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Streszczenie: Plastycznos¢ okotodobowa (ang. circadian plasticity) uktadu nerwowego to szczegdlny
rodzaj plastycznosci, ktorej istot¢ stanowia rytmiczne (o okresie rytmu okoto 24 godziny) zmiany
morfologii i fizjologii struktur nerwowych. S3 one generowane przez tzw. zegary okotodobowe. Na-
jnowszc badania wykazaty, ze oprocz neuronow, takze niektore typy komorek glejowych moga petic
rolg zegarow. Dysponujac cndogennym mechanizmem zegarowym wytwarzajagcym dobowe oscylac-
je, komorki tc wykazuja w ciagu doby rytmiczne zmiany morfologii i ekspresji okreslonych genow.
Moga wptywac na dziatanic zegarow ncuronalnych oraz rytmik¢ behawioralng organizmu. W przed-
stawionej pracy dokonano przegladu najnowszych badan nad rolag komoérek glejowych w generowaniu
oraz regulacji okotodobowej rytmiki struktur ncrwowych.

Stowa kluczowe: komorki glejowe, plastycznosé, zegar biologiczny, rytmy okotodobowe

Summary. Circadian plasticity of the nervous system represents the particular type of ncuronal plas-
ticity that manifests itself in rhythmic (with a pcriod of approximately 24 hours) changes of morphol-
ogy and physiology of the nervous structurc. It is gencrated by so called circadian clocks. Recent
reports show that not only neurons but also certain typcs of glial cells can function as the clocks. Being
equipped in the endogenous pacemaker mechanism, they reveal rhythmic changes of morphology and
gene expression. What is more, they influcnce the functioning of neuronal clocks and the behavioral
rhythmicity of the organism. This paper summarizcs the recent studies on the role of glia in generating
and rcgulating the circadian rhythmicity of thc nervous tissuc.
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WSTEP

Komorki glejowe stanowia ponad potowg objgtosci ludzkicgo mozgu [9]. Mimo
tego, ich rola w funkcjonowaniu uktadu nerwowego byla nicdoccniana przez bardzo
dhugi czas. Nazwa glcj, pochodzaca od greckiego stowa gloios — klej, odnosi sig je-
dynie do jego funkcji strukturalnej i podporowe;, i niewatpliwic tylko z tcj perspekty-
wy glcj, jako tkanka, byt przez dlugi czas postrzegany. Najnowsze badania pokazaty
jednak, zc komorki tc reguluja rozne procesy nerwowe, w tym takzc najwazniejszy
z nich, czyli neurotransmisj¢ [22, 35, 44]. Pierwsze pracc, w ktorych wykazano, zc
posiadaja onc znacznic wigksze ,.kompetencje” niz poczatkowo przypuszczano, spo-
wodowaly zintcnsyfikowanic badan nad funkcjg roznych ich typow [1]. Wydaje sig,
zc takicgo zaintcresowania doczekaly si¢ takze badania nad rola glcju w tzw. okoto-
dobowecj plastycznosci (ang. circadian plasticity) uktadu nerwowego [11, 29].

Plastycznos$¢ okotodobowa to szczegdlny rodzaj plastycznosci, ktorej istotg stano-
wig rytmiczne (o okoto 24-godzinnym okresie rytmu) zmiany morfologii i fizjologii
struktur nerwowych. Podobnie jak okotodobowe oscylacje natg¢zenia réznorodnych
proccsow biologicznych w innych tkankach lub narzadach, jest ona wyrazem ewo-
lucyjnego przystosowania si¢ organizmu do dobowej rytmiki zmian zachodzacych
w jego srodowisku zewngtrznym. Dobowe oscylacje natgzenia Swiatta (cykl dzier/
noc), a takze oscylacje temperatury, wilgotnosci i innych fizyko-chemicznych para-
mctrow srodowiska istotnic wplywaja na procesy zyciowc organizméw. Nic wigc
dziwnego, zc na skutck adaptacji wytworzyly onc endogenny oscylator (ang. pace-
maker), tzw. zegar biologiczny (ryc.1), ktory generuje rytmik¢ proceséw wewngtrz-
nych i umozliwia jej synchronizacj¢ z cgzogennym rytmem zmian srodowiskowych
[51,52].

U ssakow gltowny gencrator rytmu (ang. master clock), znajduje si¢ w jadrach
nadskrzyzowaniowych podwzgorza mozgu (ang. Suprachiasmatic Nuclei, SCN),
u ptakow, gadow i ryb w szyszynce, u migczakow w oku, natomiast u owadow w pta-
tach wzrokowych ($wicrszcze i karaczany) lub srodkowej czg¢sci mozgu (muchowki
i motyle). Jego molckularny mechanizm opiera si¢ na oscylacjach natg¢zcnia tran-
skrypcji tzw. genow zegarowych [26]. Na przykfad w neuronach zegara u muszki
owocowej, Drosophila melanogaster (ryc.2A) w ciagu doby oscyluje natg¢zenic tran-
skrypcji genow sprawujgcych bezposredniq kontrolg nad rytmikg okofodobowa, pe-
riod (per) i timeless (tim) (ryc. 2B). Jest to mozliwe dzigki temu, ze kodowane przez te
geny biatka Per i Tim rcguluja pgtle glownego, ujemnego sprz¢zenia zwrotnego (ang.
the core loop) (ryc. 2C) w tych neuronach: tacza si¢ ze sobg i jako stabilnc heterodi-
mery (Per-Tim) wchodzg do jadra komorkowego, gdzie hamuja transkrypcj¢ swoich
wiasnych genow [19, 20, 26]. Molekulamy mechanizm zegara ssakow takzc opiera
si¢ na rytmiczncj ckspresji genow zegarowych, przy czym kluczowymi gecnami zega-
rowymi s3 w tym przypadku geny Per (Perl, Per2) i Cryptochrome (Cryl, Cry2),ito
ich ekspresja jest rcgulowana na zasadzie ujemnego sprz¢zenia zwrotnego [26, 31].
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RYCINA 1. Podstawowce ccchy zcgara biologicznego (A) i rytmow okotodobowych (B). A) Gtow-
na czg¢s¢ zegara stanowi endogenny oscylator wysytajacy rytmiczny sygnat dobowy do narzadow
cfcktorowych, ktore wykazuja rytmikg¢ procesow biologicznych. Zmieniajace si¢ w rytmic dobowym
czynniki srodowiska dostarczaja do zcgara informacji o uptywajacym czasic, przez co peinig rolg
tzw. dawcow czasu lub synchronizatorow (nicm. Zeitgebers). U podstaw mecchanizmu gencruja-
ccgo rytm w komorkach zegara leza dobowe oscylacje w poziomie ekspresji genow zegarowych.
B) Krzywa przcdstawiajaca dobowg rytmikg procesu biologicznego. Kazdy z punktow krzywej sta-
nowi charakterystyczng faz¢ rytmu. W warunkach dnia i nocy (LD) okres rytmu, czyli jego pciny
cykl, wynosi 24 godziny. W statych warunkach srodowiska, gdy brak jest dawcy czasu, na przy-
ktad w statcj ciemnosci (DD) uzyskiwancj w warunkach laboratoryjnych, autonomiczny zegar nadal
.chodzi”, ale w charakterystycznym dla sicbic tempie. Generuje rytm swobodnie biegngcy (ang. free
-running) o okresic nieco dtuzszym lub krotszym od 24 godzin. Jest to rytm okotodobowy (circadial-
ny, 7 lac. circa-okolo, dies-dzicn)

FIGURE 1. Basic characteristics of the biological clock (A) and the circadian rhythms (B)

Cho¢ gtowny nurt badan komérkowych nad rytmika okotodobowa zawszc
dotyczyt ncuronéw zcgara, to nic sg onc jedynymi komorkami w uktadzic ncr-
wowym, w ktorych zachodzi ckspresja genow zcgarowych. Ekspresj¢ gendow Per
(Perl, Per2) wykryto takzc w astrocytach ssakow {23, 36], natomiast w mozgu
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muszki owocowcj gen per ulega ckspresji w wiclu typach komorck glcjowych,
przedc wszystkim jednak w glcju ncuropilu, ktory okresla si¢ jako glcj podob-
ny do astrocytow (ang. astrocyte-like glia) [23]. Oprocz per, w komorkach gle-
jowych muszki owocowej wykryto takze ekspresj¢ genu timeless [23, 46]. Po-
nicwaz poziom Pecr (a takze Tim) w tych komoérkach zmicnia si¢ w ciggu doby
podobnic jak w ncuronach zegara, to najwyrazniej dysponuja onc mcchanizmem
generujacym oscylacje i moga wchodzi¢ w skiad okotodobowego systemu zcga-
rowcgo organizmu [23].

W dalszej czgsci tego artykutu dokonano przegladu najnowszych badan nad
rolg komorek glcjowych w generowaniu oraz regulacji okotodobowej rytmiki
struktur nerwowych. W pracy przedstawiono badania prowadzonc na ssakach
oraz na muchowkach (Diptera), przy czym w tym drugim przypadku gtownic na
muszce owocowej, Drosophila melanogaster.

KOMORKI GLEJOWE MUCHOWEK
I RYTMY OKOLODOBOWE

RYTMIKA ZMIAN STRUKTURALNYCH

Bardzo wygodnym ukladem modelowym w badaniach nad zjawiskicm pla-
stycznosci okotodobowe;j jest uktad wzrokowy Diptera, a zwlaszcza jego pierw-
szy neuropil wzrokowy (lamina), ktoéry przejawia silng rytmikg¢ dobowa (ryc. 2A,
ryc. 3). W neuropilu tym zaobscrwowano na przykitad dobowe zmiany wiclkosci
nicktorych typow ncuronow oraz komorck glejowych, a takze dobowe zmiany
w liczebnosci synaps i1 ekspresji biatka budujacego struktury presynaptyczne,
Bruchpilot [15, 17, 37, 39].

Badania przeprowadzone na trzech gatunkach much; musze domowe) (Musca
domestica), muszce owocowej (Drosophila melanogaster) oraz muszc plujce
(Calliphora vicina) wykazalty, ze aksony tzw. duzych komdrek monopolarnych L1
1 L2 (ang. Large Monopolar Cells, LMS), czyli interncuronéw, ktore odbicra)g infor-
macje swietlne 1 wzrokowce od fotoreceptorow (ryc. 3C), zmieniajg swojg wielkos¢
w ciagu doby [37, 39]. Gdy M. domestica jest hodowana w warunkach dnia i nocy
(12 godzin swiatta 1 12 godzin ciemnosci; LD 12:12), sg one wigksze na poczatku
dnia, a mniejsze w czasic nocy (ryc.3E). W przypadku L2 fluktuacjc tc utrzymu-
ja si¢ takze w warunkach statej ciemnosci (DD), co oznacza, ze majg one charak-
ter endogenny, tj. s3 generowane przez okotodobowy zegar biologiczny [37, 39].
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RYCINA 2. A) Mézg i uktad wzrokowy Drosophila melanogaster. W tkance wybarwiono jadra komé-
rek. ktore wykazujg ekspresje genu per. Sa to jadra komdrkowe neuronéw gtéwnego oscylatora oko-
todobowego, tzw. neuronéw zegara (obrysowane grupy jader), jadra komoérkowe fotoreceptoréw oka
ztozonego (groty strzatek), a takze jadra komorek glejowych (strzatki). R siatkéwka oka ztozonego,
L pierwszy neuropil wzrokowy, czyli lamina, M drugi ncuropil wzrokowy, czyli medulla. Skala: 10
pm. B) Dobowe zmiany w poziomic ekspresji genéw per i lim w neuronach zegara D. melanogaster.
Najwyzszy poziom transkryptow mRNA tych gendw (linia ciggta) wystepuje na poczatku nocy, nato-
miast najwyzszy poziom ich biatkowych produktow (linia punktowa) pod koniec nocy. Przesuniecie fazy
dobowego rytmu biatek Per i Tim w stosunku do fazy rytmu odpowiedniego mRNA sugeruje wystepo-
wanie sprzezenia zwrotnego miedzy synteza tych biatek a transkrypcja kodujacych je genéw. C) Sche-
mat gtéwnej petli molekularnego mechanizmu zegara biologicznego D. melanogaster, czyli petli ujem-
nego sprzezenia zwrotnego, ktéra indukuje znaczne zmiany w poziomic ekspresji genéw w ciggu doby.
Podczas dnia, w neuronach zegara heterodimery biatek Clock i Cycle (CIk-Cye) aktywujg tran-
skrypcje gendéw per ilim wigzac sie z sekwencjg E-box w obrebie ich promotoréw (1). W cia-
gu nocy syntetyzowane sg biatka Per i Tim, ktére po utworzeniu heterodimeréw Per-Tim prze-
mieszczajg sie do jadra komérkowego (2), gdzie hamujg transkrypcje swoich wiasnych gendw (3).
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Transkrypcja per i tim jest wznawiana dopiero rankiem nast¢gpnego dnia, gdy poziom kodowanych
przez te geny biatek ulega obnizcniu na skutek degradacji. W degradacj¢ Tim zaangazowane jest
biatko kryptochromu (Cry), ktore u muszki owocowej petni funkcj¢ fotoreceptora Swiatta niebie-
skicgo. W godzinach porannych, pod wpltywem $wiatta, biatko to ulega aktywacji i to ono zaczy-
na tworzy¢ z biatkiem Tim kompleksy, ktore sa szybko degradowane w proteosomach. Zalezna od
$wiatfa degradacja Tim umozliwia synchronizacj¢ pracy zegara z lokalnym rytmem dnia i nocy.
Niektore sposrod neurondéw zegara wykazuja ekspresj¢ czynnika rozpraszajacego pigment (ang.
Pigment dispersing factor, Pdf), czyli neuropeptydu, ktory jest sygnatem drég wyjscia. Wigcej in-
formacji na temat molekulamego mechanizmu zegara okolodobowego D. melanoguster znajdujc sig
w cytowanych pracach przegladowych [19, 20, 26, 31]

FIGURE 2. A) Pcr-expressing cells of the brain and the visual system of Drosophila melanogaster.
B) Diumnal expression profiles of per and tim RNAs and proteins. C) The core loop of the molecular
mechanism of the circadian clock

Co cickawe, opisanym powyzej zmianom strukturalnym L1 i L2 towarzysza ryt-
miczne zmiany morfologii pobliskiego gleju epitelialnego (ryc. 3) [15, 23, 37 ]
Glej ten otacza kolumny aksondéw wchodzacych w sktad jednostck synaptycz-
nych ncuropilu lamina, tzw. kartuszy optycznych (ang. cartridges) (ryc. 3C, D).
Aksony komorek monopolamnych L1 i L2 zajmujg centralng pozycj¢ w kazdym
kartuszu, natomiast dokota nich utozone sg zakonczenia aksonalnc fotorccepto-
row oka ztozonego oraz mniejszec wypustki innych neuronéw (ryc. 3C). Otaczajac
wszystkie te wypustki, komarki gleju epitelialnego oddzielajg je od wypustek sa-
siednich kartuszy.

Analiza powierzchni przekrojow poprzecznych przez komorki tego glcju
(ryc. 3D) wykazala, ze ich wielko$¢ zmienia si¢ w ciagu doby: sg znacznic wigk-
sze w nocy niz w dzicn, a zatem odwrotnie niz aksony L1 i L2 (ryc.3E) [15, 38,
39]. Co ciekawe, komorki gleju epitelialnego wptywaja na zmiany wielkosci
aksonow L1 i L2. Pod wplywem glejotoksyn, ktore zaburzaja metabolizm gleju
zmienia si¢ bowiem dobowy wzorzec zmian strukturalnych nic tylko komoérek
glejowych, ale tez intermeuronow L1, L2 {15, 23, 38]. Fluorocytrynian (FL) i jo-
dooctan (IAA), ktore zaburzajg w komérkach glejowych cykl Krebsa, powoduja,
ze amplituda obserwowanych zmian wielkosci aksonéw L1 i L2 znacznie wzra-
sta; w ciggu dnia s3 onc jeszcze wigksze, natomiast w nocy jeszcze mniejsze niz
aksony osobnikoéw kontrolnych. Z kolei zastosowanie oktanolu, ktéry zamyka
polaczenia szczelinowe pomigdzy komorkami, a wigc zaburza komunikacj¢ mig-
dzykomdrkowa, powoduje zanik rytmiki zmian strukturalnych gleju i neuronow
[6, 15, 23, 38]. Dobowe zmiany morfologii aksonéw L1 i L2, a zwlaszcza ampli-
tuda tych zmian, sg wigc uwarunkowane prawidtowym dziataniem ,,rytmicznego”
gleju epitelialnego, ktory znajduje si¢ w ich sasiedztwie. W neuronach L1 i L2
nie wykryto jak dotad ekspresji gendw zegarowych, a zatem nie wydajc sig, aby
one samc dysponowaly mechanizmem generujacym dobowe zmiany plastyczne
obserwowane w morfologii ich aksonow.
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RYCINA 3. A) Siatkowka oka ztozonego Drosophila melanogaster na zdjeciu z mikroskopu elek-
tronowego skaningowego. Oko muszki owocowej, podobnie jak oczy innych much, zbudowane jest
z pojedynczych oczek zwanych ommatidiami (strzatka). Skala: 100 pm. B) Fragment pierwszego neu-
ropilu wzrokowego (lamina) Musca domestica w przekroju poprzecznym. Neuropil ten, podobnie jak
lezaca nad nim siatkdwka, ma budowe modutowa. Sktada sie z tzw. kartuszy optycznych (pojedynczy
kartusz w ramce) bedacych jednostkami synaptycznymi tego neuropilu. Skala: 10 pm. C) Kartusz
muchy domowej na mikrofotografii z mikroskopu elektronowego transmisyjnego (TEM). Gtdwnymi
elementami kazdego kartusza sg zakornczenia nerwowe szesciu fotoreceptoréw (R) oraz aksony inter-
neuronéw, ktére odbieraja od fotoreceptoréw informacje $wietlne i wzrokowe, czyli aksony duzych
komdrek monopolamych LI i L2. Kazdy kartusz otaczajg trzy komorki gleju epitelialnego (Gl). Ich
wypustki wnikajg pomiedzy budujace kartusz aksony, a takze do $rodka zakonczen fotoreceptorow,
gdzie tworzg charakterystyczne inwaginacje zwane strukturami gtdwkowatymi (groty strzatek). Skala:
I pm. D) Neuropil z oznakowanymi do pomiaru konturami komérek LI (grot strzatki), L2 oraz gleju
epitelialnego (GI) otaczajgcego cztery sasiadujace ze sobg kartusze. Skala: 10 pm. E) Dobowe zmia-
ny powierzchni przekroju poprzecznego aksonéw LI, L2 oraz komérek gleju epitelialnego (warto$ci
$rednie + odchylenie standardowe). Powierzchnia przekroju aksonéw LI i L2 jest wigksza na poczatku
dnia niz na poczatku nocy, natomiast powierzchnia przekroju epitelialnych komérek glejowych (GI)
jest wieksza na poczatku nocy niz na poczatku dnia. ZT1 godzina po rozpoczeciu fazy jasnej (dnia),
ZT13 godzina po rozpoczeciu fazy ciemnej (nocy)

FIGURE 3. A) Scanning electron micrograph of D. melanogaster compound eye. B) The modular
structure of the first visual neuropil or lamina. The lamina is composed of cylindrical units called
cartridges (single cartridge in a box). C, D) The main elements of each cartridge, the axons of LI,
L2 monopolar cells (LI, L2) and the surrounding epithelial glia (Gl) display daily changes in their
cross-sectional area (E)
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RYTMIKA POZIOMU EKSPRESJI NA'/K*- ATPAZY

Rytmicznym zmianom wiclkosci aksonow neuronéw L1 i L2 oraz komdrck
gleju epitelialnego towarzysza dobowe zmiany w poziomie ekspresji pompy sodo-
wo-potasowej (Na'/K*-ATPazy) [15, 16], pelniacej kluczowa role w utrzymaniu
homeostazy jonowej komorek. Pompa ta przy wykorzystaniu energii pochodzacej
z ATP transportuje jony potasowe i sodowe wbrew gradientowi ich st¢zen [24,
40]. W ukiadzie nerwowym D. melanogaster utrzymuje ona aktywnos¢ enzyma-
tyczna, gdy skiada si¢ z dwoch podjednostek; podjednostki a o wlasciwosciach
katalitycznych i podjednostki o wiasciwosciach regulacyjnych [42].

Badania nad dobowa ekspresjg pompy sodowo-potasowej w ukladzic wzro-
kowym D. melanogaster pokazaty, ze ulega ona istotnym zmianom w przypadku
podjcdnostki a. W ciggu doby zmienia si¢ zardwno ilo$¢ transkryptu (mRNA), jak
i biatka [15, 16]. Poziom ekspresji jest najwyzszy na poczatku nocy, natomiast naj-
nizszy w srodku nocy. U muszck dzikicgo szczepu Canton-S zmiany te obscrwujc
si¢ zarGwno w warunkach dnia i nocy, jak i statej cicmnosci, natomiast u muszek
per®, arytmicznych mutantow, u ktorych nie powstaje funkcjonalne biatko Per, nie
sg onc w ogole widoczne, co swiadczy o ich endogennym charakterze [16].

Wazng rol¢ w tcj rytmice zdaja si¢ odgrywac¢ komorki glejowe. Barwicnie
immunohistochemiczne pokazujace lokalizacj¢ podjednostki a w uktadzic wzro-
kowym D. melanogaster wykazalo, ze poziom tego biatka jest szczegélnic wy-
soki w komorkach glejowych, zwlaszcza w ich btonic komoérkowej, gdzie biatko
to utrzymuje aktywnos¢ enzymatyczng [15, 16]. Mozna przypuszczad, zc obser-
wowanc w ciagu doby oscylacje poziomu ekspresji podjednostki a, cho¢ nie po-
chodza wylacznie z komorek glejowych, to jednak w duzym stopniu sg w nich
wiasnie generowane.

Oprocz aktywnosci enzymatycznej pompa sodowo-potasowa wykazuje takze
aktywnosc¢ adhezyjna, bierze udziatl w tworzeniu potaczen mi¢gdzykomorkowych
oraz transdukcji sygnatu [34, 40]. Moze to oznacza¢, ze zegar biologiczny regulu-
je w tych komorkach takze i te funkcje. Wyjasnienie tych kwestii wymaga jcdnak
dalszych badan.

RYTMIKA POZIOMU EKSPRESJI BIALKA EBONY

Gen ebony, ktory ulcga ckspresji w naskorku oraz moézgu D. melanogaster
koduje biatko o aktywnosci enzymatycznej — syntetazg przylaczajaca B-alaning
do amin, np. histaminy, dopaminy czy scrotoniny. Mutacja tego genu objawia si¢
czarnym zabarwieniem kutikuli owada (stad nazwa ebony), zmianami w uktadzie
wzrokowym (zmicniony wzor clcktrorctinogramu), a takze zaburzeniami w dobo-
wcj rytmice aktywnosci lokomotorycznej i zachowan godowych [23, 46]. Ostat-
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nia sposréd wymicnionych cech fenotypowych tej mutacji wyraznie wskazuje na
zwiazck Ebony z funkcjonowaniem zcgara okotodobowego.

Co cickawe, w ukladzic ncrwowym gen ebony ulega ekspresji wytacznie w ko-
morkach glejowych [6, 23], a poziom jego ekspresji wykazuje rytmik¢ dobowa [46].
W platach wzrokowych Ebony jest syntctyzowane przez wspomniany wczesniej
glej epitelialny lamina, a takze glej drugiego neuropilu wzrokowego, czyli neuro-
pilu medulla [6, 7]. W warunkach dnia i nocy, a takze statej ciemnosci, poziom jego
mRNA jest najwyzszy na poczatku dnia lub subiektywnego dnia (czyli tej czgsci
doby w DD, ktora odpowiada poczatkowi dnia w LD). Na poczatek dnia przypada
takzc maksimum ckspresji biatka [46].

Fakt, ze oscylacje te utrzymujg si¢ w stalej cicmnosci, natomiast nie wyst¢puja
u arytmicznych mutantéw zegara biologicznego, np. per” lub tim” (mutant, u ktore-
go nic powstajc funkcjonalnc biatko Tim) wyraznie wskazuje na ich endogenne po-
chodzcnic [46]. Regulujac w ciggu doby poziom ekspresji ebony, zcgar biologiczny
mozc sprawowac kontrol¢ nad procesami nerwowymi, w ktorych uczestniczy ko-
dowanc przez ten gen biatko. Na przyktad w komorkach gleju cpitelialnego, kto-
rc bezposrednio przylegaja do histaminergicznych zakonczen fotoreceptorow oka
ztozoncgo bgdzic to dobowa regulacja transportu zwrotnego histaminy [6, 23, 46] .

Dotychczasowc badania wskazuja na to, ze komorki glcjowe, ktore synte-
tyzuja Ebony (komorki te syntetyzuja takze biatka Per i Tim) odgrywaja wazng
funkcj¢ w okotodobowej plastycznosci struktur nerwowych [23]. Na przykiad ko-
morki glcju cpitclialnego lamina, w ktorych ekspresja ebony utrzymuje si¢ na wy-
sokim poziomic wykazuja dobowe zmiany morfologii i regulujg podobne zmiany
w ncuronach L1 1 L2 (opisanc powyzej). Z kolei glej ncuropilu zewngtrzncj czgsci
mcdulla najprawdopodobnicj posredniczy w przesytaniu informacji okotodobo-
wych z neuronow zegara do komoérek docelowych. Komorki tego gleju wyst¢puja
w poblizu zakonczen nerwowych neurondw zegara, z ktdrych jest uwalniany ncu-
ropeptyd PDF [16]. Jest to jedyny, dobrze poznany do tej pory neuroprzckaznik
zegara uczestniczacy w przckazywaniu sygnatow do komorek docelowych (np.
sygnalow modulujacych aktywnosé lokomotoryczng) [48, 49]. Komorki glcjowe,
w ktorych zachodzi ckspresja genu ebony biorg udziat w regulacji dobowej rytmi-
ki aktywnosci lokomotoryczncj [6, 23, 46]. Wywotanic ekspresji ebony w komor-
kach glejowych arytmicznych mutantéw ebony (ang. rescue experiment) przywra-
ca tym owadom dobowa rytmik¢ aktywnosci lokomotorycznej [46]. Bezposredni
zwigzek pomigdzy ekspresja biatka Ebony w gleju a dobowa rytmika aktywnosci
owada dowodzi, ze mamy do czynienia z pierwszym czynnikiem pochodzenia
glcjowego, ktory bierze udziat w regulacji rytmiki behawioralnej [23, 46]. Przy-
puszcza si¢, ze Ebony mozc modulowaé sygnalizacj¢ dopaminergiczng [8, 46].
Biatko to najprawdopodobnicj wptywa na aktywnos¢ dopaminy poprzez cyklicz-
nc tworzenie i uwalnianie N-B-alaninodopaminy [8, 46], ktdra z kolei reguluje
aktywnosc lokomotoryczng zwicrzgcia [41].
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Wazng rol¢ oscylatorow glcjowych w kontroli nad rytmem aktywnosci loko-
motorycznej D. melanogaster potwierdzaja takze najnowsze badania, ktére wyka-
zaly, ze arytmiczno$¢ aktywnosci lokomotorycznej wywotuja takze manipulacje
genetyczne zaburzajace w komorkach glcjowych takie procesy komorkowe, jak:
transport pecherzykowy, gradient jonowy btony, czy sygnalizacja wapniowa [32].
Te same badania rowniez wykazaly, ze glej przypominajacy astrocyty przesyla
informacje do neuronéw zegara i wptywa na ich dziatanie [32]. Fakt, ze zegary
glejowe moga modulowac pracg zegaréw neuronalnych dowodzi istnienia partner-
skich relacji migdzy neuronami a komorkami glejowymi, takze i1 w tym aspckcic
ich funkcjonowania.

ASTROCYTY SSAKOW I RYTMY OKOLODOBOWE

Podobnic jak nicktore typy glcju bezkrggowcow, takze astrocyty krggowcow
wykazuja cechy oscylatorow okotodobowych [23, 36]. Badania prowadzonc na
picrwotnych hodowlach astrocytow z kory moézgowej szczura i myszy wykazaty,
ze zachodza w nich rytmiczne, dobowe zmiany w poziomic cksprcsji genow zc-
garowych Perl i Per2 [36]. Wprawdzie w takich warunkach komérki tec wykazuja
cechy jedynic stabych oscylatorow (ang. damped circadian oscillators), gdyz ob-
serwowane oscylacje zanikaja po kilku dniach, ale zmicniaja faz¢ rytmu w odpo-
wiedzi na sygnaly zc srodowiska, co oznacza, ze w sposob charakterystyczny dla
komorck zegara synchronizuja swoja rytmik¢ z rytmika dobowa otoczenia [36].
Oprocz tego, zc wykazuja rytmiczng ckspresj¢ genow Per, astrocyty syntetyzuja
1 uwalniajg w rytmic dobowym czasteczki sygnatowe, np. ATP [50], a ich morfo-
logia ulega dobowym zmianom, ktdre sg skorelowane ze zmianami strukturalny-
mi odpowicdnich ncurondéw [4].

RYTMIKA ZMIAN STRUKTURALNYCH W SCN

Jak dowiodly badania na gryzeniach, struktura nerwowa SCN ulega pla-
stycznym zmianom w ciggu doby. Dobowga plastycznos¢ strukturalng mozna za-
obserwowac¢ na przyktadzie tzw. neuronéw VIP i ncuronéw AVP (gtownych po-
faczen eferentnych w SCN szczura), oraz towarzyszacych im astrocytow [4, 13].

Neurony VIP lcza w brzusznej cz¢sci SCN zwanej rdzeniem (ang. the core
region of SCN) i syntctyzuja naczyniowoaktywny peptyd jelitowy (ang. Vaso-
active Intestinal Peptide, VIP). Neurony te przekazujg sygnaly z siatkowki do
grzbietowo-przysrodkowej czg¢sci SCN (ang. the shell region of SCN), gdzie z ko-
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lei wystgpujg syntetyzujagce arginino-wazopresyng neurony AVP (ang. Arginine
Vasopressin Peptide, AVP) przesylajacc sygnaly okotodobowe dalcj, do réznych
czg¢$ci mozgu. Obydwa typy ncuronodw, VIP i AVP, sa otoczone przez wypustki
astrocytow, ktore w SCN tworza ggsta sicé komorkowa. (W poréwnaniu z neu-
ronami np. przedniej cz¢sci podwzgorza, neurony SCN s3 w znacznie wigkszym
stopniu pokryte przez astrocyty [12]).

Neurony VIP, AVP oraz towarzyszace im astrocyty wykazuja rytmiczne zmia-
ny morfologiczne na poziomie ultrastruktury. Na przyktad liczba synaps wystg-
pujacych na neuronach VIP (wsrdéd nich synaps glutamincrgicznych przesytaja-
cych informacje swictlne) jest o 36% wigksza w dzien niz w nocy [13]. Takze
sicC astrocytow jest gestsza w dzien, niz na poczatku nocy. Oprocz tego zauwa-
zono, ze w rytmie dobowym zmienia si¢ powierzchnia kontaktu migdzy wypust-
kami astrocytdw a dendrytami neuronéw VIP i AVP na skutek cyklicznych zmian
w morfologii gleju [4]. W nocy dendryty neuronéw VIP zmniejszaja kontakt
z zakonczeniami aksonalnymi innych neuronéw (- 43%), natomiast zwi¢kszaja
kontakt z glejem, gdyz sg w wigkszym stopniu pokryte przez astrocyty (+ 29 %).
Inaczej jest w przypadku necurondéw AVP. Ich dendryty zmniejszaja kontakt z gle-
jem (-19%) w ciagu nocy [4]. Jak wida¢ na przykfadzic ncuronéw VIP i AVP,
wzor dobowych zmian powicrzchni kontaktu pomigdzy astrocytami a neuronami
moze by¢ rézny dla réznych typow neurondw [4]. Ujawnia to dodatkowy aspckt
plastycznosci strukturalnej SCN, ktora okazuje si¢ by¢ istotna we wzajcmnej syn-
chronizacji réznych typéw komoérek, w tym neuronow i astrocytow [5].

Kluczowym czynnikicm umozliwiajacym synchronizacj¢ neurondw i astrocy-
tow jest wspomniany wczesnicj ncuropeptyd VIP. Neuropeptyd ten dziata przede
wszystkim na neurony [2, 12], jednak wplywa takze na astrocyty. Regulujac do-
bowga rytmik¢ aktywnosci neuronéow GnRH, czyli neuronéw wytwarzajacych hor-
mon pobudzajacy przysadk¢ mézgowa do uwalniania gonadotropin, wptywa na ich
aktywnos¢ nie tylko bezposrednio, ale i za posrednictwem astrocytow, w ktorych
wywoluje rytmiczne, dobowe zmiany morfologii [12]. (Astrocyty, podobnic jak
neurony GnRH, posiadaja receptory dla VIP). Jak wykazano, pod wptywem VIP
powierzchnia astrocytow zwigksza si¢ na poczatku dnia, a malcjc w okresic popotu-
dniowym, przy czym fluktuacji tych nic obscrwujc si¢, gdy aktywnosé VIP jest za-
hamowana poprzez wstawicnic nonscnsownej sekwencji nukleotydéw do genu ko-
dujacego ten neuropeptyd [12]. Przypuszcza sig, zc zmiana powierzchni astrocytow
moze wplywac na pobudzenic ncuronéw GnRH; w okresie popotudniowym, gdy
powierzchnia astrocytow ulega zmniejszeniu, ncurony te sa odstaniane przez glej,
CO sprzyja tworzeniu si¢ synaps, a zatem i ich pobudzeniu do uwalniania GnRH
[12]. Z kolei w astrocytach korowych utrzymywanych w hodowli in vitro, podanic
VIP nie tylko podtrzymujc dobowy rytm biatka Per 2, ale takze wywolujc zalezne
od dawki oraz czasu jego podania przesunigcia fazy tcgo rytmu [23, 28].
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RYTMIKA ZMIAN POZIOMU EKSPRESJI GFAP

Oprocz dobowych zmian strukturalnych, w SCN obscrwujc si¢ takzc dobowe
oscylacje w poziomic ckspresji GFAP, czyli kwasnego glcjowego biatka wiokien-
kowego (ang. Glial Fibrillary Acidic Protein, GFAP) [4], odgrywajaccgo kluczowa
rol¢ w organizacji cytoszkiclctu astrocytow.

Ilo$¢ GFAP w brzuszno-bocznej czgsci SCN szczura zmicnia si¢ w sposob ryt-
miczny. Jest go najwigcej w srodku nocy (czyli wtedy, gdy zwicksza si¢ powierzch-
nia kontaktu astrocytow z neuronami VIP), natomiast mniej podczas dnia. Ponic-
waz jednak fluktuacje tc nic utrzymuja si¢ w warunkach statcj cicmnosci (DD), to
jest to rytm cgzogenny, wynikajacy nie tyle z pracy zegara biologicznego, co z bez-
posrednicj rcakcji na zmiang warunkéw swietlnych [4].

Wptyw zcgara na dobowga rytmik¢ GFAP jest widoczny w SCN chomika. U tcgo
gryzonia rytm GFAP utrzymuje si¢ takze w stalej cicmnosci (DD), przy czym w DD
ma on mnicjszg amplitudg 1 jest przesunig¢ty w fazic [27]. Przeprowadzone badania
wykazaly, zc oprocz warunkow swietlnych na amplitud¢ rytmu GFAP wptywaja
takzc hormony steroidowe (u szczurow o obnizonym poziomic kortykosteronu jest
ona mnicjsza nawet o 50 %), ktore stanowig wazny clement drog wyjscia zegara
okotodobowego [4, 25]. Regulacja rytmiki GFAP przez hormony steroidowe odby-
wa si¢ na zasadzic sprz¢zcnia zwrotnego. Uwalnianc w sposob rytmiczny (dzigki
wptywowi SCN) mgskie hormony pitciowe (androgeny) oddziatuja na SCN poprzez
licznic wyst¢pujace tam receptory dla androgenéw (AR) [25]. Pomimo oczywiste-
go wptywu zegara na rytm GFAP w SCN chomika, takze i w tym przypadku rytm
ten jest w gldwnej micrze regulowany przez zcwngtrzny cykl swiatta i ciemnosci,
o czym $wiadczy fakt, ze w warunkach LL oraz u zwicrzat, ktérc nic widza, rytm
ten catkowicic zanika [27].

Obserwowana w brzuszncj czgsci SCN rytmika GFAP wydaje si¢ by¢ dobrym
wskaznikiem dobowcj plastycznosci strukturalnej astrocytow. Jej duza wrazliwos$é
na warunki $wictlne otoczcnia sugeruje, zc obscrwowanc w SCN zmiany struktu-
ralnc i zwiazany z nimi rytm GFAP, stuza synchronizacji pracy endogennego zcgara
z rytmika zmian srodowiskowych [4, S]. Potwicrdzity to takze badania wykazu-
jace, ze w rcgulacj¢ dobowych zmian morfologii astrocytow SCN zaangazowany
jest czynnik wzrostu pochodzenia mozgowego (ang. Brain-Derived Neurotrophic
Factor, BDNF), ktory jest znany ze swojej roli w synchronizacji okotodobowe;j ryt-
miki SCN do warunkow swictinych [ 14]. Wydaje si¢, ze BDNF, ktory ulcga ckspre-
s)i w SCN w rytmic okotodobowym, moze regulowaé¢ zmiany strukturalne w SCN
zaréwno poprzcz modulacj¢ neuroprzekaznictwa z siatkowki, jak 1 synchronizacjg
oscylatorow komorkowych budujacych SCN [14].
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RYTMIKA ZMIAN STEZENIA ATP

W SCN szczura zaobserwowano takze okolodobowe zmiany stezenia adc-
nozynotrdjfosforanu (ATP) [30, 33, 50], ktéry w ukiadzie nerwowym jest nie tyl-
ko zrodtem energii, lecz takze glioprzekaznikiem (ang. gliotransmitter) bioracym
udziatl w komunikacji pomig¢gdzy astrocytami oraz mi¢dzy astrocytami a neurona-
mi [21, 35, 43].

Po uwolnieniu do przestrzeni zewnatrzkomoérkowcej ATP jest konwertowany
przez ektonukleotydazy do ADP, AMP, czy adenozyny. Dla kazdej z tych czaste-
czck, na neuronach i wszystkich rodzajach komorek glejowych wystgpuja specy-
ficzne reccptory purynergiczne (np. reccptor P2 dla ATP i ADP, a P dla adenozy-
ny), ktérc uaktywniaja wtéorne przckazniki informacji wewnatrzkomoérkowe; takic
jak wapn, cAMP, czy IP3 (inozytolo-[1,4,5]-trifosforan). Uaktywniany jest takze
tlenek azotu (NO) i odgrywajaca kluczowg rol¢ w lipidowych szlakach przcka-
zywania sygnatdow w komdrcc fosfolipaza C. Obecnos¢ ATP w przestrzeni mig-
dzykomodrkowej wywotujc powstawanic w komorkach glejowych fali wapniowcj.
ATP moze takze dziala¢ jako czynnik wzrostu, ktory wplywa na réznicowanic
komorek nerwowych i glcjowych [10].

Okotodobowa rytmika ATP jcst widoczna w warunkach in vitro i in vivo.
W przestrzeni mi¢dzykomdrkowcj heterogennych kultur komoérkowych SCN,
ktore oprocz ncuronow zawicraja tcz liczne astrocyty (SCN2.2), poziom ATP
zmienia si¢ w ciggu doby [50]. Okotodobowe oscylacje tego glioprzekaznika wi-
doczne sa rownicz w SCN in vivo. Zcgar biologiczny kontroluje réwnicz ckspre-
sj¢ genow zaangazowanych w regulacj¢ sciezki metabolicznej i sygnalizacyjnej
ATP w komdrkach SCN2.2 oraz komorkach SCN in vivo [30, 33].

24- godzinnc oscylacjc poziomu ATP s3 takze widoczne w medium komoérkowym
pierwotnych hodowli komérkowych astrocytow korowych. Jego st¢zenic jest nicwicl-
kic podczas dnia, natomiast gwattownc rosnie na poczatku nocy [50]. Obccnosé ryt-
miki ATP w innym niz SCN modclu badawczym sugeruje, zc czastcczka ta jest waz-
nym clementem drég wyjscia nic tylko gtownego zegara w SCN, alc tez oscylatorow
w innych czgsciach mozgu [50].

DOBOWE ZMIANY POZIOMU EKSPRESJI TRANSPORTERA
GLUTAMINIANU W SCN SSAKOW

Wydaje si¢, zc w SCN ssakow rytmicznym, dobowym zmianom mozc takzc
ulcgaé¢ poziom ckspresji transportcra glutaminianu. Glutaminian (kwas glutami-
nowy) jest gldwnym ncuroprzckaznikicm pobudzajacym w centralnym uktadzic
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nerwowym (CUN) krggowcow. Jego natychmiastowe usuwanie ze szczeliny sy-
naptycznej jest niczwykle wazne nic tylko ze wzglgdu na szybkos$¢ przekaznictwa
synaptycznego, lecz takze ze wzglgdu na neurotoksyczno$¢ tego aminokwasu [ 18].
Podstawowym mechanizmem inaktywacji glutaminianu jest jego aktywne pobicra-
nie zwrotne ze szczeliny synaptycznce) przez neurony i komorki glejowe.

W mozgu szczura glutaminian jest usuwany ze szczceliny synaptycznej przez
trzy, zalezne od jonow sodu transportery: GLAST (ang. Glutamate Aspartate
Transporter), GLT-1 (ang. Glutamate Transporter) oraz EAAT! (ang. Excitatory
Amino-Acid Transporter). O ile trzeci z nich ulega ekspresji w ncuronach, to dwa
pierwsze wystepuja w astrocytach [47]. Badania Spanagel i wpotautorow (2005)
pokazaty, ze poziom ekspresji transportera GLAST w astrocytach SCN myszy
podlega dobowym zmianom i jest najwyzszy na samym poczatku dnia, a najniz-
szy w nocy. Takze poziom mRNA dla tego genu zmicnia si¢ rytmicznic [45]. Po-
niewaz nie sprawdzano, czy zmiany poziomu mRNA i biatka utrzymuja si¢ takze
w statych warunkach swietlnych, nic wiemy z cala pewnoscia czy sa one kontro-
lowanc przcz zegar biologiczny. Wydaje si¢ to jednak bardzo prawdopodobne,
gdyz mutacjc genow zegarowych (np. Per czy Clock) obnizaja wychwyt glutami-
nianu w SCN. U mysiego mutanta Per2 poziom ckspresji GLAST w astrocytach
jest tak obnizony, ze jest przyczyna drgawek, a nawet niedowtadu ciata. Podobny
fenotyp wystepuje u mutanta genu Clock [3].

Dotychczasowe wyniki badan nad dobowym profilem ckspresji transportera glu-
taminianu niewatpliwie wskazuja na potrzebg dalszych badan w tym temacie. Jest to
zwigzane takze z tym, ze nie potwierdzila ich inna grupa badawcza. Beaule i wspot-
autorzy (2009) nie zaobserwowali dobowych zmian w poziomie GLAST mRNA, czy
tez okotodobowych zmian w poziomie wychwytu glutaminianu przez korowe astro-
cyty w SCN szczura i myszy [3].

PODSUMOWANIE

Przeprowadzone do tcj pory badania, cho¢ w duzej mierze nickompletne i wy-
magajace kontynuacji, dostarczyly juz wiclu dowodéw na to, ze komorki glejowe
kregowcow 1 bezkrggowcow aktywnie partycypuja w regulacji okotodobowe;j pla-
stycznosci uktadu nerwowego. Komorki te wykazuja w ciagu doby rytmiczne zmia-
ny ckspresji waznych dla funkcji nerwowych biatek oraz zmiany morfologii, ktore
modulujg ich interakcje z neuronami i leza u podstaw synchronizacji; wzajemnc;j
synchronizacji komoérek budujgcych SCN oraz synchronizacji endogennego oscy-
latora okotodobowego z rytmika zmian sSrodowiskowych. Wiemy takze, ze zegary
glejowe moga modulowac prac¢ zegarow neuronalnych i podobnie jak te drugie
wplywaé na rytmik¢ zachowania organizmu. Wcigz natomiast za malo sg znanc
czgsteczki sygnalizacyjne pochodzenia glejowego, ktore s3 wykorzystywanc przcz
te komorki w przckazywaniu ,,okotodobowych” informac;ji [4, 23, 50].
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