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ZJAWISKO RYTMU I ZEGARA BIOLOGICZNEGO

Rytmy biologiczne obserwujemy w funkcjonowaniu naszego organizmu, jak 
również organizmów zwierzęcych i roślinnych w stosunku do zmian zachodzą
cych w środowisku, przede wszystkim do dobowych zmian światła i ciemności. 
Rytmy te wykryto nawet u organizmów prokariotycznych, a przejawiają się one 
niemal we wszystkich procesach życiowych organizmów żywych. Jesteśmy 
aktywni w dzień, a znacznie mniej w nocy i podobnie zachowują się zwierzęta 
o dziennym, a przeciwnie o nocnym tiybie życia. U wszystkich, zarówno u ludzi 
jak i u zwierząt, pora aktywności jest wyznaczana przez endogenny zegar 
biologiczny (H a s t in g s  i współaut. 1991). Zaburzenia rytmów i zegara biologicz
nego prowadzą do licznych schorzeń, więc badanie tego zjawiska u różnych 
organizmów ma znaczenie nie tylko poznawcze.

Chociaż rytmy biologiczne są badane od ponad 100 lat, nadal nie wiadomo, 
jak rytmy te są generowane i w jaki sposób zegar biologiczny sprawuje kontrolę 
nad funkcjonowaniem całego organizmu, synchronizując jego procesy fizjologi
czne z dobowym cyklem zmian dnia i nocy oraz z innymi cyklicznymi zmianami 
zachodzącymi w środowisku zewnętrznym.

Wśród rytmów biologicznych wyróżnia się rytmy dobowe, roczne (sezonowe), 
księżycowe i inne w zależności od długości ich okresu (Sa u n d e r s  1977). W przy
padku rytmów dobowych okres rytmu jest równy 24 godz., co oznacza, że 
w danym procesie zachodzą cykliczne oscylacje, w których maksima i minima 
występują co 24 godz.

Najważniejszą właściwością większości lytmów biologicznych jest ich endo
genne pochodzenie. Oznacza to, że w tak zwanych stałych warunkach, w stałej 
ciemności (DD) lub w stałym świetle (LL), gdy zwierzę jest pozbawione informacji 
o zmianach warunków świetlnych zachodzących cyklicznie w środowisku (brak 
tzw. Dawcy Czasu), rytmy nadal utrzymują się dzięki wewnętrznemu zegarowi. 
Ich okres ulega jednak wydłużeniu lub skróceniu i staje się okołodobowy (circa
dian). W warunkach zmiennego oświetlenia dzień/noc (LD) rytmy okołodobowe 
ulegają synchronizacji do dobowych zmian światła i ciemności, zachodzących 
w środowisku zewnętrznym, poprzez narządy wzroku i także poprzez pozawzro-
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kowe fotoreceptory, a ich okres staje się 24-godzinny (Ha stin g s  i współaut.
1991).

C echy ry tm ów  b io log icznych  są w yznaczane genetyczn ie  (Ha ll  i Kyrlacou

1990). U muszki owocowej Drosophila melanogasterwykryto gen, który nazwano 
period (per), odpowiedzialny za wyznaczanie długości okresu rytmu aktywności 
lokomotorycznej i rytmu wylęgu z poczwarek. W przypadku genu per jego mu
tacja per^ powoduje wydłużenie okresu rytmu do 29 godz., a mutacja per5 
skrócenie okresu rytmu do 19 godz. Mutacja per° powoduje natomiast całkowity 
zanik rytmiki. Oprócz rytmów około dobowych, gen per reguluje także inne 
procesy rytmiczne u Drosophila, jak na przykład lytmikę „śpiewu” samca wabią
cego samicę. Długość przerw, wynoszących 55 s, pomiędzy kolejnymi seriami 
dźwięków wytwarzanymi przez wibrację skrzydeł samców, ulega zmianie u 
mutantów per5 i per

Utrzymywanie się rytmów biologicznych w stałych warunkach otoczenia 
oraz wyznaczanie ich parametrów przez geny wykazały więc, że rytmy okołodo- 
bowe są endogenną właściwością organizmów i muszą być generowane w spe
cjalnych strukturach, które nazwano zegarami biologicznymi. Struktury takie 
zostały wykryte w ostatnich latach u kilku grup zwierząt. U ssaków zegar biolo
giczny zlokalizowano w mózgu, w jądrach nadskrzyżowaniowych podwzgórza, 
u ptaków, gadów i ryb w szyszynce, a u mięczaków w oku (Ha st in g s  i współaut.
1991). Jednak liczba zegarów, mechanizm działania pojedynczego zegara oraz 
całego biologicznego systemu zegarowego w skład którego wchodzą oprócz sa
mego zegara tak zwane drogi doprowadzające ( input), dostarczające do zegara 
informacje o zmianach światła w środowisku zewnętrznym, i drogi odprowadza
jące (output), dostarczające informacje z zegara do narządów wykonawczych 
(efektorowych), nadal nie są znane.

Funkcjonowanie zegara biologicznego polega więc nie tylko na generowaniu 
rytmów, ale także na przepływie informacji pomiędzy elementami systemu 
zegarowego. Tę funkcję mogą pełnić neuroprzekaźniki, substancje chemiczne 
przekazujące informacje pomiędzy neuronami, zwane także neurotransmiterami 
lub neuromediatorami. Wykrycie takich substancji w systemie zegarowym zwie
rząt i poznanie ich funkcji ma kluczowe znaczenie w badaniach nad zegarem.

ZEGAR BIOLOGICZNY OWADÓW

U owadów położenie zegara biologicznego wykryto w płatach wzrokowych 
mózgu u jednych gatunków (karaczany i świerszcze) a u innych w centralnej 
części mózgu (muchówki, motyle; Pag e  1985). Zegar w odizolowanym od mózgu 
płacie wzrokowym świerszczy lub karaczanów może samodzielnie generować 
rytm a transplantacja płatu wzrokowego z owada wykazującego rytm aktywno
ści lokomotorycznej do osobnika nierytmicznego przywraca rytmikę temu ostat
niemu. U świerszczy i karaczanów neurony zegara zlokalizowano w brzusznej 
części płatów wzrokowych, pomiędzy drugą (medulla) a trzecią (lobula) warstwą 
neuropilu wzrokowego (neuropil jest gęstą masą wypustek komórek nerwowych 
tworzących tkankę nerwową owadów). Neurony te stanowią elementy głównego 
zegara biologicznego (pacemaker), składającego się z dwóch oscylatorów, po
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jed n ym  w  każdym  płacie w zrokow ym . K ażdy z tych  oscy la torów  w ysy ła  i o trzy 
m u je in form acje  poprzez w łókna  nerw ow e z przec iw nego  p łatu  w zrokow ego. 
D zięk i tem u oba oscyla tory są w za jem n ie sprzężone ze sobą  i oba  m ają  w p ływ  
na okres i fazę rytm u  aktyw ności lokom otorycznej owada. P rzerw an ie  połączen ia  
pom iędzy  oscyla toram i zabu rza  rytm  aktyw ności lokom otorycznej, a odcięcie  czy 
usu n ięc ie  p ła tów  w zrokow ych  u karaczanów  prow adzi do zan iku  rytm ik i (Pag e  
1985).

Lokalizację zegara biologicznego w mózgu muszki owocowej (Drosophila  
melanogaster) przeprowadzono badając rytm aktywności lokomotorycznej u mu
tantów wykazujących zmiany strukturalne w mózgu. Stwierdzono, że bezokie 
mutanty (sine oculis, so) oraz mutanty o zredukowanych płatach wzrokowych 
(small optic lobe, sol) nadal są rytmiczne, a więc zegar biologiczny u muszki 
owocowej i zapewne u innych muchówek musi być zlokalizowany poza płatami 
wzrokowymi, a rytm synchronizowany przez pozawzrokowe foto receptory (H e l - 
f r ic h  i E n g e l m a n n  1983). U Drosophila  wykryto również za pomocą przeciwciał 
miejsca występowania białka będącego produktem genu p er  — genu zegara. 
Występowanie tego białka stwierdzono w foto receptorach, w niektórych neuro
nach i komórkach glejowych w płatach wzrokowych, w centralnej części mózgu 
oraz w zwojach brzusznego łańcuszka nerwowego, a także w tkankach poza 
układem nerwowym, takich jak gruczoły ślinowe, cewki Malpighiego, jajniki, 
jądra i przełyk (Luj i wspólaut. 1988). Białka podobne do białka PER muszki 
owocowej wykryto także u świerszczy i motyli, a nawet w jądrach nadskrzyżowa- 
niowych szczura. Co więcej, okazało się, że białko PER syntetyzowane jest także 
w rytmie dobowym, a zmiany w jego występowaniu zachodzące pod wpływem 
manipulacji genetycznych lub różnych warunków świetlnych otoczenia, odpo
wiadały zmianom obserwowanym w rytmie aktywności lokomotorycznej D roso
phila  na skutek takich samych manipulacji (H a l l  1995). Okołodobowe oscylacje 
w syntezie białka PER wykryto u Drosophila  w fotoreceptorach, w neuronach 
i komórkach glejowych płatów wzrokowych oraz w centralnej części mózgu 
(protocerebrum), a jego maksimum przypadało na środek nocy. Stwierdzono 
także, że proces transkrypcji również przebiega rytmicznie, a poziom mRNA 
oscyluje w rytmie okołodobowym, z maksimum przypadającym na koniec dnia, 
a więc pojawiającym się wcześniej niż maksimami poziomu białka PER (H a l l  
1995). Nie wszystkie jednak komórki, w których wykryto obecność białka PER, 
są jednakowo niezbędne do utrzymania rytmu aktywności lokomotorycznej 
u muszki owocowej. Neurony, które mają kluczowe znaczenie dla tego rytmu 
zlokalizowano po obu stronach mózgu pomiędzy medulla a protocerebrum 
(S iw ic k i i wspólaut. 1988, Z e r r  i wspólaut. 1990). Neurony te nazwano neuro
nami lateralnymi (lateral neurones, LNs) i uważa się je za neurony zegara 
biologicznego, chociaż LNs prawdopodobnie nie są jedynymi elementami zegara 
w mózgu much (E w e r  i wspólaut. 1992). U mutantów Drosophila  zwanych disco 
(disconnected), u których połączenie pomiędzy fotoreceptorami a mózgiem jest 
przerwane na skutek silnej redukcji płatów wzrokowych, LNs nie występują 
i mutanty te są nierytmiczne (D u s h a y  i wspólaut. 1989, Z e r r  i wspólaut. 1990). 
W LNs u Drosophila  oprócz białka PER wykryto również peptyd podobny do 
peptydów znanych wcześniej u skorupiaków, zwanych hormonami rozpraszają
cym pigment (PDHs, pigment-dispersing hormones ) (H e l f r ic h -F ö r s t e r  1995),
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co pozwoliło na wysunięcie hipotezy, że peptyd ten może być mediatorem zegara 
biologicznego owadów.

PDH W  UKŁADZIE NERW OW YM OWADÓW

Hormony rozpraszające pigment stanowią rodzinę oktadekapeptydów wy
izolowanych z różnych gatunków skorupiaków, u których poznano do tej poiy 
strukturę dwóch różnych form PDH: a i ß (Ra o  i R ie h m  1989). PDH reguluje 
przemieszczanie się pigmentu w fotoreceptorach oka skorupiaków w wyniku 
adaptacji do światła oraz bierze udział w zmianach ubarwienia ciała skorupia
ków (R a o  1985). Kraby potrafią zmieniać ubarwienie ciała w zależności od 
podłoża, na którym się znajdują a proces ten jest regulowany hormonalnie. Te 
zmiany barwy ciała polegają na rozpraszaniu (ciemnienie ciała) lub skupianiu 
(rozjaśnianie barwy ciała) ziarenek czarnego u jednych gatunków a czerwonego 
u innych pigmentu znajdującego się w chromatoforach, czyli komórkach barw
nikowych. W procesie tym biorą udział dwie substancje: hormon skupiający 
i hormon rozpraszający pigment.

W odróżnieniu od hormonów rozpraszających pigment skorupiaków, wykry
ty u owadów hormon rozpraszający pigment nazwano czynnikiem rozpraszają
cym pigment (PDF. pigment-dispersing factor ), chociaż u owadów nie reguluje 
on migracji pigmentu. Peptydy PDF owadów wykazują 78-83% podobieństwa 
w sekwencji aminokwasów do ßPDH krabów, a zostały wyizolowane z karaczana 
Periplaneta am ericana , pasikonika Romalea microptera  oraz świerszcza Acheta  
domesticus. O podobieństwie tych peptydów u owadów i skorupiaków świadczy 
fakt, że ekstrakt mózgu muchy zawierający PDF wywołuje rozproszenie pigmen
tu w chromatoforach kraba Uca pugilator, którego pozbawiono własnego PDH 
(R a o  i R ie h m  1989).

Komórki immunoreaktywne do PDH, czyli takie w których wykryto, jak sądzi 
się, obecność PDF stosując przeciwciała anty-ßPDH, badano do tej pory u kilku 
gatunków owadów. U świerszczy i karaczanów trzy grupy ciał komórkowych 
neuronów immunoreaktywnych do PDH znajdują się w płatach wzrokowych: 
dwie grupy w lamina na stronie brzusznej i grzbietowej oraz jedna, licząca 9-17 
komórek, w medulla (H o m b e r g  i współaut. 1991). U muchówek ciała komórkowe 
neuronów immunoreaktywnych do PDH występują tylko w medulla płatów 
wzrokowych, a także w grzbietowej części protocerebrum, w rejonie kielichów 
ciał grzybkowatych i w pars intercerebralis. U muchy domowej w medulla każ
dego płatu wzrokowego znajdują się dwie grupy tych neuronów: grupa czterech 
neuronów o dużych ciałach komórkowych i druga grupa, również czterech 
neuronów, o małych ciałach komórkowych (fot. 1). Ciała komórkowe dużych 
neuronów wysyłają włókna nerwowe do obu płatów wzrokowych, do płatu 
leżącego po tej samej stronie co dana grupa neuronów, jak również do płatu 
leżącego po przeciwnej stronie mózgu i tworzą gęstą sieć włókien nerwowych 
przede wszystkim w obu medulla. Nieco mniej jest, tych włókien w lobula, 
a pojedyncze wypustki docierają do lamina. Małe neurony unerwiają z kolei 
protocerebrum tworząc liczne wypustki w rejonie szesnastu ciał komórkowych 
neuronów immunoreaktywnych do PDH leżących w protocerebrum. Neurony
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o małych ciałach komórkowych unerwiają także płaty wzrokowe, ale ich wypu
stki nerwowe są w płatach wzrokowych nieliczne (Pyza, dane własne). Podobne 
rozmieszczenie neuronów immunoreaktywnych do PDH występuje też u Droso-

Fot. 1. Zdjęcie mikroskopowe neuronów immunoreaktywnych do PDH w płacie wzro
kowym mózgu muchy domowej (frontalny skrawek mózgu o grubości 100 gm).

Ciała komórkowe dużych neuronów (pełne strzałki) są widoczne na wewnętrznej, brzusznej stronie 
medulla, a ich włókna nerwowe w medulla i lamina (puste strzałki). Neurony te wysyłają również 
aksony do przeciwległej medulla, więc część włókien widocznych na zdjęciu w medulla pochodzi z 
neuronów położonych w przeciwległej medulla. Ciała komórkowe małych neuronów (niewidoczne na 
zdjęciu), których aksony są zaznaczone gwiazdkami, wysyłają włókna nerwowe zarówno do płatu 
wzrokowego, jak i do grzbietowej części protocerebrum. Skalę powiększenia wyznacza pozioma 
kreska odpowiadająca 100 gm, w prawym, dolnym rogu zdjęcia, re — siatkówka oka, la — lamina, 
pierwsza warstwa neuropilu płatu wzrokowego, me — medulla, druga warstwa neuropilu płatu

wzrokowego (zdjęcie oryginalne).
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phila, chociaż neurony te są mniej liczne i na przykład w płacie wzrokowym ich 
dendryty nie docierają do lamina (Nä s s e l  i współaut. 1993). Wiąże się to zapewne 
z mniejszymi rozmiarami mózgu u muszki owocowej niż u muchy domowej.

U wszystkich badanych owadów neurony, któiych ciała komórkowe są 
zlokalizowane w medulla, wykazują pewne morfologiczne podobieństwa (HOM
BERG i współaut. 1991, Nä s s e l  i współaut. 1993). Ciała komórkowe tych neuro
nów są zlokalizowane w podobnym rejonie, tworzą podobną sieć włókien nerwo
wych w medulla i wysyłają wypustki do sąsiedniego płatu wzrokowego. Neurony 
te mają też dendryty w lamina — w strukturze, która pośredniczy w przekazy
waniu informacji świetlnych z siatkówki do mózgu i prawdopodobnie bierze 
udział w regulacji aktywności komórek wzrokowych siatkówki (Py z a  i M e in e r t z - 
Hag e n  1995a, 1996). Neurony immunoreaktywne do PDH kontaktują się rów
nież z pozawzrokowymi fotoreceptorami znajdującymi się w pobliżu tylnej kra
wędzi oka, pomiędzy siatkówką a pierwszą warstwą neuropilu wzrokowego 
(H o fb au e r  i B u c h n e r  1989, H e lfr ic h -Fö r ste r  i H o m b erg  1993). Fotoreceptory 
te są odpowiedzialne przypuszczalnie za synchronizację rytmów okołodobowych 
z naturalnym cyklem dnia i nocy (H elfr ich  i En g elm an n  1983). Neurony immu
noreaktywne do PDH o małych ciałach komórkowych wysyłają włókna nerwowe 
do grzbietowego rejonu protocerebrum (superior protocerebrum), który pełni 
funkcję integrującą (otrzymuje informacje z różnych narządów zmysłów) i kon
taktuje się z układem neurosekrecyjnym w pars intercerebralis (odpowiedzial
nym za regulację wielu procesów fizjologicznych u owadów) a także z układem 
motorycznym w tułowiowych zwojach brzusznego łańcuszka nerwowego (H e l 
fr ic h -Fö r ste r  i H o m b e r g  1993, St e n g l  i H o m berg  1994, H e lf r ic h -F ö r s te r

1995). Neurony immunoreaktywne do PDH występują więc w kluczowych dla 
regulacji rytmów biologicznych strukturach ośrodkowego układu nerwowego 
owadów.

ROLA PDF W REGULACJI RYTMÓW BIOLOGICZNYCH U ŚWIERSZCZY I
KARACZANÓW

Podobne położenie neuronów zegara i neuronów wykazujących obecność 
PDF u świerszczy i karaczanów pozwoliło na przypuszczenie, że mogą to być te 
same neurony. Co więcej, drogi nerwowe, które przechodzą przez centralną część 
mózgu od jednego płatu wzrokowego do drugiego i wykazują obecność PDF, 
mogłyby stanowić drogi łączące oba oscylatory zegara u świerszczy i karacza
nów. U karaczana Leucophea maderae i u świerszcza A. domesticus morfologia 
neuronów PDF wykazuje wyraźną korelację z cechami rytmiki aktywności 
lokomotorycznej obserwowanej u obu tych gatunków. Karaczany wykazują silny 
dobowy rytm aktywności lokomotorycznej, którego maksimum przypada na 
godziny nocne i stabilny rytm o okresie krótszym od 24 godz. w DD. W przeciw
ieństwie do karaczanów świerszcze są aktywne głównie pod koniec dnia i na 
początku nocy, a ich rytm aktywności lokomotorycznej wykazuje często zabu
rzenia i łatwo ulega rozszczepieniu na dwa rytmy składowe, pochodzące z dwóch 
oscylatorów, w prawym i w lewym płacie wzrokowym. Te różnice w rytmice 
aktywności lokomotorycznej zależą od stopnia sprzężenia pomiędzy oscylatorami
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zegara, które musi być silne u karaczanów, a słabe u świerszczy. Włókna 
nerwowe immunoreaktywne do PDH, przechodzące przez centralną część móz
gu, są liczne u karaczana, a prawie nie występują u świerszcza, co wskazuje, że 
PDF może brać udział we wzajemnych interakcjach oscylatorów zegara (Hom
berg  i współaut. 1991).

Kolejne badania przeprowadzone na karaczanach wyraźnie wykazały zależ
ność pomiędzy lytmiką aktywności lokomotorycznej a obecnością PDF w akso
nach neuronów łączących płaty wzrokowe. Degeneracja tych aksonów w wyniku 
odcięcia płatów wzrokowych od mózgu i ich regeneracja po 12-38 dniach od 
operacji była skorelowana kolejno z zanikaniem i pojawianiem się rytmiki aktyw
ności lokomotorycznej. Co więcej, liczba zregenerowanych włókien nerwowych, 
zawierających PDF, miała wpływ na długość okresu rytmu u karaczanów, które 
odzyskały rytmikę aktywności. Im więcej było włókien nerwowych w zregenero
wanym szlaku nerwowym, tym okres rytmu był krótszy (St e n g l  i H o m b e r g  
1994).

Iniekcje PDH w okresie poprzedzającym fazę wysokiej aktywności ruchowej 
karaczanów również działają na rytm aktywności ruchowej wywołując 
opóźnienie fazy rytmu, co wskazuje, że rytm aktywności zależy od poziomu PDF 
w płatach wzrokowych (Petri i St e n g l  1994).

U świerszczy aksony w centralnej części mózgu, zawierające PDF, nie dege
nerują po odcięciu płatów wzrokowych, a rytm aktywności lokomotorycznej 
nadal utrzymuje się u większości osobników. Dowodzi to obecności u świerszczy 
prawdopodobnie drugiego zegara w centralnej części mózgu, którego funkcjono
wanie jest związane z obecnością PDF w centralnej części mózgu (St e n g l  1995).

PDF A REGULACJA RYTMÓW BIOLOGICZNYCH U MUCHÓWEK

Niezależne badania rytmiki zachowania i PDF u muszki owocowej także 
potwierdziły wyraźny związek pomiędzy morfologią neuronów immunoreaktyw- 
nych do PDH w mózgu a rytmem aktywności lokomotorycznej. Mutanty muszki 
owocowej disco, nierytmiczne pod względem aktywności lokomotorycznej, nie 
posiadają zarazem neuronów immunoreaktywnych do PDH w medulla płatów 
wzrokowych (H e lf r ic h -Fö r ste r  i H o m b erg  1993). U innych mutantów Droso
phila, o zredukowanych płatach wzrokowych (mutanty so i sol) rytm aktywności 
lokomotorycznej jest prawie normalny, a mutanty te posiadają neurony immu
noreaktywne do PDH, chociaż ich morfologia ulega zmianie. Włókna nerwowe 
immunoreaktywne do PDH, które przebiegają posterioralnym szlakiem wzroko
wym od jednego do drugiego płatu wzrokowego, u mutantów so i sol opuszczają 
szlak wzrokowy i kończą się nie w medulla lecz w innych rejonach mózgu. Ta 
zmiana kierunku wiąże się najprawdopodobniej z brakiem tkanki docelowej, 
jaką dla tych neuronów jest medulla. Mutanty Drosophila sol i so mają też 
mniejszą liczbę włókien nerwowych immunoreaktywnych do PDH w posterioral
nym szlaku wzrokowym, od których prawdopodobnie zależy stabilność rytmiki, 
ponieważ mutanty te często wykazują rozszczepienie rytmu aktywności loko
motorycznej (H e lfr ic h -Fö r ste r  i H o m b e r g  1993). Tak więcj PDF bierze udział 
we wzajemnym sprzężeniu oscylatorów zegara także u muszki owocowej.
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Wykrycie obecności PDF w neuronach LNs, wykazujących ekspresję genu 
per, dostarczyło kolejnego dowodu, że ten neuropeptyd występuje w neuronach 
zegara biologicznego i może brać udział w regulacji rytmów biologicznych u owa
dów. U muszki owocowej wykryto PDF w LNs położonych na brzusznej stronie 
mózgu. Neurony te odpowiadają czterem neuronom immunoreaktywnym do 
PDH o dużych ciałach komórkowych, wykrytych metodami immunohistochemi- 
cznymi w medulla płatów wzrokowych u much (He lf r ic h -Fö r ste r  1995). De- 
ndryty tych neuronów w dystalnej części medulla są położone z kolei w bliskim 
sąsiedztwie komórek glejowych zawierających białko PER. Takie położenie może 
świadczyć o wzajemnych interakcjach pomiędzy neuronami PDF a komórkami 
glejowymi (H e lf r ic h -Fö r ste r  1995). W układzie wzrokowym komórki glejowe 
otaczają neurony, których aktywność mogłaby być regulowana przez PDF za ich 
pośrednictwem, albo dzięki wzajemnym interakcjom pomiędzy neuronami PDF 
i komórkami glejowymi wykazującymi ekspresję genu per. Udział komórek 
glejowych zawierających białko PER stwierdzono w regulacji rytmiki aktywności 
lokomotorycznej u muszki owocowej (Ew e r  i wspólaut. 1992) oraz w regulacji 
rytmów biologicznych u innych zwierząt. U ssaków uszkodzenie komórek glejo
wych w jądrach nadskrzyżowaniowych podwzgórza mózgu, uważanych za miej
sce występowania zegara biologicznego u tych zwierząt, zaburza endogenny rytm 
aktywności neuronów zegara (Pr o sse r  i wspólaut. 1994).

UDZIAŁ PDF W REGULACJI RYTMÓW W UKŁADZIE WZROKOWYM

Neurony PDF w medulla mogą kontaktować się więc bezpośrednio albo 
pośrednio z neuronami układu wzrokowego położonymi w lamina, które w me
dulla mają swe zakończenia. Neurony PDF mogą być neuronami zegara lub 
neuronami pośredniczącymi, dostarczającymi informację z zegara do neuronów 
układu wzrokowego regulując ich aktywność w ciągu doby (Py za  i M e in e r t z h a - 
gen  1996). Badania przeprowadzane na karaczanach wykazały, że ten sam zegar 
biologiczny reguluje zarówno rytm aktywności lokomotorycznej, jak i rytm zmian 
wrażliwości siatkówki na światło. Zatem informacje generowane w tym samym 
zegarze są dostarczane do różnych narządów efektorowych, gdzie uwidacznia się 
ich ekspresja (W ills  i wspólaut. 1985). W siatkówce oka karaczanów a także u 
wielu innych zwierząt wykryto szereg rytmów biologicznych takich jak: rytm 
aktywności elektrycznej fotoreceptorów rejestrowanej jako tak zwany elektroreti- 
nogram (ERG), rytm syntezy i degradacji barwników wzrokowych, rytm powsta
wania i rozpadu światłoczułych blon wychwytujących fotony światła oraz rytmi
czne migracje pigmentu (Ba r lo w  i wspólaut. 1989). Rytmy te obserwowano 
u większości zwierząt, zarówno u kręgowców, jak i u bezkręgowców.

U wyższych muchówek, do których należy mucha domowa i muszka owo
cowa, fotoreceptory siatkówki nie wykazują wyraźnego, endogennego rytmu ERG 
czy budowy i rozpadu światłoczułych blon. Rytmikę endogenną wykryto nato
miast w lamina, w pierwszej warstwie neuropilu wzrokowego leżącego za siat
kówką w płacie wzrokowym mózgu (Pyza  i M ein e r tzh a g e n  1993, 1995a). W la
mina ma swoje zakończenia sześć fotoreceptorów (R1-R6) z każdego ommati- 
dium oka złożonego muchy, zaś dwa pozostałe fotoreceptory, komórki wzrokowe
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R7 i R8 przechodzą przez lamina i kończą się w medulla — w następnej warstwie 
neuropilu wzrokowego. Zakończenia fotoreceptorów R1-R6 tworzą połączenia 
synaptyczne (miejsca przekazywania impulsów nerwowych pomiędzy neurona
mi), tak zwane synapsy tetradyczne (synapsy utworzone pomiędzy czterema 
komórkami, jedną presynaptyczną i trzema postsynaptycznymi) z interneurona- 
mi (neuronami pośredniczącymi) lamina zwanymi komórkami monopolarnymi 
LI i L2, które są jednymi z elementów tych synaps (B u r k h a r d t  i B raite n b e r g  
1976). Komórki LI i L2 odbierają informacje wzrokowe z fotoreceptorów i trans
mitują je do wyższych ośrodków nerwowych w mózgu. Z kolei jedna z komórek 
monopolarnych, L2, tworzy z foto receptorami R1-R6 synapsy skierowane prze
ciwnie, tak zwane synapsy zwrotne (feedback), z powrotem na komórki R1-R6 
(Str a u s fe ld  and Ca m p o s -O r t e g a  1977). Liczba tych obu rodzajów synaps, 
tetradycznych i zwrotnych, nie jest stała w ciągu doby. Najwięcej synaps tetra- 
dycznych tworzy się na początku dnia, a synaps zwrotnych na początku nocy. 
Co więcej, w przypadku synaps zwrotnych rytm zmian ich liczby utrzymuje się 
również w stałej ciemności lub w stałym świetle, czyli jest generowany endogen
nie. Liczba synaps tetradycznych jest regulowana natomiast głównie przez 
światło, które z kolei nie ma wpływu na rytm dobowy zmian liczby synaps 
zwrotnych.

W lamina oprócz rytmiki zmian liczby synaps wykryto także rytm zmian 
objętości aksonów komórek monopolarnych LI i L2. Objętość aksonów tych 
komórek rośnie w ciągu dnia a maleje w nocy. Rytm zmian wielkości komórek 
monopolarnych zachodzi również w DD i w LL, a więc jest endogenny. Komórki 
LI i L2 zmieniają swoją objętość pod wpływem informacji napływających z ze
gara, chociaż bezpośrednie działanie bodźca świetlnego ma również wpływ na 
objętość neuronów LI i L2, ponieważ w warunkach stałego światła ich średnia 
objętość jest większa niż w stałej ciemności. Wstępne badania wykazały też, że 
rytmicznym zmianom objętości aksonów inter neuronów towarzyszą zmiany 
wielkości komórek glejowych otaczających interneurony i zakończenia fotore
ceptorów w lamina. Komórki glejowe powiększają się w ciągu nocy a kurczą się 
w czasie dnia, odwrotnie niż komórki monopolarne LI i L2.

Wielkość komórek monopolarnych jest zatem regulowana przez zegar biolo
giczny, chociaż nie jest wykluczone, że obserwowany efekt jest pośredni i jest 
wynikiem działania zegara na inne komórki, na przykład glejowe, które z kolei 
regulują szereg innych procesów, w tym także objętość komórek monopolar
nych. Informacja z zegara mogłaby docierać do interneuronów LI i L2 za pośred
nictwem neuroprzekaźnika. Okazało się, że niektóre neurotransmitery wykryte 
w lamina mogą zmieniać wielkość komórek monopolarnych, co wskazuje, że 
mogłyby pośredniczyć w tym procesie. Iniekcje takich neurotransmiterów, jak 
serotonina i histamina do płatu wzrokowego muchy domowej wywoływały istot
ny wzrost wielkości, ale tylko jednej komórki monopolarnej LI. Kurczenie się 
aksonów obu tych komórek zaobserwowano po iniekcjach kwasu glutaminowego 
i y-aminomasłowego (GABA), natomiast wzrost objętości obu interneuronów 
wywoływały iniekcje PDF karaczana (Py z a  i M e ine r tzh a g e n  1996).

Wyniki uzyskane w tych doświadczeniach wykazały więc, że rytmy wykryte 
w układzie wzrokowym muchy mogą być regulowane przez zegar biologiczny za 
pośrednictwem PDF. Objętość aksonów obu komórek wzrasta po iniekcji PDF
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podobnie jak w czasie dnia, zatem wzrost wymiarów interneuronów LI i L2 może 
być związany z uwalnianiem PDF w ciągu dnia. Wstępne badania wykazały, że 
średnica dendrytów neuronów immunoreaktywnych do PDH w medulla jest 
większa w ciągu dnia niż w nocy, co przypuszczalnie wiąże się ze wzrostem 
poziomu PDF w ciągu dnia (P y z a  i M e in e r t z h a g e n  1995b). PDF może więc 
dostarczać endogenne informacje generowane w zegarze do układu wzrokowego, 
który w ten sposób może „przewidywać” dobowe zmiany dnia i nocy w otoczeniu.

PDF JAKO MEDIATOR ENDOGENNYCH OSCYLACJI ZEGARA BIOLOGICZNEGO

Niezależne odkrycie wpływu PDH i PDF na endogenny rytm aktywności 
lokomotorycznej u świerszczy, karaczanów i much oraz aktywności układu 
wzrokowego u muchy pozwala na stwierdzenie, że PDF bierze udział w regulacji 
różnego typu rytmów biologicznych u owadów. Obecność tego peptydu w neu
ronach, w których ujawnia się również ekspresja genu per, jak również sąsiedz
two włókien nerwowych immunoreaktywnych do PDH z komórkami glejowymi 
wykazującymi obecność białka PER potwierdza bezpośredni udział tego neuro- 
peptydu w systemie zegarowym owadów. Ponieważ ekspresja genu per w neuro
nach uwidacznia się tylko w ich ciałach komórkowych a obecność PDF zaznacza 
się w całych komórkach, wiadomo obecnie, gdzie docierają aksony i dendryty 
neuronów zegara zawierających białko PER i PDF . Nie wiadomo jednak, czy PDF 
pośredniczy w przekazywaniu informacji z zegara do układu wzrokowego, moto
ry cznego i prawdopodobnie także do innych organów jako neuroprzekaźnik, czy 
jest on hormonalnym mediatorem tych informacji, czy też endogennym neuro- 
modulatorem aktywności innych neuronów w płatach wzrokowych i w protoce- 
rebrum. Kwestie te pozostają przedmiotem dalszych badań. Na odpowiedź 
oczekują również pytania, w jaki sposób informacja dostarczana przez PDF jest 
odbierana przez narządy efektorowe i jak zmieniają się właściwości neuronów 
docelowych, stymulujących lub hamujących dany układ lub narząd w taki 
sposób, że jest on aktywny o określonej porze doby.

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

S um m ary

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 Drosophila is 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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