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| 1 Powstafe utrudnienja prze ki Ocznej” na rok 1997 w coni
| Praszamy. cenje purpose: Effects of white and monochromatic light of various wave length on the night-time retinal serotonin N-acetyltran-
sferase (NAT) activity were examined in chicks.
Material and methods: Male chicks (white leghorn; 3-4 weeks old) were used. Chicks were purchased on the day of hatching.
S ¢ All animals were offered ad libitum access to standard food and water, maintained under an ambient temperature of 27:2°C,
SN S () Witk 605 % humidity, and exposed to 12 hr light: dark illumination cycle for a minimum of 8-10 days before experiments. The dayti-
R el me light intensity at the surface of the animals’ cages was about 150 luxes. Each experiment was performed at [east twice. At
i st ; fhe beginning of the fourth hour of the dark phase of the light-dark llumination cycle groups of chicks (four animals per group)
R e ’ ‘ were exposed to either white or monochromatic light for 5, 10, 30 o 60 min, and then killed by decapitation. In another ,se‘ of
¥ experiments birds were illuminated for 5 min, returned to darkness for additional 5, 15, 60 or 120 mln, and then decapltated.
Decapitation was done quickly under dim red light (2 luxes). Retinas were isolated and frozen on dry ice. Exposure of animal to
' light took place in 25x21 cm white plastic chamber. Light produced by 5 W 14 bulb (Osram) was passed through a 9otton filter
o filtered with glass, narrow band interference filters, 7 nm half-peak band-width. The §peqtral wave length analysis for each
interference filter was performed with the aid of Diode-Spectrophotometer and the I|ght irradiance tt?e three wave lenglhsousledf
{ was measured with YS! Radiometer. To measure NAT activity, retinas were sonicated in 10 \_/ols (w/iv) in the proppﬂlon of 100 pl of
ice-cold 0.05 M Sodium phosphate buffer (pH 6.8). The enzyme activity was determined in supernatants of tissue hc;mc:jgenz—r
tes with the radioisotopic method of Steinlechner with modifications of Nowak. Data were expressed aKS "I‘e?" :—' standard efr
of mean (SEM) and analysed for statistical significance by analysis of variance and Student-Newman- e:s Z:r.' e
Results: The potency of the tested lights to suppress NAT activity of the retina had the following rank order: 2
g;MB nm)_ >> blue (434 nm) > red (614 nm). ¢ oduced by a short 5-min pulse of monochromatic light was
°"f°|USl0n: In chicks, the suppression of the nocturm A n‘ono'rhromatic light than of white light.
partially reversible in the retina. The studied chick tis i
Stowa kluczowe: $wiatlo, siatkowka, N-86€
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; - 7 ciemnosci.
runkach ograniczonego °$W’€tlen'a b'a_dzwchnoéci
Wplywa takze na wydiuzanie sig czopkow Sl
oraz przyspieszenie fagocytozy %Z°Z”°W§du-e takze
segmentéw zewnetrznych pre?}k?W; Poy tJrz oo
nieznacznie rytmiczne zmiany cisnienia wewn_aﬂ g o
wego (17). W 24-godzinnym cyklu (12 h w $wietle 'tk o
W ciemnosci) szczyt wytwarzania melatoniny w siatkd
ce kurczaka przypada na fazg ciemna (3, 8, 16}- :

Obnizenie intensywnosci syntezy siatkowkowej
melatoniny oraz spadek aktywnosci NAT spowodoyva-
ny dziataniem $wiatta bialego byl badany przez wielu
autorow u zwierzat roznych gatunkéw (1, 14, 16). Ng-
tomiast stosunkowo niewiele wiemy o oddziatywaniu
Swiatfa w konkretnych zakresach diugosci fali i o prze-
biegu inaktywacji NAT wywolanej przez $wiatlo. W do-
Swiadczeniach przeprowadzonych na szczurach i kur-

Czakach oraz w badaniach u ludzi wykazano, ze su-

presja syntezy melatoniny wywolana dziataniem $wia-

tha zalezy w duzej mierze od energii promieniowania

Swietinego i czasu trwania impulsu (1, 3, 8, 9).

Celem naszej pracy bylo uzyskanie odpowiedzi na
nastepujace pytania:

— jak $wiatlo biate i monachromatyczne o roznych diu-
gosciach fali (niebieskie — 434 nm, zielone — 548
nm, czerwone - 614 nm) wplywa na zmrokowg ak-
tywnos¢ NAT w siatkéwce kurczaka w zaleznosci
od czasu trwania ekspozycji;

— jak zmienia sig¢ aktywnosé NAT w siatkéwce kur-
czaka w trakcie fazy ciemnej po S-minutowej eks-
Pozycji na $wiatlo o roznej barwie w czasie 2-go-
dzinnego monitorowania.

Materiat i metody

Do badan uzyto 4-tygodniowych kogutéw rasy ,biaty
leghorn”. Zwierzeta byly hodowane w standardowych
Wwarunkach, swobodnije sig Poruszaly i miaty wolny do-
step do karmy i wody. Przez 10 dni utrzymywano stafg
~temperature otoczenia 27+2°C. wilgotnosé 60+5%

Na poczatkuy Czwartej godzin
grupe kgrczakéw (W kazdej aru

kurczakn) eksponowano na dzj

y ciemnej fazy cyklu
Ple znajdowaty sig 22

dnisv z przedstawionq dalej metodyka
nastepnym eksperymencie zwié
? ' ] rZeta 2~
dej gr'uple‘znajdowalo sie 12 kurczakéw)ebec(i:c\eﬂl vl\:atz’
samej fazie cykly 2ostaly poddane dZiataniy gy ﬂe :
bfafggo _(grupa B*), zielonego =548 nm (gru a*a
:::b(lesknegg —) 434 nm (grupa N*) czerwon?eg(? - 6%124
grupa C*) przez 5 minut el
ol nut i byly Ponownije Przeno-

Klinika Oczny 1995 9

szone do ciemnego pomie_szczenia nas, 15 g
minut, a pozniej natychmiast dekapitOWan'e 0 120
kontrolng stanowity zwierzeta nje poddaWane' Mpe
zycji. Oznaczono jg jako grupe K* a badanje
Sci NAT przeprowadzano w takich Samych
fach czasowych jak w pozostalych grupag
ekspozycji na $wiatto. Dekapitacije preprowa;nyCh
szybko w czerwonym oswietleniy o nat Zenjy Zang
kséw. Siatkowki natychmiast WYPreparowyy, 2 lu
mrazano w suchym lodzie, a nastepnije Podda e
ocenie zgodnie z Przedstawiong dalej metodykq Wano

Ekspozycja na swiatto

Oswietlanie zwierzat odbywalo sie w biafej Plastik
wej komorze o wymiarach 25x21 ¢y Zrodiem éWiat?‘
byta zaréwka wyladowcza o mocy 5 W E14 firma
Osram, umieszczona za filtrem interferencyjnym (wy-
konanym w Instytucie Fizyki Politechniki w £odzi) o ya.
skim spektrum transmisji (szerokogs transmisji; +7
nm). Zasilanie zrédta pochodzito ze standardoWe§0
stabilizatora pradu Zmiennego utlzymujqcego stafe na-
pigcie 220 V. Analize spektralng widma dia kazdego
z filtréw przeprowadzano za pomocy Spektrofotometr,
diodowego (Diode Spectrophotometer 8452 A firmy
Hewlett Packard, USA). Wartosci Szczytowe diugogc
fali (&) wynosity dla Poszczegoinych filtrow: 434 nm
(niebieski), 548 nm (zielony) i 614 nm (czerwony)i

Natezenie zrodta swiatia dla kazdego z Zastosowa-
nych w doswiadczeniy filtréw wynosito 22 luksy dla
diugosci fali 434 nm, 548 nm i 614 nm, Energie zrodet
promieniowania i natezenie $wiatfa mierzono na po-
ziomie dna klatki PO przejsciu $wiatta przez filtr radio-
metrem YS| (Model 65A; Yellow Spring Instruments
Inc., USA). Energia fal Swietlnych stosowanych w eks-
Perymencie nie roznita sie istotnie w badanych gru-
Pach i wynosita rednio 7,76%1,37 uW/cm2.

Badanie aktywnosci NAT w siatkéwce

Aktywnosg €Nzymu oznaczano w supernatancie ho-
mogenatow tkankowych metodg radioizotopowa Stein-
lechnera (14) z niewielkimi modyfikacjami Nowaka

(12), uzywajac chlorowodorkuy tryptaminy (1,5 mM, Se-

va, Heidelberg, Niemey) i acetylokoenzymu A (153
HM; Sigma, Chemical Co,, St. Louis, USA) zawieraja-
cego 16 nCi (14C) Znakowanego koenzymu A (swoi-
sta aktywnosé 556 mCi/nmol=2,1 Gbg/nmol; Du Po-
nt-NEN, Bad Homburg, Niemcy).

. W cely Wykonania pomiary aktywnosci NAT sial-
kowki byly sondowane na lodowozimnym 0,05 M bufo-
ze Sodowo-fosforanowym (pH 6,8) w stosunku 1:10
(Waga/objetos; siatkowka - bufor). 20 pl porcje homo-
genatow tkankowych inkubowano przez 30 minut w tem-
Peraturze 37°C w obecnogci 1,5 mM tryptaminy i 160
HM acetylokoenzymy A (zawierajacego 16 nCi (*“C)
acetylokoenzymy A). Reakcje zatrzymywano przez do-
danie do Mieszaniny inkubacyjnej 100 ul 0,5 M buforu
boranowego o piy 10,0. Powstalg w wyniku reakcji €0
Zymatycznej (14) N-acetylotryptamine ekstrahowano

= W SYeoh o Woas shiomtonm. Bronk wetrza
SaN0 przez 30 sekyng (Mikro-Shaker Typ 326 M) i v
foWwano przey 1 minute (14000 obr./min) w wirowce
r?;u MPW-300. Warstwe wodng aspirowano, a ofg

N3 przemywang 10 Ml buforu boranowego. O
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2 i wirowania wars

i niku wstrzasania ! e

dil:r‘\oan?o\xomwl{lie aspirowano. Z pozsoiélag)gﬂaczyniek

tu chloroformowego pobierano p0 lx?ést@pnie boits

scyntylacyjnychiodparowyWano. S e

niek dodawano 200 ul absolutnego et sl

szaniny toluenu i Scintolu®, 1q00/4p (obje -,
Radioaktywnos¢ padanych prob mierzono

i Wallac 1410 firmy Pharma-

lacyjnym beta typu :
;t;yrj‘\t},/(w:]g;é enzymu wyrazano w pmol/h/mg tkanki.
'Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej

testem wariancji Studenta-Newmana-Keulsa | przed-
stawiono w formie rycin.

Wyniki
Wartos¢ aktywnosci NAT przed rozpoczeciem eks-
perymentu we wszystkich badanych grupach nie rézni-
fa sie znamiennie i wynosita 761,323,4 pmol/h/mg
tkanki. Ekspozycja kurczakow tak na $wiatlo biate, jak
i zielone (548 nm) w czasie trwania czwartej godziny
fazy ciemnej dobowego cyklu $wiatto/ciemno$¢ spo-
wodowala istotne statystycznie obnizenie zmrokowej
aktywnosci NAT w siatkéwce kurczaka w poréwnaniu
z aktywnoscig w grupie K. Efekt ten nastapit juz po 5-
-minutowej ekspozycji na $wiatto biale (grupa B, $re-
dnia aktywnos¢ 570,5+21,2 pmol/h/mg tkanki; p<0,05)
lub Zielone (grupa Z, srednia aktywnosé 615,7+22,8
Pmpl/h/mg tkanki; p<0,05). U ptakéw naswietlanych
Swiattem niebieskim — 434 nm - (grupa N) znamienne
statystycznie obnizenie aktywnosci siatkéwkowego
NAT nastapilo dopiero po 10 minutach ekspozycji
(Srednia aktywnosé 570,3+24,3 pmol/h/mg tkanki:
;;<0,05)| a W grupie zwierzat eksponowanych na Swia-'
;E t;;igﬁslg?zn—zﬁgj cvn; i~t lSg’;rupa C) istotne obnizenie
Sl siatkowce wystapllo' <:'Iop|ero po
minutach ekspozycji i $rednia aktywnosé NAT wy-
235;:*: 3?2,'4124.1 pmol/h/mg tanki. Wydtuzenie cza-
Swietlania powol : i
dek aktywnosci e?nzyrr?u0 ‘évr;':o ? )élszy Sl
:OWZTZ’L’S';?,Z}“J;‘T]?;? M7k31wnos¢ NAT dzialania 5-minu-
le obserwowano o mOr_lochromatyczne U big:
przez 2 god, 36
We wszystkich grupach za?:zegnr{érl:‘;gwnosc ;nzymu
goaziny od momentu powroty do ci A
PO 2 godzi >l d0 clemnosci, osiagajac
pmol/r?/mg tE::Iz (z7go/mple B Wwartos¢ 702,3i-25?3
dzinie), w grupie 2+ - ‘g’;“gic' W grupie K* w 2. go.
(78% wartoscj w grupie K*) 19£26,8 pmolihimg tkani
» W grupie N* - 851,2425 9

ynosita 1043
-8 : 413
MU W siatkowee rednie aktywnogci badanego en1z’y2.

> PO 2 h tylk, :
! A yko w el
atystycznie istotnie od wa e v%r:ryﬂ;fwr?m,;y sie
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melatoniny u kregowcow rozn
8, 10). Swiatto wplywa na funkg‘:: fg? Unkey (
my dzienne i sezonowe, "equluje ¢ k;Drec
dokrynne i metaboliczne. Najsilnieije fozrg C2g
rytmy biologiczne, majace Zwigzek MaZong g, &
tlenia i zmianami nasilenia Syntezy 2812 'anq 08
polegaja na: melatomny w 3
—regulacji fagocytozy dyskgw al
rek precikowych:;
—zmianach ultrastruktury fotor A
w nablonku barwnikowym siatkz‘\j\iitiorow i Melan,
—zmianach wielkosci, ksztatty i po{ow "‘i‘c ni(')ch-y
moérek fotoreceptorowych: “8Nia jade ko.
— cyklicznych zmianach cignienia w,
Ekspozycja zwierzat na Swiatlo
sie trwania fazy ciemnej cykly 1 Swi
nosci) powoduje szybki sypadelf Qk?;’lv\;lanﬂaﬁ? h ciem
enzymow bioracych udzia w syntezieoscI 28spoj
i gwattowny spadek poziomy melatoniny v, S atonip,
(17). W ostatnim dziesiecioleciy Poznang bo'r-ga?mzmie
sko hamowania syntezy melatoniny w siatklfze‘ Zawi
wodowane dziataniem $wiatla y Zwierzat r'o«wce o
tunkéw (1, 2, 5). Udowodniono, ze fizyczne \:*zn' o =
Swiatta, takie jak natezenie, diugos¢ fali oraz :Smwosci
nia ekspozycji, sg waznymi czynnikami Wpry\f‘,a§ trwaj
na hamowanie aktywnosci NAT i Syntezy melatosr?izcym|
5, 6, 11 13). W dostepnym nam piSmiennictwiey &
znalezlismy prac omawiajgcych problem wplywu o
nych diugosci fali swietinej na aktywnosé NAT w od:?z.
sieniu do ptakow. Specyfika budowy siatkowki kurczI::
ka polega na znacznej przewadze komorek czopko-
yvych W siatkéwce, poniewaz ptak ten przystosowany
jest ('10 aktywnosci w Znacznym natezeniu $wiatta. Inte-
resujace bylo pytanie, czy aktywnosc¢ NAT siatkowki
kurc;aka w fazie ciemnej dobowego cyklu o$wietlenia
bgdme gachowywaé sig¢ podobnie jak u innych gatun-
kO\A{ 2wierzat. Wyniki wiasnych badan potwierdzaja, ze
zarowno Swiatlo biate, jak i swiatlo monochromatyczne
(chQCIaz W mniejszym stopniu) hamujg aktywnosé NAT
W siatkéwce w zaleznosci od czasu jej naswietlania.
Badania prowadzone na szczurach i chomikach
wyk;zaiy natomiast, ze najsilniejszy efekt hamujacy
Wywierafa na ukiad biosyntezy melatoniny fala wiet-
na o diugosci odpowiadajacej barwie osi niebiesko-
Zielonej (11, 14). Trudno te wyniki bezposrednio od-
niesc do naszych ze wzgledu na znaczne roznice g&-
tunkowe zwigzane z catkowicie odmienna budowa
anatomiczna i histologiczng siatkowek. Prawdopodod-
nie to fotoreceptory determinujg takg reakce, wykazl

ZeWnetrzny ko ‘
mg.

ewnqtmga{kowego
W nocy lub v czé

J¢ podobna wrazliwosc na rezne diugosci 2 Swietn
ity Ze wzgledu na obecnos¢ w siatkowce Propord”
nainej liczby fotoreceptorow wrazliwych kreslond
bar\A_/? Swiatfa. Ponadto nie wykazujg oI kich !fk
Preciki mozliwosgi adaptacyjnych do wart _zmﬂltltl'
zﬁgzg? OSW{eﬁlenia i posiadajg znacznie " 5;029
CzenjeCI..W)’ﬂ’lkl' naszych badan pozwalaja l"hpmo-
nOChrolmze WSrod uzytych przez nas diuc ~;9 -
kres ktoatyc_zne_go Swiatla widzialnego 1 é;nte'
2y ﬂ;elat;y Nie mialby wptywu na zahamc >
ktorego ; Niny w siatkéwee kurczaka, 2 by

-3 I®dynie czas trwania impulsu d! e

Stopien
= ;;ureoncsahamowania aktywnosci NAT oze
S adaptacji siatkédwki do cien

¢ kazda Z badanych przez nas diugosci fajj
peM2" | analizowanych zakresach diugosci fali
Guietin®): " U ezpieczny” impuls $wietiny, pozosta-
o istniel® u na stan adaptacii siatkowki. Odmien-
ie sie szlak biochemlczny syntezy hormo-
nce szczuréw, gdzie swiatlo zielone (po-
oS k niebieskie) ma o wiele bardziej supresyjne
dobnie J2 a nocng aktywnos¢ NAT niz $wiatto czer-
dzia'ami n1 2). Gatunkowo swoiste roznice odpowie-
pe (1d.; syn'tezy melatoniny na hamujace dziatanie
dzi ukia onochromatycznego podkresiane sg jako
éw-i-aﬂa 'rg’sze ale ich mechanizm nie jest nadal wyjas-
"?“smtgr;iypulszczamy, Zze wazng role w tym zrozni-
mony;ﬂu oddziatywania petnig komorki fotoreceptoro-
e siatkowcee (czopKi i preciki) oraz ich barwniki
y “l’<owe. Powszechnie sadzi sie, ze siatkowka nie
:’;;?ada fotopigmenFU zdolngg.o t_io odpoy“/iedzi na
dziatanie fali swietlnej o dtugosci wxgks_zej niz 600 nm
(6)- Stwierdzenie przez nas wplywu Swiatia czerwone-
go (614 nm) na aktywnos¢ NAT moze by¢ posrednim
dowodem obecnosci w siatkéwce kurczaka elemen-
tOW swiattoczutych, wrazliwych na te dlugpscyfah‘
Przyszle badania wymagajg dalszych .poszuklwan za-
réwno anatomicznych, jak i biochemlcz_nych §tqutur
zdolnych do odpowiedzi na ekspozycje na Swiatto
czZerwone. o
Efekt hamowania aktywnosci NAT w siatkéwee po
krotkiej (dwugodzinnej) ekspozycji na $wiatto mono-
chromatyczne (niebieskie, zielone Iub cze_rwone) py{
odwracalny, natomiast po naswietlaniu éngtlem bia-
fym — tylko czesciowo odwracalny. Wyniki te moga
by¢ odzwierciedleniem kinetyki uktadu syntezy NAT
i jego aktywnosci, funkcji ztozonego uktadu neuro-
transmiterow, ktéry odgrywa role w regulacji aktyw-
nosci NAT (dopaminergiczne ukiady regulgc_y]ne
w siatkéwce) (16) oraz fizjologicznych wiasnoscl ko-
morek syntetyzujacych melatonine w siatkowce (foto-

receptorow).

Whioski

Swiatto biate i monochromatyczne hamuje zmro-
kowg aktywnos¢ NAT w siatkowce kurgzaka, a
pien zahamowania aktywnosci zalezny jest 0C
trwania ekspozyaji. ‘ .

Hamujacy wplyw $wiatla o roznej diugosc =
aktywnose NAT w siatkéwce mozna Uszeregor
stepujaco: biate > zielone >> niebieskie =
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