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MECHANIZMY REGULACJI SNU U DROSOPHILA MELANOGASTER

Sen jest okresem braku intensywnej ak-
tywnosci motorycznej, podczas ktorego za-
chodzg istotne procesy w mozgu, dzieki blo-
kadzie wiekszosci bodzcow sensorycznych,
ktore docieraja do moézgu podczas czuwania.
Proces snu jest niezbedny do prawidlowego
funkcjonowania organizmu, zaréwno czlo-
wieka, jak i zwierzat, w tym bezkregow-
cow, i nie moze zostaC zastgpiony zwyklym
odpoczynkiem, czyli stanem bezczynnosci
z zachowaniem $wiadomosci (HENDRICKS i
wspoétaut. 2000, HUBER i wspoétaut. 2004).
Mechanizm snu zostal dobrze poznany u
wywilzny octowki (Drosophila melanogaster),
zwanej popularnie muszka owocowsa, ktora
jest powszechnie wykorzystywanym modelem
zwierzecym w badaniach genetycznych, neu-
robiologicznych, fizjologicznych, chronobiolo-
gicznych i innych.

Sen jest regulowany przez dwa odrebne
mechanizmy: zegar okotodobowy (ang. circa-
dian clock) oraz proces homeostatyczny, czy-
li zapotrzebowanie na sen po okresie dituz-
szego czuwania (DEBOER 2013). Zegar oko-
lodobowy wyznacza dobowy cykl snu i czu-
wania oraz jest uniwersalnym mechanizmem
regulujacym rytmiczne procesy zachodzace
na poziomie komoérkowym, tkankowym, na-
rzadowym i organizmalnym. Regulacja ho-
meostatyczna z kolei reguluje dlugos¢ snu,
zwlaszcza po okresie deprywacji.

RYTMY I ZEGARY OKOLODOBOWE

Zegar okolodobowy jest zbiorem komo-
rek, tzw. oscylatorow, ktoére charakteryzuja

sie rytmicznag ekspresja genow zegara. Ko-
morki te mozna podzielic na (i) zegar nad-
rzedny - neurony zlokalizowane w mozgu,
ktore generuja samopodtrzymujace sie¢ oscy-
lacje, oraz (ii) zegary peryferyczne, do ktoé-
rych naleza niektére komorki glejowe, neu-
rony w narzadach zmysléw oraz komorki
zlokalizowane w roznych tkankach i narza-
dach calego ciata. Oscylacje zegarow peryfe-
rycznych zanikaja, jezeli nie sa podtrzymy-
wane przez zegar nadrzedny albo przez tzw.
dawcow czasu (niem. Zeitgeber), czyli dobo-
wo zmieniajace sie czynniki Srodowiska, z
ktorych najwazniejszym jest Swiatlo. Wszyst-
kie oscylatory charakteryzuja sie rytmiczna
ekspresja genow zegara, ktére razem z ko-
dowanymi przez nie biatkami stanowia mo-
lekularny mechanizm okolodobowego zegara
biologicznego. Zegar okotodobowy jest jed-
nym z wielu zegarow biologicznych - endo-
gennych oscylatorow, ktore generuja rytmy
o roznym okresie. Dla przyktadu, zegar oko-
loroczny synchronizuje procesy zmieniajace
sie w ciagu roku, zwane rytmami sezonowy-
mi, jak np. cykl rozrodu u ssakow. Jednak
najczesciej badanymi procesami cyklicznymi
sg rytmy dobowe w procesach zyciowych
wszystkich organizméw, ktére generowane
sa przez zegar okotodobowy i synchronizo-
wane ze zmianami zachodzacymi w Srodowi-
sku zewnetrznym w ciagu 24 godz., gléwnie
przez zmiany Swiatla czy temperatury.
Rytmy dobowe procesow biochemicznych,
fizjologicznych i behawioralnych sa endo-
genne, jezeli utrzymuja sie w stalych wa-
runkach srodowiska, co mozna stwierdzi¢ w
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warunkach laboratoryjnych przy zastosowa-
niu stalej ciemnosci, temperatury, wilgotno-
Sci powietrza i innych czynnikoéw Srodowi-
skowych.

Dobowe rytmy aktywnosci lokomotorycz-
nej oraz snu i czuwania naleza do rytmow
generowanych przez zegar okotodobowy. W
statlej ciemnosci (DD) rytmy te ,dryfuja”,
czyli przesuwaja sie w fazie w kolejnych
dobach, dlatego okreslane sa rowniez jako
»~Swobodnie biegnace” (ang. free-running), a
ich okres staje sie dluzszy lub krétszy od
24 godz. U czlowieka rytm snu i czuwania
w warunkach DD ma okres dluzszy od 24
godz., Srednio ok. 25 godz., a u D. mela-
nogaster wynosi 23,8 godz., czyli jest krot-
szy od 24 godz. Dlugos¢ okresu rytmu w
warunkach stalej ciemnosci jest cecha ga-
tunkowsa, przy czym okres rytmu moze tez
zmienia¢ sie¢ w niewielkim stopniu osobni-
czo. Ponadto, czeS¢ osobnikow w kazdej po-
pulacji moze by¢ nierytmiczna, zwlaszcza w
warunkach laboratoryjnych co wskazuje, ze
rytmika procesé6w na poziomie genéw, bia-
tek, procesow komorkowych, fizjologicznych i
behawioralnych nie jest niezbedna dla prze-
zycia, ale zapewnia dobra kondycje, zdrowie
i wplywa na dlugos¢ zycia. Dla przyktadu
brak rytmiki snu i aktywnosci skutkuje bez-
sennoscia i ma powazne konsekwencje zdro-

wotne, a chroniczny brak snu prowadzi do
Smierci.

MOLEKULARNY MECHANIZM ZEGARA
OKOLODOBOWEGO DROSOPHILA
MELANOGASTER

Zegar molekularny opiera sie na ekspre-
sji kilkunastu genow, m.in.: period (per), ti-
meless (tim), Clock (Clk), cycle (cyc), crypto-
chrome (cry), PAR domain protein (pdp), vrille
(uri), doubletime (dbt), casein kinase 2 (ck2),
jetlag (jet) i slimb. Poziom lub aktywnosc
biatek zegara zmienia sie cyklicznie w cia-
gu doby, umozliwiajac im dzialanie na zasa-
dzie petli sprzezenia zwrotnego. Pierwszymi
odkrytymi u zwierzat genami zegara, byly
opisane u Drosophila melanogaster per i tim
(KoNnoPKA i BENZER 1971, SEHGAL i wspolaut.
1994.) Geny te maja cykliczna ekspresje w
komoérkach oscylatorow, ulegaja jednak eks-
presji réwniez w wielu innych komérkach,
gdzie moga pelni¢ dodatkowe funkcje, nie-
zwiazane z praca zegara biologicznego (HAR-
DIN 2005, BENNA 2010). U D. melanogaster
maksimum ekspresji per i tim przypada na
koniec dnia i na poczatek nocy (HARDIN i
wspotaut. 1990, ZENG i wspoétaut. 1994), a
zalezy od dwoch czynnikow transkrypcyjnych
CLOCK (CLK) i CYCLE (CYC), ktore jako he-
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Ryc. 1 Molekularny mechanizm zegara okolodobowego Drosophila melanogaster.

Gloéwnymi genami zegara sa per, tim, Clk i cyc, natomiast DBT i SGG fosforylujac biatka heterodimeréw PER i TIM,
uczestnicza w ich przechodzeniu do jadra komoérkowego. Sam mechanizm transportu przez blone jadrowa PER i

TIM z udzialem importyn jest nieznany.
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terodimery stymuluja ich ekspresje, wiazac
sie z sekwencja regulatorowa, tzw. kaseta E
(E-box), w rejonie promotora genu per i tim
(Yu i wspoélaut. 2007). Pod koniec nocy w
cytoplazmie komorek zegarowych syntetyzo-
wane sg biatka PER i TIM, ktore takze two-
rza heterodimery i transportowane sa do ja-
dra komorkowego, gdzie hamujac aktywnoscé
CLK i CYC, blokuja ekspresje wlasnych ge-
now (LEE i wspotaut. 1999). W trakcie dnia
biatka PER i TIM ulegaja degradacji, dzieki
czemu heterodimery CLK-CYC moga ponow-
nie przylaczy¢ sie do E-box i aktywowac
transkrypcje genoéw. W ten sposob na zasa-
dzie petli sprzezenia zwrotnego ujemnego re-
gulowana jest rytmiczna ekspresja glownych
genow zegara. Caly cykl trwa 24 godz. (YU
i wspoétaut. 2006, TAYLOR i HARDIN 2008)
(Ryc. 1).

Heterodimery CLK i CYC kontrolujg eks-
presje nie tylko genow per i tim, ale takze
gendéw kontrolowanych przez zegar okotodo-
bowy (ang. clock-controlled genes, ccg) (YU
i wspétaut. 2006). Oznacza to, ze ekspresja
tych genow jest cykliczna, poziom ich mRNA
zmienia sie w ciggu doby, ale nie sg one
czeSciag molekularnego mechanizmu zegara.

Zegar molekularny moze synchronizo-
wac sie z zewnetrznymi warunkami Swiatla
i ciemnosci, dzieki obecnosci biatka KRYP-
TOCHROMU (CRY), ktore jest fotorecepto-
rem zegara absorbujacym sSwiatlo niebieskie.
CRY pod wplywem sSwiatla ulega aktywacji,
zmienia swoja konformacje i przylacza sie
do TIM (BERNDT i wspoétaut. 2007, VANVICK-
LE-CHAVEZ i VAN GELDER 2007, OZTURK i
wspoélaut. 2011), ktory jest nastepnie degra-
dowany, podobnie jak sam CRY, w wyniku
ubikwitynacji przez JETLAG, element kom-
pleksu ligazy ubikwityny E3 (HUNTER-ENSOR
i wspotaut. 1996, LEE i wspotaut. 1996,
MYERS i wspotaut. 1996, ZENG i wspélaut.
1996, CERIANI i wspoétaut. 1999). Obnizony
poziom TIM wplywa na stabilnos¢ PER, kto-
re w formie monomeru jest rowniez degrado-
wane przez ubikwitynacje za posrednictwem
ligazy ubikwityny SLIMB. W warunkach sta-
tego swiatla (LL) zalezna od CRY degrada-
cja TIM i PER nastepuje w sposob ciagly,
w efekcie ustaja oscylacje poziomu biatka i
niektore rytmy, w tym aktywnos¢ lokomoto-
ryczna, zanikaja. Taki proces obserwowany
jest m.in. u Drosophila melanogaster, ale nie
jest on konserwatywny u wszystkich gatun-
kow.

Oprocz glownej petli ujemnego sprzeze-
nia zwrotnego, jest jeszcze petla dodatniego
sprzezenia zwrotnego. Heterodimery CLK-
-CYC reguluja transkrypcje represora VRIL-
LE (VRI) i aktywatora PDP1, ktore wspol-
zawodniczac o miejsce wiazania sekwencji
regulatorowej utrzymuja rytmiczna ekspresje

mRNA Clk (YU i wspotaut. 2007). W przeci-
wienstwie do PER i TIM, poziom bialek CLK
i CYC nie zmienia sie w ciagu doby (HOUL
i wspotaut. 2006), wiec oscylacje mRNA Cik
maja prawdopodobnie inne funkcje niz w
przypadku mRNA per i tim. By¢é moze stabi-
lizuja molekularny mechanizm zegara.

W sklad molekularnego mechanizmu ze-
gara wchodza rowniez biatka kontrolujace
procesy potranskrypcyjne i potranslacyjne,
m. in. cykliczna fosforylacje i defosforylacje
PER i TIM. PER jest fosforylowany przez ki-
naze kazeinowa lepsilon (CKle), DOUBLE-
TIME (DBT) i NEMO, ktore kontroluja jego
stabilnos¢ (KLOSS i wspotaut. 1998, PRICE i
wspotaut. 1998), z kolei kinaza kazeinowa
II (CKII) i SHAGGY (SGG) fosforyluja PER i
TIM, biorac udzial w procesie ich przecho-
dzenia do jadra komorkowego (BAE i EDERY
2006). Wykryto jeszcze kilka innych bialek,
ktore moga kontrolowac¢ transkrypcje gltow-
nych genéw zegara, formujac dodatkowe pe-
tle, takie jak CLOCKWORK ORANGE (CWO)
(KADENER i wspétaut. 2007, LM i wspotaut.
2007, MATSUMOTO i wspétaut. 2007, RICHIER
i wspoélaut. 2008), KAYAK-o (LING i wspol-
aut. 2012), czy E75 (KUMAR i wspolaut.
2014). Z kolei regulatorami translacji PER i
TIM sa bialka TWENTY-FOUR (LM i wspot-
aut. 2011) i ATAXIN-2 (LM i ALLADA 2013).

Zegar molekularny opisany u D. melano-
gaster moze byC¢ rozny u innych gatunkéw
owadow.

ZEGAR OKOLODOBOWY DROSOPHILA
MELANOGASTER

U D. melanogaster zegar nadrzedny
sklada sie ze 150 neuronéw zlokalizowa-
nych w moézgu w kilku grupach. Pomiedzy
ptatem wzrokowym a Srodkowa czesScia mo-
zgu wystepuja dwie grupy neuronéw, tzw.
male (5 neuronéw o matych cialach komor-
kowych) i duze (4 neurony o duzych cia-
lach komoérkowych) neurony brzuszno-bocz-
ne (ang. small s-LNv and large 1-LNv). Neu-
rony te, z wyjatkiem jednego, tzw. piatego
s-LNv, syntetyzuja neuropeptyd - czynnik
rozpraszajacy pigment (ang. pigment-disper-
sing factor, PDF), ktory jest glownym neu-
roprzekaznikiem zegara. Pozostale neurony
zegara to grupa neuronéw brzuszno-bocz-
nych grzbietowych (LNd), neurony bocz-
ne tylne (LPN) oraz trzy grupy neuronéw
grzbietowych (DN1, DN2 i DN3) (Ryc. 2).
Wszystkie te grupy neuronow sa ze soba
polaczone siecia wypustek, a ich wzajemne
interakcje odpowiadaja za charakterystycz-
ne cechy rytmoéw. Neurony s-LNv uwaza
sie za komoérki odpowiadajace za poranny
szczyt aktywnosci lokomotorycznej D. mela-
nogaster, a neurony LNd, 5-ty s-LNv oraz
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Ryc. 2 Siedem grup neuronéw zegara wchodza-
cych w sklad zegara nadrzednego, ktory lacznie
sklada sie ze 150 neuronow.

RE - retina, LA — lamina, ME - medulla (uklad wzro-
kowy).

DN1 za szczyt wieczorny (GRIMA i wspol-
aut. 2004, STOLERU i wspoétaut. 2004). Te
dwa szczyty charakteryzuja dobowy wzor
aktywnosci D. melanogaster w warunkach
zmiennego oSwietlenia 12 godz. Swiatla i 12
godz. ciemnosci (LD12:12). Poranne zwiek-
szenie aktywnosSci rozpoczyna sie zanim
jeszcze pojawi sie Swiatlo w Srodowisku,
co okresla sie mianem antycypacji zmiany
warunkow oswietlenia i jest dowodem na
obecnos¢ zegara okolodobowego (SHEEBA i
wspotaut. 2010).

Neurony s-LNv wydaja sie mie¢ kluczo-
we znaczenie w regulacji dobowej rytmiki
aktywnosci lokomotorycznej, gdyz usuniecie
tej grupy komoérek powoduje zanik rytmicz-
nego behawioru. Z kolei neurony grzbietowe
DN1, ktore maja polaczenie synaptyczne z
s-LNv, moga by¢ wyjSciem z zegara do neu-
ronéw, ktére nie wchodza w jego sktad, ale
maja wplyw na rytmike dobowa wielu pro-
cesoOw, m.in. snu (CAVANAUGH i wspoélaut.
2014).

Neurony s-LNv wykazuja zmiany mor-
fologiczne w ciagu doby. Ich zakonczenia
aksonalne cyklicznie zmieniaja wielkoS¢ i
stopien rozgalezienia wskazujac, ze w cia-
gu doby moze sie zmieniac¢ liczba synaps
i neuronéw postsynaptycznych, z ktorymi
kontaktuja sie s-LNv (FERNANDEZ i wspotaut.
2008, GOROSTIZA i wspotaut. 2014). Dobowa
plastycznos¢é synaps i morfologii neuronéow
wystepuje tez w innych rejonach mozgu i
dotyczy mneuronow innych niz zegarowe.
Po raz pierwszy okolodobowa plastycznosc
neuronalng stwierdzono w uktadzie wzro-
kowym Drosophila i innych muchowek, co
wskazuje na reorganizacje strukturalng mo-
zgu w ciagu doby (Pyza 2013, KRZEPTOWSKI
i wspotaut. 2018).

CHARAKTERYSTYKA SNU U
DROSOPHILA

Sen u Drosophila zostat scharakteryzo-
wany dopiero w 2000 r. (HENDRICKS i wspol-
aut. 2000, SHAW i wspoétaut. 2000). W ba-
daniach tych stwierdzono, ze w ciagu doby
muszki pozostaja dluzszy czas w bezruchu
i okres ten spelnia kryteria snu, poniewaz
charakteryzuje sie wyzszym progiem pobu-
dzenia, charakterystyczna postawa ciala oraz
kompensacja po deprywacji. Pora snu re-
gulowana jest przez zegar okotodobowy i u
mutantow genow zegara, np. u mutantow
per® sen ulega fragmentacji. Sen jest takze
regulowany homeostatycznie i po jego depry-
wacji niedobory snu wyréwnywane sg przez
dtuzszy sen w kolejnych dobach.

Chociaz u Drosophila nie wystepuja fale
mozgowe typowe dla stanu snu jak u ssa-
kéw, jednak zaobserwowano lokalne poten-
cjaly polowe w srodkowej czeSci moézgu (pro-
tocerebrum) oraz obnizenie aktywnosci neu-
ronow w tzw. cialach grzybkowatych, ktore
sa osrodkami pamieci wechowej, ale zaan-
gazowane sa takze w regulacje snu (NITZ i
wspotaut. 2002, BUSHEY i wspoétaut. 2015).
W wyniku deprywacji snu, u Drosophila, po-
dobnie jak u ssakéw, obserwuje sie obnize-
nie zdolnosci do uczenia sie i zapamietywa-
nia. Na sen majgq tez wplyw czynniki Srodo-
wiskowe, socjalne, a takze stan fizjologiczny
organizmu, infekcje i stres.

Sen u Drosophila definiowany jest jako
okres bezruchu trwajacy przynajmniej S5 min
i dzieli sie¢ na sen nocny, ktéry wystepu-
je w srodku nocy, oraz sen dzienny, zwa-
ny drzemka albo sjesta, ktory wystepuje w
trakcie dnia i jest dluzszy u samcow niz u
samic (HUBER i wspoétaut. 2004). Sen, po-
dobnie jak aktywnosc¢ lokomotoryczna, mie-
rzy sie przy uzyciu systemu monitorujacego
DAMS (ang. Drosophila Activity Monitoring
System). Aktywnos$¢ owadow jest rejestrowa-
na indywidualnie dla kazdego owada, ktory,
poruszajac sie w szklanej rurce, przecina
wiazke podczerwieni. Kazde takie przejscie
jest komputerowo rejestrowane i przedsta-
wiane w postaci aktograméw. Na podstawie
uzyskanych danych mozna okreslié okresy
aktywnosci, bezruchu, poziom aktywnosci,
dlugos¢ sjesty i snu w nocy oraz rytmike
dobowa snu i aktywnosci. Stosuje sie row-
niez rejestracje za pomoca kamery video,
dzieki czemu mozna precyzyjnie zaobserwo-
waé zmiany w zachowaniu owada w ciagu
doby.

Badania snu na Drosophila maja te ko-
rzys¢, ze rejestracje snu i jego analize moz-
na przeprowadzi¢c u licznych mutantéw i
szczepow transgenicznych, ktore sa dostep-
ne, lub ktére mozna wygenerowacé. Uzycie
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specyficznych szczepéw transgenicznych po-
zwala znakowac fluorescencyjnie wybrane
neurony [wprowadzenie do genomu genéw
innych organizméw kodujacych biatka flu-
orescencyjne, jak np. biatko zielonej fluore-
scencji (GFP) meduzy Aquorea victorial, spe-
cyficznie je aktywowac¢ lub hamowac (me-
toda optogenetyczna) czy usuwac (indukcja
apoptozy), a takze wywolywac wzrost eks-
presji lub wyciszenie konkretnego genu (me-
toda UAS-GAL4). Dzieki zastosowaniu tych
metod zidentyfikowano geny, ktérych mu-
tacja wplywa na dhugos¢ snu lub na inne
jego parametry. Na przyklad, gen kodujacy
kanal potasowy Shaker (CIRELLI i wspotaut.
2005, BUSHEY i wspoétaut. 2007) i jego mo-
dulator sleepless (KOH i wspoétaut. 2008) od-
powiedzialne sg za skrécenie snu w nocy.
Poniewaz Shaker koduje napieciowo zalezny
kanal potasowy, ktory powszechnie wyste-
puje w mozgu, ma on wplyw na regulacje
wielu procesow. W przypadku obu genoéw
stwierdzono, ze moga wplywaé¢ na aktyw-
nos$¢ neurondéw i metabolizm neuroprzekaz-
nikow, m.in. acetylocholiny i GABA. Inne
neuroprzekazniki zaangazowane w regulacje
snu i aktywnosSci to histamina, ktéra, ra-
zem z dopaming i oktopaming odpowiada za
aktywnos$¢, oraz serotonina, ktére razem 2z
GABA promuja sen. Z kolei glutaminian ma
podwojna funkcje w regulacji snu, aktywuja-
ca i hamujaca.

OSRODKI SNU U DROSOPHILA

W moézgu Drosophila wyr6zniono rejony,
ktore maja znaczenie w regulacji snu, tzw.
osrodki snu. Sa one zlokalizowane w cen-
tralnej i grzbietowej czesci mozgu. Do naj-
wazniejszych struktur zaangazowanych w
regulacje snu naleza: ciala grzybkowate (z
ang. mushroom bodies, MB) oraz kompleks
centralny (ang. central complex, CC), zlozo-
ny z ciala elipsoidalnego (ang. elipsoid body,
EB) i ciala wachlarzowatego (ang. fan-sha-
ped body, FB) (Ryc. 3).

Ciala grzybkowate tworza platy zawiera-
jace zaré6wno neurony promujace sen, jak
i aktywnos¢ (JOINER i wspoétaut. 2006, SI-
TARAMAN i wspoétaut. 2015, ARTIUSHIN i SE-
HGAL 2017). MB otrzymuje sygnaly hamu-
jace aktywnos¢ za posrednictwem GABA i
serotoniny (HAYNES i wspotaut. 2015, YUAN
i wspotaut. 2006). Z kolei kompleks central-
ny otrzymuje hamujace sygnaly z komoérek
dopaminergicznych, ktére promuja aktyw-
nos¢ (Lu i wspétaut. 2012, UENO i wspol-
aut. 2012, KAYSER i wspotaut. 2014, PIMEN-
TEL i wspoétaut. 2016, NI i wspotaut. 2019)
oraz aktywujace z komoérek zegara LPN (NI
i wspoéltaut. 2019). Sygnaly hamujace i akty-
wujace sa precyzyjnie integrowane i w efek-
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Ryc. 3 Glowne osrodki snu w mozgu Drosophila
melanogaster.

cie aktywny CC za posrednictwem GABA
hamuje neurony oktopaminergiczne, promu-
jac sen (NI i wspotaut. 2019).

Gléwnym neurotransmiterem regulujacym
sen i promujacym aktywnos$¢ Drosophila jest
dopamina. Mutanty genu fumin, kodujace-
go transporter dopaminy, charakteryzuja sie
bardzo krotkim snem, prawdopodobnie w
wyniku wzrostu poziomu dopaminy w calym
mozgu (KUME i wspoétaut. 2005). Metamfeta-
mina, ktora jest psychostymulantem u ssa-
kéw aktywujacym uklad dopaminergiczny,
u Drosophila takze dziala pobudzajaco (AN-
DRETIC i wspoélaut. 2005). O roli komplek-
su centralnego w regulacji snu sSwiadcza tez
eksperymenty, w ktéorych aktywowano neu-
rony w jego czeSci zwanej cialem wachla-
rzowatym. Ta stymulacja wydluzala sen u
badanych owadéw, a poniewaz deprywacja
snu wplywatla na aktywnos¢ tych neuro-
noéw, mozna wnioskowac, ze CC odpowiada
za homeostatyczna regulacje snu (DONLEA
i wspotaut. 2011). Kompleks centralny, a
zwlaszcza grzbietowa cze$é ciala wachlarzo-
watego, moze wiec pelni¢ centralna funkcje
w regulacji snu jako integrator informacji
dochodzacych =z roéznych rejonéw mozgu,
m.in. z réznych grup neuronéw dopaminer-
gicznych, jak réwniez struktury przesylajacej
informacje do osrodkéw docelowych, w od-
powiedzi na rozne bodzce regulujace sen.

Komoérki produkujace drugi z kluczowych
neuroprzekaznikéw  promujacych  aktyw-
nos¢ — oktopamina, oprocz projekcji do ciat
grzybkowatych, wysyla réwniez zakonczenia
aksonalne do czesci kompleksu centralnego,
protocerebrum, ptatéw wzrokowych oraz cze-
Sci neuroendokrynowej moézgu zwanej pars
intercerebralis (PI), do neuronéw produku-
jacych peptyd insulinopodobny. PI jest owa-
dzim odpowiednikiem podwzgoérza. Aktywa-
cja neuronéw oktopaminergicznych wywotuje
wyjatkowo silny efekt hamujacy sen, ktory
nie jest kompensowany homeostatycznie.
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Dodatkowo, w PI wystepuja neurony pro-
dukujace inny neuropeptyd — SIFamid, kto-
ry promuje sen (FOLTENYI i wspoélaut. 2007,
PARK i1 wspoétaut. 2014).

W regulacji snu wazna role odgrywa
rowniez inna neuroendokrynowa struktura
mozgu zwana pars lateralis, gdyz obnizenie
aktywnosci regulatorow cyklu komorkowe-
go w neuronach tej struktury wplywalo na
dhugos¢ snu, silnie go skracajac (ROGULJA i
Young 2012).

Z kolei neurony histaminergiczne u Dro-
sophila, podobnie jak u ssakow, odpowia-
daja za pobudzenie (OH i wspotaut. 2013).
Projekcje z tych neuronéw dochodza do re-
jonéw brzusznego i bocznego protocerebrum
mozgu Drosophila (NASSEL 1999), a antago-
nista receptoréow histaminowych, hydroksy-
zyna, opoznia sen (SHAW i wspélaut. 2000),
jednak efekt ten zalezy tylko od jednego z
receptorow — podjednostki kanaléw chlor-
kowych bramkowanych histaming (HisCL1),
nie jest natomiast zalezny od receptoréw Ort
(OH i wspotaut. 2013). Histamina ma zna-
czenie w regulacji snu w dzien, gdyz obni-
zenie aktywnosci dekarboksylazy histydyny,
glownego enzymu w metabolizmie histaminy
wydluza sjeste.

Serotonina, ktéra wystepuje prawie we
wszystkich rejonach moézgu, promuje sen,
gdyz podawanie jej prekursora, 5-hydroksy-
tryptofanu, wydhuza sen u Drosophila i od-
powiada za kompensacje snu po jego de-
prywacji (YUAN i wspotaut. 2006). Rowniez
GABA promuje sen, a neurony produkuja-
ce GABA unerwiaja wiele neuronéw w ca-
tym mézgu. Podawanie agonistow receptora
GABA-A wydhuza sen (DISSEL i wspodtaut.
2015), a ponadto GABA odpowiedzialny jest
za rozpoczecie snu, co wskazuje na zwig-
zek z regulacja snu przez zegar okolodobo-
wy. Receptory GABA-A wykryto w neuro-
nach zegara (PARISKY i wspoétaut. 2008), a
dodatkowo wykazano, ze GABA hamuje ak-
tywnos¢ 1-LNv. Ponadto, GABA uwalniany z
neuronéw grzbietowej czeSci mozgu (parzyste
Srodkowe neurony grzbietowe, DPM) hamuje
ciala grzybkowate, wydtuzajac sen.

W regulacji snu bierze udzial tez gluta-
minian i acetylocholina. Oba te neuroprze-
kazniki maja wplyw zarowno na aktywnosc,
jak i na sen.

Na sen wyplywaja tez czynniki Srodowi-
skowe i socjalne. Gléd, czy inny stres sil-
nie hamuja sen i mechanizm tego zjawiska
zalezy od szlakow regulujacych metabolizm.
Ostatnio zidentyfikowano gen translin, kto-
rego wysoka ekspresje zaobserwowano po
glodzeniu muszek, natomiast jego wycisze-
nie przeciwdzialalo hamowaniu snu przez
gtod (MURAKAMI i wspoélaut. 2016). Podobny
efekt zaobserwowano po obnizeniu poziomu

leukokininy, peptydu syntetyzowanego przez
niektéore neurony PI. Istnieje rowniez Scisty
zwiazek pomiedzy snem a ukladem immuno-
logicznym, ktoéry u Drosophila jest ukladem
odpornosci wrodzonej. Brak snu powoduje
wzrost poziomu czynnikéw odpowiedzialnych
za odpornos$é, np. czynnika transkrypcyjne-
go RELISH (homolog NF«B u ssakow), ktore-
go poziom rosnie po deprywacji snu i ktéry
promuje sen (WILLIAMS i wspoélaut. 2007).

REGULACJA SNU PRZEZ ZEGAR

Zegar okolodobowy wyznacza zaréwno
pore sjesty, jak i snu w nocy. W tej regula-
cji snu przez zegar kluczowe znaczenie majg
neurony zegara 1-LNv, gdyz ich aktywnosc¢
elektryczna zmienia sie w ciagu doby, a ma-
nipulacje wywolujace zmiany aktywnosci,
zwlaszcza w nocy, wplywaja na sen i aktyw-
nos$¢ (CAO i NITABACH 2008; PARISKY i wspol-
aut. 2008; SHANG i wspotaut. 2008; SHEE-
BA i wspolaut. 2008a, b; LU i ZHAO 2014).
Wazna role w regulacji snu odgrywa neuro-
peptyd PDF, gdyz owady z mutacja Pdff i
mutacja receptora Pdfr wykazywaly zwiek-
szony poziom snu w trakcie dnia (CHUNG
i wspoélaut. 2009), natomiast nadekspresja
Pdfr skracala sjeste (POTDAR i SHEEBA 2018).
Neurony s-LNv reguluja sen za pomoca PDF,
ktory stymuluje aktywnos$é neuronéw w pro-
tocerebrum, wydzielajacych neuropeptyd al-
latostatyne A (CHEN i wspoétaut. 2016) oraz
za pomoca sNPF (ang. short Neuropeptide
F), ktory reguluje prace l-LNv i odpowiada
za stymulacje snu w trakcie nocy (SHANG i
wspotaut. 2013). Neurony DN1 z kolei dzie-
la sie na populacje promujaca sen (a-DN1p)
i promujaca aktywnos¢ (vs-DN1p) (Guo i
wspotaut. 2018, LAMAZE i wspotaut. 2018).

Geny zegara, ktore sa aktywne o roz-
nych porach doby; per i tim na koncu dnia
i na poczatku nocy, a Clk i cyc na poczatku
dnia, wplywaja bezposrednio na sen, ponie-
waz zaobserwowano, ze u mutantow Clk i
cyc sen wydluzal sie, natomiast u mutantow
per i tim skracal (LIU i wsp. 2014).

ROLA KOMOREK GLEJOWYCH
W REGULACJI SNU

Komoérki glejowe przez dhlugi czas byly
traktowane jako dodatkowe elementy ukta-
du nerwowego wspomagajace neurony, za-
rowno w czasie rozwoju ukladu nerwowego,
jak réwniez w dorostym moézgu, jako komor-
ki odzywiajace neurony i usuwajace zbed-
ne produkty. Obecnie wiadomo, ze komérki
glejowe pelnia kluczowa role w wielu proce-
sach w ukladzie nerwowym, a ich liczba w
mozgu rosnie w rozwoju ewolucyjnym ukla-
du nerwowego wraz ze stopniem komplikacji



Mechanizmy regulacji snu u Drosophila melanogaster

409

mozgu. U D. melanogaster jest ich mniej niz
neuronéw w mozgu, ale u ssakow ich liczba
przewyzsza liczbe neuronow. Wsrod komorek
glejowych, zaréowno u kregowcow, jak i bez-
kregowcow, mozna wyrozni¢ kilka typow wy-
specjalizowanych w réznych funkcjach. Maja
one réwniez swoj udzial w regulacji rytmoéw
okolodobowych, a te ktore zaangazowane sg
w ten proces, wykazuja cykliczna ekspresje
gendéw zegara i zwane sa oscylatorami gle-
jowymi. Po zablokowaniu funkcji wszystkich
neuronéw zegara, oscylatory glejowe moga
utrzymac staby rytm aktywnosci lokomoto-
rycznej (EWER i wspoélaut. 1992).

Nasze badania wykazaly, ze komorki
glejowe aktywne sa w nocy i moga regulo-
waé aktywno$¢ neuronéw w calym mozgu,
réwniez odpowiedzialnych za roézne funkcje,
m.in. sen (PyzA i GORSKA-ANDRZEJAK 2004,
WALKOWICZ i wspotaut. 2017). Kluczowsa role
w tym procesie odgrywaja oscylatory glejo-
we, ktore synchronizowane sa przez zegar
nadrzedny oraz dobowe zmiany S$wiatta. W
komérkach glejowych, podobnie jak w neu-
ronach, wystepuje rytmika ekspresji wielu
genow, a takze dobowe zmiany poziomu bia-
tek, np. podjednostki regulatorowej a pom-
py sodowo-potasowej, czy enzymoéw odpowie-
dzialnych za metabolizm neuroprzekaznikow
(GORSKA-ANDRZEJAK i wspoétaut. 2009; DAMU-
LEWICZ i wspotaut. 2013, 2015).

Komoérki glejowe w mozgu Drosophila
dziela sie na kilka glownych typow: 1) glej
powierzchniowy (perineurium i subperineu-
rium), ktéry otacza moézg i stanowi barie-
re hemolimfa-mézg, 2) glej korowy, 3) glej
neuropilu, w ktorego sklad wchodza komor-
ki podobne do astrocytow (ang. astrocyte-li-
ke glial cells, AIGL) i komorki wystepujace
na powierzchni neuropilu (ang. ensheathing
glia, EnGl) oraz 4) glej peryferyjny okrywaja-
cy aksony neuronéw sensorycznych i moto-
rycznych. Oprocz peilnienia réznych funkcji,
komorki glejowe - oscylatory wykazuja tez
rozny poziom biatka PER. Najwyzszy poziom
zaobserwowano w komorkach glejowych sa-
siadujacych z zakonczeniami neuronéw ze-
gara [-LNv w ukladzie wzrokowym (KRZEP-
TOWSKI i wspélaut. 2018).

W komoérkach glejowych w mézgu wykry-
to wysoki poziom czynnika neurotroficznego
zwanego Srodmoézgowym czynnikiem wzro-
stu astrocytow (mesencephalic astrocyte-de-
rived neurotrofic factor, MANF), ktoéry jest
homologiem MANF obecnego w moézgu ssa-
kow. MANF w mozgu ssakow odpowiedzialny
jest m.in. za hamowanie degeneracji neu-
ron6w dopaminergicznych (LINDHOLM i Sa-
ARMA 2010, PALGI i wspélaut. 2009). MANF
u D. melanogaster (DmMANF) wystepuje w
niewielkiej iloSci w neuronach (w ciatach
komorkowych), natomiast jego wysoki po-

ziom utrzymuje sie w komorkach glejowych,
zwlaszcza w AIGL i EnGL. Obnizenie lub
podwyzszenie poziomu DmMANF w tych ko-
morkach glejowych zaburza sen w dzien i w
nocy (WALKOWICZ i wspoétaut. 2017). Z kolei
obnizenie poziomu DmMANF we wszystkich
komorkach glejowych nie tylko skraca sen w
nocy, ale takze dlugosc¢ zycia muszek (WAL-
KOWICZ i wspolaut. 2017). Obnizenie pozio-
mu innych biatek kluczowych dla funkcjo-
nowania komorek glejowych réwniez powo-
duje zaburzenia dlugosci snu. Dla przykla-
du, wyciszenie ekspresji genu Appl, koduja-
cego biatko Amyloid Precursor Protein Like
(APPL) w komorkach gleju astrocytarnego,
wydluza czas snu w nocy przez wplyw na
szlak regulujacy sygnalizacje glutaminergicz-
na (FARCA LUNA i wspoétaut. 2017). Roéwniez
obnizenie poziomu biatka Eiger (EGR), be-
dacego odpowiednikiem ssaczego TNFa, oraz
jego receptora, Wengen, powoduje skrocenie
czasu snu (VANDERHEYDEN i wspoélaut. 2018).

PODSUMOWANIE

Sen u D. melanogaster wykazuje wiele
podobienstw do snu ssakéw, nie tylko po-
siada cechy typowe dla tego stanu (z wy-
jatkiem fal mozgowych), jak wyzsza konsoli-
dacja snu w nocy, wyzszy prog pobudzenia
w czasie snu, ale rowniez podobne mecha-
receptory. Rowniez substancje chemiczne
promujace sen lub czuwanie dziataja podob-
nie u ssakéw i Drosophila i dotyczy to nie
tylko metamfetaminy, ale réwniez kofeiny i
modafinilu. Podobna jest tez funkcja snu,
gdyz jego brak wywoluje zaburzenia pamie-
ci i uczenia sie. Dlatego tez badania snu
u muszki D. melanogaster moga przyniesc
nowe odkrycia dotyczace regulacji i funkcji
snu na poziomie komoérkowym w ukladzie
nerwowym oraz polaczen synaptycznych po-
miedzy neuronami, przy udziale komorek
glejowych.

Streszczenie

Sen zaréwno u Drosophila, jak i u ssakéw jest re-
gulowany przez zegar okolodobowy i procesy homeosta-
tyczne, szczegolnie po okresie jego deprywacji. Funkcja
snu jest podobna u réznych organizméw, jego brak
wplywa na uczenie sie i pamie¢, a takze na procesy
metaboliczne i rozwdj. Gléwny oscylator zegara okoto-
dobowego u muszki owocowej zlokalizowany jest w mo-
zgu i sklada sie ze 150 neuronéw, a niektére z nich
kontaktuja sie z neuronami tworzacymi osrodki snu w
ciatach grzybkowatych i kompleksie centralnym mozgu.
W regulacji procesu snu i czuwania kluczowa role od-
grywaja neurotransmitery, takie jak dopamina, oktopa-
mina, serotonina, GABA i acetylocholina. W procesach
regulacji snu duza role odgrywaja réwniez komorki gle-
jowe, szczegolnie te, w ktorych zlokalizowane sa oscyla-
tory peryferyczne.
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MECHANISMS OF SLEEP REGULATION IN DROSOPHILA MELANOGASTER

Summary

In both Drosophila and mammals, sleep is regulated by the circadian clock and homeostatic processes, espe-
cially after deprivation. Its function is also similar in different organisms, since the lack of sleep affects learning
and memory but also development and metabolic processes. The circadian clock, the pacemaker in the brain, is
composed of 150 neurons and some of them contact sleep regulating neurons located in mushroom bodies, a center
of olfaction memory, and in the central complex. Wake or sleep promoting neurons are regulated by several neuro-
transmitters, and among them dopamine and octopamine promote wake, serotonin and GABA promote sleep, while
glutamine and acetylcholine have dual function. Besides neurons, also glial cells are important in sleep regulation,
especially those expressing clock genes, so-called glial oscillators.

Key words: circadian clock, glial cells, homeostatic regulation of sleep



