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MODIFICARI ENZIMATICE CORELATE CU VARIANTA
CONDITHLOR DE MEDIU:

Modificarca activititilor colinesterazice la lilieci, in hibernare.

HORST KOLASSOYVITS

Lumea animald prezinti un tablou extrem de variat al modificirilor
adaptive pe care le suferd organismul supus unor wvariagii ale condigiilor de
mediu. Un interes deoscbit prezintd acele modificari, care constituies raspun-
suri ale organismului la variajii regulate ale parametrilor cxterni, cum sint
variagiile sczoniere,

Inure vertebrate existd un mic grup de specii cu un comportament cu
totul deosebit din acest punct de vedere: sint animalele hibernante. Homeo-
terme in timpul verii si poichiloterme in timpul iernii, aceste animale au doui
tipuri de metabolism profund diferite in functic de sczon. Spre deosebire de
poichiloterme, care nu ,lupta® impetriva frigului, ci-l ,suporta®, incetinin-
du-yi in mod corespunzitor reactile metabolice, in conformitate cu legile
termodinamicii chimice, spre deoschbire de homecterme, care-si mengin meta-
bolismul la un nivel constant, prin reglarea activid, intre limite largi ale
variatitlor temperawurii ambiante, hibernantele (care sint mamifere, dect deriva
din forme homeoterme) devin poichiloterme intr-o anumitd zoni de tempe-
raturi. Aceasta zond termicd, in care mamiferele hibernante renunta la ,lupta®
pentru homeotermie, ¢ste aceea a temperaturilor obisnuite in umpul iernii,
in adiposturile speciilor respective. La aceste temperaturi, animalul isi ince-
tine-ic metabolismul i, scufundat in asa-zisul somn hibernal, devine un
poichiloterm. Temperaturile de primavara il ,trezese® gi-l1 readuc la homeo-
termic. Determinismul acestei reveniri este in parte direct, fenomenul depin-
zind de temperatura mediului; in parte insd, el este grefat ereditar, consti-
tusnd un ritm biologic sezonier formar prin adaptarea speciilor la mediu,

Modiliciriic metabolice sint in fond modificir ale activitatii unor enzime.
In ce priveste trecerea la si revenirea din hibernare, natura schimbarilor enzi-
matice nu este bine cunogeutd.

Prezenta lucrare constituic o micd contribuiie la aceastd prablemd a
carer cludidare ar constitui un important pas pe linia intelegerii mecanisimelor
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‘'prin care organismul se adapteaza la variagia factorilor de mediu. Am lucrat
‘t pe liliac, Nyctalus noctula, mamiferul hibernant cel mai usor accesili! de
la noi, Am urmarit acuvitatea colinesterazici (ChE) din hematii, din creier
st din ficat. Colinesterazele sint enzime cu roluri multiple §i adesea recu-

noscute. Despre enzimele din acest grup se stie ci intervin in cel pujin doud
fenomene de cea mai mare importantd in organism: transmisia impulsului
nervos prin sinapse (inclusiv placile motorii ale musculaturii somaice; |
permeabilitatea membranelor celulare.

MATERIAL $SI TEHNICA

Hematiile au fost obginute prin centrifugarea singelui proaspit, recoliat
prin decapitarea animalului. Ele au fost spalate de~trei ori cu ser ‘fyrode s
recentrifugate, apoi cintirite (toate operagiile au [ost executate in &pmiberele
de centritugd in prealabil cintarite), Hematiile au fost lasate sa nemolizeze
timp de 10 min cu 1 cm?® de apd distilatd. Creierul (encefalul in Intregime)
a fost izolat imediat dupid sacrificare, cintarit §i zdrobit intr-un mojar .de
sticla cu sticld pisata; s-a omogenizat bine cu 2 cm? de ser Tyrode. S-a pro-
cedat la fel pentru ficat.

Testarea activitajii enzimatice s-a facut prin metoda biclogica a lui Bacg
(1935). In principiu, metoda constd in urmarirea disparitiei efectelor unei
solutii de acetilcolina pusd in contact cu materialul de cercetat. Drept test
biologic am folosit mugchiul drept abdominal al broagtei, Rana escilenta,
mugchi tonic care réspunde prin contracturdi la administrarea acetileolinei.

Practic, s-a procedat in felul urmator: La extractul apos de gesut s-a
adaugat solufie de clorhidrat de acetilcolina 1:20C0 astfel, ca sa revina
10 mg ACh la un gram de tesut. Amestecu!l cra incubat intr-un termosiat,
la 37°, La diferite intervale, se luau probe de cite 0,8 cm3, ce sc addugau ln
serul dintr-o baie de 80 cm3, In care se gasea muschiul de broascd montar
la o instalajie de inregistrare graficd a contractlel. Dupa fiecarc contractie,
muschiul era spilat cu ser pinia la revenirea completa. La inceputu! ¢ la
sfirsitul fiecdrei experiente, se facea cite o proba oarbd pentru testarca reacti-
vitagii muschiului: se adiauga In baie 0,8 cm3 sol. ACh 1:2000; daca reacti-
vitatea a scazut mult in cursul probelor, experienta respectivi nu era luatd
in considerare.

Activitatea ChE a fost exprimatd in unitayi convengionale, prin rapor-
tarea la un ctalon. (Wittenberger C., Rosca D. 1., Kolassovits H., 1960). Drept
etalon am ales activitatea ChE din creierul de sobolan. Se gtie ci in sistemul
nervos central al mamiferelor enzima este foarte activa §i cd aceasta activi-
tate nu depinde practic de variagia mediului (temperaturd, anotimp). .“xirac-
tul de creier de sobolan a fost preparat ca st acela din fesuturile de liliac
si incubat cu solugic de ACh 1:2000, 10 mg g. Calculul s-a ficur astlel:
daca un gram din tesutul de liliac a inactivat 10 mg de Ach in . mucace,
iar un gram de creier de sobolan in tp minute, atunci raportul tp 1y exprim.
valoarea relativi a activitagii ChE din tesutul cercetat. De exemplu, daca
timpul de inactivare este de 2C de minute cu creierul de sobolan s de 1 mi-
pute cu cel de liliac, atunci activitatea ChE a acestuia din urmia raportati
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la a -clui dinti este 20/10=2,0 unitdti conventionale (se intelege, ci timpul
de in.ctivare este cu atit mai scurt, cu cit activitatea e mai mare),
. I'xperientele (in numdr de 30) au fost electuate in lunile august—martie,
in lasoratorul Catedrei de [fiziologie animald de la Universitatea din Cluj-
Nap- ca.

REZULTATE

Valorile exprimate sint redate in tabelul de mai jos. rezultatele au fost
grupate in funcyic de anotimp s de starea animalului: T = animale treze in
moe normal; H = In somn hibernal; HT = trezite in laborator in perioada
semnului hibernal, prin ginere la temperatura de 12—15° timp de 4—8 ore.
In experientele facute primavara, liliecii erau in perioada iesirii din hiber-
narc Unii erau ,,.adnrmiti"\?h,ii otrejis rezultatele le dam separat.

Tabelul 1

ACTIVITATEA COLINESTERAZICA LA LILIAC, N FUNCTIE DE ANOTIMP
ST DE STAREA IIBERNALA,

Anotimpul: Toamna Taroa Primidvara
Starea: T o HT H
HEMATIT
X - 1,59 - 2,38 2,86
n - 6 - 5 5
ES ' — 0,23 - 0,35 0,38
P (T fatd de H) g 0,10
P (prim. fali de iarni) - ; 0,05
CREIER
X - 1,59 0,92 1,14 2,73 1,80
n 5 6 4 7 5
ES . 0,25 0,11 0,15 0,28 0,32
P (HT sau T fati de .7) 0,05 =0,05
P (iarna fatli de teamni;
pri. fld ¢ iarnad - 0,05 0,01
FICAT

X — 0,31 0,14 0,34 0,29
n - 5 3 7 5
ES - _ 0,02 0,02 0,05 0,02
P (HT sau T fati de H) 0,Mm 0,10
I’ (prim, fat{ de inrnd) 0,10 0,02

¥ = medin valorilor (unitili conventionale); n = numiirul de indivizi; ES = eroarea standard;
I’ = probabilitalea (pe baza testului W1"); pentru eelelalte indicalii, vezi textul.

DISCUTIT

Rezultatele noastre arati, ci in activitatea ChE la liliae se produc modi-
ficari in cursul unui ciclu anual, unele fiind corelate cu starea de veghe sau
de hibernare, altele cu anotimpul. Tesuturile se comporti diferit sub acest
aspeet, unele fagd de altele,
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Activitatea ChE a hemaiiilor cste mai mare primavara decit jarna, chiar
daca se iau in considerare, la seria din primavara, namai animalele in hiber-
nare. Acelasi lucru se observa la creier, dar nu s - [icat. Se stie ca sistemul
nervos si hematiile poseda altd enzima decit ficawl: acetil-ChE in primul
caz, Psaudn-Chli in al doilea. Se pare deci ca num:i acetil-Chill poseda un
adevarat ritm sezonier: spre primavard, activitatea e cregte, pregatind orga-
nismul pentru o activitate mai intensd, atit pe plan metaboi ¢ (hematiile) cit
st pe acela al funcyiilor de relajie (wicefalul).

In cazul creferului, experieniele [icute toamna 'arati cd .activitatea scade
la intrarca in hibernare. Interesantd este situatia «din primavard, in perioada
iesirii din hibernare: activitatea creste net inainte de ,trezirea® ammalelor,
intrecind valoarea pe care a avut-o toamna, inaintea intrdrii in hibernare;
dupd ce animalele ,s-au trezit“, valoarea scade la nivelul celei din toamni.
Presupunem c¢a accentuarca pronuntata a activitatii ChE cercbrale inaintea
revenirii animalelor la starea normala de homeotermiz si de activitate consti-
tie un indice al faprului ca cugcrbarta functionir.i centrilor nervosi pre-
gateste orgamsmu] pentru strezire®,

La [icat, situagia se prezinta altlel. Atit timp cit animalul se gaseste in
conditiile sale naturale, activitatca ChE se menyine constantd (valorile din
tabel sint 0,31; 0,34; 0,29). Dacd insi animalul este ,trezit” artificial, act-
vitatea scade pugernic. Scaderea accasta, desi nu-i putem da o interpretare
amanungitd, reflectd evident o profundd perturbare metabolicd provocatd de
scoaterea ,cu-forta® a animalului din hibernare.

Un fenomen asemanator a mai fost descris la creizrul de broasca: iarna,
activitatea ChE scade si, pe acest fond ,parabiotic’, o excitatie puternica
produce efecte deosebit de grave. (Jitariu P., Jitariu M., Brinzei P., Topala
N., Agrigoroaie St., 1959).

In concluzie activitatea colincstura?icﬁ a tesuturilor constituie, la ani-
malele hi‘bcmantc un test sensibil al adaptirii la cerintele mediului, test in
mdsura sa scoata in evidenti dmschmlL dn. la un tesut la «ltul in ce priveste
natura factorilor ecologici la care acestea sint sensibile.
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FMZYMATISCHE VERANDERUNGEN IM ZUSAMMENHANG
MIT SCHWANKUNGEN DER UMWELTBEDINGUNGEN:

veran lerungen  der Cholinesteraseaktivitiit bei Fledermiusen im Winterschlak.

Zusammenfassung

I klewme  Arvtengruppe der lubernanwen Wirbeltiere  weist i Verlaufe eines  Jahres
AW sgoonbedmpgle Swollwechseltypen aul: sic sind  homootherm 1m Sommer und werden
Coat'otberm o Winter, in emer Lcsummlcn Temperaturzone. Das Erwachen aus dem Win-
tervchiaf ast durch den Temperawransueg im Friiﬁjahr bedingt, jedoch teilweise auch durch
vinen jahreszeithchen Biorhythmus, der erblich verankert ist. Sotfffwechselverinderungen sind
im Grunde genommen Verlinderungen der Enzymtitigkeiten.

Die Art der enzymauschen Verinderungen bei Eintreten in den Winterschlaf und beim
Frwachen darus st erst unvollstandig bekannt.

Dic vorhegende Arbeit sielli einen klemen Beitrag zur Klirung dieses Problems dar.
Es wurde die Cholmesteraseaktivitit (ChE) der roten Blutkdrperchen, des Gehirnes und der
Leber untersuchi. Die Enzyme dieser Grupe haben eine grosse Bedeutung bei der synapti-
s*hen Ubertragung der nerviisen Rewzleivung und bei der Membranpermeabilitit.

e Messung der ChE wurde nach der biologischen Methode von Bacq durchgefiihrt,
weber der gerade Bauchmuskel von Rama esculenta als biologischer Test verwendet wurde.
Lm den Jahreszeitlichen Reaktionsschwankungen der Froschmuskulatur Rechnung zu tragen,
wurde als Vergleichstest Homogenat des Rauengehirns beniitzt. Die konventionellen Massein-
heiten wurden durch  Verhilwisgleichungen errechnet. Die Werte sind in Abb, 1 angefiihrt,
T = wache liere; H = im Wnterschlaf; HT = withrend des Winterschlafes im Labora-
wonum aufgewecke (4—8 St. bei 12°—15°C),

Tnteressant sind einige Feststellungen: die ChE-Aktivitit der roten Blutkérperchen und
des Gehiens sind i Frithjahr grisser als im Winter, was ber der Leber nicht zutrifft. Dieses
st erklirlich, da im Gehirn und den roten Blutkorperchen Acetyl-ChE vorhanden ist, wiih-
rend - der [eber Pseudo-ChE, Nur die Acetyl-ChE weist also emnen echten saisoniiren
Bwrhy thmus aaf.

Die Ch:-Akuvitit des Gehirns zeigt em Absinken beim Eintrt in den Winterschlal
und was be .clitenswert 1st, ein klares Ansteigen vor dem ,Erwachen” im ['rihling, was
darauf hindrter, dass das Nervensystem den Orpanismus auf das . Erwachen® vorbereitet,

Schluss,olgeind kann  gesagie werden, dass die ShE-Akuvitit der Gewebe von hiber-
aanwen Wirbelueren emen sensiblen Test der Anpassungsfihigkeit an die Umweltbedingungen
darstellt.

S0 kain die unterschiedhiche  Ansprechbarkeit  verschiedener  Gewebe  auf  okologische
Ruewsfakiaren fur “velche sic empfindhch sind, festgestellt werden.
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