
ROCZNIK NAUKOWO-DYDAKTYCZNY WSP W KRAKOWIE
Zeszyt 117 Prace Fizjologiczne I 1988

Sylwester Chyb* *

Okołodobowa rytmika aktywności 
acetylocholinesterazy (AChE) 

w szyszynce myszy hodowanych w warunkach LD 12:121

Streszczenie

Przebadano okołodobowe zmiany aktywności acetylocholine
sterazy (AChE,ЕС 3 .1 .1 .7 . )  w szyszynce myszy, samców w wa
runkach ośw ietlenia ŁD 12:12.

Stwierdzono występowanie okołodobowej rytmiki aktywności 
AChE, k tó re j okres wynosił 23.07 godzin, a akrofaza przypada
ła  na początek fazy jasnej doby (8 .26 h ) .

Równocześnie badano aktywność motoryczną tych zwierząt 
hodowanych pojedynczo lub po cztery osobniki w k la tc e . W oby
dwu przypadkach miała ona charakter rytmiczny, a stwierdzone 
różnice dotyczyły: długości okresu rytmu, średniej aktywno
ś c i  motorycznej oraz akrofazy. W grupie zwierząt hodowanych 
zespołowo okres rytmu był krótszy , średnia aktywność wyższa 
a akrofaza występowała wcześniej w porównaniu do rytmu moto
ryki zwierząt hodowanych indywidualnie.

WSTĘP

Acetylocholinesteraza należy do dobrze poznanych enzymów. 
J e s t  to  g lik o p ro te id , składnik węglowodanowy może osiągać na
wet 15% masy cząsteczkowej enzymu. Występuje ona w kilku 
równowartościowych pod względem enzymologicznym formach mo
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lekularnych: globularnych i  asymetrycznych (Brim ijoin , 1983; 
Maseoulie i  w sp., 1984; Muller i  w sp., 1985; Skau, 1985).

Enzym ten występuje we wszystkich zakończeniach nerwo
wych cholinergicznych t j .  produkujących i  uwalniających асе* 
ty loch olin ę jako neurotransm iter. AChE wraz z uczestniczącą 
w syn tezie acetyloch oliny ch olin acetyltran sferązą (CAT,ЕС 
2 .3 .1 .6 . )  uważana je s t  za marker włókien cholinergicznych. 
Jednak wykazano j e j  występowanie także w układzie ądrener- 
gicznym.

A cetylocholinesteraza występuje również w erytrocytach, 
osoczu, ścianach naczyń krwionośnych i  w gruczołach w ydziel- 
niczych, np. w śliniankach (S ilv e r , 1974; Beauregard 1980). 
J e j  substratam i obok acetyloch oliny mogą być acetyl-beta-m e- 
ty lo ch o lin a , асе ty łk a m i ty  lch olin a  i  niektóre estry  niecho- 
linowe. AChE uczestniczy także w wywoływaniu zmian przepusz
czaln ości błon komórkowych, głównie dla kationów sodu ( S i l 
v er , 1974).

Aktywność AChE badano u wielu ssaków, między innymi u 
psa (Malatova i  w sp., 1980; Malatova, 1983), owcy (Nambodi- 
r i  i  w sp., 1985), kró lika  (Brainard i  w sp., 1984), szczura 
(Quay i  wsp. 1971) i  myszy (Lewandowski, 1983a; Surowiak 
i  Barbacka-Surowiak 1985). V wyniku tych jbadań wykazano obec
ność okołodobowej rytm iki ąktywności AChE w różnych obszarach 
ośrodkowego układu nerwowego (OUN)} np. w podwzgórzu (Barbac- 
ka-Surowiak -  praca w druku), które uważa s ię  za nadrzędny 
ośrodek regulujący rytmikę zw ierząt.

V szyszynce stwierdzono dotychczas okołodobową rytmikę 
zaw artości serotoniny (3-HT) i  melatoniny (MT) oraz aktywno
ś c i  enzymów biorących udział w syn tezie  melatoniny: N -a cety - 
lo tran sferazy  (NAT); oraz 5-hydroksyindolo-O-m etylotransfera- 
zy (HIOMT) (B in kley, 198t; Binkley i  Bramner, 1981; Hoffman, 
1981; Brainard i  w sp., 1984, H e ite r , 1984; Reppert i  w sp., 
•1984, Tang i  w sp., 1985).

Rola szyszynki, w r e g u la c ji rytm iki okołodobowej je s t  
wciąż przedmiotem d y sk u s ji. Zwłaszcza u ptaków i  niższych
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kręgowców j e j  udział w re g u la c ji rytm iki okołodobowej je s t  
niemal niewątpliwy.

Celem n in ie js z e j pracy było wykazanie zmian aktywności 
AChE w szyszynce myszy hodowanych w warunkach ośw ietlenia 
LD 12:12 i  stw ierdzenie, czy zmiany te  wykazują rytmikę oko- 
łodobową, a tak ie  w jakim stosunku pozostają one do rytmiki 
lokomotorycznej zwierząt hodowanych pojedynczo i  po cztery 
osobniki w k la tc e .

MATERIAŁY I  METODY

Do badań u iyto  91 samców myszy szczepu Swiss (z hodowli 
"Camur") o średniej masie 20-26 g + 5 od urodzenia hodowanych 
w warunkach LD 12:12 (faza jasna od godz. 8 .00  do 20 .00 , fa 
za ciemna od godz. 20.00 do 8 .0 0 ) , w iz o la c j i  akustycznej, 
w temperaturze 20°C + 2 i  względnej w ilgotności powietrza 
55% + 5» po cztery osobniki w k la tc e . Standardowy pokarm 
granulowany i  wodę podawano ad libitum  codziennie o godz. 9 .

Pomiary aktywności motorycznej indywidualnej i  zespoło
wej wykonywano umieszczając zwierzęta pojedynczo lub po 
cztery osobniki w klatkach aktometrycznych. Każdy ruch zwie- 
rzęcia  był rejestrowany przez lic z n ik  elektroniczny w posta
c i impulsu i  co godzinę suma impulsów z każdej k la tk i była 
rejestrowana na taśmie perforowanej. Wyniki opracowano, przy 
pomocy komputera MS-ЗА, dla każdego osobnika indywidualnie 
z k la tek  pojedynczych, a następnie je  uśredniono. Dla osob
ników hodowanych w klatkach zespołowych obliczano w artości 
średnie grupy.

M ateriał do badań enzymatycznych pobierano przez dwie 
doby co 4 godziny począwszy od godziny 8 . W fa z ie  ciemnej 
doby wykonywano zabieg przy słabym św ietle czerwonym. Myszy 
zabijano przez d ekap itację . Wypreparowaną szyszynkę umiesz
czano w 3 ml zimnego buforu fosforanowego o pH 8 , a następ
nie homogenizowano przez 2 min. w mechanicznym homogenizato-
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rze sz k la n o -te f  łonowym. Aktywność AChE oznaczano metodą 
Ellmana i  wsp. (19 61). Substratem był jodek a c e ty lo tio c h o li-  
ny. Powstająca w wyniku jego hydrolizy tio ch o lin a  reagując 
z dodanym do homogenatu DTNB (5-tio-2-nitrobenzoesahem ) daje 
żó łte  zabarwienie, którego intensywność je s t  wprost propor
cjonalna do i lo ś c i  rozłożonej przez enzym a ce ty lo tio ch o lin y , 
a więc i  do aktywności enzymu zawartego w homogenacie.

Uzyskane dane opracowano zmodyfikowaną metodą kosinorów 
Halberga (1969) d la prawdopodobieństwa P równego 95%, o b li
czając w artości średnie U (m esor), amplitudę rytmu (A) i  akro- 
fazę rytmu («0 dla okresu dopasowanego X, i  arbitralnego 
T = 24 h .

WYNIKI

Z uzyskanych danych wynika, że aktywność a cety lo ch o lin e - 
sterazy w szyszynce myszy wykazuje s ta ty sty czn ie  is to tn ą , 
okołodobową rytmikę z akrofazą przypadającą na przełom fazy 
ciemnej i  ja sn e j doby, około godziny 8 (ta b . 1, r y s . 1 ) .

Aktywność motoryczna tych zwierząt wykazuje również s ta 
ty sty czn ie  is to tn ą  rytmikę okołodobową zarówno u zwierząt ho
dowanych pojedynczo, jak  i  zespołowo (ta b . 1, r y s . 1 ) .  Pewne 
różnice w ystąpiły w długościach okresu rytmu i  pomiędzy ich 
akrofazami. Akrofaza okołodobowej rytm iki motorycznej zwie
rzą t hodowanych zespołowo wypada w godzinach od 23 .30 do 24.50, 
natom iast u zwierząt hodowanych pojedynczo m ieści s ię  między 
godzinami 1.40 a 2 .1 5 . Obie akrofaży poprzedzają jednak akro- 
fazę okołodobowej rytm iki aktywności AChE w szyszynce tych 
zwierząt ( ta b . 1, r y s . 1 ) .

Występuje również is to tn a  różnica w g lob aln ej aktywności 
motorycznej pomiędzy zwierzętami hodowanymi pojedynczo i  ze
społowo. G?<.obaIns aktywność motoryczna w drugim z przypadków 
j? t niemal dwukrotnie wyższa od aktywności zwierząt hodowa
nych pojedynczo (ta b . 1, r y s . 1 ) .  Efektem t e j  zwiększonej
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aktywności zwierząt hodowanych zespołowo je s t  skrócenie okre
su ich rytm iki okołodobowej.

Tabela 1

Zestawienie w artości parametrów: M, A, 6 d la badanych rytmów 
w okresie dopasowanym ( t )  i  arbitralnym (T=24 h)

Rytm N P M A H Okres

AChE 91 95% 189.89 28.02 8.26
-4 .2 8  +5.33

=23h07

AChE 91 95% 190.67 28.39 8.39
-4 .3 9  +5.50

T=24h

m.z • 91 95% 4861.9 1384 23.38
-0 .0 0  +0.00

=16h43

m.z • 91 95% 4802.2 773 0.59
-0 .0 0  +0.01

T=24h

m .i. 91 95% 2851.5 814 2.15
-0 .0 5  +0.12

=21h55

m .i. 9 li 95% 2836.9 729 1.43
-0 .0 0  +0.15

T=24h

AChE oznacza rytm aktywności AChE w szyszynce, 
m.i. (m.z.) oznacza rytmikę motoryki indywidualnej (zespoło

wej),
N -  liczb a  zwierząt użytych do badań, P -  prawdopodobieństwo. 
Dla akrofazy (/0  podano także w artości odchyleń (ujemnych 
i  dodatnich).
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DYSKUSJA

Quay i  wap. (1971) wykazali «  podwzgórzu i  móżdżku szczu 
rów hodowanych zespołowo okołodobową rytmikę aktywności AChE 
zaś w korze motorycznej mózgowia szczurów Wood i  Rose (1979) 
Rytmikę okołodobową aktywności AChS w podwzgórzu i  zakręcie 
obręczy układu lim bicznego oraz je j  zmienność wykazali Suro- 
wiak i  Barbacka-Surowiak (1985), a w tworze siatkowatym pnia 
mózgu tych zwierząt Lewandowski (1983b). Zmiany sezonowe ry t 
miki okołodobowej AChE w przysadce myszy wykazała Czernek 
(dane nie opublikowane).

Ponieważ z wyżej wymienionych prac (Surowiak i  Barbacka- 
Surowiak 1985; Lewandowski, 198?b; Czernek) wynika, że 
w opisanych przez tych autorów okolicach ośrodkowego układu 
nerwowego rytmika okołodobową tego enzymu ulega pewnym zmia
nom w poszczególnych porach roku: zmienia s ię  okres rytmu, 
jego wartość średnia, amplituda rytmu i  akrofaza, dlatego 
badania nad rytmiką okołodobową AChE w szyszynce przeprowa
dzono w okresie wiosennym, w kw ietniu. W tym okresie , jak 
podają wyżej cytowani autęrzy, rytmika okołodobową aktywno
ści AChE występuje wyraźnie.

Przebieg zmian aktywności AChE w okresie okołodobowym 
różni się jednak, choć w nieznacznym stopniu, od rytmiki te
go enzymu w podwzgórzu, układzie limbicznym, tworze siatko
watym pnia mózgu i w szyszynce. Gdy akrofaza aktywności AChE 
w podwzgórzu, układzie limbicznym i tworze siatkowatym przy
pada w tej porze roku na przełom fazy jasnej i ciemnej lub 
na początek fazy ciemnej, to w przysadce występuje ona w go
dzinach nocnych, a w szyszynce na początku fazy jasnej. Róż
nice te ilustruje rys. 2.

Szyszynka wykazuje typową aktywność nocną. Świadczą o 
tym liczne badania dotyczące rytmiki okołodobowej poziomu 
melatoniny oraz aktywności enzymów biorących udział w jej 
syntezie: NAT i HIOMT. W rezultacie ich wzmożonej aktywno
ści katalitycznej w fazie ciemnej doby wzmaga się produk-
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c ja  m elatoniny, przy jednoczesnym spadku zawartości se ro to - 
niny, będącej subs tr a t em wyjściowym do j e j  syntezy (Binkley, 
1981; Binkley i  Bramner, 1981; Hoffman, 1981; Brainard 
i  wep., 1984; R e ite r , 1984; Reppert i  w sp., 1984; Tang 
i  wsp. ,  1985).

V przypadku wielu gryzon i, a więc i  myszy, faza ciemna 
doby je s t  okresem wzmożonej aktywności motorycznej, co rów
nież potwierdzają wyniki n in ie j sz e j pracy w odniesieniu do 
zwierząt hodowanych zespołowo, jak i  pojedynczo. U obydwu 
grup zwierząt akrofaza rytmu aktywności motorycznej przypa
dała na środkowe godziny fazy ciemnej poprzedzając o k ilk a  
godzin akrofazę rytmu aktywności AChE w szyszynce. Tę kore
la c ję  rytm iki lokomotorycznej lub motorycznej z aktywnością 
AChE w pewnych okolicach OUN wykazali także: Wood i  Rose 
(1979) w korze motorycznej szczura, Lewandowski (1983b) 
w tworze siatkowatym pnia mózgu myszy, Surowiak i  Barbacka- 
Surowiak (1985) w podwzgórzu i  układzie limbicznym, Czernek 
w przysadce myszy (dane nie opublikowane). Rytmika motorycz- 
na tych zwierząt zo sta ła  w tych przypadkach wykorzystana ja 
ko odniesienie do wskazań tzw. zegara biologiczn ego. J e s t  
ona podobnie jak rytmika g łęb o kiej temperatury c ia ła  (Conjnoly 
i  Lynch, 1981) czy rytmika wrażliwości bólowej (Castellan o 
i  w sp., 1985) s i ln ie  sprzężona z rytmiką ośrodka steru ją ce
go rytmiką b io lo giczn ą , t j .  zegarem biologicznym .

Rowe i  wsp. (1981) o k re ś la li formy molekularne AChE 
w komórkach szyszynki i  neuronach sympatycznych zwoju s z y j
nego górnego dwudniowych szczurów w hodowlach komórkowych 
oddzielnych i  wspólnych. Badania ich  wykazały, że w hodo
wlach wspólnych (komórki szyszynki i  neurony zwoju szyjnego 
górnego) aktywność AChE wzrastała z wiekiem k u ltu r . Natomiast 
w hodowlach indywidualnych komórek szyszynki aktywność tego 
enzymu z wiekiem hodowli obniżała s ię ,  a w hodowlach neuro
nów zwoju szyjnego górnego praktycznie nie ulegała zmianie. 
W cześniejsze badania Rowe i  Parra (1980) wykazały, że w ta 
kich wspólnych kulturach aktywność ch olin acetyltran sferazy
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(CAT) wzrastała w podobny sposób. Ponieważ jednak aktywność 
CAT stanowi indeks różnicowania s ię  ch olin ergicznego w kokul- 
turach neuronów sympatycznych (Johnson i  w sp., 1980), wzrost 
aktywności AChE we wspólnych hodowlach komórkowych najprawdo
podobniej odzwierciedla -  zdaniem autorów -  pewną in terakcję 
pomiędzy cholinergicznie różnicującymi s ię  neuronami a ich 
tkanką docelową c z y li  komórkami szyszynki. Zatem, konkludują 
autorzy, w ich  badaniach neurony sympatyczne są typem komór
k i ,  która oddziałuje na komórki szyszynki poprzez aktywność 
AChE.

Sposób, w ja k i rytmy są synchronizowane z cykliczn ie  
powtarzającą s ię  fazą jasną i  ciemną, nie je s t  jeszcze zna
ny. Binkley, i  wsp. (1978) są zdania, że polega on na rytm icz
nej produkcji i  uwalnianiu melatoniny. Zwraca s ię  również 
uwagę na istn ie n ie  k o re la c ji między zawartością monoamin 
(adrenaliny, noradrenaliny i  serotoniny) w szyszynce a rytmi
ką aktywności motorycznej, co ma świadczyć o udziale tych 
su bstan cji w re g u la c ji rytm iki (Cymborowski, 1984). Rola włó
kien cholinergicznych w szyszynce nie je s t  jednak dotąd wy
jaśniona; być może biorą one udział u gryzoni (myszy, szczu
ra) w przekazywaniu inform acji o uwalnianiu melatoniny lub 
modulowaniu regulującego ten proces układu adrenergicznego.
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Sylw ester Chyb

CIRCADIAN RHYTHM OF ACETYLCHOLINESTERASE (AChE) ACTIVITY 
IN THE PINEAL GLAND OF THE MOUSE REARED IN LD T2:12

Summary

Circadian changes in acetylcholinesterase (AChE, EC 3 .1 .1 .7 .)  
a c tiv ity  in the male mouse reared in LD 12:12 were studied.



The m aterial was co lle c te d  every 4 hours* AChE a c t iv ity  was 
assessed according to  Ellman s method (Ellman e t a l . ,  1961) 
and expressed in  umol of the hydrolysed acety lth ioch olin e 
(ATCh) per minute per 1 g of the studied t is s u e .

A circadian rhythm of AChE a c t iv ity  with the period 23.07 
hrs and acrophase a t the beginning of the l ig h t  phase was 
found. Simultaneously motor a c t iv ity  of animals (separately 
s in g le  or four in a cage) was recorded. In both cases rhythmi- 
c i ty  of th is  phenomenon was revealed with d ifferen ces concer
ned with period, median and acrophase of the rhythm. In the 
former case (sin g le  animal in a cage) period was sh orter, me
dian higher and acrophase occured e a r lie r  in  comparison with 
the la t t e r  case (four in dividu als in a ca ge).

Силвестер Хыб
СКОЛ ОС ГТ (ИНАЯ РИТМИКА АКТИВНОСТИ АЦЕТИЛ ОХ ОЛИНЕСТЕРОЗА А С Ъ Ц /
В ЭПИФИЗЕ МЫШИ, ВЫРАЩЕННОЙ В УСЛОВИЯХ ЛД 12:12

Резюме

Исследованы околосуточные изменения активности ацетило- 
хинестероза /AChE, ЕС 3.1.7./ в эпифизе мыши, самцов, в усло
виях освещения ЛД 12:12. Материал для исследований брался каж
дые 1 часа в течение двух суток. Активность энзима определя
лась методом Элдмана и др. /1961/, выражая ее в цмолях гидро
лизованного субстрата в течение одной минуты на грамм свежей 
ткани.

Определено появление околосуточной ритмики активности 
AChE, период которой равнялся 23.07 часа, g акрофаза прихо
дилась на начало суточной ясной фазы /8.26п/.


