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ZJAWISKO RYTMU | ZEGARA BIOLOGICZNEGO

Rytmy biologiczne obserwujemy w funkcjonowaniu naszego organizmu, jak
réwniez organizmow zwierzecych i roslinnych w stosunku do zmian zachodzg-
cych w Srodowisku, przede wszystkim do dobowych zmian $wiatta i ciemnosci.
Rytmy te wykryto nawet u organizmoéw prokariotycznych, a przejawiajg sie one
niemal we wszystkich procesach zyciowych organizméw zywych. JesteSmy
aktywni w dzien, a znacznie mniej w nocy i podobnie zachowujg sie zwierzeta
0 dziennym, a przeciwnie 0 nocnym tiybie zycia. U wszystkich, zaréwno u ludzi
jak i u zwierzat, pora aktywnosci jest wyznaczana przez endogenny zegar
biologiczny (Hastings | wspétaut. 1991). Zaburzenia rytmow i zegara biologicz-
nego prowadzg do licznych schorzen, wiec badanie tego zjawiska u réznych
organizméw ma znaczenie nie tylko poznawcze.

Chociaz rytmy biologiczne sg badane od ponad 100 lat, nadal nie wiadomo,
jak rytmy te sg generowane i wjaki sposéb zegar biologiczny sprawuje kontrole
nad funkcjonowaniem catego organizmu, synchronizujgc jego procesy fizjologi-
czne z dobowym cyklem zmian dnia i nocy oraz z innymi cyklicznymi zmianami
zachodzacymi w Srodowisku zewnetrznym.

Wsrod rytmow biologicznych wyrdznia sie rytmy dobowe, roczne (sezonowe),
ksiezycowe i inne w zaleznosci od diugosci ich okresu (Saunders 1977). W przy-
padku rytméw dobowych okres rytmu jest rowny 24 godz., co oznacza, ze
w danym procesie zachodza cykliczne oscylacje, w ktérych maksima i minima
wystepujg co 24 godz.

Najwazniejszg wiasciwoscig wiekszosci lytméw biologicznych jest ich endo-
genne pochodzenie. Oznacza to, ze w tak zwanych statych warunkach, w statej
ciemnosci (DD) lub w statym Swietle (LL), gdy zwierze jest pozbawione informacji
0 zmianach warunkéw swietlnych zachodzacych cyklicznie w srodowisku (brak
tzw. Dawcy Czasu), rytmy nadal utrzymujg sie dzieki wewnetrznemu zegarowi.
Ich okres ulega jednak wydtuzeniu lub skrdéceniu i staje sie okotodobowy (circa-
dian). W warunkach zmiennego o$wietlenia dziern/noc (LD) rytmy okotodobowe
ulegajg synchronizacji do dobowych zmian swiatta i ciemnosci, zachodzacych
w Srodowisku zewnetrznym, poprzez narzady wzroku i takze poprzez pozawzro-
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kowe fotoreceptory, a ich okres staje sie 24-godzinny (Hastings i wspotaut.
1991).

Cechy rytmow biologicznych sa wyznaczane genetycznie (Hall i Kyrlacou
1990). U muszki owocowej Drosophila melanogasterwykryto gen, ktéry nazwano
period (per), odpowiedzialny za wyznaczanie dtugosci okresu rytmu aktywnosci
lokomotorycznej i rytmu wylegu z poczwarek. W przypadku genu perjego mu-
tacja per™ powoduje wydtuzenie okresu rytmu do 29 godz., a mutacja per5
skrdcenie okresu rytmu do 19 godz. Mutacja per® powoduje natomiast catkowity
zanik rytmiki. Oprocz rytméw okotodobowych, gen per reguluje takze inne
procesy rytmiczne u Drosophila, jak na przykiad lytmike ,$piewu” samca wabig-
cego samice. Dhtugos¢ przerw, wynoszacych 55 s, pomiedzy kolejnymi seriami
dzwiekéw wytwarzanymi przez wibracje skrzydet samcow, ulega zmianie u
mutantow per5 i per

Utrzymywanie sie rytmow biologicznych w statych warunkach otoczenia
oraz wyznaczanie ich parametrow przez geny wykazaty wiec, ze rytmy okotodo-
bowe sg endogenna wiasciwoscia organizmoéw i musza byé generowane w spe-
cjalnych strukturach, ktére nazwano zegarami biologicznymi. Struktury takie
zostaty wykryte w ostatnich latach u kilku grup zwierzat. U ssakoéw zegar biolo-
giczny zlokalizowano w mézgu, w jadrach nadskrzyzowaniowych podwzgérza,
u ptakéw, gadoéw i ryb w szyszynce, a u mieczakéw w oku (Hastings | wspolaut.
1991). Jednak liczba zegaréw, mechanizm dziatania pojedynczego zegara oraz
catego biologicznego systemu zegarowego w skiad ktérego wchodza oprécz sa-
mego zegara tak zwane drogi doprowadzajace ( input), dostarczajgce do zegara
informacje o zmianach swiatta w srodowisku zewnetrznym, i drogi odprowadza-
jace (output), dostarczajace informacje z zegara do narzadéw wykonawczych
(efektorowych), nadal nie sa znane.

Funkcjonowanie zegara biologicznego polega wiec nie tylko na generowaniu
rytméw, ale takze na przeptywie informacji pomiedzy elementami systemu
zegarowego. Te funkcje moga petni¢ neuroprzekazniki, substancje chemiczne
przekazujace informacje pomiedzy neuronami, zwane takze neurotransmiterami
lub neuromediatorami. Wykrycie takich substancji w systemie zegarowym zwie-
rzat i poznanie ich funkcji ma kluczowe znaczenie w badaniach nad zegarem.

ZEGAR BIOLOGICZNY OWADOW

U owaddéw potozenie zegara biologicznego wykryto w ptatach wzrokowych
moézgu u jednych gatunkéw (karaczany i Swierszcze) a u innych w centralnej
czesci mozgu (muchéwki, motyle; Page 1985). Zegar w odizolowanym od mézgu
ptacie wzrokowym $wierszczy lub karaczandéw moze samodzielnie generowac
rytm a transplantacja ptatu wzrokowego z owada wykazujacego rytm aktywno-
Sci lokomotorycznej do osobnika nierytmicznego przywraca rytmike temu ostat-
niemu. U Swierszczy i karaczanow neurony zegara zlokalizowano w brzusznej
czesci ptatow wzrokowych, pomiedzy druga (medulla) a trzecia (lobula) warstwg
neuropilu wzrokowego (neuropil jest gesta masa wypustek komérek nerwowych
tworzgcych tkanke nerwowag owadow). Neurony te stanowig elementy gtéwnego
zegara biologicznego (pacemaker), skitadajgcego sie z dwoch oscylatoréow, po
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jednym w kazdym ptacie wzrokowym. Kazdy z tych oscylatoréow wysyta i otrzy-
muje informacje poprzez wibkna nerwowe z przeciwnego ptatu wzrokowego.
Dzieki temu oba oscylatory sg wzajemnie sprzezone ze sobag i oba majg wptyw
na okres ifaze rytmu aktywnosci lokomotorycznej owada. Przerwanie potgczenia
pomiedzy oscylatorami zaburza rytm aktywnos$ci lokomotorycznej, a odciecie czy
usuniecie ptatow wzrokowych u karaczanéw prowadzi do zaniku rytmiki (Page
1985).

Lokalizacje zegara biologicznego w mozgu muszki owocowej (Drosophila
melanogaster) przeprowadzono badajgc rytm aktywnosci lokomotorycznej u mu-
tantéw wykazujacych zmiany strukturalne w moézgu. Stwierdzono, ze bezokie
mutanty (sine oculis, so) oraz mutanty o zredukowanych ptatach wzrokowych
(small optic lobe, sol) nadal sg rytmiczne, a wiec zegar biologiczny u muszki
owocowej i zapewne u innych muchéwek musi by¢ zlokalizowany poza ptatami
wzrokowymi, a rytm synchronizowany przez pozawzrokowe fotoreceptory (Hei-
frich I Engeimann 1983). U Drosophila wykryto rowniez za pomoca przeciwciat
miejsca wystepowania biatka bedgcego produktem genu per — genu zegara.
Wystepowanie tego biatka stwierdzono w fotoreceptorach, w niektérych neuro-
nach i komorkach glejowych w ptatach wzrokowych, w centralnej czesci mozgu
oraz w zwojach brzusznego tancuszka nerwowego, a takze w tkankach poza
uktadem nerwowym, takich jak gruczoty slinowe, cewki Malpighiego, jajniki,
jadra i przetyk (Luj i wspolaut. 1988). Biatka podobne do biatka PER muszki
owocowej wykryto takze u Swierszczy i motyli, a nawet w jadrach nadskrzyzowa-
niowych szczura. Co wiecej, okazalo sie, ze biatko PER syntetyzowane jest takze
w rytmie dobowym, a zmiany w jego wystepowaniu zachodzace pod wplywem
manipulacji genetycznych lub réznych warunkéw swietlnych otoczenia, odpo-
wiadaty zmianom obserwowanym w rytmie aktywnosci lokomotorycznej Droso-
phila na skutek takich samych manipulacji (Ha11 1995). Okotodobowe oscylacje
w syntezie biatka PER wykryto u Drosophila w fotoreceptorach, w neuronach
i komérkach glejowych ptatow wzrokowych oraz w centralnej czesci mozgu
(protocerebrum), a jego maksimum przypadato na Srodek nocy. Stwierdzono
takze, ze proces transkrypcji réwniez przebiega rytmicznie, a poziom mRNA
oscyluje w rytmie okotodobowym, z maksimum przypadajgcym na koniec dnia,
a wiec pojawiajagcym sie wczesniej niz maksimami poziomu biatka PER (Ha11
1995). Nie wszystkie jednak komorki, w ktérych wykryto obecnos¢ biatka PER,
sq jednakowo niezbedne do utrzymania rytmu aktywnosci lokomotorycznej
u muszki owocowej. Neurony, ktére majg kluczowe znaczenie dla tego rytmu
zlokalizowano po obu stronach mézgu pomiedzy medulla a protocerebrum
(Siwicki 1 wspélaut. 1988, zerr i wspélaut. 1990). Neurony te nazwano neuro-
nami lateralnymi (lateral neurones, LNs) i uwaza sie je za neurony zegara
biologicznego, chociaz LNs prawdopodobnie nie sgjedynymi elementami zegara
w moézgu much (Ewer i wspélaut. 1992). U mutantow Drosophila zwanych disco
(disconnected), u ktérych potaczenie pomiedzy fotoreceptorami a mézgiem jest
przerwane na skutek silnej redukcji ptatow wzrokowych, LNs nie wystepuja
i mutanty te sg nierytmiczne (Dushay i wspélaut. 1989, zerr i wspélaut. 1990).
W LNs u Drosophila oprécz biatka PER wykryto réwniez peptyd podobny do
peptydow znanych wczesniej u skorupiakow, zwanych hormonami rozpraszajg-
cym pigment (PDHs, pigment-dispersing hormones ) (Hetfrich-Forster 1995),
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co pozwolito na wysuniecie hipotezy, ze peptyd ten moze by¢ mediatorem zegara
biologicznego owaddw.

PDH W UKLADZIE NERWOWYM OWADOW

Hormony rozpraszajgce pigment stanowig rodzine oktadekapeptydéw wy-
izolowanych z réznych gatunkéw skorupiakéw, u ktérych poznano do tej poiy
strukture dwoéch réznych form PDH: a i B (Rao i Rienm 1989). PDH reguluje
przemieszczanie sie pigmentu w fotoreceptorach oka skorupiakéw w wyniku
adaptacji do Swiatta oraz bierze udziat w zmianach ubarwienia ciata skorupia-
kow (Rao 1985). Kraby potrafig zmienia¢ ubarwienie ciatla w zaleznosci od
podtoza, na ktorym sie znajdujg a proces ten jest regulowany hormonalnie. Te
zmiany barwy ciata polegajg na rozpraszaniu (ciemnienie ciata) lub skupianiu
(rozjasnianie barwy ciata) ziarenek czarnego ujednych gatunkéw a czerwonego
u innych pigmentu znajdujacego sie w chromatoforach, czyli komoérkach barw-
nikowych. W procesie tym biorg udziat dwie substancje: hormon skupiajacy
i hormon rozpraszajacy pigment.

W odrdéznieniu od hormonoéw rozpraszajgcych pigment skorupiakéw, wykry-
ty u owadoéw hormon rozpraszajacy pigment nazwano czynnikiem rozpraszaja-
cym pigment (PDF. pigment-dispersing factor ), chociaz u owadéw nie reguluje
on migracji pigmentu. Peptydy PDF owadéw wykazuja 78-83% podobienistwa
w sekwencji aminokwasow do RPDH krabow, a zostaty wyizolowane z karaczana
Periplaneta americana, pasikonika Romalea microptera oraz Swierszcza Acheta
domesticus. O podobienistwie tych peptydéw u owadéw i skorupiakéw Swiadczy
fakt, ze ekstrakt mézgu muchy zawierajacy PDF wywotuje rozproszenie pigmen-
tu w chromatoforach kraba Uca pugilator, ktérego pozbawiono wiasnego PDH
(Rao | Riehm 1989)

Komorki immunoreaktywne do PDH, czyli takie w ktérych wykryto, jak sadzi
sie, obecnos¢ PDF stosujac przeciwciata anty-RPDH, badano do tej pory u kilku
gatunkow owadéw. U Swierszczy i karaczanow trzy grupy ciat komaérkowych
neuronéw immunoreaktywnych do PDH znajdujgq sie w ptatach wzrokowych:
dwie grupy w lamina na stronie brzusznej i grzbietowej oraz jedna, liczgca 9-17
komorek, w medulla (Homberg i wspdtaut. 1991). U muchéwek ciata komorkowe
neuronow immunoreaktywnych do PDH wystepujg tylko w medulla ptatow
wzrokowych, a takze w grzbietowej czesci protocerebrum, w rejonie kielichéw
ciat grzybkowatych i w pars intercerebralis. U muchy domowej w medulla kaz-
dego ptatu wzrokowego znajdujg sie dwie grupy tych neurondéw: grupa czterech
neuronéw o duzych ciatach komérkowych i druga grupa, roéwniez czterech
neuronow, o matych ciatach komérkowych (fot. 1). Ciata komorkowe duzych
neuronéw wysylaja witokna nerwowe do obu ptatéw wzrokowych, do ptatu
lezacego po tej samej stronie co dana grupa neurondw, jak réwniez do platu
lezacego po przeciwnej stronie mézgu i tworzg gesta sie¢ widkien nerwowych
przede wszystkim w obu medulla. Nieco mniegj jest, tych widkien w lobula,
a pojedyncze wypustki docierajg do lamina. Mate neurony unerwiajg z kolei
protocerebrum tworzac liczne wypustki w rejonie szesnastu ciat komérkowych
neuronéw immunoreaktywnych do PDH lezgcych w protocerebrum. Neurony
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o matych ciatach komérkowych unerwiajg takze platy wzrokowe, ale ich wypu-
stki nerwowe sg w ptatach wzrokowych nieliczne (Pyza, dane wlasne). Podobne
rozmieszczenie neuronéw immunoreaktywnych do PDH wystepuje tez u Droso-

Fot. 1. Zdjecie mikroskopowe neuronéw immunoreaktywnych do PDH w ptacie wzro-
kowym moézgu muchy domowej (frontalny skrawek mézgu o grubosci 100 gm).

Ciata komoérkowe duzych neuronéw (petne strzatki) sg widoczne na wewnetrznej, brzusznej stronie
medulla, a ich wiékna nerwowe w medulla i lamina (puste strzatki). Neurony te wysytajg réwniez
aksony do przeciwlegtej medulla, wiec cze$¢ widkien widocznych na zdjeciu w medulla pochodzi z
neuronow potozonych w przeciwlegtej medulla. Ciata komérkowe matych neuronéw (niewidoczne na
zdjeciu), ktérych aksony sa zaznaczone gwiazdkami, wysytaja widkna nerwowe zaréwno do ptatu
wzrokowego, jak i do grzbietowej czesci protocerebrum. Skale powiekszenia wyznacza pozioma
kreska odpowiadajgca 100 gm, w prawym, dolnym rogu zdjecia, re — siatkéwka oka, la — lamina,
pierwsza warstwa neuropilu ptatu wzrokowego, me — medulla, druga warstwa neuropilu ptatu
wzrokowego (zdjecie oryginalne).
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phila, chociaz neurony te sg mniej liczne i na przyktad w ptacie wzrokowym ich
dendryty nie docierajg do lamina (Nasse1 i wspotaut. 1993). Wigze sie to zapewne
Z mniejszymi rozmiarami mézgu u muszki owocowej niz u muchy domowej.

U wszystkich badanych owadéw neurony, ktéiych ciata komérkowe sag
zlokalizowane w medulla, wykazujg pewne morfologiczne podobieristwa (HOM-
BERG i wspotaut. 1991, Nasse1 i wspoOtaut. 1993). Ciata komérkowe tych neuro-
néw sa zlokalizowane w podobnym rejonie, tworza podobng sie¢ widkien nerwo-
wych w medulla i wysytajg wypustki do sgsiedniego ptatu wzrokowego. Neurony
te maja tez dendryty w lamina — w strukturze, ktéra posredniczy w przekazy-
waniu informacji Swietlnych z siatkdéwki do mézgu i prawdopodobnie bierze
udziat w regulacji aktywnosci komoérek wzrokowych siatkéwkKi (Pyza i Meinertz-
Hagen 1995a, 1996). Neurony immunoreaktywne do PDH kontaktujg sie réw-
niez z pozawzrokowymi fotoreceptorami znajdujgcymi sie w poblizu tylnej kra-
wedzi oka, pomiedzy siatkowka a pierwsza warstwa neuropilu wzrokowego
(Hofbauer i Buchner 1989, Helfrich-Férster i Homberg 1993). Fotoreceptory
te sg odpowiedzialne przypuszczalnie za synchronizacje rytméw okotodobowych
z naturalnym cyklem dnia i nocy (Heifrich i Engelmann 1983). Neurony immu-
noreaktywne do PDH o matych ciatach komoérkowych wysytajg wtdkna nerwowe
do grzbietowego rejonu protocerebrum (superior protocerebrum), ktéry petni
funkcje integrujaca (otrzymuje informacje z réznych narzadéw zmystéw) i kon-
taktuje sie z uktadem neurosekrecyjnym w pars intercerebralis (odpowiedzial-
nym za regulacje wielu procesow fizjologicznych u owadéw) a takze z ukladem
motorycznym w tutowiowych zwojach brzusznego taricuszka nerwowego (Het-
frich-Férster | Homberg 1993, Stengl i Homberg 1994, Helfrich-Forster
1995). Neurony immunoreaktywne do PDH wystepuja wiec w kluczowych dla
regulacji rytméw biologicznych strukturach osrodkowego ukiadu nerwowego
owaddw.

ROLA PDF W REGULACJI RYTMOW BIOLOGICZNYCH U SWIERSZCZY |
KARACZANOW

Podobne potozenie neurondéw zegara i neuronéw wykazujacych obecnosé
PDF u Swierszczy i karaczanéw pozwolito na przypuszczenie, ze moga to by¢ te
same neurony. Co wiecej, drogi nerwowe, ktére przechodza przez centralng czesé
mézgu od jednego ptatu wzrokowego do drugiego i wykazuja obecnos¢ PDF,
moglyby stanowi¢ drogi taczace oba oscylatory zegara u sSwierszczy i karacza-
néw. U karaczana Leucophea maderae i u $wierszcza A. domesticus morfologia
neurondw PDF wykazuje wyraZznag korelacje z cechami rytmiki aktywnos$ci
lokomotorycznej obserwowanej u obu tych gatunkéw. Karaczany wykazujg silny
dobowy rytm aktywnosci lokomotorycznej, ktérego maksimum przypada na
godziny nocne i stabilny rytm o okresie krotszym od 24 godz. w DD. W przeciw-
ienstwie do karaczanéw sSwierszcze sg aktywne gtdwnie pod koniec dnia i na
poczatku nocy, a ich rytm aktywnosci lokomotorycznej wykazuje czesto zabu-
rzenia i fatwo ulega rozszczepieniu na dwa rytmy skitadowe, pochodzace z dwéch
oscylatoréw, w prawym i w lewym placie wzrokowym. Te roznice w rytmice
aktywnosci lokomotorycznej zalezg od stopnia sprzezenia pomiedzy oscylatorami
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zegara, ktore musi by¢ silne u karaczandéw, a stabe u Swierszczy. Widkna
nerwowe immunoreaktywne do PDH, przechodzace przez centralng czes¢ moz-
gu, sg liczne u karaczana, a prawie nie wystepuja u Swierszcza, co wskazuje, ze
PDF moze bra¢ udziat we wzajemnych interakcjach oscylatoréw zegara (Hom-
berg | wspotaut. 1991).

Kolejne badania przeprowadzone na karaczanach wyraznie wykazaty zalez-
nos¢ pomiedzy lytmika aktywnosci lokomotorycznej a obecnoscig PDF w akso-
nach neuronéw taczacych platy wzrokowe. Degeneracja tych aksonéw w wyniku
odciecia ptatéw wzrokowych od mozgu i ich regeneracja po 12-38 dniach od
operacji byta skorelowana kolejno z zanikaniem i pojawianiem sie rytmiki aktyw-
nosci lokomotorycznej. Co wiecej, liczba zregenerowanych wiékien nerwowych,
zawierajgcych PDF, miata wptyw na dtugos¢ okresu rytmu u karaczanéw, ktore
odzyskaty rytmike aktywnosci. Im wiecej byto widkien nerwowych w zregenero-
wanym szlaku nerwowym, tym okres rytmu byt krotszy (Stengt i Homberg
1994).

Iniekcje PDH w okresie poprzedzajagcym faze wysokiej aktywnosci ruchowej
karaczanéw rowniez dziataja na rytm aktywnosci ruchowej wywotujac
opdznienie fazy rytmu, co wskazuje, ze rytm aktywnosci zalezy od poziomu PDF
w platach wzrokowych (Petri i Steng1 1994).

U Swierszczy aksony w centralnej czesci mézgu, zawierajace PDF, nie dege-
nerujg po odcieciu ptatéw wzrokowych, a rytm aktywnosci lokomotorycznej
nadal utrzymuje sie u wiekszosci osobnikéw. Dowodzi to obecnosci u Swierszczy
prawdopodobnie drugiego zegara w centralnej czesci mézgu, ktérego funkcjono-
wanie jest zwigzane z obecnoscig PDF w centralnej czesci mdézgu (Steng1 1995).

PDF A REGULACJA RYTMOW BIOLOGICZNYCH U MUCHOWEK

Niezalezne badania rytmiki zachowania i PDF u muszki owocowej takze
potwierdzity wyrazny zwigzek pomiedzy morfologig neuronéw immunoreaktyw-
nych do PDH w mézgu a rytmem aktywnosci lokomotorycznej. Mutanty muszki
owocowej disco, nierytmiczne pod wzgledem aktywnosci lokomotorycznej, nie
posiadajg zarazem neuronéw immunoreaktywnych do PDH w medulla ptatéw
wzrokowych (Heifrich-Forster | Homberg 1993). U innych mutantéw Droso-
phila, o zredukowanych ptatach wzrokowych (mutanty so i sol) rytm aktywnosci
lokomotorycznej jest prawie normalny, a mutanty te posiadajg neurony immu-
noreaktywne do PDH, chociaz ich morfologia ulega zmianie. Wiokna nerwowe
immunoreaktywne do PDH, ktére przebiegaja posterioralnym szlakiem wzroko-
wym od jednego do drugiego ptatu wzrokowego, u mutantéw so i sol opuszczajag
szlak wzrokowy i koncza sie nie w medulla lecz w innych rejonach mézgu. Ta
zmiana kierunku wigze sie najprawdopodobniej z brakiem tkanki docelowej,
jaka dla tych neuronéw jest medulla. Mutanty Drosophila sol i so majg tez
mniejszg liczbe widkien nerwowych immunoreaktywnych do PDH w posterioral-
nym szlaku wzrokowym, od ktérych prawdopodobnie zalezy stabilnos¢ rytmiki,
poniewaz mutanty te czesto wykazujg rozszczepienie rytmu aktywnosci loko-
motorycznej (Helfrich-Forster | Homberg 1993). Tak wiecj PDF bierze udziat
we wzajemnym sprzezeniu oscylatoréw zegara takze u muszki owocowej.
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Wykrycie obecnosci PDF w neuronach LNs, wykazujacych ekspresje genu
per, dostarczyto kolejnego dowodu, ze ten neuropeptyd wystepuje w neuronach
zegara biologicznego i moze bra¢ udziat w regulacji rytméw biologicznych u owa-
doéw. U muszki owocowej wykryto PDF w LNs potozonych na brzusznej stronie
mozgu. Neurony te odpowiadajg czterem neuronom immunoreaktywnym do
PDH o duzych ciatach komorkowych, wykrytych metodami immunohistochemi-
cznymi w medulla ptatéw wzrokowych u much (Heifrich-Forster 1995). De-
ndryty tych neuronéw w dystalnej czesci medulla sg potozone z kolei w bliskim
sasiedztwie komoérek glejowych zawierajacych biatko PER. Takie potozenie moze
Swiadczy¢ o wzajemnych interakcjach pomiedzy neuronami PDF a komérkami
glejowymi (Hetfrich-Forster 1995). W ukiadzie wzrokowym komorki glejowe
otaczajg neurony, ktérych aktywnosé mogtaby by¢ regulowana przez PDF za ich
posrednictwem, albo dzieki wzajemnym interakcjom pomiedzy neuronami PDF
i komérkami glejowymi wykazujgcymi ekspresje genu per. Udziat komoérek
glejowych zawierajgcych biatko PER stwierdzono w regulacji rytmiki aktywnosci
lokomotorycznej u muszki owocowej (Ewer i wspolaut. 1992) oraz w regulacji
rytméw biologicznych u innych zwierzat. U ssakéw uszkodzenie komoérek glejo-
wych w jadrach nadskrzyzowaniowych podwzgorza moézgu, uwazanych za miej-
sce wystepowania zegara biologicznego u tych zwierzat, zaburza endogenny rytm
aktywnosci neurondéw zegara (Prosser | wspolaut. 1994).

UDZIAL PDF W REGULACJI RYTMOW W UKLADZIE WZROKOWYM

Neurony PDF w medulla moga kontaktowac sie wiec bezposrednio albo
posrednio z neuronami uktadu wzrokowego potozonymi w lamina, ktére w me-
dulla majg swe zakoniczenia. Neurony PDF moga by¢ neuronami zegara lub
neuronami posredniczacymi, dostarczajgcymi informacje z zegara do neuronéw
ukladu wzrokowego regulujac ich aktywnos¢ w ciggu doby (Pyza i Meinertzha-
gen 1996). Badania przeprowadzane na karaczanach wykazaty, ze ten sam zegar
biologiczny reguluje zaréwno rytm aktywnosci lokomotorycznej, jak i rytm zmian
wrazliwosci siatkdwki na swiatlo. Zatem informacje generowane w tym samym
zegarze sg dostarczane do réznych narzadéw efektorowych, gdzie uwidacznia sie
ich ekspresja (winis i wspolaut. 1985). W siatkowce oka karaczanow a takze u
wielu innych zwierzat wykryto szereg rytméw biologicznych takich jak: rytm
aktywnosci elektrycznej fotoreceptorow rejestrowanej jako tak zwany elektroreti-
nogram (ERG), rytm syntezy i degradacji barwnikéw wzrokowych, rytm powsta-
wania i rozpadu Swiattoczutych blon wychwytujgcych fotony swiatta oraz rytmi-
czne migracje pigmentu (Baritow i wspélaut. 1989). Rytmy te obserwowano
u wiekszosci zwierzat, zaréwno u kregowcéw, jak i u bezkregowcéw.

U wyzszych muchowek, do ktérych nalezy mucha domowa i muszka owo-
cowa, fotoreceptory siatkéwki nie wykazujg wyraznego, endogennego rytmu ERG
czy budowy i rozpadu Swiattoczutych blon. Rytmike endogenng wykryto nato-
miast w lamina, w pierwszej warstwie neuropilu wzrokowego lezacego za siat-
kéwka w ptacie wzrokowym moézgu (Pyza i Meinertzhagen 1993, 1995a). W la-
mina ma swoje zakonczenia szes¢ fotoreceptoréw (R1-R6) z kazdego ommati-
dium oka ztozonego muchy, zas dwa pozostate fotoreceptory, komorki wzrokowe
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R7 i R8 przechodza przez lamina i koriczg sie w medulla — w nastepnej warstwie
neuropilu wzrokowego. Zakonczenia fotoreceptoréw R1-R6 tworzag potgczenia
synaptyczne (miejsca przekazywania impulséw nerwowych pomiedzy neurona-
mi), tak zwane synapsy tetradyczne (synapsy utworzone pomiedzy czterema
komdrkami, jedng presynaptyczng i trzema postsynaptycznymi) z interneurona-
mi (neuronami posredniczacymi) lamina zwanymi komorkami monopolarnymi
LI i L2, ktdre sgjednymi z elementéw tych synaps (Burkhardt i Braitenberg
1976). Komorki LI i L2 odbierajg informacje wzrokowe z fotoreceptorow i trans-
mituja je do wyzszych osrodkéw nerwowych w moézgu. Z kolei jedna z komdrek
monopolarnych, L2, tworzy z fotoreceptorami R1-R6 synapsy skierowane prze-
ciwnie, tak zwane synapsy zwrotne (feedback), z powrotem na komérki R1-R6
(Strausfeld and Campos-Ortega 1977). Liczba tych obu rodzajow synaps,
tetradycznych i zwrotnych, nie jest stata w ciagu doby. Najwiecej synaps tetra-
dycznych tworzy sie na poczatku dnia, a synaps zwrotnych na poczatku nocy.
Co wiecej, w przypadku synaps zwrotnych rytm zmian ich liczby utrzymuje sie
réwniez w statej ciemnosci lub w statym Swietle, czyli jest generowany endogen-
nie. Liczba synaps tetradycznych jest regulowana natomiast gtéwnie przez
Swiatto, ktére z kolei nie ma wpltywu na rytm dobowy zmian liczby synaps
zwrotnych.

W lamina oprocz rytmiki zmian liczby synaps wykryto takze rytm zmian
objetosci aksonow komoérek monopolarnych LI i L2. Objetos¢ aksondéw tych
komdérek rosnie w ciagu dnia a maleje w nocy. Rytm zmian wielkosci komérek
monopolarnych zachodzi réwniez w DD iw LL, a wiec jest endogenny. Komorki
LI i L2 zmieniajg swoja objetos¢ pod wpltywem informacji naptywajacych z ze-
gara, chociaz bezposrednie dziatanie bodzZca Swietlnego ma réwniez wplyw na
objetos¢ neurondéw LI i L2, poniewaz w warunkach statego Swiatta ich Srednia
objetosc jest wieksza niz w statej ciemnosci. Wstepne badania wykazaly tez, ze
rytmicznym zmianom objetosci aksonéw interneuronéw towarzysza zmiany
wielkosci komoérek glejowych otaczajgcych interneurony i zakonczenia fotore-
ceptoréw w lamina. Komorki glejowe powiekszajg sie w ciggu nocy a kurczg sie
w czasie dnia, odwrotnie niz komérki monopolarne LI i L2,

Wielkos¢ komérek monopolarnych jest zatem regulowana przez zegar biolo-
giczny, chociaz nie jest wykluczone, ze obserwowany efekt jest posredni i jest
wynikiem dziatania zegara na inne komorki, na przyktad glejowe, ktore z kolei
regulujg szereg innych proceséw, w tym takze objetos¢ komorek monopolar-
nych. Informacja z zegara mogtaby dociera¢ do interneuronéw L1 i L2 za poSred-
nictwem neuroprzekaznika. Okazato sie, ze niektére neurotransmitery wykryte
w lamina mogg zmienia¢ wielkos¢ komérek monopolarnych, co wskazuje, ze
mogtyby posredniczy¢ w tym procesie. Iniekcje takich neurotransmiteréw, jak
serotonina i histamina do ptatu wzrokowego muchy domowej wywotywaty istot-
ny wzrost wielkosci, ale tylko jednej komérki monopolarnej LI. Kurczenie sie
aksonow obu tych komérek zaobserwowano po iniekcjach kwasu glutaminowego
i y-aminomastowego (GABA), natomiast wzrost objetosci obu interneuronéw
wywotywatly iniekcje PDF karaczana (Pyza i Meinertzhagen 1996).

Wyniki uzyskane w tych doswiadczeniach wykazaty wiec, ze rytmy wykryte
w uktadzie wzrokowym muchy moga by¢ regulowane przez zegar biologiczny za
posrednictwem PDF. Objetos¢ aksonow obu komoérek wzrasta po iniekcji PDF
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podobnie jak w czasie dnia, zatem wzrost wymiaréw interneuronéw LI i L2 moze
by¢ zwigzany z uwalnianiem PDF w ciggu dnia. Wstepne badania wykazaly, ze
Srednica dendrytéw neuronéw immunoreaktywnych do PDH w medulla jest
wieksza w ciggu dnia niz w nocy, co przypuszczalnie wigze sie ze wzrostem
poziomu PDF w ciggu dnia (Pyza i Meinertzhagen 1995b). PDF moze wiec
dostarcza¢ endogenne informacje generowane w zegarze do uktadu wzrokowego,
ktory w ten sposéb moze ,,przewidywac” dobowe zmiany dnia i nocy w otoczeniu.

PDF JAKO MEDIATOR ENDOGENNYCH OSCYLACJI ZEGARA BIOLOGICZNEGO

Niezalezne odkrycie wptywu PDH i PDF na endogenny rytm aktywnosci
lokomotorycznej u $wierszczy, karaczanow i much oraz aktywnosci uktadu
wzrokowego u muchy pozwala na stwierdzenie, ze PDF bierze udziat w regulacji
réznego typu rytmow biologicznych u owadéw. Obecnos$¢ tego peptydu w neu-
ronach, w ktorych ujawnia sie rowniez ekspresja genu per, jak rowniez sasiedz-
two widkien nerwowych immunoreaktywnych do PDH z komdérkami glejowymi
wykazujacymi obecnosé biatka PER potwierdza bezposredni udziat tego neuro-
peptydu w systemie zegarowym owadow. Poniewaz ekspresja genu per w neuro-
nach uwidacznia sie tylko w ich ciatach komérkowych a obecnos¢ PDF zaznacza
sie w calych komadrkach, wiadomo obecnie, gdzie docieraja aksony i dendryty
neuronow zegara zawierajacych biatko PER i PDF . Nie wiadomo jednak, czy PDF
posredniczy w przekazywaniu informacji z zegara do uktadu wzrokowego, moto-
rycznego i prawdopodobnie takze do innych organéwjako neuroprzekaznik, czy
jest on hormonalnym mediatorem tych informacji, czy tez endogennym neuro-
modulatorem aktywnosci innych neurondéw w ptatach wzrokowych i w protoce-
rebrum. Kwestie te pozostajg przedmiotem dalszych badari. Na odpowiedz
oczekujg réwniez pytania, w jaki sposéb informacja dostarczana przez PDF jest
odbierana przez narzady efektorowe ijak zmieniajg sie wkasciwosci neuronéw
docelowych, stymulujacych lub hamujacych dany ukiad lub narzad w taki
sposob, ze jest on aktywny o okreslonej porze doby.

PIGMENT-DISPERSING FACTOR AS A MEDIATOR IN THE INSECT'S CIRCA-
DIAN CLOCK

Summary

Recently, independent studies have shown that the neuropeptide pigment-dispersing hormone
(PDH) is involved in regulating insect circadian rhythms. PDH has been found in crustaceans, in
which it regulates pigment migration in the photoreceptors and chromatophores. Insects have
a homologue of the PDH peptide, called a pigment-dispersing factor (PDF), and in some insects
several neurones of the optic lobes and midbrain which express PDH immunoreactivity, presumably
contain PDF. Those with cell bodies located in the medulla of both optic lobes have similar forms in
several insect species. Their somata are located in the same general region as those of the pacemaker
neurones in cockroaches, crickets and flies. In Drosophila, pacemaker neurones that express the
product of the period gene, an essential gene of the circadian clock, also express PDH immunoreac-
tivity. Moreover, a strong correlation has been found between the morphology of the medulla PDF
neurones and circadian rhythms in cockroaches, crickets and flies. The rhythm of locomotor activity
in the cockroach disappears when the optic lobes are disconnected from the central brain and the
PDH-immunoreactive fibres in the posterior optic tract degenerate. The circadian rhythm of locomo-
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tor activity in Drosophilais impaired in a mutant disconnected which lacks medulla PDH-immunore-
active neurones.

The role of PDF in regulating circadian rhythms has been suggested not only in behavioural
rhythms but is also implicated in two structural circadian rhythms recently detected in the fly's
visual system, namely, in: 1) the number of feedback and tetrad synapses formed between
photoreceptor terminals and two interneurones of the first visual neuropile (or lamina), LI, L2; and
2) the sizes of LI & L2, the lamina axons of which swell during the day and shrink during the night.
Injections of PDF mimic the size increase of both LI and L2 during the day under day/night
conditions.

PDH-immunoreactive medulla neurones which have dense arborizations in the medulla —
where LI and L2 terminate — may mediate the direct transfer of circadian information to those cells,
regulating their activity. LI and L2 could additionally receive circadian information directly or
indirectly through glia cells, which also express the period gene.

It seems that PDH-immunoreactive neurones connect all parts of the central nervous system
important for the expression of circadian rhythms. Not only do they connect oscillators in the
medullae of both optic lobes, they also send fibres to both the visual system and to the superior
protocerebrum which is considered to be an integrative neuropile. It receives inputs from different
sensory neuropiles, is linked to the neurosecretory system in the brain and indirectly connected to
motor centres in the thorax.
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