
emberek kozott igen eltérd lehet (282), mértéke részben orokletes (283), de egyénen beliil
hosszu tdvon allando (284). Emiatt az egyénen beliili HRV kovetés ajanlatosabb, mint az
egyének kozotti kiilonbségek elemzése (142, 285). Ebben az esetben a nyugalmi
szivirekvencia, a vérnyomas és a szivfrekvencia variabilitds csatoltsaga sem befolyasold
tényezod (285).

Analizislink soran az egyéni hétvégi-hétkoznapi kiilonbségekre fokuszaltunk,
mindazonaltal az is lathato, hogy a magas SJL-lel rendelkezd csoportban a hétkdznapi és
a hétvégi mérési ¢jszakakon is magasabb volt a HRV mértéke, mint az alacsony SJL-lel
rendelkezOk esetén. Hogy a jelenség hatterében mi 4allhat és van-e Osszefiiggés a
kronotipus és a HRV mértéke kozott, azt egy nagyobb elemszamu kiilon tanulmany soran
lehetne megvizsgalni.

A vizsgalati hét soran egy szerdai és egy szombati éjszaka monitoroztuk a
résztvevok szivirekvencidjat. A variabilitast masfél oras blokkokban elemeztiik az alvas
soran €s a nagy SJL-lel rendelkezdk csoportjaban azt talaltuk, hogy szombati €jszakajuk

folyaman az elsd két blokkban a paraszimpatikus aktivitdsra utaldé pNNS50 értékek
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magasabbak, mint hétk6znap. Ezzel szemben a kis SJL-lel rendelkezék csoportjaban nem
lattunk kiilonbséget a napok kozott. A HRV alakulasat megvizsgaltuk az alvés végén is,
ellendrizendd, hogy az alvas eleji HRV emelkedést nem kompenzalja-e késébb egy HRV
csokkenés. Az alvas utols6 masfél o6rdjdban azonban egyik csoport esetében sem
mutatkozott kiillonbség a napok kozott. A kiilonb6z6 HRV paraméterek szabadnapi-
munkanapi kiilonbsége korrelacidt mutatott az SJL mértékével, azaz minél nagyobb volt
az SJL, annal nagyobb a paraszimpatikus aktivitas mértékének novekedése hétkdznaprol
szabadnapra. A frekvenciatartomanybeli analizisiink is megerdsitette az idétartomanyban
tett megfigyeléseinket, a magasabb SJL-lel rendelkezdk szivfrekvencia variabilitdsanak
spektralis teljesitménystirtisége (PSD) eltérd volt hétvégén €s hétkoznap. A kiillonbségek
amagasabb frekvencidknal jelentkeztek, ami a paraszimpatikus aktivitds mértékében valo
eltérésre utal. A savok szerinti elemzésnél az LF és HF is szignifikdnsan magasabbnak
adodott hétvégén, mint hétkdznap a nagy SJL-lel rendelkezék esetében. Ezzel szemben
alacsony SJL mellett a két éjszaka PSD gorbéi egymés mellett futottak, és egyik
frekvenciasdvban sem kaptunk kiilonbséget a napok kozott. Ezen elemzéseink is arra
utalnak, hogy a nagy SJL-0 csoportban kisebb mértékii paraszimpatikus modulacio
jellemz6 az ¢jszaka elsé két orajaban hétkoznap, mint hétvégén.

A hétvégi alvasiddé az SJL mértékétdl fliggetleniil hosszabbnak bizonyult, és az
alvas el6tt ébren toltott id sem kiilonbozott a két csoport kozott. Igy feltehetéleg a HRV-
ben latott kiilonbségekért nem a homeosztatikus, hanem a cirkadidn alvasszabalyozas a
felelds. Az alvas elején latott HRV eltérések az alvas szerkezetének megvaltozasara
utalnak. Ebben az idében hétkéznap a nagy SJL-li, egyben késdi kronotipusu emberek
biologiai 6raja még valdszinilileg nem tdmogatja a mély alvast. Hétvégén, amikor a késoi
tipustiak is sajat ritmusuk szerint iddzithetik alvasukat, mar éjszakajuk elejét is nagyobb
paraszimpatikus aktivitds, ezaltal hatékonyabb alvas jellemzi. Egy 2018-as tanulmany
alapjan az alvas 1d6zitése befolyassal bir az alvasfazisok aranyéra (286). A masik oldalrol
maga a mindségi alvas az egészséges kardiovaszkularis szabalyozas, valamint a mentalis
¢s érzelmi jolét mutatdja (287, 288). A nagy SJL-lel rendelkezdk szadmara az a tény, hogy
kiils6 megkdtések nélkiil alhatnak, pozitivan hathat mind az autondm funkciéra, mind az
alvasmindségre.

Osszességében adataink arra utalnak, hogy az SJL és az alvas idézitésének

valtozasa a paraszimpatikus aktivitds kiilonbozdségéhez vezet a munka- és szabadnapok
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kozott az alvas elsé néhany 6rajaban, aminek hatdsa lehet a kardiovaszkularis szabalyozas
rugalmassagara. A HRV egészséges €s patologias koriilmények kozott is informaciot
nyujt a sziv- és érrendszer miikodésérol. Egészséges férfiakban a paraszimpatikus
aktivitast kifejez6 HRV paraméterek osszefliggést mutattak az endotél funkcioval (289).
Egy 8 tanulmanyon alapuld, 22000 alany adatat 6sszegzé metaanalizis szerint a normal
tartomanyon beliili, de alacsony HRV egészséges emberekben is noveli a késdbbi CVD
kialakulasanak valdészintiségét (290). Egy kozépkoruakat 26 éven keresztiil kovetd
prospektiv kohorszvizsgélat 9700 résztvevon szintén negativ dsszefliggést mutatott ki a
HRV mértéke és a CVD kockézata kozott (291). Ezen feliil az autondém regulaciod
megvaltozasa hozzajarulhat a magas vérnyomas (292) kialakulasdhoz, a koszoruerek
meszesedésének sulyosbodasdhoz (293), valamint a kamrai aritmia és a szivelégtelenség
kifejlédéséhez (294-296).

A HRV ugyanakkor az alvas hatékonysagéara és mindségére is utal. Az alvas
mindsége Onmagaban fontos a kardiovaszkularis egészség szempontjabol. Az Amerikai
Sziv Szovetség (American Heart Association) 2022 6ta az alvast, mint a kardiovaszkularis
egészség megdrzésének egyik alappillérét tartja szamon az étrend, testmozgas, dohdnyzas,
elhizas, koleszterinszint, vércukorszint €¢s vérnyomas mellett (297).

A Groningen kérddives felmérés alapjan a szocidlis jetlag negativan hat a
hétkoznapi alvasmindségre. Egy 2018-as tanulméanyban tobb szaz résztvevdvel toltettek
ki az MCTQ-t és a Pittsburg alvasmindség kérddivet (Pittsburg Sleep Quality Index,
PSQI). Adataik alapjan a hétkdznapokra vonatkozd alvasmindség szignifikdnsan
rosszabb, mint a hétvégi, és a napok kozotti kiillonbséget az SJL medialja (250).
Eredményeink kiegészitik egymast, noha a GSQS az el6z6 ¢€jszakat, a PSQI az elmult
honap ¢éjszakait vizsgalja és a megvalaszolando kérdésekben is kiillonboznek. Adataink
egyiittesen arra utalnak, hogy az SJL negativan befolyasolja az alvas mindségét hétkoznap.

Osszeségében elmondhatjuk, hogy az alvasi ritmus szocialis megkdtések miatti
kronikus megvaltozasa negativan hat a hétkoznapi alvasra. Ezt jelzi a szivirekvencia
variabilitds, azaz a paraszimpatikus modulacié mértékének kiilonbsége a munka- és
szabadnapok kozott, valamint a hétkdznapi rosszabb szubjektiv alvasmindség.

A vizsgalat soran az elemszadmunk viszonylag alacsony volt, ezt részben
kompenzalta, hogy az egyéneken beliili kiilonbségekre koncentraltunk. Tanulmanyunk

limitacioi kozé tartozik tovabbd, hogy vizsgalatunkban a kor szerinti homogenités
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céljabol és az infradian ndi ciklus hatdsainak elkeriilése végett kizarolag fiatal férfiak
vettek részt.

A tarsadalom modernizacidjaval nem csak az alvasi ritmusunk valtozott meg,
hanem étkezési szokdsaink is. Az emberek gyakran és rendszerteleniil étkeznek a nap
folyaman és a kaloria nagy részét este viszik be (195).

A téaplalékfelvétel aktiv idOszakra torténd iddzitése mind allatkisérletek, mind
human vizsgalatok alapjan jotékony hatassal bir a metabolizmusra. Javitja a gliikoz- és
lipid homeosztazist, megakadalyozza az elhizast, illetve segit a kialakult elhizds és a
kapcsolt metabolikus zavarok kezelésében (191, 298). Egyrészrdl a taplalékfelvétel
1d6zitése hatékony Zeitgeber a metabolizmusban kézponti szerepet betolto szervek, a maj
és a zsirszovet szdmdara, masrészrol a cirkadian oOra segiti az anyagcsere folyamatok
Osszehangolésat, aminek koszonhetden egymassal antagonisztikus anyagcsere Uitvonalak,
példaul az anabolikus és katabolikus folyamatok id6ben szeparaltan zajlanak.

Az allathazakban ad libitum mddon normal tapon tartott egerek a tdp nagyobb
részét (60-80%-at) ¢jszaka, aktiv id6szakuk alatt fogyasztjak el, ami szamottevd taplalék
bevitelét jelenti a vildgos idOszakban is. TRF esetén az allatok taplalékelérhetdségét 2 és
12 6ra kozotti idosavra korlatozzak. Ha az idéablak legalabb 8 6ras, az allatok ugyanannyi
taplalékot fogyasztanak, mint AL etetett tarsaik, ez az etetési mod kaloriamegvonassal
nem jar egyitt (263). Az obezitds €s a velejar6 metabolikus zavarok vizsgalatara
elterjedten alkalmazott mddszer az allatok zsirban gazdag tappal torténd etetése, akik igy
8-12 héten beliil elhiznak. Azonban ez a jelenség nem csak a tdp Osszetételének
koszonhetd. A nagy zsirtartalmu tappal etetett allatok ugyanis egész nap nassolnak, ami
az anyagcsere folyamataik (kiilondsen a majban zajlo folyamatok) cirkadidn zavarat
okozza. 10 6ras TRF mellett magas zsirtartalmu tapon tartott allatok védettek az elhizastol
¢és jobb anyagcsere funkciokkal rendelkeznek, példaul normaél gliikoztoleranciat és
alacsonyabb szérum koleszterin szinteket mutatnak ad libitum tartott tarsaikkal szemben
(192, 263).

A cirkadian ora szerepe kiemelt az immunrendszer miikodésének szabalyozasaban.
Az 1960-as, 70-es években sziilettek az elsd megfigyelések, miszerint az egerek
patogénekre és bakterialis toxinokra adott reakcidja napszakfiiggd. Ezek a tanulmanyok
megmutattak, hogy az egerek érzékenysége az aktiv fazisuk elején, kora este a

legmagasabb, amikor a leukocitdk nagyobb szdmban taldlhatdéak meg a szovetek kozott.
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A cirkadian o6ra az immunsejtek csontveld, vér és szovetek kozti megoszlasanak f6
regulatora, és ezen feliil is tobb szinten befolydsolja a velesziiletett és az adaptiv
immunitast. Napszakfiiggd példaul a neutrofil granulocitdk szuperoxid termelése (299), a
makrofagok fagocitotikus aktivitasa (300), illetve citokintermelése (301), valamint a
vakcindci6 id6zitése befolyasolja a T- és B-sejtes immunvalaszt (302). Régdta megfigyelt
jelenség a tiinetek napszaki ingadozasa is kronikus megbetegedések esetén. A reumatoid
artritiszben szenvedo betegek kora reggel tapasztalnak iziileti merevséget, ami egybeesik
az ekkor mérheté magasabb szérum IL6- és TNFa szintekkel (303). Az allergias rhinitis,
az asztma ¢és a kronikus obstruktiv tiidébetegség (COPD) tiinetei szintén hajnalban a
legerésebbek (304, 305). A stroke és a miokardialis infarktus el6forduldsa gyakoribb a
reggeli ordkban (149, 306), illetve az ekkor torténd infarktusok mérete is kiterjedtebb
(152, 307). Az immunrendszer és az 6ra kozotti kapesolat kétiranyll. Az 6ra zavara a
gyulladasos folyamatok erdsddésével jar (202, 221), és fertézések esetén, illetve
gyulladasos kornyezetben a ritmus kevésbé kifejezetté valik, amplitidoja csokken (7).

A metabolizmus és az immunrendszer miitkodése szintén szorosan 0sszefligg (308,
309). Elhizas, inzulin rezisztencia és 2-es tipusu diabétesz esetén rendellenes
citokintermelés, az akut fazis fehérjék megemelkedett szintje és a gyulladasos jelatviteli
utvonalak aktivalodasa figyelhetd meg, tovabba magasabb a fertdzések kockazata.
Ugyanakkor az is ismert, hogy ebben az esetben a zsirszoveti gyulladas hozzdjarul a
metabolikus zavarokhoz (243, 310). Metabolikus, valamint autoimmun és gyulladasos
betegségek kezelésében egyarant alkalmaztak sikerrel hosszabb ¢hezéssel ¢és
kalériamegvonassal egyiitt jar6 diétakat (245, 247, 248, 265). Arr6l azonban nem volt
ismeretiink, hogy a taplalékfelvétel egy jol toleralhatd idoablakba torténd korlatozasa
kalériamegvonas nélkiill milyen hatassal bir egy gyulladasos betegségre és az
immunrendszer valaszkészségére.

Ennek vizsgalatdhoz 4 héten at korlatoztuk a taplalékfelvétel idejét a tapanyag
Osszetételének megvaltoztatas nélkiil (10 6rds TRF), és arra voltunk kivancsiak, hogy ez
milyen hatdssal van az immunrendszer miikodésére szervezeti, illetve sejtszinten.
Els6ként megallapitottuk, hogy az altalunk alkalmazott TRF nem okozott jelentds stresszt
allatainknak, €s a legalapvetébb metabolikus mutatdk, mint a testsuly, az elfogyasztott
tap mennyisége €s a gliikdztolerancia nem kiilonb6zott a TRF és AL csoportok kozott. A

zsirszovet ritmusara és miikodésére azonban jelentds hatassal birt a taplalékfelvétel
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idejének korlatozasa. A kozponti oragének expresszidja megvaltozott, a leptin szint
iddbeli valtozasanak amplitidoja jelentésen megndtt, mikozben atlagos mennyisége
lecsokkent. A zsirszovet egyrészrol fontos metabolikus szerv, masrészrdl adipokin
termelése révén kapcsolatot tart az anyagcsere €s az immunrendszer kozott. Régota ismert,
hogy metabolikus eltérések (pl. elhizas) esetén a zsirszovet altal termelt gyulladasos
citokinek szintje megemelkedik, ezért csoportunk a viszceralis zsirszovetben vizsgalta az
NF-«xB utvonal fiiggd tnfa, valamint az nlrp3, il-1f és il-18 napi kifejez6dését, tovabba
az adipszin expresszidjat is. Ezeket a méréseket nem én végeztem, ezért az eredmények
a dolgozatban nem keriiltek bemutatdsra, azonban itt roviden ismertetem Oket, hogy
tagabb kontextusban lehessen az adatokat értelmezni. Az NLRP3 inflammaszomat a
homeosztazis megvaltozasa aktivalja, tobbek kozott a metabolikus valtozasokra
érzékenyenen reagal (311). Stimulacié hatdsara az NLRP3 az inflammaszémahoz
toborozza a kaszpaz-1 enzimet, amely aktivalja az IL-1f és IL-18 gyulladasos citokineket.
Munkatarsaim vizsgalata alapjan ugyan az il- 1/ szintje nem kiilonb6z6tt, azonban
az nlrp3 és az il-18 valamint a tnfa expresszidja is szignifikansan alacsonyabb volt a TRF,
mint az AL csoportban. Ezen adataink alapjan a TRF nem csak a metabolikus ritmusra
van hatassal, hanem a zsirszovet gyulladasos potencialjat is csokkenti.
D-faktor megfeleldje, a komplementrendszer alternativ Gitvonalanak fontos szerepldje. Az
adipszin szintje szintén alacsonyabbnak bizonyult a TRF csoportban. Az adipszinrdl a
kozelmultban kimutattdk, hogy a K/BxXxN szérum transzfer artritisz kialakuldsaban
alapvetd szerepet jatszik (312). Fehér- és barnazsirszovet hidnyos egerek teljesen védettek
a betegséggel szemben, ahogy az adipszin KO egerek is. A K/BxN szérum transzfer
modszerrel kialakuld iziileti gyulladds fontos szerepléi a neutrofil granulocitdk és a
monocita/makrofag sejtek. A komplement aktivacido eldsegiti az iziileti neutrofil
granulocita infiltraciot, ahol az aktivalt sejtek fokozzdk a gyulladast (266). Adipszin
hianyos egerekben azonban a neutrofil granulocitdk nem jelennek meg az iziiletben a
K/BxN szérum injekci6 hatdsara (312). Ezzel 6sszhangban modelliinkben ugy talaltuk,
hogy az ad libitum etetett egerekhez képest a TRF allatainkban kevésbé sulyos lefolyasu
autoimmun artritisz alakult ki.

Tovabbi vizsgalataink is az immunrendszer aktivitdsanak kiilonbségére utaltak az
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AL ¢és TRF allatok kozott a gyulladas elétti allapotban. Az ad libitum etetett allatokban
atlagosan nagyobb léptomeget mértiink és a 1éptomeg kevésbé kifejezett ingadozasat
figyeltilk meg, mint a TRF csoportban, emellett pedig a kering6 €s a szdveti leukocitak
mennyiségében is kiilonbségeket talaltunk a két csoport kozott.

A periférias leukocitdk vizsgalatakor minden sejtpopulécio esetén kifejezettebb
napi ingadozast figyeltiink meg az iddzitett etetés hatasara. Az amplitidod novekedése
azonban a neutrofil granulocitdk ¢és a gyulladdsos monocitdk esetében volt a
legjelentdsebb. A monocitdkat két alcsoportra oszthatjuk, a gyulladdsos Ly6C™
monocitakra, amelyek az Ly6C" monocita progenitorok leszdrmazottai, valamint nem
gyulladasos Ly6C"°" monocitakra, melyek a keringésben differencialodnak az Ly6CM

low

monocitakbdl. Az Ly6¢®™ monocitdkra az érfalban torténd jarérozés jellemzd, kiemelt
szerepiik van a sériilt endotél sejtek eltavolitasdban és ezéltal az érfal integritdsanak
megdrzésében. A gyulladdsos monocitdk (Ly6C™) nyugalmi (gyulladdsmentes)
allapotban is kilépnek a szovetek kozé, és ott latnak el megfigyeld feladatot
differencialatlanul (313).

A leukocitdk mennyiségének napszakfliggd valtozasat a sejtek csontveld és vér
kozotti vandorlésa és a szovetekbe torténd kilépésiik okozza, igy utanajartunk, hogy ezen
folyamatok koziil mi allhat az altalunk tapasztalt kiilonbségek hatterében. A csontvel6ben
4 oras felbontasban vizsgaltuk az 6ramiikodést, valamint a cxcl/2 RNS expressziot €s
megmértilk a CXCL12 fehérjeszinteket is, illetve a két csoportban dsszehasonlitottuk a
neutrofil granulocitdkon és monocitdkon kifejez0d6 adhézios molekuldk mennyiségét. A
csontvel6i ritmus vizsgalatakor a TRF hatasara kifejezettebb 6ramiikddést tapasztaltunk.
Ugyan a neutrofil granulocitak csontveldi vandorlasat irdnyit6 CXCL12 szintje nem
kiilonbozott a két csoportban, a TRF sejteken ZT1-ben megfigyelt alacsonyabb CXCR4
(CXCL12 receptor) expresszid okozhatja az ekkor latott magasabb sejtszdmot a
keringésben.

Az adhézidés molekuldk egy része (CD62L, CD29, CD49d) szintén kisebb
mennyiségben volt jelen a TRF, mint az AL sejteken, mig a tobbiek esetében (CD162,
CDlla, CD11b) nem tapasztaltunk kiilonbséget. Az adhézidos molekuldk alacsonyabb
expresszioja csokkentheti a marginélt és szdveti leukocitdk mennyiségét, €és ezzel
parhuzamosan okozhatja a vérben latott magasabb fehérvérsejtszdmot. A marginacié €s

migracié azonban nem csak a leukocitakon kifejez6dd adhézids molekulaktol fiigg,
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hanem a kitapadashoz sziikséges endotelialis struktiraktél is. Az ICAM-1 és VCAM-1
endotelidlis adhézidos molekuldk sejtfelszini megjelenése ritmikus, ami a leukocitak
szoveti felhalmozodasat eredményezi az aktiv id6szakban (204). Ezek alapjan a jovoben
érdemes lenne abban az iranyban is vizsgalatokat végezni, hogy a TRF befolyasolja-¢ az
endotelialis adhézios molekulak kifejezodését.

A tovabbiak soran tiiddmodellben vizsgaltuk a sejtek szoveti megjelenését két
idopontban. Az AL csoportban a marginalt és szoveti leukocitdk emelkedett szintjét
mértiik az inaktiv fazis elején, ZT1-ben, akkor, amikor a periférias sejtszdmban a
legszembetlinébb kiilonbséget tapasztaltuk az AL és TRF csoport kozott. A leukocitak
cirkadian megjelenése sziikséges a kiegyensulyozott szoveti immunitashoz, fertdzések
soran a megndvekedett neutrofil granulocita infiltracid és a sejtvandorlds ritmusanak
zavara tulzott tiiddszoveti kdrosodashoz vezet (214). Eredményeink felvetik a lehetdséget,
hogy az idozitett etetésnek védd hatdsa van és megakadalyozza az immunrendszer
tulmiikodését steady-state allapotban. A szdveti makrofagok is nagyobb mennyiségben
voltak jelen a tiidében ZT1-ben AL éallatainkban. A tiid6 makrofagok egy nagyon
heterogén sejtcsoport, mind a gyulladasos folyamatokban, mind a szoveti regeneracioban
fontos szerepiik van (314), mindazonaltal feltételezhetd, hogy a nagyobb mennyiségii
makrofag egy nagyobb szoveti karosodassal jard gyulladasos allapot kialakulasahoz
vezethet.

Az AL csoportban magasabb zsirszoveti leptin expressziot mértiink. A leptin
széleskorli immunoldgiai funkcidkkal bir, a legtobb fehérvérsejtre stimulald hatassal van,
koztiik a neutrofil granulocitdkra €s a monocitdkra is (315). A leptin talélési szignal a
neutrofil granulocitak szamara és késlelteti az 1d6s sejtek apoptozisat (316), ezen kiviil
Munkatasaim a génexpresszios mérésekkel dsszhangban a szérumban is emelkedett leptin
szinteket mértek az AL allatokban, valamint in vitro kisérletekben leptin kezelés hatasara
a neutrofil granulocitdkon a CD49d, a monocitakon pedig mind a CD49d, mind a CXCR4
megnovekedett expressziojat tapasztaltdk. Ezek alapjdan az AL csoportban latott
magasabb leptin szintek hozzédjarulhatnak a neutrofil granulocitdk megnovekedett
aktivitdsdhoz €s migracios kapacitasdhoz.

Osszességében az iddzitett etetés enyhitette a K/BxN szérum transzfer artritisz

lefolyasat és szinkronizalo hatdssal birt a zsirszovet €s az immunrendszer miikodésére. A
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TRF hatasara a fehérvérsejtek oszcillacidja erdsodott, mig gyulladdsos potencidljuk
csokkent, igy elképzelhetd, hogy az idozitett taplalékfelvétel az autoimmun
betegségeknek is hatasos kiegészitd terapias eszkoze lehetne.

PhD munkam soran viszonylag mérsékelt, de nagy populaciét érintd cirkadian
ritmuszavarokkal foglalkoztam. Fiatalokkal végzett human tanulmanyunk alapjan a
szocidlis jetlag negativan hat az alvasmindségre €s az alvas alatti autoném szabéalyozasra.
Egérmodellen végzett kisérleteink alapjan pedig valoszinlsithetd, hogy az iddzitett etetés
a tulzott aktivacidé megakadalyozéasaval tamogatja a kiegyensulyozott immunmiikodést.

Dolgozatommal szeretném felhivni a figyelmet arra a lehetdségre, hogy cirkadidn
oramiikodésiink erdsitésén keresztiil tdmogathatjuk szervezetiink megfelelé mitkodését,
ami népegészségiigyl szempontbdl is fontos lenne. Segithetné a rugalmas munkakezdés,
a késobbi iskolakezdés, a tavaszi Oraatallitas eltorlése és folyamatosan a téli idészamitas
alkalmazésa. Egyénenként pedig odafigyelhetiink a megfeleld alvas higiénidra, az esti
fény csokkentésére és étkezéseink mindsége mellett annak id6zitésére is. A 10 oOrés
idéablakban torténd étkezés esetiinkben is viszonylag konnyen megvalosithatd diétat
jelent, aminek talan prevencids jelentdsége is lenne gyulladdsos megbetegedések és

metabolikus diszfunkciok esetében.
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7. Kovetkeztetések

Az SJL kardiovaszkuléris szabalyozasra és alvasmindségre gyakorolt hatdsanak

vizsgalata alapjan az alabbi megallapitasokat tehetjiik:

1.

A nagy SJL-1 csoport hétvégén szignifikansan késobb aludt el és késdbb ébredt,
mint a kis SJL-0i csoport, azonban hétkoznap az alvas idézitésében nem volt
kiilonbség a két csoport kozott. Az alvds hossza és a melatoninelvalasztast
jellemzd metabolit, a 6-szulfatoximelatonin éjszakai kivéalasztdsa nem
kiilonbozott a két csoportban.

A nagy SJL-0 csoport alvasanak els6 felét hétkoznap alacsonyabb
paraszimpatikus aktivitds jellemezte, mint hétvégén. Ez a kiilonbség korrelalt az
SJL mértékével. A kisebb SJL-lel rendelkezék kdzott nem mutatkozott kiilonbség
a napok kozott.

Az alvas els6 két oOr4jdban a szivfrekvencia variabilitds spektralis
teljesitménystiriiség gorbéje hétvége és hétkdoznap kozott a paraszimpatikus
aktivitast tiikr6z0 magasabb frekvencidknal széles tartomdnyban kiilonbozott a
nagy SJL-lel rendelkez6k korében, mig az alacsony SJL-U csoportban nem
mutatkozott kiilonbség.

Az SJL hétkoznapokon Osszefliggést mutatott a szubjektiv alvasmindséggel, a
nagyobb SJL-hez rosszabb alvdsmindség tarsult. Szabadnapokon nem volt
Osszefiiggés. Hétkoznapokon a nagy SJL-lel rendelkezdk rosszabbul aludtak, mint

hétvégeén.

Az iddzitett etetés (TRF) immunrendszer miikddésére gyakorolt hatdsanak vizsgalata

alapjan az alabbi megallapitasokat tehetjiik:

1.

A TRF az alapvetd metabolikus paraméterekben (testtomeg, vércukor) nem
okozott eltérést, azonban a zsirszoveti génexpresszid (per2, reverbA, leptin)
alapjan egyértelmii hatassal volt a metabolikus ritmusra.

Iddzitett etetés mellett a K/BxN szérum-transzfer artritisz tiinetei

mérsékeltebbnek bizonyultak, mint AL etetés esetén.
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3. TRF mellett a Iéptdmeg napszaki ingadozasa ritmikussa valt, mikdzben az atlagos
1éptomeg csokkent. TRF hatasara a periférias fehérvérsejtszamok, elsdsorban a
neutrofil granulocita és monocita populaciok napszaki valtozéasa kifejezettebbé
valt.

4. ATREF hatassal volt a csontvel6i oramiik6désre, azonban a CXCL12 ritmusat nem
befolyasolta.

5. A TRF csoportban a keringd neutrofil granulocitdk és monocitdk felszinén
megjelend egyes adhézidos molekuldk (a neutrofil granulocitdkon a CD62L és
CD49d, a monocitakon a CD29 és CD49d) és a CXCR4 kemokin receptor
expresszidja alacsonyabb volt, mint az AL csoportban. Ezzel &sszhangban, a
tiildészovetben az inaktiv fazis elején a teljes leukocita mennyiség, a marginalt
leukocitdk, ezen beliill a marginalt neutrofil granulocitdk, valamint a szdveti

leukocitak mennyisége is alacsonyabb volt a TRF csoportban.
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8. Osszefoglalas

A cirkadian 6ramiikédés egy sejtszintli mechanizmus, mely révén az ¢€l6lény
viselkedését és belsd biokémiai folyamatait idoziteni képes, ezaltal elore felkésziilhet a
kornyezetben megfigyelhetd napszaki valtakozdsokra. A cirkadian ritmus alapvetéen
befolyasolja az élettani folyamatokat, szabalyozza tobbek kdzott az alvast, az anyagcserét
¢s az immunrendszer miikodését is. Az iparosodott tarsadalmakban az alvasi és étkezési
szokasok megvaltozasaval a kornyezet és a szervezet oramikodése kozotti 6sszhang
gyakran és akar tartdsan megbomlik, ami cirkadian ritmuszavarok kialakuldsaval jar. Az
egyéni ritmus és a szocidlis megkdtések kozotti ellentét a munka- és szabadnapi
alvasiddzités kiilonbségéhez, szocidlis jetlaghez (SJL) vezet. A modern életvitelre
jellemzd gyakori és rendszertelen étkezés pedig megzavarja az anyagcsere ritmusat.

Vizsgalataink szerint az SJL negativan befolyasolja az alvasmindséget, aminek
hosszutavu kovetkezményei lehetnek. Az alvas alatti szivfrekvencia variabilitas alapjan
nagyobb SJL mellett nagyobb kiilonbség mutatkozott a hétvégi és hétkdznapi alvas elsdé
oréiban a paraszimpatikus aktivitdsban. A hétkdznapi alvéas azon idészakat, amikor sajat,
bels6 ritmusuk szerinti idéablakuknal korabban aludtak el a résztvevok, kedvez6tlenebb
autondém regulacio kisérte, ami egyuttal rosszabb alvashatékonysagot is jelent. Ezenfeliil
hétkéznapokon a nagyobb SJL-hez rosszabb szubjektiv alvasmindség is tarsult.

Az étkezés 1dozitése fontos szinkronizald stimulus az anyagcesereszervek szamara
¢és a taplalékbevitel korlatozasaval erdsithetd a metabolikus 6ramiikodés. Habar mind a
metabolizmus, mind a cirkadian 6ra alapvetden befolyasolja az immunmiikédést, az
étkezés 1dozitésének immunrendszerre gyakorolt hatdsa nem tisztazott. Eziranyu,
egérmodellen végzett vizsgdlataink alapjan az idozitett etetés (TRF) mérsékli az
autoimmun artritisz tiineteit, valamint kifejezettebbé teszi a zsirszovet ¢és az
immunrendszer miitkddésének ritmusat. TRF hatdsara erdsodott a fehérvérsejtek
oszcillacidja, mikozben gyulladasos valaszkészségiik csokkent.

Adataink els6ként utalnak arra, hogy az SJL negativ hatdssal lehet a
kardiovaszkularis rendszer miikddésére. Allatmodellen végzett vizsgalataink alapjan az
1d6ben korlatozott taplalékfelvétel segit megeldzni az immunrendszer tilmikodését, ami
felveti a lehetdségét, hogy autoimmun betegségek esetén kiegészitd terapias eszkozként

szolgaljon.
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9. Summary

The circadian clock is a cell-autonomous mechanism that enables organisms to
anticipate the daily changes in the environment and time their behavior and biochemical
processes accordingly. Circadian clocks are fundamental regulators of physiological
processes, including sleep, metabolism and the immune system. Changes in sleeping and
eating patterns in industrial societies cause misalignment between the organism and the
environment, leading to circadian disruptions. The discrepancy between an individual’s
own biological rthythm and the daily timing determined by social constraints leads to
differences in sleep timing between workdays and free days, known as social jetlag (SJL).
Frequent and irregular eating schedule, characteristics of modern lifestyle, causes
disruption in metabolic rthythms.

Our data indicate that SJL has a negative effect on sleep quality, which can have
long-term consequences. Heart rate variability during sleep exhibited greater
workday/free day differences in participants with high SJL, indicating lower
parasympathetic cardiac control in the first few hours of sleep on workday. During this
period of the workday night, participants with higher SJL had an earlier bedtime than their
innate preference and they had less favorable autonomic control, indicating lower quality
of sleep. Moreover, on workdays SJL showed a negative correlation with subjective sleep
quality.

Timing of food intake acts as a synchronizer for organs involved in metabolism,
and temporal restriction of food intake strengthens circadian clock function. Although
both metabolism and the circadian clock have profound influence on the immune system,
the effect of time-restricted food intake on immune reactions is largely unexplored.
According to our study on mice, time restricted feeding (TRF) attenuates the symptoms
of autoimmune arthritis and strengthens the rhythm of adipose tissue and the immune
system. TRF enhanced the oscillation of leukocyte count while reducing the cells’
inflammatory potential.

Our data is the first to indicate that SJL. may negatively affect the physiology of
the heart. Based on our animal study, TRF helps to prevent the over-activation of the
immune system, raising the possibility for TRF to contribute to the therapy of human

autoimmune diseases.
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Social jetlag (SJL), the difference in sleep timing between work and free days is a
consequence of the discrepancy between the individual’s circadian rhythm and the
social clock. SJL is considered a chronic stress factor and has been linked to various
health problems. In this field study, we examined for the first time the association
between SJL and cardiac regulation during sleep. 33 healthy young men aged 20—
26 years participated in the study. The median SJL was used as a cut-off value to
assign the participants into two groups with either lower or higher SJL. As a marker of
autonomic control we analyzed heart rate variability (HRV) and addressed intra-individual
differences between workdays and free days. In subjects with higher SJL, pNN50, an
indicator of vagal activity was lower in the first 3 h of sleep on workday as compared to
free day (day x sleep block x group, p = 0.015), indicating a more adaptable regulation
on free days, when subjects slept according to their own preference. However, in
subjects with lower SJL, no HRV differences were found between the two nights. SJL
showed correlation with the free day-workday differences of both pNN50 and another
vagal index, RMSSD in the first 2 h of sleep (p = 0.023 and 0.047, respectively). In
subjects with higher SJL, a different HF power on workdays and free days (p = 0.031)
also indicated that a shift in sleep timing is accompanied by an altered parasympathetic
activity in the first few hours of sleep. Furthermore, subjective sleep quality on workdays
was negatively associated with SJL (p = 0.02), and subjects with higher SJL reported
worse sleep quality on workday than on free day (p = 0.027). Taken together, our
data call attention on the potential effect of SJL on sleep quality and vagal activity
during sleep.

Keywords: autonomic nervous system, heart rate variability, sleep quality, circadian misalignment, social jetlag,
cardiovascular risk factor

INTRODUCTION

The circadian clock is a fundamental tool enabling organisms to track time internally and thus
to adapt their physiology to daily fluctuations in the environment. Circadian time-keeping is
organized at the cellular level by the action of molecular oscillators. In mammals, cellular oscillators
of peripheral tissues are governed by the central clock located in the suprachiasmatic nucleus of
the hypothalamus. A misalignment between the organism’s internal clock and the environmental
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time is often followed by desynchronization between tissue
clocks. Circadian misalignment is considered as a stress factor
(Wittmann et al, 2006; Puttonen et al., 2010), and has
been linked to the development of various pathological states
including cardiovascular diseases (Morris et al., 2017; Strohmaier
et al., 2018), metabolic disturbances (Biggi et al., 2008; Vetter
et al, 2015), different malignancies (Schernhammer et al,
2006; Papantoniou et al., 2018) and psychological problems
(Shields, 2002).

Social jetlag (SJL) is defined as the time difference between the
midpoint of sleep on workdays (MSW) and on free days, and
it is a consequence of the discrepancy between an individual’s
own biological rhythm and the daily timing determined by social
constraints (Roenneberg et al., 2003; Wittmann et al., 2006).
SJL affects the majority of the adolescent and adult population
worldwide. In Europe, more than 30% of the population suffer
from an SJL larger than 2 h (Roenneberg et al., 2012). SJL
was found to correlate with a higher risk for the development
of depression (Levandovski et al., 2011), adverse metabolic
changes including obesity and type 2 diabetes (Roenneberg
et al,, 2012; Rutters et al., 2014; Parsons et al, 2015; Wong
et al., 2015; Koopman et al., 2017), and shows association with
health-impairing habits such as smoking and excessive caffeine
consumption (Wittmann et al., 2006). In addition, our and others’
data indicate that SJL negatively impacts academic performance
(Haraszti et al., 2014; Diaz-Morales and Escribano, 2015).

Both epidemiological and laboratory studies indicate that
severe forms of circadian misalignment such as shift work
or jetlag adversely affect the circulatory system and therefore
increase the risk of the development of cardiovascular diseases
(Knutsson, 2003; Grimaldi et al., 2016; Morris et al., 2016; Vetter
et al., 2016; Hulsegge et al., 2018). SJL is the most frequent type
of circadian misalignment, therefore its negative impact on the
cardiovascular system would represent a public health concern.

The analysis of heart rate variability (HRV) is a well-
established method to assess autonomic cardiac control (Malik,
1996; Laborde et al.,, 2017). A key advantage of this method is
that well-validated programable measuring devices are available
for application in field studies without causing any discomfort
for the subjects. HRV represents the change in the time
interval between successive heartbeats, which is modulated by
the sympathetic and parasympathetic nervous system (Malik,
1996). Therefore, HRV is used as a tool to assess autonomic
function at the level of the heart. Healthy cardiovascular
control is signaled by higher HRV, indicating a stronger
parasympathetic activity, whereas low HRV indicates reduced
vagal modulation and increased sympathetic activity, which
are established risk factors of cardiovascular diseases (Malik,
1996; Thayer et al, 2010). As autonomic control and sleep
regulation are interconnected, HRV may be indicative for sleep
quality, and efficiency as well. Falling asleep is accompanied
by the shift of autonomic balance toward a parasympathetic
dominance, measurable in HRV as it increases from wake
to slow wave sleep (Elsenbruch et al, 1999; Trinder et al,
2001; Tobaldini et al., 2013; Chouchou and Desseilles, 2014),
which is considered to be the most restorative sleep stage
(Akerstedt et al., 1997).

In this study, we hypothesized that sleeping out of the
endogenous phase on workdays affects cardiovascular regulation
and sleep efficiency. To this end we analyzed sleep-related HRV
indices and subjective sleep quality in healthy men forming
a homogenous sample with respect to age, BMI, and social
situation but differing in the extent of SJL, and addressed
individual differences between workdays and free days.

MATERIALS AND METHODS

Participants and Protocol

Participants with regular weekly schedule were recruited via
advertisements in social media (Facebook groups) and mailing
list of university students. Initially 35 students participated in the
study, but two of them were excluded either due to experiencing
high emotional stress or for lack of appropriate cooperation.
Therefore, data of 33 subjects were involved in the final analysis.
The sample was homogenous with respect to age (mean + SD
of 23.2 & 1.5 years), BMI (mean + SD of 22.8 £ 2.5), and
social situation (university students in Budapest). All subjects
were healthy and none of them were taking medication. None
of the subjects had a history of sleep disorder or cardiovascular
problem and neither one of them experienced jetlag in the last
month prior to the study. In a short interview, participants
were asked about smoking habits, caffeine consumption, physical
activity, blood pressure, and cholesterol levels. Answers did not
indicate notable cardiovascular risk factors in any participants.
Participants were asked not to undergo extreme physical activity,
and to avoid drinking alcohol during the study week. Following
the measurements, participants were interviewed about any
unexpected events (high psychical and physical stress or any
health problems). The study protocol was approved by the
Semmelweis University Regional and Institutional Committee
of Science and Research Ethics (Ethical approval 170/2016).
Participants gave written consent prior to entering the study
and were paid for their participation. The study took place in
winter (2016/2017) and in the first half of spring (2017) and was
paused for 2 weeks after changing to daylight saving time. The
number of participants with lower and higher SJL was similar
in every month. The study for each subject lasted for a week,
during which the participants performed their daily activities
according to their usual habit, including waking to an alarm
clock on workdays but waking on their own on free days. On
a workday (Wednesday) and a free day (Saturday) participants
wore an ambulatory heart rate recorder (Actiheart, CamNtech
Ltd., United Kingdom) during the night and filled out a sleep
quality questionnaire upon waking on the next day. On the days
of HRV detection, subjects collected urine samples in the evening
before going to bed and in the morning directly after getting up.

Assessment of Sleep Timing

To recruit participants with different SJL and regular weekly
schedule, students were asked to fill out the Hungarian version of
the Munich Chronotype Questionnaire (MCTQ) (Haraszti et al.,
2014). Chronotype was assessed as the midpoint of sleep on
free days (MSF) corrected for oversleep on free days (MSFsc),

Frontiers in Neuroscience | www.frontiersin.org

September 2019 | Volume 13 | Article 950


https://www.frontiersin.org/journals/neuroscience/
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/neuroscience#articles

Sldy et al.

Association of Social Jetlag With Cardiac Control

and SJL was calculated by subtracting the midpoint of sleep on
workdays (MSW) from MSE based on Wittmann et al. (2006).
During the week of the study each participant kept a sleep diary,
based on which the SJL characteristic for the study period was
calculated. The mean SJL £ SD was 92.1 &+ 52.9 min, which
fits well with previously reported SJL values for this age group
(Wittmann et al., 2006; Haraszti et al., 2014; Pilz et al., 2018). The
median SJL (93 min) was used as a cut-off value to divide the
participants into two groups with either lower (SJL < 93 min)
or higher SJL (SL > 93 min). Using this cut-off value resulted
in a 10-minutes gap between the two groups. There was no
significant difference between the two groups regarding age
(23.3 & 1.9 and 23.1 £ 0.9 years mean =+ SD for the lower and
the higher SJL group, respectively) and BMI (22.1 £ 2.7 and
23.6 £ 2.1 years mean = SD for the lower and the higher SJL
group, respectively). Sleep onset and waking time on the days of
HRYV detection were estimated by the Actiheart software. These
time points were controlled by comparing them with data from
the sleep diary. The estimated sleep onset and waking times were
used to calculate exact SJL for the days the measurements were
performed. This SJL value was used to investigate correlation
between SJL and HRV parameters.

Urinary Melatonin

Urine samples collected by the subjects in the evening and
morning were stored at —20°C before analysis. Urinary
6-sulfatoxymelatonin, a stable melatonin metabolite, was
measured by competitive ELISA according to the instructions
of the manufacturer (IBL International). The creatinine
concentration of the samples was determined by enzymatic
assay (Diagnosticum Zrt., Budapest) to obtain a normalized
6-sulfatoxymelatonin/creatinine ratio (nmol/mmol).

HRV Analysis

The Actiheart monitor was used for the recording of heart
rate. Prior to the measurements, participants came into the
laboratory where a signal test was performed along with the
programing of the device to start recording in the evening.
On the next day participants brought the device back for data
collection and recharge, before taking it again for the weekend.
The Actiheart monitor collects inter-beat-interval (IBI) data,
which can be further processed and used for the calculation
of HRV parameters. Studies comparing Actiheart and standard
ECG recordings did not find any significant difference in IBI
detection (Brage et al., 2005; Barreira et al., 2009; Kristiansen
et al, 2011). All HRV analyses were performed according to
the standards of measurements (Malik, 1996) and the recent
recommendations by Laborde et al. (2017). First, reliability of raw
data was checked by visual inspection. To ensure a consistent
artifact detection and correction, the ARTiiFACT software was
used (Kaufmann et al, 2011). According to the international
guidelines the data were decomposed into 5 min long segments
for analysis of HRV parameters in both the time and frequency
domains (Malik, 1996). Segments with more than 10% artifact
ratio were excluded. Excluded segments and loss of electrode
contact resulted in slightly varying sample sizes in the different
analyses. Parameters calculated for the 5 min long segments were

averaged for either 1.5- or 2-h blocks, depending on the analysis
performed, as indicated in the text and legends.

In the time domain the standard deviation of the normal to
normal interval (SDNN), the root mean square of successive
differences (RMSSD), and the percentage of successive normal
to normal intervals differing by more than 50 ms (pNN50)
were calculated using the ARTiiFACT software. For the analysis
of HRV in the frequency domain the DADiSP 6.7 software
(DSP Development Corp., United States) was used. IBI data
were first resampled to 4 Hz using cubic spline interpolation,
detrended and tapered with a Hanning window. Power spectral
density (PSD) was then calculated with mixed-radix Fast Fourier
Transformation, yielding 600 frequency bins in the range of 0-
2 Hz. From the average PSD of the successive 5 min segments
very low frequency (VLE 0.003-0.04 Hz), low frequency (LF,
0.04-0.15 Hz), and high frequency (HE 0.15-0.4 Hz) absolute
powers were calculated by numerical integration of the respective
frequency ranges. Normalized units of LF (LFnu = LF/LF + HF)
were also calculated. Bin-wise and band-wise PSD values were
log normalized (natural base logarithm) before the statistical
analyses. In our subjects respiratory rate, determined on the basis
of the peak in the high frequency region of the FFT plot, was
between 0.2 and 0.3 Hz (12-18/min). At this respiratory rate
(resting state) HF corresponds to vagal activity, and correction of
the HRV parameters for respiration is not required (Larsen et al.,
2010; Bertsch et al., 2012; Laborde et al., 2017).

Assessment of Subjective Sleep Quality

For the assessment of subjective sleep quality, we used the
Groningen Sleep Quality Scale (GSQS) (Meijman et al., 1988).
The Hungarian version of the questionnaire translated from
English was validated by Simor et al. (2009). The participants
filled out the GSQS questionnaire directly upon waking following
the nights with HRV measurements. The questionnaire contains
15 short, true or false questions about the previous night’s sleep.
The first question is not evaluated, therefore the GSQS is scored
between 0 and 14, a higher score indicating lower quality of sleep.

Statistics

Normality of data (sleep times, HRV measures, questionnaire
scores, and 6-sulfatoxymelatonin levels) was assessed by the
Kolmogorov-Smirnov test. 6-sulfatoxymelatonin and bin-wise
spectral HRV data showed non-normal distribution. For the
analysis of the former the non-parametric Mann-Whitney U
test was used. Bin-wise spectral HRV data was log normalized
to achieve normality. If normal distribution was present, we
used parametric statistical procedures as follows. Workday-free
day differences were assessed by paired sample ¢-tests. Group
differences were tested by two sample t-tests. For the analysis of
HRYV data in consecutive time blocks, repeated measures analysis
of variance (ANOVA) was performed. Fisher’s LSD test was used
as post hoc test. In addition, the association of SJL with sleep
quality and HRV was examined by Pearson’s correlation. Log-
normalized bin-wise spectral data was expressed as a difference
(free day - workday) over the frequency axis (0-0.4 Hz). One-
sample f-tests were run in order to test if the differences were
significantly deviating from the null hypothesis (difference = 0).
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Inflation of Type-I error in this case was handled by the
procedure of descriptive data analysis (Abt, 1987). Statistical
significance threshold was set at p < 0.05. If not otherwise
indicated, data are presented as mean + standard error of the
mean (SEM). Statistical analyses were performed using Statistica
software version 13.2 (StatSoft, Tulsa, OK, United States).

RESULTS

Basic Rhythm and Sleep Characteristics
of the Participants

To control that the participants’ actual sleep schedule during
the study week was similar to their usual sleep timing, data
from the sleep diary recorded during the study week were
compared with data from the MCTQ filled in prior to the study.
Reliable correlation for both chronotype (indicated by MSFsc)
and SJL were obtained (Supplementary Table S1). Participants
were divided into two groups based on the median SJL of the
whole sample. Table 1 shows sleep data (timing and duration)
for both the workday and free day when subjective sleep quality
and HRV were assessed. On workdays the two groups displayed
no differences in sleep timing and duration, whereas on free
days the group with higher SJL had a significantly later bedtime,
sleep onset, and waking time than the other group. Both groups
had longer sleep duration on free day compared to workday.
As a factor of homeostatic sleep regulation we calculated the
time spent awake on the days before the HRV measurements.

However, neither a group nor a group x day effect was obtained
(Supplementary Table S2).

As a marker of circadian rhythm, urinary levels of 6-
sulfatoxymelatonin, the stable metabolite of melatonin, were
determined in evening, and morning urinary samples. The
marked difference in the levels of 6-sulfatoxymelatonin
between the morning and evening samples (mean individual
morning/evening ratios £ SEM, 6.75 £ 0.75) confirmed the
rhythmic physiology of our participants. However, neither the
evening nor the morning excretion of 6-sulfatoxymelatonin was
associated with SJL (Supplementary Table S3).

Time-Domain Analysis of HRV

To assess how sleep timing affects autonomic cardiac control
during sleep, individual HRV parameters were compared
between workdays and free days. Average heart rate (HR) for
the whole sleep period did not differ between the two days in
either group of participants. However, in the group with higher
SJL, SDNN, a basic measure of HRV, was significantly higher on
the free day than on the workday (Table 2). To analyze HRV
in the course of sleep, we calculated mean HRV parameters for
consecutive 1.5-h sleep blocks from the time point of falling
asleep. As the minimum sleep length on both days was 6 h,
four sleep blocks were analyzed for each night and the data
sets of workdays and free days were compared. Figure 1 shows
data for RMSSD and pNN50, the time-domain parameters most
commonly used for the characterization of vagal control of heart
function (Malik, 1996; Laborde et al., 2017). Repeated measures

TABLE 1 | Sleep characteristics of the two groups of participants on the days of the measurements.

Comparisons

Workday Free day Workday Free day
Time (hh:mm) Lower SJL Higher SJL Lower SJL Higher SJL p P
Bedtime 23:45 (00:52) 23:51 (00:49) 23:56 (00:48) 01:27 (00:52) 0.775 <0.0001
Sleep onset 23:57 (00:50) 00:083 (00:51) 00:09 (00:50) 01:36 (00:51) 0.713 <0.0001
Waking up 07:09 (00:39) 07:02 (00:28) 08:45 (01:09) 10:00 (01:40) 0.540 0.019
Sleep duration 07:13 (00:56) 06:59 (00:43) 08:35 (01:11) 08:25 (01:27) 0.433 0.706

Comparison of sleep timing and duration between groups with lower and higher SJL on workday and free day. Bedtime was indicated by entries of the sleep diary,
whereas sleep onset and waking up were estimated by the Actiheart software and verified by diary data. Mean (SD), two-sample t-test, n = 17 and 16 for the group with

lower and higher SJL, respectively.

TABLE 2 | HR and HRV data for the whole sleep period.

Comparisons

Lower SJL Higher SJL Lower SJL Higher SJL
Workday Free day Workday Free day p p
HR (1/min) 59.1 (2.1) 58.1 (1.3 57.8(1.8) 57.2(2.1) 0.520 0.739
SDNN 86.8 (7.3) 95.1 (6.4) 91.5(6.2) 102.2 (6.9) 0.088 0.018
RMSSD 61.1(8.3) 64.9 (7.4) 64.1 (4.5) 72.8 (5.4) 0.422 0.092
pNN50 32.8(5.1) 35.2 (4.3) 37.7 (3.6) 44.2 (3.9) 0.540 0.107

Mean HR and HRV data were averaged for the time period from sleep onset to waking up. Data for the workday and the free day were compared within both groups of
participants. Mean (SEM), paired t-test, n = 17 and 14 for the group with lower and higher SJL, respectively.
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sleep onset) on the free day. Analyses for the first 6 h of sleep: Repeated measures ANOVA with three levels (day, sleep block, group), post hoc Fisher test,
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of ANOVA with three factors (group, day, and sleep block)
revealed no significant effect of group or day, only sleep block
showed significance among the main factors (Supplementary
Table S4). Furthermore, a day x sleep block x group interaction
was obtained (p = 0.015; F(3,72) = 3.74) for pNN50. While the
HRV values nearly overlapped in the group with lower SJL, in
the first two time blocks data of subjects with higher SJL showed
intra-individual differences as their values were significantly
lower on the workday than on the free day (Figure 1A) (higher
SJL, workday, first block: 31.3 + 4.1; second block: 38.9 £ 4.2;
free day, first block: 47.3 £ 4.7, second block: 46.8 + 4.4). Post hoc
test did not reveal difference between the two groups in any sleep
block. RMSSD showed a similar tendency, as values diverged in
the first two blocks in the group with higher SJL, however, the
interaction did not reach the level of significance [p = 0.059;
F(3,72) = 2.59] (Figure 1B). To exclude that the HRV difference
was counteracted by an opposite HRV difference after the sleep

period previously analyzed (first 6 h), we performed a further
analysis comparing the average HRV in the last 1.5 h of sleep
on the workday and in the corresponding sleep segment (same
time form sleep onset) on the free day (Figures 1A,B). However,
the end-of-sleep HRV data did not display differences between
workday and free day.

Next, we addressed the relationship between SJL and the HRV
difference between the workday and the free day. Analyzing HRV
parameters for the first 3 h, corresponding to the first two sleep
blocks in Figure 1, a positive correlation between SJL and the
free day-workday differences in pNN50 was obtained (Pearson’s
r=0.39, p = 0.033, n = 30). When the analysis was restricted to
the first 2 h, both RMSSD and pNN50 differences were positively
correlated with SJL (r = 0.365, p = 0.047, n = 30 for RMSSD and
r=0.4135, p = 0.023, n = 30 for pNN50) (Figure 2A).

In the next analysis, we compared the beginning of sleep for a
duration equal to the difference of sleep onset between the 2 days,
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referred as shift of sleep onset (Figure 2B). Data of all participants
with more than 25 min shift were involved in this comparison.
Both RMSSD and pNN50 parameters were significantly lower on
the workday than on the free day (54.7 & 5.3 and 67.5 £ 6.0,
p = 0.016 for RMSSD, and 29.6 £ 4.1 and 39.8 + 5.0,
p =0.009 for pNN50).

Frequency-Domain Analysis of HRV

To further characterize the HRV differences in the two groups
of participants, frequency domain analyses were also performed.
When the PSD of HRV was plotted for the first 2 h of sleep for
the work and free day, the curves overlapped in the group with
lower SJL, whereas they differed in the group with higher SJL
(Supplementary Figure S1). We calculated the individual bin-
wise free day — workday differences in the PSD. The difference
was significant in several frequency ranges in subjects with higher
SJL, but not in those with lower SJL (Figure 3A). The frequency
band-based analysis of PSD showed that both LF [0.82 %+ 0.02
and 0.85 & 0.02 (Inms?) on workday and free day, respectively,
p = 0.027] and HF [1.45 £ 0.06 and 1.58 £ 0.06 (Inms?) on
workday and free day, respectively, p = 0.031], but not VLF
[0.29 4 0.01 and 0.30 & 0.01 (Inms?) on workday and free day,
p =0.103] bands were involved in the free day elevation of HRV of
subjects with higher SJL (Figure 3B). In contrast, no differences
between work and free day were found in the group with lower
SJL [Figure 3B; VLE 0.28 & 0.01 and 0.29 = 0.01; LE, 0.79 = 0.02

and 0.81 + 0.02; HE 1.40 & 0.07 and 1.43 + 0.06 (Inms?) on
workday and free day, respectively]. To approach sympathetic
modulation, normalized units of LF were also calculated. LFnu
powers were relatively low as expected during sleep in healthy
young people (Brandenberger et al., 2003; Stein and Pu, 2012).
Workday and free day LFnu powers did not differ significantly in
either group (Figure 3B).

Examination of the Association Between

SJL and Subjective Sleep Quality

To assess sleep quality, we used the GSQS where a higher
score indicates worse quality of sleep. We found that SJL was
positively associated with the GSQS score on workday, whereas
no association was obtained on the free day (Supplementary
Figure S2). While participants in the group with lower SJL
reported similar sleep quality for both days, participants with
higher SJL had a significantly worse sleep quality on the workday
than on the free day (p = 0.027) (Figure 4), and their workday
scores were also significantly higher than those of the other group
(two-sample t-test, p = 0.043).

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first study indicating an
interrelationship between SJL and the control of cardiac function.

Frontiers in Neuroscience | www.frontiersin.org

September 2019 | Volume 13 | Article 950


https://www.frontiersin.org/journals/neuroscience/
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/neuroscience#articles

SUdy et al. Association of Social Jetlag With Cardiac Control
A higher SJL B workday B free day
= 15 VLF LF HF 7 -
© = *
) o i
a .; o 5 4
5 5 I ] r T T T T T T ) )
o TE‘ -0.5 J 005 01 015 02 025 03 035 04 S 4 4
g &
£ 1 %)
frequency (Hz) g 3 A
©
2 -
lower SJL 1 4
%A 15 VLF LF HF 0 -
ST lower SJL higher SJL
o sk
AR b
o> % b ¢ FIGURE 4 | Negative association of SJL with sleep quality. Average workday
5 £ 015 0.2 and free day GSQS scores of the participants in the groups with lower and
fx:’ = higher SJL are shown. Paired t-test, *p < 0.05, n = 17 and 16 for the group
- frequency (H2) with lower and higher SJL, respectively.
B B workday B free day differences in sleep timing between workdays and free days
show associations with sleep-related autonomic regulation and
higher SIL .. .
subjective sleep quality. Importantly, the measurements were
CES 097 & 177 & 038 performed in the participants’ home environment and subjects
g T kept their usual sleep schedules both on workdays and on free
2% . days. This was confirmed by the correlation of both chronotype
£ . .
g < (MSFsc) and SJL determined on the basis of the MCTQ (usual
2 sleep timing) and the sleep diary (sleep timing in the study week).
© oy . oy . .
0.25 0.75 12 0.3 We analyzed HRYV, as it is a sensitive marker of the plasticity
VLF LF HF LFnu of the autonomic control of cardiac function. According to
—— literature data, the baseline HRV can show high variations
e . P .
ower among healthy individuals and the source of these inter-
. 035 0.9 17 0.38 individual differences is largely unclear (Goldberger et al., 2001).
g . . .
z _ Beside the plasticity of autonomic control, other factors such as
o E . structural and functional properties of the brain were suggested
2 £ to influence absolute HRV values (Thayer et al., 2012; Kumral
2 et al., 2019). Therefore, intra-individual HRV changes may be
0.25 0.75 1.2 0.3 . . . T . .
NiE - i - more informative than inter-individual differences in absolute
HRV values. Nevertheless, it is interesting to note, that in the
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SJL affects most people in our society for shorter or longer
periods throughout their life. As a strong and positive correlation
between SJL and chronotype was found, and chronotype peaks
between ages 20 and 26 years, SJL affects young adults most
intensively (Wittmann et al., 2006). Therefore, for this field study
we recruited male university students and addressed whether

display circadian variations (Hilton et al., 2000; Vandewalle et al.,
2007; Scheer et al., 2009). As we had recordings from only 1/3rd
of a day, we cannot assess the daily rhythm of HRV in our
subjects. Nevertheless, it might be possible that in the group with
higher SJL a decrease in HRV in later sleep segments leads to
compensation of the high HRV observed in the first sleep blocks.
However, in the end of sleep HRV showed no differences between
the 2 days, suggesting that the HRV divergence in the first 3 h
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of sleep was not counteracted in later sleep segments. A positive
correlation between SJL and the free day-workday difference in
various HRV parameters suggested that a higher SJL is associated
with a larger increase of parasympathetic modulation from the
workday to the free day. Results of the frequency-domain analysis
were consistent with the time-domain data, as subjects with
higher SJL showed different PSD of HRV on free day compared to
workday, dominantly in higher frequency regions reflecting the
vagal activity (Scholz et al., 1997; Montano et al., 2009; Laborde
etal,, 2017). Although the sleep duration of most participants was
longer on free days than on workdays, this was not dependent on
SJL, indicating that there were no differences in sleep deprivation
during workdays between the groups of participants. Time spent
awake, a main component of homeostatic sleep regulation, was
also similar in the two groups. These data suggest that differences
in the circadian rather than in the homeostatic sleep regulation
are responsible for the workday-free day differences of HRV
parameters in people with higher SJL. The apparent deviation
of HRV parameters in the first two sleep blocks resulting in
a different pattern of HRV in the course of sleep between
workday and free day may reflect a difference in sleep structure.
In this early period of workday’s night, the biological clock of
people with higher SJL (and later chronotype) may not promote
sleep. However, the shift of sleep onset from the socially forced
earlier time to the preferred later bedtime may cause a deeper
sleep with greater vagal tone on free day’s night compared to
workday’s night. A recent work showed that timing of sleep
onset is associated with changes in the proportion of sleep stages
(Akerstedt et al., 2018). In addition, the positive psychical effect of
sleep timing without restrictions may also beneficially influence
both the autonomic function and the sleep quality of participants
with higher SJL.

Altogether, we suggest that SJL and the chronic changes in
sleep timing cause a difference in vagal activity between work and
free days’ sleep and may affect the plasticity of cardiac regulation
in the first few hours of sleep.

HRV parameters were found to reflect the functional
properties of the cardiovascular system in both healthy
populations and under pathological conditions. In young male
subjects a positive correlation was obtained between vagal indices
of HRV and endothelial functions (Pinter et al., 2012). Results of a
recent meta-analysis based on eight studies with a total number of
almost 22 000 subjects showed that low (but still normal) HRV in
healthy populations, i.e., without known cardiovascular diseases,
is associated with increased risk of a later cardiovascular event
(Hillebrand et al., 2013). Moreover, autonomic dysregulation of
the heart may contribute to hypertension (Schroeder et al., 2003),
coronary artery calcification (Colhoun et al., 2001), arrhythmias,
and congestive heart failure (Chen et al., 2014; Florea and Cohn,
2014; Fukuda et al., 2015).

As autonomic control and sleep regulation are interconnected,
HRV can serve as an indicator of sleep quality as well. On the
other hand, good subjective sleep quality per se is considered
a marker of both healthy cardiovascular control and emotional
wellbeing (Massar et al., 2017; Cespedes Feliciano et al., 2018).
Our results based on the GSQS showed that SJL negatively
impacts sleep quality on workdays. In a recent study using the

Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQI), Pilz et al. (2018) found
that SJL mediates the effect of chronotype on the differences
in sleep quality between workdays and free days. As GSQS and
PSQI differ in both the items to be answered and the referred
period (while the GSQS refers to the sleep quality of the previous
night, the PSQI is an instrument assessing sleep quality over
the last month), results of Pilz et al. (2018), and our data are
complementary and together strongly indicate that SJL negatively
impacts sleep quality on workdays.

Data from this study should be interpreted by considering
some limitations. The sample size was relatively low. To exclude
a possible effect of cycle-dependent changes in sexual hormones,
only men were involved in this study. Therefore, it is possible
that the interactions examined are characteristic only for men
but not for women. Further studies may examine possible sex
differences. In order to have a relative homogenous sample,
only young adults were involved in the study. Impact of age
on the associations found in our study could be the subject of
future investigations.

In summary, we suggest that the chronic changes in sleep-
wake patterns due to social constraints are associated with
lessening of the restorative capacity of sleep on workdays. This is
reflected by the differences of autonomic cardiac control between
workdays and free days and the lower sleep quality during
workday nights. In addition, our findings provide further support
for the recent claim indicating that the cardiovascular system is
particularly sensitive to circadian variation (Scheer et al., 2009;
Janszky et al., 2012; Grimaldi et al., 2016).

Considering the very high prevalence of SJL in both the
adolescent and the adult population, our findings together with
literature data about the adverse health effects of SJL stress the
requirement to develop social strategies for the reduction of
SJL. Even small changes or more flexibility in school and work
schedules may lessen the harmful effect of SJL. Due to shifting
the phase of the circadian clock, daylight saving time (DST)
also aggravates SJL and negatively affects health (Kantermann
et al.,, 2007). Therefore, initiatives to abolish DST are currently
under consideration. Individual strategies may also be important
tools for the reduction of SJL. For example, increasing morning
and decreasing evening light exposure can shift the biological
clock to an earlier phase and thus lessen SJL. As meal acts as
an effective Zeitgeber, appropriate meal timing could also help to
adjust the body clock.
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Supplementary Material

Table S1. Correlation of MSFsc and SJL obtained by the MCTQ and the sleep diary

Correlation
MCTQ Diary r p
Chronotype (MSFsc) 04:31 04:24
(hh:mm) (01:01) (01:01) 0.702 - <0.001
Social jetlag (hh:mm) (8(1)2(5)) (8(1)§§) 0.763 <0.001

Mean (SD), Pearson’s correlation, n=33.

(MCTQ, Munich Chronotype Questionnaire; MSF, midpoint of sleep on free days; MSFsc, MSF
corrected for oversleep; SJL, social jetlag)



Supplementary Material

Table S2. Time spent awake before sleep on the days of measurements

Lower SJL Higher SJL

workday free day workday  free day

time awake (hh:mm) 16:35 15:21 16:34 15:07
(00:15)  (00:16) (00:09) (00:19)

Time spent awake before sleep on the days (workday and free day) the measurements were
performed. Mean (SEM), two-way ANOVA shows neither group (p=0.682) nor group x day effect
(p=0.628). (SJL, social jetlag)



Table S3. 6-sulfatoxymelatonin levels in evening and morning urinary samples

Comparisons
Workday Free day Workday Free day
S;:;:it“gitg:}rf;r:fgatonln/ Lower Higher Lower Higher
SIL SIL SIL SIL P P
(mmol/nmol)
Evening 2.143 2.293 3.654 3.988 0.242 0.796
(0.645) (0.410) (0.715) (1.048)
Morning 10.557 10.791 16.021 12.502 0.858 0.648

(1.354)  (1.718)  (4.165)  (2.318)

Comparison of melatonin levels (urinary 6-sulfatoxymelatonin normalized to creatinine) between
groups with lower and higher SJL on workday and free day. Mean (SEM), Mann-Whitney U test, n =
17 and 14 for the group with lower and higher SJL, respectively. (SJL, social jetlag)



Supplementary Material

Table S4. Significance levels for the statistical analyses of HRV parameters pNN50 and RMSSD

in the course of sleep

Variable
pNN50  RMSSD

Effect p p

group 0.217 0.512
day 0.207 0.219
sleep block <0.001 <0.001
day x group 0.285 0.380
sleep block x group 0.648 0.612
day x sleep block 0.116 0.245
day x sleep block x group 0.015 0.059

Significance levels for the repeated measures of ANOVA with three levels (group, day, sleep block)
used for the analyses of the HRV parameters pNN50 and RMSSD in the course of sleep (see

Figurel).
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Figure S1. Power spectral density of HRV in the first two hours of sleep

Power spectral density of HRV on workdays and free days in the group with
higher (upper panel) and lower SJL (lower panel). n = 13 ( group with higher SJL)
and n =17 (group with lower SJL)
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Figure S2. The association of SJL with sleep quality

(A) Association of SJL with GSQS scores on workday. Pearsons’r=0.404, p=0.02, n=33
(B) Association of SJIL with GSQS scores on free day Pearsons’r=-0.041, p=0.82, n=33
For better visualization mean values for SJL intervals of either 30 or — in case of low
sample number (last interval) — 180 min are shown. Trend lines for linear regression are
shown.
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Time restricted feeding
modifies leukocyte
responsiveness and improves
inflammation outcome

Krisztina Ella*!, Agnes R. S(idy', ZsSfia Bur, Bence Kods,
Armin S. Kisiczki, Attila Mdcsai and Krisztina Kaldi*

Department of Physiology, Semmelweis University, Budapest, Hungary

Time restricted eating, the dietary approach limiting food intake to a maximal 10-
hour period of daytime is considered beneficial in metabolic dysfunctions, such
as obesity and diabetes. Rhythm of food intake and parallel changes in serum
nutrient levels are also important entrainment signals for the circadian clock,
particularly in tissues involved in metabolic regulation. As both the metabolic
state and the circadian clock have large impact on immune functions, we
investigated in mice whether time restricted feeding (TRF) affects systemic
inflammatory potential. TRF slackened the symptoms in K/BxN serum-transfer
arthritis, an experimental model of human autoimmune joint inflammation.
Compared to ad libitum conditions TRF reduced the expression of
inflammatory mediators in visceral adipose tissue, an integrator and
coordinator of metabolic and inflammatory processes. Furthermore, TRF
strengthened the oscillation of peripheral leukocyte counts and alongside
decreased the pool of both marginated and tissue leukocytes. Our data
suggest that the altered leukocyte distribution in TRF mice is related to the
attenuated expression of adhesion molecules on the surface of neutrophils and
monocytes. We propose that TRF modifies both rhythm and inflammatory
potential of leukocytes which contribute to the milder reactivity of the
immune system and therefore time-restricted eating could serve as an
effective complementary tool in the therapy of autoinflammatory processes.

KEYWORDS

adipocyte, arthritis, circadian, metabolic rhythm, neutrophil, inflammation, leptin

Introduction

The circadian clock is an endogenous time-measuring system which controls the
daily rhythm of basic physiological processes and thereby it is a crucial factor of
adaptation to oscillating environmental changes (1). External cues (called Zeitgebers)
such as light and temperature changes or food intake can reset the phase of the circadian
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rhythm through the entrainment process (2, 3). Molecular
components of the circadian clock and rhythmic molecular
changes were detected in almost all tissues in mammals. The
tissue clocks are organized in a hierarchical system. The central
clock - located in the suprachiasmatic nuclei (SCN) - receives
input from the retina and different brain regions and by
integrating photic and non-photic information it synchronizes
the clocks of the peripheral tissues through humoral and
neuronal signals (3-5).

Operation of the molecular oscillators depends on
transcriptional/translational feedback mechanisms. In the core
oscillator the BMAL1/CLOCK complex induces the expression
of the Cryptochrome (Cry) and the Period (Per) genes. PER and
CRY form the negative factor complex, which enters the nucleus
and with a certain delay inhibits the activity of the BMALIL/
CLOCK complex and thereby its own expression. Following the
degradation of PER and CRY, the positive element is reactivated
and a new cycle begins. Through nuclear receptors, additional
feedback loops can stabilize the system, as REVERBs inhibit,
whereas RORs activate the transcription of BMALI. As a result
of these molecular events, most clock components show
rhythmic oscillation at both the RNA and the protein levels
(3-5). The BMAL1/CLOCK complex can induce the
transcription of clock controlled genes (ccg) as well, which
convert internal time information to rhythmic operation of
different physiological processes (5, 6). In mammals more than
80% of the genes are under the control of the circadian clock at
least in one tissue (7).

Disturbed circadian rhythm due to an altered molecular
clock function or misalignment between the endogenous and the
environmental rhythm is associated with health risks (6).
Cardiovascular diseases, metabolic problems like obesity or
diabetes, malignant transformations and inflammatory diseases
show increased incidence in the population with circadian
rhythm disturbances (6, 8-14). The prevalence of exogenous
clock disruptions is increasing in our society, they affect more
than half of the population for shorter or longer periods (12,
15, 16).

Circadian regulation, metabolism and the immune system
form a network with pairwise interactions between the
components. The bidirectional link between metabolism and
the circadian clock is supported by both epidemiological
and experimental data. On one hand, nutrient composition
and feeding time act as efficient Zeitgebers, on the other hand,
the circadian clock coordinates the timing of different metabolic
activities (17, 18). Due to the precise temporal regulation,
antagonistic pathways such as catabolic and anabolic processes
are separated in time. While light is the ultimate Zeitgeber of the
SCN, nutrient availability and feeding rhythm may constitute
the primary input for the circadian clock of the liver and the
adipose tissue, the central players of metabolism (19-21). As a
consequence, contradictory time cues may lead to desynchrony
between the central and peripheral clocks (19, 20). As an
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important breakthrough in the field, Panda and co-workers
showed that in mice fed a high-fat diet, disruption of the
normal feeding cycle by feeding in the resting (light) phase or
ad libitum leads to obesity and the development of metabolic
disorders (22). In contrast, preserving natural feeding rhythms
via time-restricted feeding (TRF) prevented disturbance of the
metabolic state without altering caloric intake (22). Also,
irregular timing of food intake, which is a common practice in
the modern society can profoundly perturb the human
metabolic rhythm (21).

The circadian clock impacts different levels of the immune
response. Disrupted clock operation is often associated with
upregulation of inflammatory processes (9, 23-26). At the
cellular level, the circadian clock has been shown to influence
both the temporal pattern and the intensity of leukocyte
responses and also the trafficking of the immune cells (4, 26-
30). This can be behind the fact that the outcome of microbial
infections varies depending on the time of the day when the
microbial exposure occurred (31-33). Furthermore, several
immune-related diseases show circadian variations in the
exacerbations of symptoms; e.g. symptoms of allergic rhinitis,
bronchial asthma and rheumatoid arthritis typically worsen
during the late night and in the early morning (34-39).

Metabolism and immune functions are also tightly
interconnected (40, 41). It is well known that in metabolic
disorders such as metabolic syndrome and diabetes, several
levels of the immune functions are negatively affected and the
incidence of infections is increased (42, 43). On the other hand,
inflammatory processes, such as low-grade inflammation of the
visceral adipose tissue in obesity and beta cell destroying
autoimmune reactions in type 1 diabetes, are important
contributors of the metabolic disturbance (44). Clinical data
indicate that in the treatment of autoimmune and inflammatory
diseases different diets with longer fasting periods and caloric
restriction attenuate the severity of symptoms (45-48).
However, it is completely unknown whether food intake
restricted to a well tolerable period of the day without caloric
restriction and changes in the nutrient composition can affect
the progression of these diseases.

As time restricted feeding (TRF) was shown to affect
metabolic functions as well as the circadian system (22), and
both of them control the immune system, we aimed to examine
the effect of TRF on inflammatory responsiveness. We found
that in mice subjected to TRF, symptoms of autoinflammatory
arthritis were attenuated as compared to mice with ad libitum
food availability. TRF strengthened rhythmic physiology and
reduced inflammatory properties of the visceral adipose tissue.
Moreover, after time restricted food intake, daily fluctuation in
the peripheral neutrophil and monocyte counts was enhanced.
Increased levels of circulatory leukocytes in the TRF group
compared to the ad libitum (AL) group coincided with
reduced margination of the neutrophils to the vessel wall and
lower expression of adhesion molecules on the cell surface. Our
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results indicate that TRF has significant impact on inflammatory
responsiveness and suggest that synchronization of food intake
with the environmental and activity rthythm can function as a
novel therapeutic support in the treatment of autoimmune or
inflammatory diseases.

Materials and methods
Animals and diets

Male C57BL/6 mice were bred and housed in a conventional
animal facility under 12 hour light/12 hour dark schedule.
Zeitgeber time (ZT) 0 indicates the onset of light, whereas
ZT12 indicates the onset of darkness. Before the experiments
mice were kept on an ad libitum normal chow diet and had
unlimited access to water. At 60-80 days of age animals were
assigned to different feeding regimens for 4 weeks in 2 groups: ad
libitum fed (AL) and time restricted fed (TRF) groups
(Figure 1A). TRF mice had food access in a 10 hour window
in their active phase between ZT12 and ZT22 controlled by an
automated FeedTime® system (TSE Systems). Both groups were
fed normal chow, had unlimited access to water and were kept
on a grid to avoid snacking and coprophagy. Animals’ weights
and food intake were measured weekly. Experiments and tests
were carried out after 4 weeks. All animal experiments were
approved by the Animal Experimentation Review Board of the
Semmelweis University and the Government Office for Pest
County (Hungary) (Ethical approval: PE/EA/1967-2/2017).

K/BxN serum-transfer arthritis

Autoimmune arthritis was induced by a single
intraperitoneal injection of 250 ul K/BxN arthritic serum. The
feeding-regime was continued during the arthritis development.
Serum was obtained as described previously (49). Arthritis
severity was assessed daily by two investigators separately at
ZT5 for 6 days by clinical scoring of the paws on a 1-10 scale
including half points (49) and by measuring the ankle thickness
with a spring-loaded caliper (Kroeplin). Ankle thickness values
measured by the two investigators were averaged. Sum of scores
of 4 limbs and mean of ankle thickness of the hind limbs were
normalized to values obtained on the day of the injection (day 0).
The investigators were blinded for the origin and treatment of
the mice.

Six days after arthritis induction, mice were sacrificed and
hind limbs were cut, minced and incubated in a digesting
solution (1 ml/sample: 200 mM HEPES (pH 7.4), 200 ug/ml
Liberase (Roche) and 1 ug/ml DNase I in HBSS) for 1 hour at
37°C 1400 rpm. To generate single cell suspensions, samples
were passed through a 40 um filter and absolute cell counts were
determined using CountBrightTM (Invitrogen) (CytoFLEX,
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Beckman Coulter). Cells then were labeled with anti-Ly6G-
FITC and anti-CD11b-APC. Neutrophils were identified
according to their Ly6G expression and their FSC and SSC
properties. For analysis of flow cytometric measurements
(CytoFLEX, Beckman Coulter) the Kaluza Analysis Software
(version 2.1, Beckman Coulter) was applied.

Intraperitoneal glucose tolerance test

Mice were fasted for 16 hours before the intraperitoneal
injection of glucose (1 mg/g body weight, at ZT14). Blood
glucose levels were measured with a Dcont Trend glucose
meter immediately before, and 1 and 2 hours after
glucose administration.

Gene-expression analysis

Visceral adipose tissue was isolated, immediately frozen in
liquid nitrogen and then grinded. Adipocytes and total bone
marrow isolates were immediately lysed using the TriPure®
Isolation Reagent (Roche). Samples were stored at -80°C until
RNA preparation. Total RNA was extracted according to the
manufacturer’s protocol. Following DNase treatment, cDNA
was synthesized using the QuantiTect® Reverse Transcription
Kit (Quiagen) according to the manufacturer’s instructions.
Relative expression levels of per2, reverba, cxcll2, tnfoy il1,
il18, nlrp3, leptin and adipsin were measured in a Light Cycler®
480 system (Roche) using TagMan hydrolysis probes (see
Supplementary Table 1). Rplp0 was used as a reference. The
second derivate maximum method was applied for data analysis
using LightCycler® Relative Quantification Software (version
1.5.0.39, Roche).

Analysis of leukocyte subsets
and migratory factors expressed
on leukocytes

Before and after the 4 weeks conditioning, blood was
collected by tail snip and absolute leukocyte number was
determined. Blood collections at night (at ZT13, 17 and 21)
were carried out under red light. Leukocytes (CD45+ cells) were
further analyzed by flow cytometric measurements (CytoFLEX,
Beckman Coulter) and different subsets were quantified. For
neutrophil staining Ly6G, for identification of T- and B
lymphocytes antibodies against CD3 and CD19 were applied.
Monocyte staining was performed with antibodies against Ly6C,
CD11b and CD115 and the population was further divided into
Ly6C"€" and Ly6C'®" subsets as inflammatory and non-
inflammatory monocytes. For data analysis the Kaluza
Analysis Software (version 2.1, Beckman Coulter) was used.
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Cell surface expression of migratory factors of neutrophils
(Ly6G+) and monocytes (CD11b+, Ly6G-, SSC!°%) were
determined using antibodies listed in Supplementary Table 2.
For gating strategies see Supplementary Figures 1, 2.

Leptin treatment of leukocytes

After tail snip of non-conditioned ad libitum fed animals, 40 ul
blood samples were collected at ZT1 and incubated in serum free
RPMI 1640 medium (supplemented with 50 units/ml penicillin and
50 ug/ml streptomycin) for 30 min at 37°C, with 5% CO, followed
by a treatment with either 15 ng/ml leptin (Sigma-Aldrich) or
vehicle for 4 hours. The applied leptin concentration (15 ng/ml) was
the sum of the maximal concentration measured in the AL serum at
ZT1 (10 ng/ml) and the difference between the TRF and the AL
groups (5 ng/ml) at this time point. Following the treatment,
expression of adhesion molecules was analyzed as described in
the previous section.

Quantification of marginated and tissue
leukocytes in the lungs

Mice were anesthetized by inhalation of isoflurane and anti-
CD45-PECy7 (9 pg/200 ul) antibody was administered by retro-
orbital injection. After 5 minutes, mice were sacrificed and after a
left ventricular heart puncture the lung vasculature was perfused via
the right ventricle with 15 ml PBS and lungs were removed. To
count and label pulmonary leukocytes, small lung pieces were
minced in 15ug/30 ul anti-CD45.2-FITC, then were incubated in
a digesting solution (1 ml/sample: 1% BSA, 1 mg DNase I and 0.1
mg trypsin inhibitor in PBS) for 10 minutes at 37°C. After that,
collagenase XI (0.1 mg) was added and samples were incubated for
an additional 20 minutes. To generate single cell suspensions,
samples were passed through a 40 um filter and the absolute
leukocyte counts were determined (CytoFLEX, Beckman Coulter).
Cells were then labeled with live/dead-APC and anti-Ly6G-PE.
Marginated (i.e. adhered to the vessel wall) (CD45-PECy7+,
CD45.2-FITC+) and tissue (interstitial and alveolar) leukocytes
(CD45-PECy7-, CD45.2-FITC+) were distinguished
(Supplementary Figure 3; Figure 7A). Macrophages were
identified according to their high autofluorescence. For analysis of
flow cytometric measurements (CytoFLEX, Beckman Coulter) the
Kaluza Analysis Software (version 2.1, Beckman Coulter) was
applied. For gating strategies see Supplementary Figure 3.

Quantification of CXCL12, leptin
and corticosterone

After flushing femur bone marrow with 1 ml cold PBS, cells
were spun down for 3 min at 500 g at 4°C. Supernatants were
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collected and stored at -80°C. CXCL12 levels were determined in
the total bone marrow extracellular fluid using ELISA reagents
(R&D Systems). Data were normalized to the total protein
concentration measured in the supernatants using DC Protein
Assay (Bio-Rad).

For serum preparation mice were anesthetized by inhalation
of isoflurane and 1 ml blood was collected from the retro-orbital
plexus. Samples were incubated at room temperature for 1 hour
and centrifuged at 4°C and 1500 g for 10 minutes. Serum was
collected and stored at -80°C. CXCL12, leptin and corticosterone
levels were determined using ELISA reagents (R&D Systems).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Statistica software
version 13.5 (StatSoft). Statistical significance threshold was set
at p<0.05. Measurements were taken from distinct samples.
Comparisons between two groups were carried out by two
sample t-tests. For the analysis of parameters measured in the
course of the day, one-way ANOVA and cosinor analysis were
used to observe time effect. Group differences were tested by
two-way ANOVA. For the analysis of IPGTT and arthritis
development repeated measures ANOVA was performed,
followed by Fisher’s LSD post-hoc test. Cosinor analysis was
run in Matlab R2021a (MathWorks).

Results

Time restricted feeding attenuates
symptoms of autoinflammatory arthritis
and affects time-of-the-day-specific
alterations in systemic immune activity

Mice kept under 12 hour light/12 hour dark schedule and fed
normal chow were conditioned to TRF by limiting the food
intake to the first 10 hours of the dark (active) phase (Figure 1A).
Adrenal gland weight is considered an indicator of the endocrine
and nervous system responses to daily or periodic stressors (50).
However, gland weights in the AL and TRF groups were similar
(Supplementary Figure 4A). As an additional marker of stress,
we determined serum corticosterone levels but no significant
difference between the TRF and AL samples could be obtained at
either ZT1 or ZT13 (Supplementary Figure 4B). These data
suggest that TRF did not induce serious stress in the animals. To
examine the effects of TRF on the general metabolic state, body
weight, food intake and blood glucose levels were followed.
There was no significant difference in the animals’ body
weight between the two groups either at the start or at the end
of the feeding regimens (Supplementary Figure 4C), thus,
similarly to previous findings (22), this short period of TRF
did not significantly change body weight. TRF and AL mice
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Time restricted feeding attenuates symptoms of autoinflammatory arthritis. (A) Schematic outline of the feeding regimens. (B) Short outline of
the experimental setup and representative images of hind limbs of TRF and AL animals on the 6" day after arthritis induction. For further details,
see Materials and Methods. Mice were injected with K/BxN arthritic serum i.p. on day 0. Arthritis development was followed by clinical scoring of
the limbs (C) and ankle-thickness measurement (D). Data were normalized to values obtained on day O (mean + SEM, n = 25 (AL) and n = 23
(TRF), repeated measures ANOVA, clinical score: group effect p = 0.053, group*day effect p = 0.0001, ankle-thickness: group effect p = 0.0056,
group*day effect p = 0.0003, post-hoc Fisher test, * p < 0.05) (E) Neutrophil counts in the arthritic hind limbs of mice (mean + SEM, n = 7 (AL),

n = 7 (TRF) mice, two-sample t-test, * p < 0.05)

consumed similar amount of chow (Supplementary Figure 4D),
indicating that there was no caloric restriction in the TRF group.
We also followed the food intake of the AL fed animals
separately during the light and dark phases of the day.
Similarly to previous data (22), food intake was not limited
to the dark phase, the animals consumed 24% of the chow
during the light phase (Supplementary Figure 4E). At the end of
the 4-week feeding regimen glucose tolerance was assessed.
Blood glucose levels in the two experimental groups did not
differ and were in the normal range at all tested time points
(Supplementary Figure 4F). In summary, the applied feeding
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program did not lead to changes in the basic metabolic
parameters of the animals.

To investigate whether the applied TRF protocol can affect
the development of an autoinflammatory disease, after 4 weeks
of conditioning to TRF, K/BxN serum-transfer arthritis was
induced. This method is considered an ideal model to study the
effector mechanisms involved in the acute progression of human
rheumatoid arthritis (for review see (51)). Body weight was
controlled, as it can affect joint inflammation, but
no significant difference between the two groups was found
(Supplementary Figure 5). Arthritis severity was assessed
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dailyby clinical scoring of the paws and ankle thickness
measurements (Figure 1B). From day 4 after arthritis
induction, both indicators significantly differed in the two
groups of mice (Figures 1C, D). On day 6, when
inflammation severity was the most intense, in TRF animals
the arthritis induced changes of clinical score and paw size
displayed only 77% and 70%, respectively, compared to AL fed
mice. We also investigated the cellular composition of the
arthritic limbs on day 6 and found significantly reduced
neutrophil count in the TRF animals (Figure 1E). As in this
model of rheumatoid arthritis, neutrophils are the main
effector cells, the lower neutrophil infiltration might
significantly contribute to the attenuation of inflammation
in the TRF group. These data suggest that TRF might
be an effective tool in dampening the symptoms of
rheumatoid arthritis.

As irregular food intake and the emerging metabolic
disturbance often correlate with systemic inflammation, we
hypothesized that a low-grade systemic inflammation may be
triggered by AL feeding, leading to the development of a more
severe form of arthritis. To search for differences between TRF
and AL mice in the steady-state conditions of the immune
system (corresponding to the state before arthritis induction),
we measured spleen weight, which is considered an indicator of
low-grade systemic inflammation (52, 53). TRF reduced the
average spleen weight (Figure 2A), and resulted in significant
rhythmicity of daily weight changes (Figure 2B; Supplementary
Table 3), indicating that timely controlled food intake

A B AL OTRF

90
=)
£
= 60
c
o4
=
c 30
(0]
Q
7]

0

15 9131721 1 5 9131721
zT

FIGURE 2

10.3389/fimmu.2022.924541

strengthens rhythmic physiology of the spleen and lowers
systemic inflammatory state.

TRF strengthens rhythmic functions and
reduces inflammatory state of the
visceral adipose tissue

Visceral adipose tissue is considered as a central hub
integrating metabolic changes and inflammatory responses,
best represented by increased production of proinflammatory
cytokines in obesity and other metabolic disturbances (46, 54).
Based on our above observations, we hypothesized that TRF
alters both the rhythmic function and the adipokine production
in the adipose tissue, which might influence systemic immune
responses. Rhythmic operation of the visceral adipose tissue was
investigated by following time-dependent changes in the
expression of the core oscillator gene per2, one of the key
components of the secondary feedback loop reverba, and the
fat-derived hormone leptin (55). Under TRF condition
amplitude of the time-dependent changes of both per2 and
leptin were increased, whilst rhythmic expression of reverbor
was phase shifted (Figures 3A-D; Supplementary Table 4),
showing that TRF affected the entrainment of visceral adipose
tissue. In addition, average leptin expression was ca. 30% lower
in the TRF than in the AL group, suggesting that TRF has
profound effects on the homeostasis of adipose tissue. Similarly
to the gene expression levels - TRF reduced the average
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Time restricted feeding reduces spleen weight. (A) Spleen weight in the course of the day after the 4-week feeding regimens (mean + SEM,

n = 3-11 (AL), n = 6-13 (TRF), two-way ANOVA, time effect p = 0.008, * indicates the significant group effect). Dashed lines indicate the daily
average spleen weight. (B) Cosine curve fit to data showed in (A), * and the solid line indicate significant, fixed 24-hour period cosine curve fit
with cosinor analysis, whereas dashed line shows non-significant fit. Parameters of the fitted cosine curves are listed in Supplementary Table 3

ZT, Zeitgeber time.
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FIGURE 3

Time restricted feeding entrains the peripheral clock of visceral adipose tissue. (A) Relative mRNA expression of per2 and reverbe in the course
of the day in visceral adipose tissue (mean + SEM, n = 3-9 (AL), n = 6-11 (TRF), one-way ANOVA, * indicates significant time effect. (B) Cosine
curve fit to relative expression data showed in (A). (C) Relative mRNA expression of leptin (mean + SEM, n = 3-9 (AL), n = 6-11 (TRF)) and serum
leptin levels in the course of the day (mean + SEM, n = 3-7 (AL), n = 3-8 (TRF)), one-way ANOVA, * indicates significant time effect. (D) Cosine
curve fit to data showed in (C). In mMRNA expression measurements Rplp0 was used as reference gene. In (B, D) * and solid lines indicate
significant, fixed 24-hour period cosine curve fit with cosinor analysis, whereas dashed lines show non-significant fit. Parameters of the fitted
cosine curves are listed in Supplementary Table 4. ZT, Zeitgeber time.
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concentration and induced rhythmic changes of serum leptin as
well (Figures 3C, D; Supplementary Table 4). This finding
further supports the entraining effect of TRF on the metabolic
rhythm of the adipose tissue.

As TREF alters the clock function of the adipose tissue and the
circadian clock can directly control the activity of NF«kB (9), we
followed the daily expression pattern of the NFkB-dependent
proinflammatory cytokine tnfo. Although tnfor expression did
not display circadian rhythm, significant reduction in tnfolevels
was observed in the TRF group compared to AL fed animals
(Figure 4A). Adipsin (complement factor D) promotes lipid
accumulation and differentiation of adipocytes and also activates
the alternative pathway of the complement cascade, leading to
the elevation of anaphylatoxin C3a production (56). As shown in
Figure 4B, adipsin expression was lower in the TRF group than
in the AL group. Literature data shows that the amount of the
inflammasome regulator NLRP3 reflects the activity of NFxB
and is sensitive to metabolic changes, like the concentration of
LDL, cholesterol, fatty acids or ROS (56). Following stimulation,
NLRP3 recruits caspase-1 to the inflammasome complex, which
in turn cleaves and thereby activates the inflammatory cytokines
IL1B and IL18. Although the expression of il1f3 did not differ
between the groups, both nlrp3 and il18 levels were decreased in
TRF mice compared to AL fed animals (Figures 4C-E). In
summary, our data indicate that despite the relatively short

10.3389/fimmu.2022.924541

period of conditioning, TRF has a significant impact on the
rhythm of metabolism and reduces inflammatory potential of
the visceral adipose tissue.

TRF affects time-dependent variations of
circulatory leukocytes’ count

Leukocyte count in peripheral blood is controlled by the
circadian clock. Number of the circulating cells depends on both
leukocyte margination to the vessel wall and migration into the
tissues and releasing from and homing back of the cells to the
bone marrow, i.e. processes that are influenced by the circadian
clock (27, 29, 57, 58). In line with this, we examined time-
dependent changes of leukocyte counts in the peripheral blood
and found larger difference between the minimal and maximal
values in the TRF animals compared to the AL ones (Figure 5A;
Supplementary Table 5; Supplementary Figure 6). Additionally,
analysis of leukocyte subpopulations indicated that TRF had
entraining effect on the rhythm of the cell numbers, with the
most intense amplitude increase in monocyte and neutrophil
counts (56% and 93% elevation, respectively) (Figures 5B-F;
Supplementary Table 5). Further examination of the monocyte
population revealed that the increased alteration of the Ly6C"&"
inflammatory monocyte counts was the main reason for the
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Time restricted feeding has anti-inflammatory effect in visceral adipose tissue. Relative mMRNA expression of tnfe: (A), adipsin (B), nlrp3 (C), il1p
(D) and il18 (E) in the course of day in visceral adipose tissue (mean + SEM, n = 3-9 (AL), n = 6-11 (TRF), two-way ANOVA, * indicates significant
group effect). RplpO was used as reference gene. Dashed lines indicate the average daily mRNA expression of the indicated gene, where

significant group effect persists. ZT, Zeitgeber time ns, not significant.
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pronounced rhythm in the total monocyte counts (Figure 5C;
Supplementary Table 5). In summary, our results raise the
possibility that TRF has an impact on leukocyte trafficking
between circulation and different tissues.

TRF modulates the expression of
adhesion molecules and cytokine
receptors of peripheral neutrophils and
monocytes and decreases the tissue
leukocyte pool of the lung

Bone marrow functions - including coordination of homing
and release of hematopoietic stem cells and neutrophils - is
rhythmic (57, 59), thus an altered bone marrow activity could
account for the pronounced leukocyte rhythm seen in the TRF
group. Operation of the circadian clock in the bone marrow was
investigated by following the expression per2 and reverbo during
a 24-hour period. Similarly to our observation in the visceral
adipose tissue, in TRF mice the amplitude of per2 RNA changes
was increased, whereas rhythmic expression of reverbor was
phase delayed (Supplementary Figures 7A, B; Supplementary
Table 6), showing that TRF enhances circadian clock function of
the bone marrow.

CXCL12 produced in the bone marrow is a main regulator of
the time-of-day-dependent homing and release of neutrophils.
Both its secretion and the expression of its receptor, CXCR4 are
rhythmic (57). As recently reported, leptin can influence the
production of CXCL12 via activation of LepR+ stromal cells of
the bone marrow (60). As leptin showed rhythmic changes in the
TRF animals, we investigated the expression of CXCL12 in the
course of the day. Although clear daily variations were observed
in the expression of CXCL12, no significant difference was found
at either the RNA or the protein levels between the TRF and AL
groups (Supplementary Figures 7C, D; Supplementary Table 7).
In addition, at ZT1 and ZT13 serum levels of CXCL12 were also
similar (Supplementary Figure 7E).

Low-grade inflammation or the activation of the NLRP3
inflammasome pathway in the bone marrow are also known to
regulate the trafficking of cells with hematopoietic origin (61).
Therefore, time-dependent expression of tnfe, nlrp3, il1f3, il18
RNA was investigated. In case of all RNA levels, significant time
effect (two-way ANOVA, p<0.05) and daily variations were
observed (Supplementary Figure 7F; Supplementary Table 7),
however, with no differences between the TRF and AL groups
(Supplementary Figure 7F). In summary, our data suggest that
the altered rhythm of blood neutrophil count is unlikely
originated from differences in the expression of bone marrow
derived factors.

Migration of white blood cells to tissues shows circadian
rhythm which is dependent on the daily oscillation of leukocyte
activating cytokines and time-dependent changes in endothelial
functions (58). Modified expression of adhesion molecules and
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cytokine receptors on both neutrophils and monocytes and
altered migration ability of the cells could account for rhythm
changes in the leukocyte counts and could also mark the
inflammatory potential of the cells. Therefore, the cell surface
levels of molecules involved in selectin signaling (CD62L,
CD162), integrins (CDI11a, CD11b, CD29, CD49d), and
cytokine receptors (CXCR2, CXCR4, TNFR1) of neutrophils
and monocytes were compared between the TRF and the AL
groups at the beginning of the inactive phase (ZT1) and at the
beginning of the active phase (ZT13) (Figure 6; Supplementary
Figures 8, 9). In neutrophils of the TRF group significantly lower
surface levels of CD62L, CD49d and TNFR1 were detected at
both time points compared to the cells of the AL group. In
addition, CXCR4 showed reduced expression in TRF
neutrophils, but the difference reached the significance level
only at ZT1 (Figure 6A; Supplementary Figures 8A, 9A). In
monocytes, significant reduction in the cell surface expression of
CD29, CD49d and CXCR4 was measured at ZT1 (Figure 6B;
Supplementary Figures 8B, 9B).

According to literature data, leptin activates various immune
functions, including the adhesion and migration ability of
leukocytes [for review see (62)]. To test whether elevated
leptin levels in the AL group could contribute to the increased
expression of cell surface structures in neutrophils and
monocytes, we treated blood samples with leptin and analyzed
the expression of adhesion molecules that were affected by TRF
in the previous experiment. Leptin applied in a concentration
comparable to maximal serum levels in the AL samples induced
the expression of CD49d on both neutrophils and monocytes
and the expression of CXCR4 on monocytes (Supplementary
Figure 10). These results suggest, that leptin could mediate, at
least partially, the effect of adipose tissue on leukocyte
responsiveness in a feeding-dependent manner.

The obtained differences between the AL and TRF groups in
the expression of adhesion molecules and cytokine receptors
raise the possibility that TRF impacts both the margination
(adherence to the vessel wall) and tissue accumulation of the
cells. We used a method that allows distinguishing between
marginated and tissue leukocytes in the lung, and compared the
leukocyte pools between the AL and the TRF groups at ZT1 and
ZT13 (Figure 7A). As shown in Figure 7B, the total leukocyte
count in the lung halved at ZT1 in the TRF fed animals,
suggesting a remarkable effect of TRF on leukocyte
recruitment. In the TRF animals the marginated leukocyte
pool was significantly reduced at ZT1, along with a markedly
decreased neutrophil count compared to the AL fed mice
(Figure 7C). Also, in case of tissue leukocytes lower counts
were detected in the TRF group at ZT1, which could be linked to
the reduced macrophage population (Figure 7D).

Based on the differences in the spleen weight we compared
the abundance of spleen neutrophils in the samples of AL and
TRF animals (Supplementary Figure 11). The higher neutrophil
ratio obtained in the AL samples at ZT'13 might also reflect an
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Time restricted feeding modulates the expression of adhesion molecules and cytokine receptors of peripheral neutrophils and monocytes.
Selectin (CD62L), integrin (CD29, CD49d) and cytokine receptor (CXCR4, TNFR1) expression of neutrophils (A) and monocytes (B) at ZT1 and
ZT13 (mean + SEM, n = 5 (AL), n = 5 (TRF), two-sample t-test, * p < 0.05). ZT, Zeitgeber time. Histograms of fluorescence intensities are shown

in Supplementary Figure 9 ns, not significant.

enhanced migration ability of the AL cells compared to the
TREF ones.

In summary, the lower expression of adhesion molecules and
chemokine receptors in leukocytes of the TRF group correlates
with a decreased tissue leukocyte pool and increased number of
circulating neutrophils, which could imply a lower inflammatory
potential of tissues.

Discussion

Temporal restriction of food intake to the active phase of
behaviour was reported to enhance metabolic fitness in both
animal and human studies, and was found to be beneficial in the
prevention and treatment of obesity and associated metabolic
diseases (63). In mice, detailed analysis of metabolic parameters,
liver functions in particular, revealed that TRF strengthens the
oscillation of the peripheral tissue clock and thereby the
rhythmic expression of metabolic regulators which might lead
to a better and thus more efficient timely control of metabolism
(22). Although it is well documented that metabolism and
immune functions interact, the mechanistic connections
between the two systems are only partially understood. It is
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especially unexplored whether metabolic rhythm and its
modifications can influence immune cells and complex
immune responses. In this study we show that even a 4-week
period with temporal regulation of feeding significantly affects
immune functions at both the systemic and cellular level.
Compared to animals with ad [libitum food availability, in
mice subjected to TRF in the active phase, a less severe form
of autoimmune arthritis was developed and substantial
differences in both the circulating and the tissue pool of
leukocytes were detected. Time-of-the-day-dependent changes
in neutrophil abundance in the blood are dependent on
rhythmic alterations of cell trafficking to and from the bone
marrow. During the inactive (light) phase homing of aged
neutrophils back to the bone marrow becomes dominant and
leads to a decrease of peripheral cell count, whereas later in the
active phase egress of young cells from the bone marrow results
in elevation of the peripheral neutrophil number (57). TRF
increased the amplitude of time-dependent changes of clock
genes in the bone marrow, and the enhanced rhythmic function
of bone marrow cells might be reflected by a higher amplitude of
leukocyte homing and egress. Although expression of bone
marrow derived factors was similar in TRF and AL mice, the
reduced expression of CXCR4 in TRF neutrophils compared to
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FIGURE 7

Time restricted feeding decreases the migration of leukocytes to the lung. (A) Experimental setup to the identification of leukocyte populations
in the lungs. For further details see Materials and Methods. (B-D) Leukocyte populations in the lungs: total leukocyte (B), marginated (adhered)
leukocyte and neutrophil (C), tissue leukocyte and macrophage (D) counts in the lungs at ZT1 and ZT13 (mean + SEM, n = 4 (AL) and n = 5
(TRF), two-sample t-test, * p < 0.05). (E) Time-of-the-day-dependent changes of neutrophil counts in blood. Abundance of circulating
neutrophils is determined by rhythmic alterations of cell trafficking between blood and bone marrow and intensity of margination to the
endothelial surface and migration from the intravascular space into the tissues. Arrows indicate the direction and intensity of leukocyte
movements in the AL (black) and TRF (green) groups, respectively. The model suggests that the lower expression of adhesion molecules in the
TRF group weakens the margination capacity resulting in significantly increased neutrophil count in blood during the inactive phase of mice.

Adh, Adhesion molecule ns, not significant.

AL cells could result in higher neutrophil count in the circulation
at ZT1. The decreased expression of adhesion molecules might
lower the level of marginated and tissue resident leukocytes as
well and thus contribute to the elevation of neutrophil count in
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the blood and the lower accumulation of the cells in the arthritic
limb of the TRF animals at the beginning of the light (inactive)
phase (Figure 7E). However, margination and migration of
leukocytes is also dependent on the expression of endothelial
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structures interacting with leukocyte receptors. Importantly,
endothelial ICAM-1 and VCAM-1 levels display daily
oscillation which results in enhanced tissue accumulation of
leukocytes during the active (dark) phase (58). Whether TRF
affects expression of these endothelial structures, needs
further investigations.

Neutrophil infiltration follows a tight circadian pattern (64),
which contributes to a balanced immune homeostasis of the
tissue but might influence pathological reactions as well. During
infections, augmented neutrophilia and disturbed rhythmicity of
the cell trafficking could lead to excessive pulmonary damage
(65). Thus, our results raise the possibility that TRF could have
protective effect and may prevent overactivation of the immune
cells. In addition, the increased macrophage population detected
in the lung tissue may also contribute to an elevation of the
inflammatory potential in the AL group. Enhanced tissue
accumulation of both monocytes and neutrophils is often
associated with a more severe prognosis of diseases with
excessive tissue damage, such as autoimmune arthritis, acute
pancreatitis or the SARS-CoV2 infection of the lung (66). It is
important to note, that the right timing of immune activation is
crucial not only in the prevention of tissue damage and
autoinflammatory processes, but also in the effective
elimination of pathogens. In line with this, a recent study
showed that night-restricted feeding can enhance cytokine
production in response to bacterial endotoxin treatment (67).

Although basic metabolic indicators did not differ between
TRF and AL mice, rhythm and function of visceral adipocytes
were substantially affected by temporal variations of food intake.
Amplitude of the time-dependent changes in the expression of
both leptin and core clock components was increased by TRF and
the average leptin level throughout the day was markedly reduced
in both the adipose tissue and the serum. In addition, TRF
attenuated inflammatory activity of adipose tissue, as reflected
by the reduction of the expression of the proinflammatory
cytokines tnfa and ill18, adipsin and the inflammasome
constituent nlrp3. We propose that visceral adipose tissue can
act both as a sensitive indicator of metabolism and as a mediator
between TRF-induced metabolic changes and immune system
responsiveness. Adipsin was recently reported to play pivotal role
in the development of K/BxN serum-induced arthritis (68).
Complement activation, particularly the alternative complement
pathway is central in the pathology of the effector phase of
rheumatoid arthritis (51) and adipsin is an important
contributor of this pathway by activating the C3 convertase.
Complement activation may promote neutrophil infiltration
into the joint where activated neutrophils further trigger the
complement pathway, leading to an amplification of the
inflammatory process (68). Leptin was also considered to play
critical role in the pathology of human rheumatoid arthritis (69).
As a potent modulator of multiple levels of immune responses, it
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might affect both innate and adaptive immune processes. It was
described as an effective stimulator of almost all types of immune
cells, including neutrophils and monocytes which both showed
altered time-dependent abundance under TRF conditions. In
addition, our results indicate that leptin increases the expression
of adhesion molecules on both cell types. Leptin is also considered
a survival signal of neutrophils, as it delays apoptosis of mature
neutrophils (70). Furthermore, exogenous leptin induces
neutrophil migration through TNFo. and CXCL1 dependent
mechanisms (71). Leptin is a sensitive indicator of the nutrition
state and short-term treatment of starved animals with
physiological amounts of leptin was found to increase spleen
weight (72). The detected changes in the leptin expression and
serum leptin levels in response to TRF could be responsible for the
reduced spleen mass under our experimental conditions as well.
Overall, higher leptin levels produced by the adipose tissue of AL
fed mice as compared to the TRF group may contribute to the
enhanced migration capacity and reactivity of neutrophils in our
experiments. In addition, leptin can also be produced by bone
marrow adipocytes and if reaching high local concentration, it
stimulates myeloid differentiation which can promote
leukocytosis often found in obesity (73). Other indicators of the
inflammatory state - such as activation of NLRP3 and elevation of
pro-inflammatory cytokine levels in the adipose tissue and higher
expression of the cytokine receptor TNFRI in neutrophils - might
also contribute to the enhanced inflammatory potential observed
in AL fed mice (74). In addition, NLRP3 was found to be a
stimulating factor of tissue infiltration of myeloid cells (69, 75).

Finally, it is important to note, that in this study we used a
moderate form of TRF with only 14 hours fasting phase and for a
relatively short period (4 weeks). This feeding regimen
corresponds to the feeding habit of the animals in nature and
it did not cause serious stress. Therefore, this feeding schedule
can serve as a good experimental model for a balanced and
attainable eating pattern which might contribute to the
prevention and therapy of human inflammatory processes and
metabolic diseases.
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Supplementary Material

Supplementary Figure 1. Flow cytometric analysis of leukocyte populations in blood.

Supplementary Figure 2. Flow cytometric analysis of migratory factors expressed on
neutrophils and monocytes.

Supplementary Figure 3. Flow cytometric analysis of the marginated and tissue leukocyte
populations of the lung.

Supplementary Figure 4. Adrenal mass, serum corticosterone levels, body weight, food
intake and glucose tolerance of the experimental groups.

Supplementary Figure 5. Body weight of the animals did not differ in arthritis
experiments.

Supplementary Figure 6. Peripheral leukocyte counts did not differ before conditioning the
animals to different feeding regimens.

Supplementary Figure 7. Time restricted feeding entrains the peripheral clock but does not
modify the rthythm of CXCL12 and the inflammatory state of
the bone marrow.

Supplementary Figure 8. Expression of migratory factors of neutrophils and monocytes.
Supplementary Figure 9. Histograms of fluorescence intensities presented in Figure 6.

Supplementary Figure 10. Expression of migratory factors of neutrophils and monocytes
after leptin treatment.

Supplementary Figure 11. Effect of TRF on the abundance of neutrophils among spleen
leukocytes.
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Supplementary Figure 1. Flow cytometric analysis of leukocyte populations in blood.
Before analysis of specific labelings, singlets were gated in all cases (A). Identification of
neutrophils (B), B- and T-lymphocytes (C), monocytes (D) and Ly6C™" inflammatory
monocytes (E).
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Supplementary Figure 4. Adrenal mass, serum corticosterone levels, body weight, food
intake and glucose tolerance of the experimental groups. (A) Adrenal mass after 4-week
time restricted feeding (mean + SD n=15 (AL), n=13 (TRF), two-sample t-test, n.s.
p=0.154). (B) Serum corticosterone levels after 4-week time restricted feeding (mean +
SEM n=11 (AL), n=11 (TRF), two-sample t-test, n.s. p=0.287 and p=0.091 for ZT1 and
ZT13 respectively). (C) Body weight of the animals at the start and after 4 weeks of the
feeding regimens (mean + SD, n=75 (AL), n=82 (TRF), two-sample t-test, n.s. p=0.871 and
p=0.137 for start and week 4 respectively). (D) Average of the weekly food intake
normalized to g body weight (mean + SEM, n=24 (AL), n=28 (TRF), two-sample t-test, n.s.
p=0.571). (E) Food intake of the ad libitum fed animals in the light and dark phases of the
day (mean + SD n=5 cages) (F) IPGTT measured in AL and TRF mice after 16 hours
fasting. Average blood glucose levels after [IPGTT in AL and TRF mice (mean + SEM, n=7
(AL), n=9 (TRF), repeated measures ANOVA, time effect p<0.001, group effect p=0.986).
ZT=Zeitgeber time, n.s=not significant
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Supplementary Figure 5. Body weight of the animals did not differ in arthritis
experiments. Body weight of the animals at the induction of K/BxN serum transfer arthritis
(mean + SD, n=25 (AL), n=23 (TRF), two-sample t-test, n.s. p=0.348). n.s=not significant



§ frontiers Ella&Siidy et al. 2022

B AL OTRF

o
o
]

30 1

—y
M
)
(o]

3
;(:,25- 310- 36-
2 20 - © 8 bl
% e =
o 15 1 x 61 % 4
%10. T 44 ]
E 5 ; 2 ﬁ?
2

0 0 o

1 5 9 13 17 2 1 5 9 13 17 21 1 5 9 13 17 21
T T T

o
@
-
~
;

w
L

o = N W AU,
I L L L L )
—_
L

Monocyte (x10/3/ul)

o = N W AU
I 1 1 1 1 ]

Neutrophil (x1043/ul)
Inflammatory
monocyte (x1043/ul)
%]

o
I

1 5 9 13 17 21 1 5 9 13 17 21 1 5 98 13 17 21
ZT ZT ZT

Supplementary Figure 6. Peripheral leukocyte counts did not differ before
conditioning the animals to different feeding regimens. Total WBC (A), B-lymphocyte
(B), T-lymphocyte (C), neutrophil (D), monocyte (E) and Ly6C"¢" inflammatory monocyte (F)
counts on the starting day of the 4-week feeding regimens (mean + SEM, n=3-9 (AL), n=6-
11 (TRF), two-way ANOVA, n.s.). ZT=Zeitgeber time, n.s=not significant
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Supplementary Figure 7. Time restricted feeding entrains the peripheral clock but
does not modify the rhythm of CXCL12 and the inflammatory state of the bone
marrow. (A) Relative mRNA expression of per2 and reverbo in the course of the day (mean
+ SEM, n=3-8 (AL), n=6-9 (TRF), one-way ANOVA, * indicates significant time effect).
Rplp0 was used as a reference. (B) Cosine curve fit to relative expression data showed in
(A), * and solid lines indicate significant, fixed 24-hour period cosine curve fit with cosinor
analysis, whereas dashed lines show non-significant fit. Parameters of the fitted cosine
curves are listed in Supplementary Table 6. (C) Relative mRNA expression of cxcl/2 (mean
+ SEM, n=3-8 (AL), n=6-9 (TRF), two-way ANOVA, time effect p=0.005, group effect
n.s.). Rplp0 was used as a reference. (D) Protein expression of CXCL12 in the bone marrow
(mean £ SEM, n=5-10 (AL), n=7-11 (TRF), two-way ANOVA, time effect p=0.007, group
effect n.s.). (E) Serum concentrations of CXCL12 (mean + SEM, n=4-8 (AL), n=3-11
(TRF), two-sample t-test, n.s.). (F) Relative mRNA expression of tnfa, nlrp3, illf and il18
in the course of day in bone marrow (mean + SEM, n=3-8 (AL) and n=6-9 (TRF), two-way
ANOVA, group effect n.s.). Rplp0O was used as a reference. ZT=Zeitgeber time, n.s=not
significant
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Supplementary Figure 8. Expression of migratory factors of neutrophils and
monocytes. Selectin (CD62L), selectin ligand (CD162), integrin (CD11a, CD11b, CD29)
and chemokine receptor (CXCR2) expression of neutrophils (A) and monocytes (B) at ZT1
and ZT13 (mean + SEM, n=5 (AL), n=5 (TRF), two-sample t-test, *p<0.05). ZT=Zeitgeber
time, n.s=not significant
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Supplementary Figure 9. Histograms of fluorescence intensities presented in Figure 6. Selectin
(CD62L), integrin (CD29, CD49d) and cytokine receptor (CXCR4, TNFR1) expression of
neutrophils (A) and monocytes (B) at ZT1 and ZT13. ZT=Zeitgeber time
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Supplementary Figure 10. Expression of migratory factors of neutrophils and
monocytes after leptin treatment. Selectin (CD62L), integrin (CD29, CD49d) and
chemokine receptor (CXCR4) expression of neutrophils (A) and monocytes (B) after leptin
treatment compared to vehicle (mean + SEM, n=5, one-sample t-test, *p<0.05).
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Supplementary Figure 11. Effect of TRF on the abundance of neutrophils among
spleen leukocytes. Percentage of neutrophils among spleen leukocytes at ZT1 and ZT13
(mean + SEM, n=3-6 (AL) and n=5-8 (TRF), two-sample t-test, *p<0.05). ZT=Zeitgeber
time



g frontiers Ella&Sfidy et al

Supplementary Table 1.

Primer and probe sequences for gene expression analysis.

.2022

gene sequence
forward 5’-CTCGCTTTCTGGAGGGTGTC-3’
rplp0 reverse 5’-AGTCTCCACAGACAATGCCA-3’
probe 5’FAM-TGCCTCGGTGCCACACTCCA-TAMRA3’
forward 5’-GCTTCCGCCCTGGAGTGT-3’
per2 reverse 5’-TCTCCTCCATGCACTCCTGAG-3’
probe 5’FAM-CAGCGGCTTAGATTC-MGB3’
forward 5’-GACCTTTCTCAGCACGACC-3’
reverboa reverse 5’-CATCACTGTCTGGTCCTTCAC-3’
probe 5S’FAM-CAAAGCGCACCATCAGCACCTC-TAMRA3’
forward 5’-CGCTCTGCATCAGTGACG-3’
cxcll2 reverse 5’-TGAAGGGCACAGTTTGGAG -3’
probe 5S’FAM-CTTGACGTTGGCTCTGGCGATGT-TAMRA3’
forward 5’-CCCTCCAGAAAAGACACCATG-3’
mfa reverse 5’-GCCACAAGCAGGAATGAGAAG -3’
probe 5’FAM-CACAGAAAGCATGATCCGCGACG-TAMRA3’
forward 5’-TCCTGTGTAATGAAAGACGGC-3’
ill ﬂ reverse 5’-ACTCCACTTTGCTCTTGACTTC-3"
probe 5S’FAM-TTGGGTATTGCTTGGGATCCACACTC-TAMRA3’
forward 5’-GCCTCAAACCTTCCAAATCAC-3’
il18 reverse 5’-GTTGTCTGATTCCAGGTCTCC-3’
probe 5S’FAM-TGCCATGTCAGAAGACTCTTGCGT-TAMRA3’
forward 5’-ATGGGTTTGCTGGGATATCTC-3’
nlrp3 reverse 5’-GCGTTCCTGTCCTTGATAGAG-3’
probe 5S’FAM-AGAACCTGCTTCTCACATGTCGTCTG-TAMRA3’
forward 5’-AGCCTCACTCTACTCCACAG-3’
lept in reverse 5’-CCTCTACATGATTCTTGGGAGC-3’
probe 5’FAM-TCAGCATTCAGGGCTAACATCCAACT-TAMRA3’
forward 5’-CCTGAACCCTACAAGCGATG-3’
adipsin reverse 5-CAACGAGGCATTCTGGGATAG-3’
probe 5’FAM-CCGGGTGAGGCACTACACTCTG-TAMRA3’
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Supplementary Table 2.

Antibodies and staining reagents.

Antibody Clone Conjugate Catalog #
CD45 30-F11 FITC 11-0451
CD45 30-F11 PE 12-0451
CD45 30-F11 PECy7 25-0451
CD45.2 104 FITC 11-0454
Ly-6G 1A8-Lyb6g PE 12-9668
Ly-6G 1A8-Ly6g APC 17-9668
CD62L MEL-14 PECy7 25-0621
CDI115 AFS98 APC 17-1152
CDI11b M1/70 eFluor 450 48-0112
CDI11b M1/70 APC 561690
Ly-6C HK1.4 APC-eFluor 780 47-5932
CD3 17A2 FITC 11-0032
CD19 eBiolD3 (1D3) PECy7 25-0193
CD162 4RA10 PE 12-1621
CDlla M17/4 eFluor 450 48-0111
CD49d R1-2 PerCP-eFluor 710 46-0492
CD29 HMbl-1 APC-eFluor 780 47-0291
CXCR4 L276F12 APC BZ-146507
CXCR2 IL-8RB PerCP FAB2164C
CD120a (TNFR1) 55R-286 PE BZ-113003
Live/Dead Fixable Far Red L34974

CXCR4 and CXCR2 antibodies were produced by Biolegend and R&D Systems,
respectively, all other antibodies were manufactured by eBioscience. The LIVE/DEAD™
Fixable Far Red Dead Cell Stain Kit was manufactured by Life Technologies.
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Supplementary Table 3.

Parameters of the fitted cosine curves shown in Figure 2B.

spleen weight

AL TRF
Mesor 70.64 60.67
Amplitude 7.45 8.18
Acrophase (ZT) 4.18 3.24
Cosinor fit, p-value 0.114 0.015

Ella&Sidy et al. 2022
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Supplementary Table 4.

Parameters of the fitted cosine curves shown in Figure 3B and D.

per2 reverbao leptin serum leptin

AL TRF AL TRF AL TRF AL TRF

Mesor 1335  13.63 2205 18.61 2540 1828 662771 42914
Amplitude 1540 19.06 24.68 20.72  3.96 12.53 249547 3073.92
?Z"Tr;’phase 1423 13.84 857 945 1697 1766 2196  19.79

Cosinor fit,

p-value 0.071 0.165 0.000 0.011 0.771 0.018  0.072 0.003
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Supplementary Table 5.

Parameters of the fitted cosine curves shown in Figure 5.

Total WBC B cell T cell
AL TRF AL TRF AL TRF
Mesor 17.00 17.54 6.13 6.67 4.29 435
Amplitude 8.59 9.99 3.99 4.26 1.60 1.99
Acrophase (ZT) 5.22 4.57 5.02 4.49 5.09 4.97
Cosinor fit, 0.042 0.009 0.053 0.078 0.160 0.022
p-value
Increase in
amplitude (%) 16 7 24
Neutrophil Monocyte Ly6C"¢" Monocyte
AL TRF AL TRF AL TRF
Mesor 2.54 2.77 1.65 1.51 1.17 1.01
Amplitude 1.01 1.58 0.51 0.98 0.38 0.79
Acrophase (ZT) 4.60 2.50 5.84 5.70 4.59 4.98
Cosinor fit, 0.004 0.016 0.120 0.000 0.17 0.001
p-value
Increase in 56 93 101

amplitude (%)
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Supplementary Table 6.

Parameters of the fitted cosine curves shown in Supplementary Figure 7B.

per2 reverba
AL TRF AL TRF
Mesor 2.38 2.29 2.48 2.65
Amplitude 0.51 1.09 1.05 0.83
Acrophase (ZT) 0.62 2.09 5.74 8.84

Cosinor fit, p-value 0.408 0.037 0.050 0.024
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Supplementary Table 7.

Ella&Sidy et al. 2022

Parameters of the cosine curves fitted on data shown in Supplementary Figure 7C, D, F.

cxcll?2 CXCL12 tnfa
AL TRF AL TRF AL TRF
Mesor 6.75 5.85 2.02 2.04 4.18 4.13
Amplitude 2.45 3.32 0.30 0.39 0.71 1.59
Acrophase (ZT) 3.71 3.85 0.91 19.74 3.31 2.1
Costnor fit, 0.289 0.023 0.370 0.186 0.607 0.206
p-value
nlrp3 ilip il18
AL TRF AL TRF AL TRF
Mesor 1.20 1.12 2.02 2.16 538 5.75
Amplitude 0.53 0.44 0.65 0.70 1.02 1.01
Acrophase (ZT) 1.26 2.29 22.46 21.77 481 6.45
Cosinor fit, 0.197 0.098 0.081 0.030 0.033 0.035

p-value
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