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Avian central clocking system

Summary

In birds many life processes runs in diurnal (e.g. locomotor activity, feeding, melatonin secretion) and seasonal
rhythms (e.g. reproduction, song, feathering, migration) depending on the environmental light and the activity
of their central clock system (CCS). The structure and mechanisms of the activity of the avian CCS are the most
complex among vertebrates. CCS consists of three oscillators (in the retina, SCN and pineal gland) possessing
their own sensory input system (photopigments) and effective output system (products for direct biological
effects). So far, 14 forms of photopigments (Opnl, Opn2, Opn3, TMT, Opn4x, Opndm, OpnS, RGR, RRH,
VA-opsins, pinopsin, Cryl, Cry2 i Cry4) and 12 clock genes making up oscillators (Bmall, Bmal2, Clock, NPas2
called also Mop4 and Rora — positive genes and Cryl, Cry2, Cry4, Per2, Per3, E4bp4 and Rev-erba — negative
genes) have been described in the CCS in birds. Photopigments are placed in all layers of the retina; in the
brain — mainly in regions of nuclei: septalis lateralis, premammillaris, habenularis and paraventricularis; in
the pineal gland — in all kinds of pinealocytes. Most photopigments belonging to the opsin family are linked
with the nucleotide phototransduction path, typical for vertebrates, but, in avian CCS, also the phosphoinositol
phototransduction path, characteristic for invertebrates, exists and concerns Opn4x and OpnS. Oscilators
are placed in nuclei of cells of all layers of the retina, in mSCN and vSCN (with great species variability) and
in pinealocytes. It is supposed that all nonvisual photopigments have a direct role in the synchronization of
the oscillator activity with the environmental light, but molecular the mechanisms of the interaction between
photopigments and the oscillator remain unknown. The impact of each of the three oscillators of the CCS in
the generation of biological rhythms in birds show great species differentiation. The differences concern both
the domination of one of the oscillators over the others and the assignation of biological processes which the

individual oscillator synchronizes rhythmically with the environmental light.
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W $wiecie roslin i zwierzqt bardzo wazng role
w funkcjonowaniu organizmu odgrywaja rytmy bio-
logiczne. Rytmy biologiczne sg to cykhczne zjawiska
naprzemlennego okresowego nasilania si¢ i hamowa-
nia procesow Zyc1owych np. wystepujacych u zwierzat
cyklow snu i czuwania, termoregulacji, pobierania po-
karmu, ci$nienia krwi, oddychania, wylinki, pierzenia,
niesnosci (6, 14, 25-27, 29, 55, 56, 87). Czgstotliwos¢
cyklu réznych proceséw biologicznych moze si¢ wahaé
od sekund przez minuty, dni, az do miesigcy. Rytmy
biologiczne moga by¢ endogenne — generowane przez
wewngetrzny zegar biologiczny organizmu oraz egzo-
genne — generowane przez cyklicznie Zmieniajqce si¢
warunki srodowiskowe (np. §wiatto i ciemnos$¢, pory
roku, wahania temperatury i wilgotnos$ci). U ptakéw
obiektem najczestszych badan sg obecnie rytmy dobo-
we (np. rytm aktywnosci lokomotorycznej, pobierania
pokarmu, snu 1 czuwania, sekrecji melatoniny) oraz

roczne — sezonowe (np. reprodukcji, migracji, hiberna-
Cji, pierzenia, $piewu), generowane przez wewnetrzny
zegar biologiczny, ktorego aktywnos¢ jest synchroni-
zowana z zewng¢trznymi warunkami o§wietlenia (14,
21, 55, 56, 66). Cykliczne procesy zyciowe synchro-
nizowane ze $wiattem otoczenia nazywane sg takze
procesami lub odpowiedziami chronobiologicznymi.
Wewnetrzny zegar biologiczny sktada si¢ z trzech pod-
stawowych elementow: sensorycznego systemu wej-
$cia (tworzonego przez fotoreceptory), systemu gendw
zegarowych (oscylator) oraz efektorowego systemu
wyjécia (reprezentowanego przez produkty gendéw
odpowiedzialne za bezposrednie efekty biologiczne)
(55, 56). Oscylator jest ,,sercem” zegara biologicznego,
generuje pojawienie si¢ cyklicznie powtarzajacych si¢
okreséw na przemian podwyzszonego i obnizonego
poziomu roéznych zwigzkow chemicznych, ktorych
rytm wydzielania jest ,,dopasowany” do okreslone;j
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dlugosci dnia $wietlnego 1 zachowany w statych wa-
runkach o§wietlenia in vitro lub podczas nocy polarnej
1 dnia polarnego — in vivo (21, 75).

U zwierzat wyrdznia si¢ dwa rodzaje wewnetrz-
nych zegarow biologicznych tworzacych model
hierarchiczny: centralny zegar biologiczny — CCS
oraz peryferyjne zegary biologiczne — PCSs (do-
ktadne thumaczenie skrétow uzywanych w publikacji
umieszczono na osobnej liscie). Skiad i struktura CCS
roézni si¢ znaczaco u ssakow i ptakow (8, 24, 57, 98).
CCS u ssakow zawiera sensoryczny system wejscia
w siatkodwce, jeden oscylator w SCN podwzgorza oraz
efektorowe systemy Wyjécia w r6znych narzadach, np.
w szyszynce, tarczycy 1 gonadach (57). U ptakow CCS
jest bardziej ztozony niz u ssakow — siatkdéwka, SCN
oraz szyszynka stanowig trzy samodzielne wewngtrz-
ne zegary biologiczne zawierajagce w sobie wszystkie
systemy (fotoreceptory, oscylator i efektorowy system
wyj$cia) — przedstawione schematycznie na ryc. 1.
Ptaki posiadajg wigc trzy oscylatory w CCS, ktore in
vitro dziataja niezaleznie od siebie, generujac wlasny
rytm uwalniania ré6znych zwigzkéw chemicznych.
W warunkach in vivo wypadkowa dziatan wszystkich
oscylatoréw skutkuje wspolnym rytmem biologicznym
wielu procesOw zyciowych organizmu (14, 21, 33, 56,
66, 90). Mechanizm wspoétdziatania trzech oscylato-
row CCS ptakoéw na poziomie molekularnym nie jest
jeszcze, niestety, poznany.

PCSs wystepuja w obwodowych narzadach, np.
w watrobie, ptucach, migéniach szkieletowych, mig§niu
sercowym, nerkach, §ledzionie, gruczotach dokrew-
nych i gonadach (8, 19, 24, 46, 95, 98). Obwodowe
oscylatory odpowiadaja m.in. za rytmy krotkie (w
cyklach sekundowych lub minutowych), charaktery-
stycznych np. dla pracy serca, tetna, oddychania. PCSs
nie sg bezposrednio zalezne od $wiatta 1 prawdopo-
dobnie sg nadrze¢dnie sterowane przez CCS. Badania
wykazaty, ze u ssakow stopien zaleznosci PCSs od
CCS jest cechg gatunkowa (24, 95). Zaleznosci tej

Tab. 1. Rozmieszczenie fotopigmentow w CCS ptakow. Opis w teksScie
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Rye. 1. Schemat rozmieszczenia elementéw CCS ptakéw.
Opis w tekscie

nie badano dotychczas u ptakow, lecz wykazano, ze
pinealektomia lub enukleacja przeprowadzona u kury
obnizata amplitude rytmu ekspresji genow zegarowych
PCSs, cho¢ nie znosita go catkowicie (46).

Sensoryczny system wejScia — fotoreceptory

W $wiecie zwierzecym istnieje bardzo szeroka
gama fotoreceptorow uczestniczgcych m.in. w wizu-
alizacji wzrokowej, lecz dla funkcjonowania zegara
biologicznego najwigksze znaczenie maja barwniki
niewzrokowe, zwane tez barwnikami chronobiolo-
gicznymi. Dotychczas w CCS ptakow (glownie kury,
a takze przepiorki, golebia i wrobla) zlokalizowano
Cryl, Cry2, Cry4, Opn3, TMT (homolog Opn3 u ryb),
Opn4, Opn5, RRH, RGR oraz VA-opsyny (5, 23, 31,
37,49, 54, 63, 64, 66, 72, 85). Schemat rozmieszczenia
poszczegdlnych fotopigmentow w CCS ptaka przedsta-
wia tabela 1. Ekspresja genow Cry, Opn4, RRH 1 RGR
jest rytmiczna, zalezna od funkcjonowania oscylatora
1 od $wiatla. Przykladowo pozmm mRNA
mOpn4 jest wyZzszy w nocy i mzszy w dzien,

Fotopigmenty Siatkdwka Mézg Szyszynka Rodzina Zas'mRNA RRH i RGR - WYZSZy W lee?n

opn . . a nizszy w nocy, co wskazuje na ich udziat

Wazrokowe w synchronizacji rytmow biologicznych ze
Opn2 * * * $wiattem otoczenia (5, 16, 22, 38). Wszystkie

Opn3 + * wyzej wymienione fotoreceptory sg wrazliwe

™T + + na $wiatto niebieskie, ktore odpowiada kolo-

Opn4 + + + rowi nieba podczas czystego poranka i jest

0pn5 . N . opsyny najlepszym sygnatem dla organizmu o przej-

VA-opsyny . sciu nocy w dziefi pozwalajagcym zsynchro-

_ nizowac biologi¢ organizmu z zewnetrznymi
LR G5 ) i * * warunkami o$wietlenia (52, 81). Opn5, RGR
RRH + + 1 RRH sa wrazliwe dodatkowo na §wiatlo UV

pinopsyna + (23, 94). Doktadna rola fizjologiczna poszcze-

Cryl + +? + g6Ilnych fotopigmpntéw oraz mechanizmy

Cry2 .\ P . flawoproteiny molekulayn,e ich interakcji z oscylatorem

erva nie sg wyjasnione. Obiektem 1nt¢nsywnych

i * * badan jest obecnie Opn4. Fotopigment ten
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jest odpowiedzialny (prawdopodobnie razem
z innymi opsynami) za synchronizacj¢ aktyw- gent vhg vig
no$ci oscylatora ze Swiatlem otoczenia, nagla [ opn3,TMT? < > <‘p Ql> Opnax
supresje sekrecji melatoniny pod wptywem opnim @ PFR vy

$wiatta oraz odruchy Zreniczne (22, 91). U pta-
kow wystepuja dwa rodzaje Opn4 kodowane
przez dwa roézne geny: Opndx (analogiczna
do opisanej po raz pierwszy u zaby Xenopus),
zwana tez Opn4a lub Opn4-1, wystepujaca
w dwoch izoformach oraz Opn4m (typowa
dla ssakow), zwana tez Opn4b lub Opn4-2,
wystepujaca w trzech izoformach (7, 20, 22,
55, 85, 92). Opn4m nalezy do rodziny opsyn
charakterystycznych dla kregowcow, za$s
Opn4x jest zwigzana bardziej z r-opsynami
wystepujacymi u bezkregowcoOw, posiadajacy-
mi odmienny szlak fototransdukcji. W swiecie
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zwierzecym wystepuja dwie przeciwstawne
wzgledem siebie $ciezki fototransdukeji:
pierwsza — zwigzana z cyklicznymi nukleo-
tydami — typowa dla barwnikoéw wzrokowych u kre-
gowcow, druga — fosfoinozytolowa — u bezkregowcow
(ryc. 2). Obydwie wystepuja w narzadach tworzacych
CCS u ptaka (20, 22, 40). Sugeruje si¢, ze z pierwsza
sciezka sg powigzane, obok barwnikow wzrokowych,
Opn4m i1 pinopsyna (opisana ponizej) oraz prawdopo-
dobnie Opn3 i TMT. Opsyny faczg si¢ z biatkiem G,,
ktoére aktywuje PDE hydrolizujacg cGMP do 5°’GMP.
Spadek poziomu cGMP prowadzi do zamknigcia
btonowych kanaléw kationowych bramkowanych
c¢cGMP i w efekcie do hiperpolaryzacji blony komorki
fotoreceptorowej. Druga $ciezka fototransdukcji jest
prawdopodobnie typowa dla Opn4x i Opn5 u ptakdw.
Opsyny taczg si¢ z biatkkiem G, (analogiem G, ) ak-
tywujacym PLC hydrolizujaca w blonie komorkowej
PIP, do IP, i DAG. Wzrost poziomu tych wtornych
przekaznikow powoduje otwarcie blonowych kana-
tow wapniowych TRP, przeptyw Ca** i depolaryzacje
btony komoérkowej (1, 20, 22, 40, 49, 53, 62, 65, 79,
86). Nie wiadomo jeszcze, z jakimi biatkami G tacza
si¢ VA-opsyny, RGR oraz RRH.

W sensorycznym systemie wejscia CCS istnieje
druga grupa fotoreceptordw, ktéra nie oddziatuje bez-
posrednio na oscylator ani nie uczestniczy w synchro-
nizacji faz rytmu biologicznego ze §wiatlem otoczenia,
lecz prawdopodobnie posredniczy np. w hamujqcym
wplywie naglego bodzca swietlnego na sekrecj¢ mela-
toniny w nocy (75). Taki wplyw u ptakow majg Opnl,
Opn2 oraz pinopsyna — szyszynkowy ekwiwalent
Opn2. Ekspresja ich genow nie wykaque cech ryt-
micznych w warunkach cigglej ciemnosci, nie jest wigc
kontrolowana przez oscylator. W przypadku pinopsyny
w szyszynce kury rytmiczne dobowe wahania poziomu
jej mRNA byly obserwowane tylko w trakcie wyste-
powania nastepujacych po sobie faz jasnej i ciemne;.
W odroznieniu od mRNA, zawarto$¢ biatka pinopsyny
byta stata i nie podlegata wplywowi $wiatta i oscylato-
ra (83). Pinopsyna hamuje bezposrednio wydzielanie

Ryc. 2. Sciezki fototransdukcji: A— nukleotydowa; B —fosfoinozytolowa.
Opis w tekscie

melatoniny poprzez oddzialywanie na podjednostki o
biatka G _hamujace aktywnos¢ cyklazy adenylanowe;j
1zaleznych od niej enzymow szlaku biosyntezy melato-
niny (47,48, 61, 67, 68,70, 71). Badania wykazaty, ze
niektore z wymienionych barwnikow kolokalizuja ze
soba w tych samych komodrkach 1 wspdlnie posrednicza
w hamowaniu sekrecji melatoniny w odpowiedzi na
nagty bodziec §wietlny, np. w komorkach czopkowych
1 precikowych siatkowki Opn2 z Opn4, a w pinealo-
cytach pinopsyna z Opn4 (22).

Wszystkie wyzej wymienione fotopigmenty (z
wyjatkiem Cry) pochodza z rodziny opsyn — biatek
btonowych zawierajacych chromofor w postaci retinal-
dehydu, ktory pod wplywem $wiatta przechodzi z for-
my 11-cis do trans-retinalu (Opnl-5 oraz VA-opsyny)
lub z formy trans- do 11-cis-retinalu (RRH i RGR)
(22,23, 94). Bialka Cry1,Cry2 i Cry4 s3 homologami
nalezqcyml do rodzmy flawoprotein, bardzo popu-
larnymi takze w $wiecie rolinnym, zawierajacymi
w miejsce chromoforow pteryng i flawing. U ssakoéw
Cry nie jest powszechnie uwazany za fotopigment,
natomiast u ptakow jest on wrazliwy na swiatlo 1 petni
wazng role w nawigacji podczas migracji. Uwaza sig,
ze Cry jest podstawg funkcjonowania zaleznego od
Swiatla zmystu magnetycznego ptakéw uzywanego
do wyczuwania pola magnetycznego Ziemi. Zmiany
konformacji biatka Cry sa modyfikowane nie tylko
przez $wiatlo, ale 1 pole magnetyczne. Cry jest takze
prawdopodobnie odpowiedzialny za utrzymywanie
okresow bezsennosci w trakcie nocnych przelotow pta-
kow migrujacych, gdyz wykazywano wtedy szczego6l-
nie wysokg ekspresje jego genow (14,37, 39, 62, 63).

Swiatlo jest glownym, lecz nie Jedynym zewngetrz-
nym czynnikiem $srodowiskowym oddziatujacym
poprzez sensoryczny system wejscia na aktywnos$¢
oscylatorow w CCS. Istnieja inne, pozaswietlne im-
pulsy, np. temperatura, wilgotno$¢ otoczenia, pole
elektromagnetyczne (21). Mechanizmy oddzialywania
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tych czynnikéw na aktywno$¢ zegara biolo- e
gicznego pozostajg nieznane. T % NA
—
System gendw zegarowych — oscylator / 'n - ) Ebo Bimal
Geny zegarowe znajduja sie w jadrach po- ”."'("R"A- I Q@ RNA
szczegblnych komorek narzagddéw tworzacych Eares SOV
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presji gendw zegarowych. Aktywnos¢ oscyla- \ . dz‘e“/ | e .’-‘@'ﬁ,‘
tora opiera si¢ na rytmicznej, autoregulacyjnej i =\ —
i wzajemnie sprzgzonej transkrypcji i transla- R, g (
cji tzw. pozytywnych i negatywnych gendéw Ebox —  FPer NA - S 2
zegarowych, zawierajgcych cykliczny E-box : B\ \_pmNA
w rejonie promotora (46, 50). Molekularny Evox W = oA
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mechanizm pracy oscylatora zostal opra-
cowany na podstawie badan nad modelami
cyjanobakterii, grzybow Neurospora muszki
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owocowki 1 myszy, wykazujac, ze struktura
funkCJonowama oscylatora jest uniwersalna
w catym §wiecie zwierzecym (16, 30, 42, 50, 100).
Dotychczas w CCS ptakoéw zidentyﬁkowano geny
zegarowe: Bmall, Bmal2, Clock, NPas2 zwany tez
Mop4 i1 Rora — stanowigce pozytywny element systemu
kodujacy biatkowe aktywatory transkrypcyjne; oraz
Cryl, Cry2, Per2, Per3, E4bp4 i Rev-erba — tworzace
negatywny element systemu kodujacy represory trans-
krypcji (2, 21, 28, 69, 87, 93, 96-98). U ssakow dodat-
kowo wystepuje Perl, a u kury i wrobla domowego
zidentyfikowano nowy Cry4, ktory jest homologiem
Cry4uryb (35,43, 50, 98). U ssakéw geny pozytywne
(Bmall-2 i Clock) wykazuja si¢ zwigkszonym po-
ziomem ekspresji w okresie pdznego dnia i wczesnej
nocy, geny negatywne (Per2-3) pdzng nocg i wezesnym
dniem, za$ ekspresja Cryl-2 wzrasta okoto potudnia
(14). Geny zegarowe u ptakow posiadajg natomiast
wlasna}, zroznicowang w zalezno$ci od gatunku, na-
rzadu i wrazliwosci na $wiatlo, charakterystyke ryt-
micznej ekspresji. Przykladowo w oku i szyszynce
przepiorki ekspresja mRNA Clock wykazuje wyrazny
rytm dobowy indukowany przez §wiatto, za§ w szy-
szynce kury poziom ekspresji jest staty lub wykazuje
bardzo staby rytm oraz jest niewrazliwy na $wiatto (18,
51,69, 93, 98). Gen Per2 jest regulowany przez §wiatto
w szyszynce przepiorki, zas Per3 nie jest wrazliwy na
swiatto (43, 98). W szyszynce kury poziomy mRNA
zaréwno Cryl, jak i Cry2 wykazujg rytm okotodobowy
1 oba sg indukowane przez Swiatlo w przeciwienstwie
do myszy, u ktorej tylko ekspresja genu Cryl jest
rytmiczna, lecz niewrazliwa na $wiatto (93) Rytm
ekspresji genow zegarowych u ptakow rozni si¢ row-
niez w zaleznos$ci od sezonu i dlugosci dnia $wietlnego
(89, 96). Badania wykazaty takze wystepowanie roznic
w ekspresji genow zegarowych w odpowiedzi na rézne
dtugosci fal swietlnych. Zielone $wiatto monochro-
matyczne wzmacnia ekspresje genow pozytywnych,
zwickszajac wydzielanie melatoniny, za$ czerwone

Ryec. 3. Schemat funkcjonowania genéw zegarowych. Opis w tekscie

— genow negatywnych, hamujac tym samym sekrecje
melatoniny (43, 44, 58). Dane literaturowe zawierajg
takze opis wpltywu koloru $wiatta na rozwdj ptakow,
ich odporno$¢ i behawioryzm (13, 58, 59).

Uwzgledniajac wymienione powyzej réznice w eks-
presji gendw zegarowych, molekularny mechanizm
dziatania oscylatora u ptakow wydaje si¢ bardziej
ztozony niz u innych kregowcow i bezkrggowcow.
Schemat funkcjonowania genéw zegarowych przed-
stawia ryc. 3. W $wietle aktualnej wiedzy, w duzym
uproszczeniu wyglada on nastepujaco: geny pozytyw-
ne kodujg biatka Bmal, Clock, Npas2 i Rora. Pierwsze
trzy biatka tworza ze sobg na terenie cytoplazmy di-
mery Bmall:Clock oraz Bmall:NPas2, ktére wracaja
do jadra i przylaczaja sie¢ w nocy do E-box gendéw
negatywnych Per, Cry oraz Rev-erba, indukujac ich
transkrypcje oraz cytoplazmatyczng translacje biatek
Per, Cry i Rev-erba. Nagromadzone biatka Per i Cry
ulegaja fosforylacji i tacza si¢ w kompleksy Per:Cry,
ktore wracaja do jadra w ciggu dnia i hamujg trans-
krypcje wtasnych gendéw oraz wszystkich genow pozy-
tywnych poprzez inaktywacj¢ dimerow Bmall:Clock
1 Bmal:NPas2. Biatko E4bp4 jest prawdopodobnie
represorem transkrypcji genu Per2. Biatko Rev-erba
silne hamuje transkrypcje genu Bmall. Zahamowanie
transkrypcji genu Rev-erba otwiera droge do rozpo-
cz¢cia nowego cyklu, dla ktérego impulsem jest biatko
Rora bedace aktywatorem transkrypcji genu Bmall
(14, 15, 21, 30, 51, 87).

Efektorowy system wyjScia

Produkty biatkowe gendéw oscylatora, oprocz udzia-
u we wzajemnie sprz¢zonej transkrypcji genow ze-
garowych, stanowig takze sygnat informacyjny dla
organizmu synchronizujacy rytm biologiczny ze zmia-
nami $srodowiskowymi. Biatka te oddziatujg na wtasne
lub inne komorki, regulujac dodatkowo ekspresje tzw.
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gendw kontrolowanych przez zegar — CCGs, zwanych
tez inaczej genami zaleznymi od zegara — CGDG.
CCGs zawieraja cykliczny E-box w obrebie promo-
tora i sg stymulowane przez kompleksy biatkowe
Bmll1:Clock, Bmal:NPas2 oraz biatka Per. Geny te
sg bardzo zr6znicowane, w zaleznos$ci od tkanki i jej
funkcji metabolicznej, np. w szyszynce ptakow sg to
geny kodujace enzymy szlaku biosyntezy melatoniny,
ktorych rytmiczna ekspresja skutkuje dobowym ryt-
mem sekrecji melatoniny z jej najwyzszym poziomem
Ww nocy i najnizszym w dzien (14, 73).

Efekty biologiczne bedace wynikiem ekspresji
gendéw CCGs sg ztozone 1 mozna je zaliczy¢ do kilku
kategorii: behawioralne (np. rytm pobierania pokar-
mu, aktywnos$ci lokomotorycznej, $piewu, migracja
1 orientacja przestrzenna), nerwowe (np. rytmiczna
aktywno$¢ neuronéw — elektrogramy), fizjologiczne
(np. termoregulacja, metabolizm weglowodanow, cykl
snu i czuwania, odporno$¢ immunologiczna) i hormo-
nalne (np. sekrecja melatoniny, LH, tyroksyny) (6, 14,
25-27, 29, 55, 56, 87).

Siatkowka

W siatkéwce ptaka bodziec $wietlny oddziatuje
bezposrednio nie tylko na komorki precikowe 1 czop-
kowe warstwy zewnetrznej, ale na wszystkie pozostate
warstwy, gdyz w kazdej z nich zlokalizowano obec-
nos¢ fotopigmentéw majacych kluczowe znaczenie
dla pracy oscylatora siatkdwki. Badania wykazaty, ze
swiattoczulo$¢ komorek nizszych warstw siatkowki
jest mniejsza niz komorek precikowych i czopko-
wych. Komorki nizszych warstw wymagaja dtuzszej
ekspozycji na §wiatto (co najmniej w minutach, a nie
w sekundach) oraz wigkszej intensywnosci §wiatta
(nie reagujg na pojedyncze fotony), dzigki czemu ich
reakcja na $wiatlo jest stabilna i1 bardziej wydtuzona
w czasie (22). Rozmieszczenie fotopigmentow w po-
szczegoOlnych warstwach siatkowki ptakow przedsta-
wiono w tabeli 2. Komorki fotoreceptorowe warstwy
zewnetrznej zawieraja, oprocz klasycznych barwnikdéw
wzrokowych (Opnl i Opn2), takze Opn4 oraz Cryl
1Cry2. Ekspresj¢ mRNA Opn4 oraz obecnos$¢ jej biatka
wykazano takze w komoérkach warstwy wewnetrznej
i zwojowej. Opn5 i RGR zlokalizowano zar6wno
w warstwie wewnetrznej, jak i zwojowej, a RRH glow-
nie w warstwie zwojowej (3-5, 7, 16, 17, 62, 84, 85,
94). Dodatkowo RGR opisano takze w nabtonku barw-
nikowym i komorkach glejowych Miillera siatkowki

Tab. 2. Rozmieszczenie fotopigmentéow w siatkowce ptakow. Opis w teks$cie
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(23). Biatka Opn3 i TMT zlokalizowano w warstwie
wewngetrznej, mniejsze ilosci TMT takze w warstwie
zwojowej (49). Dzigki obecnos$ci barwnikéw chrono-
biologicznych we wszystkich warstwach siatkowki,
odruchy zZreniczne oraz zdolno$¢ synchronizacji wia-
snych rytméw biologicznych ze $wiattem otoczenia
sa zachowane nawet u ptakow slepych, pozbawionych
czopkow 1 precikow (22, 91). Do niedawna uwazano,
ze zarytmiczne efekty biologiczne siatkdwki odpowia-
da gtownie Opn4. Ostatnie badania dowiodty, ze efekty
te wyste;pum takze w siatkbwce pozbawionej czopkow,
precikow 1 Opn4, lecz wykazujacej silng ekspresje
genu OpnS. Nlektorzy badacze zasugerowali wiec
gtéwny lub pomocniczy udzial Opn5 (obok Opn4)
w synchronizacji rytmu biologicznego siatkowki ze
$wiatlem u ptakow (22). W przypadku genu Cry szcze-
gblnie wysoka ekspresja w siatkbwce miata miejsce
podczas nocnych przelotow ptakow migrujacych, co
przemawia za kluczowym znaczeniem tego barwnika
w nawigacji ptakow (37, 39).

Obecnos¢ oscylatora zlokalizowano w neuronach
wszystkich warstw siatkéwki ptaka. Dotychczas
w siatkowce ptakéw wykazano ekspresje genow
Cryl-2, Per2-3, Clock, Bmall, Npas2, Rora i Rev-erba
(15, 19, 34, 87, 98) Rytm ekspresji genow zegaro-
wych jest bardzo zréznicowany. Przyktadowo, Bmall
i Npas2 cechuja si¢ rytmiczng ekspresjg — wyzszg
w ciagu dnia, a nizsza w nocy oraz w ciaglej ciemno-
sci (15, 19). Rytm ekspresji mRNA Clock cechuje si¢
niskg amplitudg z wyzszym poziomem w nocy, lecz
nie jest zachowany w ciqgiej ciemnosci (15). Rytm
ekspresji mRNA Cryl 1 Per2 (z wyzszym poziomem
wezesnym dniem i nizszym w nocy) wystepuje takze
w ciaglej ciemnosci, lecz ze zredukowang amplituda.
Ekspozycja na §wiatlo powoduje wzrost ekspresji Cryl
i Per2, dowodzac, iz sg to geny wrazliwe na $wiatto
w siatkowce ptakow (15, 34, 98).

Oscylator siatkowki, oddzialujac poprzez swoje pro-
dukty biatkowe na rozne geny CCGs, tworzace efekto-
rowy system wyjscia, wywotuje kilka rodzajow efek-
tow biologicznych w obrebie siatkowki. Dotychczas
opisano rytmiczng aktywno$¢ neuronalng siatkowki,
tzw. elektroretinogram (ERG), dobowa modulacje
wrazliwosci wzrokowej na §wiatto, rytmiczng ekspre-
sje rodopsyny i cFos, rytm aktywnos$ci kanatu bram-
kowanego cGMP (15). Najczesciej badanymi efektami
biologicznymi oscylatora siatkowki sg rytmy ekspresji
mRNA 1 aktywno$ci AANAT (jednego z kluczowych
enzymow szlaku bio-

syntezy melatoniny),

Fotopigmen .

Struktury siatkowki pigmenty poziomu cAMP oraz

Opn1 | Opn2 | Opn3 | TMT | Opn4 | Opn5 | RGR | RRH | Cryl | Cry2 sekrecp melatonmy siat-

W. zewngtrzna (kk precikowe i czopkowe) | + + + + + kowkowej ZWyZszym
W. wewnegtrzna (gtwnie kk horyzontalne) + o + + + poziomem Wszystklch
W. zwojowa + N + + N zZwigzkow W nocy 1 niz-
Komorki glejowe Miillera + SZYm w dzien. Ry,tmy te
_ opisano w komérkach

Nabtonek pigmentowany + pr@cikowych i CZOpkO-
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wych oraz horyzontalnych i zwojowych siatkowki
u kury (9, 15, 22, 41, 102). Badania nad siatkdwka
kury wykazaty, ze promotor genu AANAT zawiera
cykliczny E-box, do ktorego przytaczaja si¢ komplek-
sy bialek Bmall:Clock 1 Bmall:Npas2, wzmacniajac
jego transkrypcje w nocy, za$ w dzien jego ekspresja
jest hamowana przez biatka Per i Cry1 (18). Podobna
kontrola E-box jest takze powigzana z cyklicznym
poziomem cAMP, co prowadzi do rytmicznej sekrecji
melatoniny.

Jadro nadskrzyzowaniowe SCN

W przeciwienstwie do ssakow, ktdre posiadajg jedno
parzyste jadro SCN w podwzgorzu, u ptakow wyste-
puja dwie pary jader: mSCN oraz vSCN (11, 12, 57,
99). Jadro mSCN znajduje si¢ blisko kata zachytka
przedwzrokowego Il komory mézgu. Jadro vSCN lezy
bocznie i tylnie w stosunku do mSCN 1 jest uwazane
za anatomiczny homolog SCN u ssakdw, jest bowiem
polaczone szlakiem RHT z siatkowka. Jest wicksza
1 dhuzsza strukturg niz mSCN. Udowodniono, ze vSCN
jest podstawowym odbiorca bodzcow $wietlnych
z siatkowki, co wykazano dotychczas u turkawki,
wrobla, gotebia, kaczki i kury (11, 12). Jadro mSCN
otrzymuje bardzo nieliczng ilo$¢ widkien nerwowych
bezposrednio z siatkowki. Sugeruje si¢, ze mSCN
moze odbiera¢ bodzce z siatkéwki inng droga niz
poprzez RHT — np. za posrednictwem astrocytow lub
niezidentyfikowanych jeszcze potaczen nerwowych
tworzacych ,,most” migedzy vSCN a mSCN (11, 99).
SCN ptaka odbiera informacje §wietlne ze srodowi-
ska trzema gtownymi drogami. Pierwsza z nich, to
opisana wyzej droga posrednia z siatkowki poprzez
szlak RHT, druga, takze posrednia z siatkéwki — po-
przez szlak GHT. Obydwie drogi odbioru bodzcow
swietlnych dotyczg gtownie vSCN. Trzecia droga,
bezposrednia, jest powigzana z mSCN, ktory odbiera
bodzce $wietlne poprzez fotoreceptory zlokalizowane
w sasiednich obszarach moézgu — gldwnie w rejonach
jader przegrodowym bocznym, przedsuteczkowym,
uzdeczek i przykomorowym (11, 29, 45). Dotychczas
opisano tam obecno$¢ Opn2, Opn4, Oan oraz
VA-opsyny i prawdopodobnie Cry, wykazujac roznice
gatunkowe w rozmieszczeniu poszczegolnych opsyn,
np. u kury Opn4 wystepuje w jadrze uzdeczek 1 w ja-
drze przegrodowym bocznym, zas$ u indyka w jadrze
przedsuteczkowym (14, 29, 45, 65). Dwie izoformy
VA-opsyn (VAL-opsyny i VAS-opsyny) zlokalizowano
u kury, natomiast nie znaleziono zadnej z nich u bada-
nych gatunkow ptakow $piewajacych (55). W mézdzku
1 we wzgorzu kury wykazano takze obecnos¢ Opn3
i TMT (49).

Zaréwno mSCN, jak i vSCN posiadajg oscylatory,
lecz wyst@pujq spore roéznice gatunkowe pod wzgle-
dem rozmieszczenia genow zegarowych. U przepiorki
zidentyfikowano Per2-3, Cry1-2, Bmall, Clock, E4bp4
wytacznie w mSCN (96, 98, 99). U wr()bla domowego
wykazano rytmiczng ekspresje Per2 z najwyzszym po-
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ziomem w §rodku dnia zar6wno w mSCN, jak i vSCN
(10), za$ u kury i ryzowca siwego wykazano obecnos¢
Per2 tylko w mSCN (98, 99). U ptakow migrujacych
nocg wykazano wysoka ekspresje Cry w neuronach
tylnobocznych regiondw obu potkul przodomoézgo-
wia, ktore sg funkcjonalnie powigzane z neuronami
Cry-pozytywnymi siatkéwki (37). W moézgu kury
1 wrobla domowego sklonowano takze Cry4 (35).
W podwzgdrzu kury wykazano takze ekspresje Rora
i Rev-erba (87).

»Swietlna” informacja z oscylatora w SCN jest
przesylana dalej do innych komorek nerwowych regu-
lujacych zalezng od $wiatta sezonowg i okotodobowa
czynno$¢ wielu narzadéw, np. gonad — kontrolujac ich
wzrost 1 dojrzewanie; przysadki, tarczycy i szyszynki
— modyfikujac rytmiczne wydzielanie ich hormonow.
SCN reguluje takze aktywnos$¢ PCSs oddziatujacych
na wiele obwodowych tkanek, np. watroby, mi¢s$ni,
serca, pluc (14). SCN powszechnie jest uwazany za
gléwny oscylator zawiadujacy sezonowa reprodukcja
u ptakéw (14, 29, 45, 55, 56).

Szyszynka

U ptakéw, w przeciwienstwie do ssakow, szyszynka
jest $wiattoczuta, zlokalizowana migdzy miedzymo-
zgow1em a mézdzkiem, tuz pod pdiprzezroczysta
w tym miejscu czaszka (57, 74, 76-78). Swiatto od-
dziatuje bezposrednio na plnealocyty komorki foto-
receptorowe szyszynki zawierajace opisane dotychczas
(gtownie u kury, a takze u przepiorki): Opnl, Opn2,
plnopsynq, Opn4x 1 Opn4m, OpnS5 oraz Cryl, Cry2
1 Cry4 (14, 16, 17, 43, 54, 66, 94). Hybrydyzacja in
situ wykazata takze obecnoéé RGR w komorkach nie-
bedacymi pinealocytami w pgcherzykach tworzacych
migzsz narzadu, zas RRH w komorkach sroédmigzszo-
wych poza pecherzykami (4, 5). W tych samych ko-
morkach wystf-.;puje takze Cry4 (54). W szyszynce kury
najwyzszy pozmm ekspresji mRNA Opn4 wystepuje
W nocy, najnizszy w dzien, za§ RGR i RRH odwrotnie
— wyzszy w dzien 1 nizszy w nocy (16).

Mimo iz szyszynka ptakéw posiada zdolnos¢ bez-
posredniego odbioru bodzcoéw Swietlnych, stopien
wrazliwo$ci szyszynki ptakéw na $wiatlo r6zni si¢
gatunkowo, a nawet osobniczo. Jest on mocno powig-
zany z budowa morfologiczng szyszynki, ktéra w tej
gromadzie cechuje si¢ najwiekszym zrdéznicowaniem
posrod wszystkich kregowcow. Z jednej strony, u pta-
kow wystepuja szyszynki z silniej zaznaczong kom-
ponentg fotoreceptorowa (typu woreczkowatego oraz
kanalikowo-pecherzykowego) — nastawione gldwnie
na bezposredni odbior §wiatta, np. u przepiorki, indyka,
kaczki, gesi, papugowatych, gotebia, wrobla, mtodych
kurczat. Z drugiej strony, wystgpuja takze szyszynki
o budowie litej lub pecherzykowo-litej (np. u doroste;
kury domowej), u ktérych prawdopodobnie wigksze
znaczenie odgrywa $wiatto odbierane posrednio droga
nerwowg od siatkowki (74, 76-78). W drodze posred-
niej oddzialywania bodzcow $wietlnych uczestniczg
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docierajace do szyszynki, pochodzace z SCN, postsy-
naptyczne widkna nerwowe sympatyczne, uwalniajace
ze swych zakonczen NA (74, 75). NA jest uwalniana
podczas dnia i taczy si¢ z blonowym receptorem
a,-adrenergicznym zwigzanym z biatkiem G, hamujg-
cym aktywnos¢ cyklazy adenylanoweJ (75). Prowadzi
to do spadku poziomu cAMP i1 obnizenia aktywnosci
AA-NAT oraz sekrecji melatoniny. Adrenergiczna re-
gulacja szyszynki u ssakow r6zni si¢ od ptakow, gdyz
u ssakéw NA jest uwalniana nocg i oddziatujac na
B-1 0, -adrenoreceptory, zwigksza syntezg i wydzielanie
melatoniny (57). Mimo oddziatywania NA na rézne
receptory w szyszynce ptakow i1 ssakoéw, cykliczny
rytm melatoniny w obu przypadkach jest taki sam. NA
jest no$nikiem informacji §wietlnej z siatkowki, lecz,
w przeciwienstwie do §wiatla odbieranego bezposred-
nio przez szyszynke, nie wptywa na funkcjonowanie
oscylatora szyszynkowego (75, 101).

Oscylator szyszynki wystepuje w jadrach komor-
kowych wszystkich rodzajow pinealocytow ptakow.
Dotychczas w szyszynce ptakow (gtownie kury, prze-
piorki 1 wrobla domowego) zidentyfikowano Per2,
Per3, Bmall, Bmal2, Clock, Cryl, Cry2, Cry4 i E4bp4
(10, 21, 43, 54, 69, 93, 96, 98). Geny Per2, E4bp4
i Bmall w szyszynce kury cechujg si¢ wyraznym do-
bowym rytmem ekspresji, z czego Per2 oraz E4bp4
sg wrazliwe na $wiatlo (18, 19, 36, 69, 98). Natomiast
ekspresja Clock 1 Per3 nie jest zalezna od $wiatta (100).
Opisano dwie drogi generowania rytmu okotodobo-
wego w oscylatorze szyszynkowym Pierwsza z nich,
klasyczna, opisana wyzej — obejmuje oddzmlywame
dimeroéw biatkowych Clock:Bmall lub NPas2:Bmal2
na E-box promotora genu Per i Cry. Druga droga jest
oddziatywanie indukowanego przez cAMP CRE na
promotor genu Per2 (87).

Geny zegarowe szyszynki ptakow oddziatuja na
CCGs reprezentowane przede wszystkim przez geny
kodujace enzymy szlaku biosyntezy melatoniny (14,
73). Regulacja wydzielania melatoniny odbywa sie;
na poziomie mRNA kluczowych enzyméw szlaku jej
biosyntezy poprzez ich rytmiczng ekspresje, jak i na
poziomie biatek enzymatycznych poprzez ich rytmicz-
ng aktywnos¢ (9). Turkowska i wsp. (89) sugeruja,
ze Bmall moze by¢ bezposrednim ogniwem miedzy
zegarem a szlakiem biosyntezy melatoniny. Podobnie
jak w siatkowce, E-box w pierwszym intronie genu
AANAT posredniczy w regulacji transkrypcji przez
akcje dimeru Bmall:Clock, ktéry inicjuje transkrypcje
genu AANAT. Biatka Per i Cry formujg kompleks,
ktory wraca do jadra i blokuje E-box zalezny od
Bmall:Clock, hamujac tym ekspresj¢ genéw nega-
tywnych oraz genu AANAT (43).

Co cickawe, w szyszynce ptaka, ale nie w siatkowce
1 SCN, do gendéw CCGs wydaja si¢ naleze¢ takze geny
powiazane z produkcja cytokin, funkcjami immuno-
logicznymi i limfopoeza, gdyz wykazano ich wysoka
1 rytmiczng ekspresje¢ u kury 1 przepiorki japonskiej
(14).
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Udziat poszczegélnych oscylatorow CCS
w generowaniu rytmu biologicznego ptakow

Wktad i znaczenie kazdego oscylatora CCS w gene-
rowaniu rytmu w przebiegu wielu procesow biologicz-
nych ptakoéw rozni si¢ znaczgco migdzy gatunkami,
a nawet osobniczo. Efekty pinealektomii, enukleacji,
jakilezji SCN u ptakow sg rézne, nawet w odniesieniu
do tych samych proceséw zyciowych. Wyniki badan
sugerujg, ze najbardziej dominujagcym w utrzymy-
waniu rytmow biologicznych u wigkszosci ptakow
wydaje si¢ oscylator szyszynkowy (55). Pinealektomia
powodowata zniesienie rytmu aktywnos$ci lokomo-
torycznej u wszystkich badanych gatunkow ptakéw
Spiewajgcych (87). Rytm ten jednak nie byt zniesiony
u golebia (27), kury (60) 1 przepiorki japonskiej (80), co
dowodzi rownorzgdnego lub dominujacego znaczenia
innego oscylatora w CCS u tych ptakow. Co ciekawe,
brak szyszynki znosit rytm tylko niektorych proceséw
behawioralnych, np. u szpaka zwyczajnego (6, 32)
zanikat rytm aktywnosci lokomotorycznej, ale byt za-
chowany rytm pobierania pokarmu. Szyszynka wydaje
si¢ mie¢ najwigksze znaczenie w utrzymywaniu rytmu
bezsennosci podczas nocnej wedrowki u ptakow mi-
grujacych (87). U przepiorki japonskiej dominujacym
oscylatorem w CCS jest prawdopodobnie siatkdw-
ka, gdyz enukleacja powodowata zaburzenie rytmu
termoregulacji i aktywnosci lokomotorycznej (90).
Enukleacja znosifa rytm aktywnosci ruchowej takze
u gotebiowatych (27), natomiast nie znosita u wro-
blowatych (88). Usunigcie vCSN nie likwidowato
rytmu aktywnosci lokomotorycznej u golebia (26),
za$ usunigcie mSCN zaburzato rytmiczng aktywnos$¢
ruchowa u wrébla (25, 82) i przepidrki (80). SCN jest
uwazany za kluczowy oscylator zawiadujacy dojrze-
waniem piciowym oraz reprodukcja u ptakow, bowiem
ani pinealektomia, ani enukleacja nie wplywala na
sezonowg rozrodczos¢ u wroblowatych 1 przepiorki,
za$ lezja regionow podwzgorza znosita ten proces
u przepiorki (29, 45).

Struktura 1 mechanizm dziatania CCS u ptakow sg
najbardziej ztozone w porownaniu do pozostalych
kregowcoOw 1 wykazujg najwigksze zréoznicowanie
mlf;dzygatunkowe Zalezy to w duzej mierze od trybu
zycia ptakow (ptaki ladowe i wodne, migrujace i nie-
migrujace, dzienne i nocne itd.). Potwierdza to rosngca
ostatnio ilo$¢ badan morfologicznych szyszynki, wy-
kazujaca, ze wsrod ptakdw wystepuje takze najwigksza
réznorodno$¢ gatunkowa, a nawet osobnicza budowy
histologicznej 1 ultrastruktury tego narzadu, ktory
posiada cechy budowy charakterystyczne zardwno
dla ryb, jak i ssakow (74, 76-78). W celu osiagniecia
pelnego obrazu mechanizméw lezacych u podtoza
dziatania CCS u ptakow, kompleksowe badania nad
nimi powinny by¢ przeprowadzane na kazdym, a nie
na jednym wzorcowym gatunku, jakim do niedawna
byla kura domowa, uznawana niestusznie za uniwer-
salny model do badan nad poszczegolnymi elementami
wewnetrznego zegara biologicznego u ptakow.
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Wykaz skrotow uzytych w publikacji

5’GMP - 5’guanosine monophosphate — 5’guanozynomonofosforan

AANAT - aralkylamine N-acetyltransferase — N-acetylotransferaza arylo-
alkyloaminowa

Bmal —brain and muscle aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like
protein*

cAMP - cyclic adenosine monophosphate — cykliczny adenozynomonofosforan

CCGs — clock controlled genes — geny kontrolowane przez zegar

CCS - central clocking system — centralny zegar biologiczny

CGDG - clock genes-dependent genes — geny zalezne od zegara

¢GMP — cyclic guanosine monophosphate — cykliczny guanozynomonofos-
foran

Clock — circadian locomotor output cycles kaput*

CRE - cyclic nucleotide response element*

Cry — cryptochrome — kryptochrom

DAG - diacylglycerol — diacyloglicerol

E4bp4 — E4-binding protein 4*

ERG - electroretinogram — elektroretinogram

GHT - geniculo-hypothalamic tract — szlak kolankowato-podwzgérzowy

RGR - retinal G-protein—coupled receptor opsin*, RGR-opsin — RGR-opsyna

RRH - the retinal pigmented epithelium-derived rhodopsin homologue*,
peropsin — peropsyna

IP, — inositol triphosphate — tréjfosforowy inozytol

Mop4 — molybdenum-pterin binding protein*

mSCN - medial SCN - jadro nadskrzyZzowaniowe posrodkowe

NA - norepinephrine — noradrenalina

NPas2 — neuronal PAS-domain protein*

Opnl - opsin 1, jodopsin — opsyna 1, jodopsyna

Opn2 — opsin 2, rhodopsin — opsyna 2, rodopsyna

Opn3 - opsin 3, panopsin, encephalopsin — opsyna 3, panopsyna, encefa-
lopsyna

Opn4 — opsin 4, melanopsin — melanopsyna

OpnS5 — opsin 5, neuropsin — opsyna 5, neuropsyna

PCSs — peripheral clocking systems — obwodowe zegary biologiczne

Per — period — okres

PDE — phopshodiesterase — fosfodiesteraza

PIP, - phosphatidylinositol bisphosphate — fosfatydyloinozytol dwufosforowy

PLC - phospholipase C — fosfolipaza C

Rev-erba — reverse transcript of erythroblastosis gene alpha*

LH - luteinizing hormone — hormon luteinizujacy

RHT - retino-hypothalamus tract — szlak siatkéwkowo-podwzgorzowy

Rora — the retinoid-related orphan receptor alpha*

SCN - suprachiasmatic nucleus — jadro nadskrzyzowaniowe

TMT - the teleost multiple tissue opsin*

TRP — transient receptor potential*®

VA-opsyna — vertebrate ancient opsin*

VAL-opsyna — vertebrate ancient long opsin*

VAS-opsyna — vertebrate ancient short opsin*

VSCN - visual SCN - jadro nadskrzyZowaniowe wzrokowe

* nie ma odpowiedniego terminu w jezyku polskim
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