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Streszczenie

Przebadano okotodobowe zmiany aktywnosci acetylocholine-
sterazy (AChE,EC 3.1.1.7.) w szyszynce myszy, samcOw w wa-
runkach oswietlenia D 12:12.

Stwierdzono wystepowanie okotodobowej rytmiki aktywnosci
AChE, ktérej okres wynosit 23.07 godzin, a akrofaza przypada-
ta na poczatek fazy jasneg’( doby (8.26 h).

Réwnoczesnie badano aktywnos$c motoryczng tych zwierzat
hodowanych pojedynczo lub po cztery osobniki w klatce. W oby-
dwu przypadkach miata ona charakter rytmiczny, a stwierdzone
réznice dotyczyty: diugosci okresu rytmu, Sredniej aktywno-
§ci motorycznej oraz akrofazy. Wgrupie zwierzagt hodowanych
zespotowo okres rytmu byt krotszy, Srednia aktywnos$¢ wyzsza
a akrofaza wystepowata wczes$niej w porownaniu do rytmu moto-
ryki zwierzat hodowanych indywidualnie.

WSTEP

Acetylocholinesteraza nalezy do dobrze poznanych enzymow.
Jest to glikoproteid, skiadnik weglowodanowy moze osiggac¢ na-
wet 15% masy czgsteczkowej enzymu. Wystepuje ona w Kilku
rownowartosciowych pod wzgledem enzymologicznym formach mo-
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lekularnych: globularnych i asymetrycznych (Brimijoin, 1983;
Maseoulie i wsp., 1984; Muller i wsp., 1985; Skau, 1985).

Enzym ten wystepuje we wszystkich zakoniczeniach nerwo-
wych cholinergicznych tj. produkujgcych i uwalniajgcych ace*
tylocholine jako neurotransmiter. AChE wraz z uczestniczgcag
w syntezie acetylocholiny cholinacetyltransfergzg (CAT,EC
2.3.1.6.) uwazana jest za marker wiékien cholinergicznych.
Jednak wykazano jej wystepowanie takze w ukladzie gdrener-
gicznym.

Acetylocholinesteraza wystepuje réwniez w erytrocytach,
osoczu, $cianach naczyn krwionosnych i w gruczotach wydziel-
niczych, np. w sliniankach (Silver, 1974; Beauregard 1980).
Jej substratami obok acetylocholiny mogg by¢ acetyl-beta-me-
tylocholina, acetytkamitylcholina i niektdre estry niecho-
linowe. AChE uczestniczy takze w wywolywaniu zmian przepusz-
czalnosci bton komoérkowych, gtéwnie dla kationéw sodu (Sil-
ver, 1974).

Aktywnos$¢ AChE badano u wielu ssakow, miedzy innymi u
psa (Malatova i wsp., 1980; Malatova, 1983), owcy (Nambodi-
ri i wsp., 1985), krodlika (Brainard i wsp., 1984), szczura
(Quay i wsp. ]971) i myszy (Lewandowski, 1983a; Surowiak
i Barbacka-Surowiak 1985). V wyniku tych jbadann wykazano obec-
nos$¢ okotodobowej rytmiki gktywnosci AChE w réznych obszarach
osrodkowego ukitadu nerwowego (OUN)}np. w podwzgdérzu (Barbac-
ka-Surowiak - praca w druku), ktére uwaza sie za nadrzedny
osrodek regulujgcy rytmike zwierzat.

V szyszynce stwierdzono dotychczas okotodobowg rytmike
zawartosci serotoniny (3HT) i melatoniny (MT) oraz aktywno-
§ci enzymow biorgcych udziat wsyntezie melatoniny: N-acety-
lotransferazy (NAT); oraz 5-hydroksyindolo-O-metylotransfera-
zy (HIOMT) (Binkley, 198t; Binkley i Bramner, 1981; Hoffman,
1981; Brainard i wsp., 1984, Heiter, 1984; Reppert i wsp.,
«1984, Tang i wsp., 1985).

Rola szyszynki, wregulacji rytmiki okotodobowej jest
wcigz przedmiotem dyskusji. Zwiaszcza u ptakdw i nizszych
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kregowcow jej udziat wregulacji rytmiki okotodobowej jest
niemal niewatpliwy.

Celem niniejszej pracy byto wykazanie zmian aktywnosci
AChE w szyszynce myszy hodowanych w warunkach oswietlenia
LD 12:12 i stwierdzenie, czy zmiany te wykazujg rytmike oko-
todobowg, a takie w jakim stosunku pozostajg one do rytmiki
lokomotorycznej zwierzgt hodowanych pojedynczo i po cztery
osobniki w klatce.

MATERIALY | METODY

Do badan uiyto 91 samcéw myszy szczepu Swiss (z hodowli
"Camur") o $sredniej 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 8.00), wizolacji akustycznej,
w temperaturze 20°C + 2 i wzglednej wilgotnosci powietrza
55% + 5» po cztery osobniki wklatce. Standardowy pokarm
granulowany i wode podawano ad libitum codziennie o godz. 9.

Pomiary aktywnosci motorycznej indywidualnej i zespoto-
wej wykonywano umieszczajgc zwierzeta pojedynczo lub po
cztery osobniki w klatkach aktometrycznych. Kazdy ruch zwie-
rzecia byt rejestrowany przez licznik elektroniczny w posta-
ci impulsu i co godzine suma impulséw z kazdej klatki byta
rejestrowana na tasmie perforowanej. Wyniki opracowano, przy
pomocy komputera MS-3A, dla kazdego osobnika indywidualnie
z klatek pojedynczych, a nastepnie je usredniono. Dla osob-
nikéw hodowanych w klatkach zespotowych obliczano wartosci
Srednie grupy.

Materiat do badan enzymatycznych pobierano przez dwie
doby co 4 godziny poczgwszy od godziny 8. Wfazie ciemnej
doby wykonywano zabieg przy stabym sSwietle czerwonym. Myszy
zabijano przez dekapitacje. Wypreparowana szyszynke umiesz-
czano w 3 ml zimnego buforu fosforanowego o pH 8, a nastep-
nie homogenizowano przez 2 min. w mechanicznym homogenizato-
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rze szklano-teflonowym. Aktywno$¢ AChE oznaczano metodg
Ellmana i wsp. (1961). Substratem byt jodek acetylotiocholi-
ny. Powstajaca wwyniku jego hydrolizy tiocholina reagujac
z dodanym do homogenatu DTNB (5-tio-2-nitrobenzoesahem) daje
z0tte zabarwienie, ktérego intensywnos$¢ jest wprost propor-
cjonalna do ilosci roztozonej przez enzym acetylotiocholiny,
a wiec i do aktywnos$ci enzymu zawartego w homogenacie.
Uzyskane dane opracowano zmodyfikowang metoda kosinoréw
Halberga (1969) dla prawdopodobienstwa P réwnego 95%, obli-
czajgc wartosci Srednie U (mesor), amplitude rytmu (A) i akro-
faze rytmu («0 dla okresu dopasowanego X i arbitralnego
T = 24 h.

WYNIKI

Z uzyskanych danych wynika, ze aktywnos$¢ acetylocholine-
sterazy w szyszynce myszy wykazuje statystycznie istotna,
okotodobowg rytmike z akrofaza przypadajgcg na przetom fazy
ciemnej i jasnej doby, okoto godziny 8 (tab. 1, rys. 1).

Aktywno$¢ motoryczna tych zwierzat wykazuje rowniez sta-
tystycznie istotng rytmike okotodobowg zaréwno u zwierzat ho-
dowanych pojedynczo, jak i zespotowo (tab. 1, rys. 1). Pewne
réznice wystapity w diugosciach okresu rytmu i pomiedzy ich
akrofazami. Akrofaza okotodobowej rytmiki motorycznej zwie-
rzat hodowanych zespotowo wypada w godzinach od 23.30 do 24.50,
natomiast u zwierzgat hodowanych pojedynczo miesci sie miedzy
godzinami 1.40 a 2.15. Obie akrofazy poprzedzaja jednak akro-
faze okotodobowej rytmiki aktywnos$ci AChE w szyszynce tych
zwierzat (tab. 1, rys. 1).

Wystepuje rdéwniez istotna réznica w globalnej aktywnoSci
motorycznej pomiedzy zwierzetami hodowanymi pojedynczo i ze-
spotowo. G?<obalns aktywno$¢ motoryczna w drugim z przypadkéw
j? t niemal dwukrotnie wyzsza od aktywnosci zwierzat hodowa-
nych pojedynczo (tab. 1, rys. 1). Efektem tej zwiekszonej

84



aktywnosci zwierzat hodowanych zespotowo jest skrécenie okre-
su ich rytmiki okotodobowej.

Tabela 1

Zestawienie wartosci parametréow: M, A, 6 dla badanych rytméw
w okresie dopasowanym (t) i arbitralnym (T=24 h)

Rytm
AChE

AChE

N
91

91

91

91

91

Oli

p
95%

95%

95%

95%

95%

95%

M A
189.89 28.02
190.67 28.39
4861.9 1384
4802.2 773
2851.5 814
2836.9 729

H

8.26
-4.28 +5.33

8.39
-4.39 +5.50

23.38
-0.00 +0.00

0.59
-0.00 +0.01

2.15
-0.05 +0.12

1.43
-0.00 +0.15

AChE oznacza rytm aktywnosci AChE w szyszynce,
m.i. (m.z.) oznacza rytmike motoryki indywidualnej

wej),
N - liczba zwierzat uzytych do badan, P -

Okres
=23h07

T=24h
=16h43

T=24h
=21h55

T=24h

(zespoto-

prawdopodobienstwo.

Dla akrofazy (/0 podano takze wartosci odchylen (ujemnych
i dodatnich).
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DYSKUSJA

Quay i wap. (1971) wykazali « podwzgorzu i mozdzku szczu
réow hodowanych zespotowo okotodobowa rytmike aktywnosci AChE
za$ w korze motorycznej mézgowia szczurow Wood i Rose (1979)
Rytmike okotodobowg aktywnosci AChS w podwzgdérzu i zakrecie
obreczy ukiadu limbicznego oraz jej zmiennos¢ wykazali Suro-
wiak i Barbacka-Surowiak (1985), a w tworze siatkowatym pnia
moézgu tych zwierzat Lewandowski (1983b). Zmiany sezonowe ryt
miki okotodobowej AChE w przysadce myszy wykazata Czernek
(dane nie opublikowane).

Poniewaz z wyzej wymienionych prac (Surowiak i Barbacka-
Surowiak 1985; Lewandowski, Mb; Czernek) wynika, ze
w opisanych przez tych autoréw okolicach osrodkowego ukiadu
nerwowego rytmika okotodobowg tego enzymu ulega pewnym zmia-
nom w poszczegoélnych porach roku: zmienia sie okres rytmu,
jego wartos$¢ Srednia, amplituda rytmu i akrofaza, dlatego
badania nad rytmika okotodobowa AChE w szyszynce przeprowa-
dzono w okresie wiosennym, w kwietniu. Wtym okresie, jak
podajg wyzej cytowani auterzy, rytmika okotodobowg aktywno-
SCl AChE wystepuje wyraznie.

Przebieg zmian aktywnosci AChE w okresie okotodobowym
rozni sie jednak, choC w nieznacznym stopniu, od rytmiki te-
go enzymu w podwzgdrzu, ukdadzie limbicznym, tworze siatko-
watym pnia mézgu i w szyszynce. Gdy akrofaza aktywno$ci AChE
W podwzgorzu, ukdadzie limbicznym 1 tworze siatkowatym przy-
pada w tej porze roku na przetom fazy jasnej 1 ciemnej lub
na poczatek fazy ciemnej, to w przysadce wystepuje ona w go-
dzinach nocnych, a w szyszynce na poczatku fazy jasnej. ROz-
nice te ilustruje rys. 2. /

Szyszynka wykazuje typowg aktywnoSC¢ nocng. Swiadczg o
tym liczne badania dotyczace rytmiki okotodobowej poziomu
melatoniny oraz aktywnoSci enzymow biorgcych udziat w jej
syntezie: NAT 1 HIOMT. W rezultacie ich wzmozonej aktywno-
Sci katalitycznej w fazie ciemnej doby wzmaga sie produk-

88



cja melatoniny, przy jednoczesnym spadku zawartosci seroto-
niny, bedacej substratem wyjsciowym do jej syntezy (Binkley,
1981; Binkley i Bramner, 1981; Hoffman, 1981; Brainard

i wep., 1984; Reiter, 1984; Reppert i wsp., 1984; Tang

i wsp., 1985).

V przypadku wielu gryzoni, a wiec i myszy, faza ciemna
doby jest okresem wzmozonej aktywnosci motorycznej, co réw-
niez potwierdzajg wyniki niniejszej pracy w odniesieniu do
zwierzat hodowanych zespotowo, jak i pojedynczo. U obydwu
grup zwierzat akrofaza rytmu aktywnos$ci motorycznej przypa-
data na $Srodkowe godziny fazy ciemnej poprzedzajgc o kilka
godzin akrofaze rytmu aktywnosci AChE w szyszynce. Te kore-
lacje rytmiki lokomotorycznej lub motorycznej z aktywnoSciag
AChE w pewnych okolicach OUN wykazali takze: Wood i Rose
(1979) w korze motorycznej szczura, Lewandowski (1983b)

w tworze siatkowatym pnia mézgu myszy, Surowiak i Barbacka-
Surowiak (1985) w podwzgorzu i uktadzie limbicznym, Czernek
w przysadce myszy (dane nie opublikowane). Rytmika motorycz-
na tych zwierzat zostata w tych przypadkach wykorzystana ja-
ko odniesienie do wskazan tzw. zegara biologicznego. Jest

ona podobnie jak rytmika gtebokiej temperatury ciata (Conjnoly
i Lynch, 1981) czy rytmika wrazliwosci bolowej (Castellano

i wsp., 1985) silnie sprzezona z rytmika osrodka sterujgce-
go rytmika biologicznag, tj. zegarem biologicznym.

Rowe i wsp. (1981) okreslali formy molekularne AChE
w komorkach szyszynki i neuronach sympatycznych zwoju szyj-
nego gornego dwudniowych szczuréw w hodowlach komérkowych
oddzielnych i wspélnych. Badania ich wykazatly, ze w hodo-
wlach wspélnych (komorki szyszynki i neurony zwoju szyjnego
gérnego) aktywnos$¢ AChE wzrastata z wiekiem kultur. Natomiast
w hodowlach indywidualnych komérek szyszynki aktywno$¢ tego
enzymu z wiekiem hodowli obnizala sie, a w hodowlach neuro-
now zwoju szyjnego goérnego praktycznie nie ulegata zmianie.
WczesSniejsze badania Rowe i Parra (1980) wykazaty, ze w ta-
kich wspo6lnych kulturach aktywnos$¢ cholinacetyltransferazy
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(CAT) wzrastata w podobny sposdb. Poniewaz jednak aktywnos$é
CAT stanowi indeks réznicowania sie cholinergicznego w kokul-
turach neuronéw sympatycznych (Johnson i wsp., 1980), wzrost
aktywnosci AChE we wspdlnych hodowlach komérkowych najprawdo-
podobniej odzwierciedla - zdaniem autoréw - pewng interakcje
pomiedzy cholinergicznie rdznicujacymi sie neuronami a ich
tkanka docelowg czyli komérkami szyszynki. Zatem, konkludujg
autorzy, wich badaniach neurony sympatyczne sa typem komor-
ki, ktéra oddziatuje na komorki szyszynki poprzez aktywnos$c
AChE.

Sposo6b, w jaki rytmy sg synchronizowane z cyklicznie
powtarzajgca sie fazg jasng i ciemna, nie jest jeszcze zna-
ny. Binkley, i wsp. (1978) sa zdania, ze polega on na rytmicz-
nej produkcji i uwalnianiu melatoniny. Zwraca sie rowniez
uwage na istnienie korelacji miedzy zawarto$cig monoamin
(adrenaliny, noradrenaliny i serotoniny) w szyszynce a rytmi-
ka aktywnosci motorycznej, co ma Swiadczy¢ o udziale tych
substancji w regulacji rytmiki (Cymborowski, 1984). Rola wio-
kien cholinergicznych w szyszynce nie jest jednak dotad wy-
jasniona; by¢ moze biorg one udziat u gryzoni (myszy, szczu-
ra) w przekazywaniu informacji o uwalnianiu melatoniny lub
modulowaniu regulujgcego ten proces ukiadu adrenergicznego.
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Sylwester 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.)
activity in the male mouse reared in LD 12:12 were studied.



The material was collected every 4 hours* AChE activity was
assessed according to Ellman s method (Ellman et al., 1961)
and expressed in umol of the hydrolysed acetylthiocholine
(ATCh) per minute per 1 g of the studied tissue.

A circadian rhythm of AChE activity with the period 23.07
hrs and acrophase at the beginning of the light phase was
found. Simultaneously motor activity of animals (separately
single or four in a cage) was recorded. In both cases rhythmi-
city of this phenomenon was revealed with differences concer-
ned with period, median and acrophase of the rhythm. In the
former case (single animal in a cage) period was shorter, me
dian higher and acrophase occured earlier in comparison with
the latter case (four individuals in a cage).

CunsecTep Xbib

CKOﬂOCFﬂgMHAﬂ PUTMNKA AKTABHOCTW ALIETNOXOMMHECTEPO3A A ¢ b Ll /
B 3MAOISE MK, BbIPALEHHOW B YCNOBUAX N[ 12:12

Pe3iome

llccnefoBaHbl  OKOMOCYTOYHbIE M3MEHEHWS aKTUBHOCTY aLeTuno-
xuHectepo3a /AChE, EC 3.1.7./ B anup13e mblm, CamuoB, B YC/O-
BusAX ocBelleHua JI 12:12. Matepuan AN UCCNENOBaHWA OpasiCA Kax-
gbie 1 yaca B TeueHe [BYX CYTOK. AKTVBHOCTb 3H3UMa onpegens-
nacb metofom dnamaHa u gp. /1961/, Bupaxas ee B UMOMAX ruapo-
/30BAHHOI0 Cy6CTpaTa B TEYeH/e OfHOWM MUHYTH Ha rpaMM CBEXen
TKaHW.

OrpeseneHo nosiB/IeHNe OKOJIOCYTOYHON PUTMUKW aKTUBHOCTM
AChE, nepwog koTopoit paspanca 23.07 yaca, g akpohasa Mpuxo-
[Unacb Ha Hayasio CyTOYHON AcHOM (asbl /8.261/.



