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1. Streszczenie

Szyszynki ptakéw domowych wykazujg duze zréznicowanie, nie tylko w budowie
anatomicznej i histologicznej, ale takze w profilach zawarto$ci indoli i mechanizmach
odpowiedzialnych za regulacj¢ sekrecji melatoniny (MLT). Szyszynka indyka jest
bardzo dobrym modelem w badaniach chronobiologicznych ze wzgledu na najwiekszy
wpltyw $wiatta odbieranego bezposrednio na sekrecje MLT sposrod wszystkich
badanych ptakéw domowych, sprawnie funkcjonujacy endogenny generator rytmu oraz
duzg amplitude dobowych zmian wydzielania MLT. Badania nad szyszynka indyka
majg rowniez aspekt utylitarny, ze wzgledu na znaczenie gospodarcze tego gatunku oraz
istotng role, jakg odrywa $wiatto w jego fizjologii.

Celem badan byto scharakteryzowanie profilu metabolicznego indoli szlaku
syntezy MLT u indyka domowego, przesledzenie zmian w zawartosci indoli i
aktywnos$ci enzymow bioragcych udziat w syntezie MLT podczas rozwoju
powylegowego - od wyklucia pisklat do 45. tygodnia zycia oraz okre$lenie wplywu
$wiatta o r6znej dlugosci fali 1 intensywnosci na metabolizm tych zwigzkow.

Badania nad wptywem wieku na profil metaboliczny indoli w szyszynce
przeprowadzono na indyczkach odchowywanych od 2. dnia do 45. tygodnia zycia w
warunkach o$wietlenia 12 L:12 D, ze $wiatlem biatlym o natezeniu 20 lux podczas fazy
jasnej cyklu dobowego. Szyszynki pobierano od zwierzat w wieku 2, 7, 14, 28 dni oraz
10, 20, 30 i 45 tygodni w odstepach 2-godzinnych przez jedng dobe i zamrazano do
badan biochemicznych. Doswiadczenie okreslajace wplyw Swiatla
monochromatycznego o réznej barwie i intensywnosci przeprowadzono na indyczkach
4-tygodniowych przebywajacych przez 7 dni podczas fazy jasnej cyklu 12 L:12 D w
Swietle zielonym, czerwonym i niebieskim o natezeniu 16, 32 oraz 64 lux. Ptaki
poddawano eutanazji w odstepach 4-godzinnych przez jedng dobe. Oznaczenia
zawartosci indoli w szyszynkach wykonano metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z rozdzialem w gradiencie stezen i detekcjg fluorescencyjng (HPLC).
Aktywnosci enzymow szlaku syntezy MLT badano inkubujgc homogenat szyszynki z
odpowiednimi substratami w warunkach optymalnych dla przebiegu reakcji i
oznaczajagc wytworzony produkt metoda HPLC. Wyniki badan poddano
dwuczynnikowej analizie wariancji z testem Duncana.

Uzyskane wyniki pozwolily na wyrdznienie 4 etapdw W rozwoju przemian
metabolicznych indoli zwigzanych z syntezg MLT w szyszynce indyka. Pierwszy etap,

od wyklucia do wieku 2 tygodni, charakteryzowat si¢ spadkiem stezenia (wyrazonym w



ilo$ci substancji na zawarto$¢ biatka w homogenacie szyszynki) 5-hydroksytryptofanu
(5-HTRP) oraz wzrostem stgzenia serotoniny (5-HT), MLT, kwasu 5-
metoksyindolooctowego (5-MIAA) i 5-metoksytryptaminy (5-MTAM). W drugim
etapie, charakterystycznym dla ptakow w wieku 28 dni, stezenia N-acetyloserotoniny
(NAS) i MLT osiagnety maksimum. Synteza i degradacja 5-HT roéwniez byly na
najwyzszym poziomie. Trzeci etap, opisany w badaniach ptakow 10-tygodniowych,
cechowal si¢ obnizonym poziomem 5-HT (0 okoto 50%) i kwasu 5-
hydroksyindolooctowego (5-HIAA) oraz wysokim poziomem 5-MTAM. Ostatni etap,
obejmujacy wiek od 20 do 45 tygodni, charakteryzowatl si¢ duzym spadkiem syntezy,
zawarto$ci 1 degradacji 5-HT. Pomimo tych zmian nie bylo wyraznych réznic w
nocnych poziomach NAS i MLT miedzy trzecim a czwartym etapem. Stezenia
wszystkich pochodnych tryptofanu wykazywaty wahania dobowe az do 45. tygodnia
zycia.

Swiatlo monochromatyczne istotnie modyfikowato metabolizm indoli w
szyszynce indyka domowego, a jego wplyw byt zalezny od barwy i intensywnosci.
Wydatne zmiany dotyczyly przebiegu dobowego rytmu aktywnosci  N-
acetylotransferazy aryloalkyloaminowej (AA-NAT) i w konsekwencji syntezy MLT.
Roznice w warunkach o$wietlenia wptynely na: (i) spadek aktywnosci AA-NAT
podczas fazy jasnej, (i1) wzrost aktywnosci AA-NAT po rozpoczeciu fazy ciemnej oraz
(iii) czas wystgpienia nocnego piku aktywnos$ci i osiggnigta w tym punkcie czasowym
warto§¢ maksymalng. Spadek aktywnosci AA-NAT po rozpoczeciu fazy jasnej byt
znacznie wigkszy u indykow utrzymywanych w $§wietle niebieskim o natezeniu 16 lux
w poréwnaniu ze $wiatlem zielonym i czerwonym 0 tym samym nat¢zeniu. Ponadto,
hamujace dziatanie §wiatla wzrastalo wraz z intensywnos$cia o$§wietlenia, niezaleznie od
barwy $wiatta. Wzrost aktywnosci AA-NAT po rozpoczeciu fazy ciemnej cyklu byt
wolniejszy u zwierzat eksponowanych podczas dnia na dziatanie $wiatta o natgzeniu 16
lux niz 32 1 64 lux. Nocny pik aktywnosci AA-NAT wystapit o godzinie 02:00 u
indykow utrzymywanych w $wietle czerwonym 1 niebieskim o natezeniu 32 1 64 lux, a o
godz. 06:00 u ptakow przebywajacych w $§wietle zielonym i niebieskim o natezeniu 16
lux. Swiatto czerwone znaczaco wpltyneto na aktywno$¢ enzyméw bioracych udziat w
syntezie 5-HT, zwigkszajac aktywnos$¢ hydroksylazy tryptofanowej i dekarboksylazy
aromatycznych aminokwasoéw. Miato to swoje odzwierciedlenie w zawartosci 5-HT,
ktéra podczas dnia i na poczatku nocy byla okoto 2 razy wyzsza u indykow
utrzymywanych w czerwonym §wietle niz w innych grupach zwierzat, jak rowniez w
zawartosci 5-HIAA, 5-HTOL, 5-MIAA i 5-MTOL.



2. Abstract

The avian pineal organs are highly variable in anatomical and histological
structure, profiles of indoles content and mechanisms involved in regulation of MLT
secretion. The turkey pineal organ is an attractive model for chronobiological research
due to the strongest impact of direct photoreception on MLT secretion among all
studied domesticated birds, well-working endogenous oscillator and high amplitude of
MLT secretion rhythm. The studies on the pineal organ of turkeys are also important
from a utilitarian point of view, because of significance of this species as meet-
producing animal and role of light in its physiology.

The aim of the study was to characterize the metabolic profile of MLT synthesis-
related indoles in domestic turkey, to analyse changes in the content of indoles and the
activity of enzymes involved in MLT synthesis during postembryonic development
from hatching to age of 45 weeks and to determine the effect of monochromatic light of
different wavelength and intensity on the indole metabolism.

Studies on the effect of age on the metabolic profile of indoles in the pineal gland
were conducted on turkeys reared from day 2 to 45 weeks of age in 12L:12D lighting
conditions, with white light of 20 lux during the light phase. Pineal glands were taken
from animals aged 2, 7, 14, 28 days and 10, 20, 30 and 45 weeks at intervals of 2 hours
and frozen for biochemical tests. The experiment on the effect of monochromatic light
of different colours and intensities was carried out on 4-week-old turkeys kept for 7
days under monochromatic green, red and blue light with intensity of 16, 32 or 64 lux
during the photophase of 12L:12D cycle. The birds were euthanized at intervals of 4
hours. The indole content was measured in the pineal glands by high-performance liquid
chromatography with gradient separation and fluorescence detection (HPLC). The
activity of MLT synthesis pathway enzymes was determined by incubating pineal
homogenate with appropriate substrates under optimal conditions for reaction velocity
and determining the reactions products by HPLC. The results of the study were
subjected to a two-factor analysis of variance with the Duncan test.

The results obtained in the posthatching period allowed to distinguish 4 stages of
indole metabolism development in the turkey pineal gland. The first stage, from
hatching to the age of 2 weeks, was characterized by a decrease in the 5-

hydroxytryptophan (5-HTRP) concentration and an increase in the concentrations of



serotonin  (5-HT), MLT, 5-methoxyindoleacetic acid (5-MIAA) and 5-
methoxytryptamine (5-MTAM). During the second stage, around the age of 1 month,
the concentrations of N-acetylserotonin (NAS) and MLT reached a maximum. The
synthesis and degradation of 5-HT were also the highest. The third stage, around the age
of 10 weeks, was characterized by decreased levels of 5-HT (approximately 50%) and
5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA) and a high level of 5-MTAM. The last stage,
covering the age from 20 to 45 weeks, was characterized by a large decrease in the
synthesis, content, and degradation of 5-HT. Despite these changes, there were no
prominent differences in the nocturnal levels of NAS and MLT between the third and
fourth stages. The concentrations of all tryptophan derivatives showed daily fluctuations
until the age of 45 weeks.

The monochromatic light significantly modified the pineal indole metabolism in
turkeys and its effects were dependent on the color and intensity of the light. The
prominent changes occurred in the course of daily rhythm of arylalkylamine N-
acetyltransferase (AA-NAT) activity and, consequently, in MLT synthesis. The
differences in light conditions affected: (i) the decline in AA-NAT activity after the
photophase onset and the level of enzyme activity at the nadir, (ii) the increase in AA-
NAT activity after the scotophase onset, and (iii) the time of the peak occurrence and
the activity level at the peak. The decline in AA-NAT activity after the photophase
onset was significantly higher in turkeys kept under blue light than under green and red
light. Moreover, the inhibitory effect of light increased with the illumination intensity,
independent of the light color. The increase in enzyme activity after the photophase
onset was slower in animals kept under monochromatic light intensity of 16 Ix than in
those kept under light intensities of 32 and 64 Ix. The peak of AA-NAT activity
occurred at 02.00 in turkeys kept under red light and blue light with intensity of 32 and
64 Ix, but at 06.00 in birds kept under green light and 16 Ix blue light. The red light
significantly affected the performance of 5-HT synthesis, increasing the activities of
tryptophan hydroxylase and aromatic amino acid decarboxylase. This effect was
prominently reflected in the 5-HT content, which during the photophase and early
scotophase was approximately 2 folds higher in turkeys kept under red light than in
other groups, and in the 5-HIAA, 5-hydroxytryptophol, 5-MIAA, and 5-
methoxytryptophol levels. The red light influenced the course of daily rhythm of 5-
MTAM, increasing the level of this amine in the second part of the night.



3. Wykaz skréotow

5-HIAA - kwas 5-hydroksyindolooctowy

5-HT - serotonina

5-HTRP - 5-hydroksytryptofan

5-HTOL - 5-hydroksytryptofol

5-HTRP - 5-hydroksytryptofan

5-MIAA - kwas 5-metoksyindolooctowy

5-MTAM - 5-metoksytryptamina

5-MTOL - 5-metoksytryptofol

5-MTRP - 5-metoksytryptofan

AADC - dekarboksylaza aromatycznych aminokwaséw
AA-NAT - N-acetylotransferaza aryloalkyloaminowa
ALDH - dehydrogenaza aldehydowa

AR - reduktaza aldehydowa

ASMT - O-metylotransferaza N-acetylserotoniny
HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa
MAO - oksydaza monoaminowa

MLT - melatonina

NAS - N-acetyloserotonina

TPH - hydroksylaza tryptofanowa

TRP - tryptofan

BL - grupa ptakoéw utrzymywanych w $wietle niebieskim o nat¢zeniu 16 lux
BM - grupa ptakoéw utrzymywanych w $wietle niebieskim o nat¢zeniu 32 lux
BH - grupa ptakow utrzymywanych w $wietle niebieskim o natgzeniu 64 lux
GL - grupa ptakow utrzymywanych w §wietle zielonym o natgzeniu 16 lux
GM - grupa ptakéw utrzymywanych w §wietle zielonym o natezeniu 32 lux
GH - grupa ptakow utrzymywanych w $wietle zielonym o natezeniu 64 lux
RL - grupa ptakow utrzymywanych w §wietle czerwonym o natezeniu 16 lux
RM - grupa ptakéw utrzymywanych w §wietle czerwonym o natgzeniu 32 lux
RH - grupa ptakéw utrzymywanych w §wietle czerwonym o natezeniu 64 lux

W- grupa ptakow utrzymywanych w $wietle biatym o natezeniu 16 lux
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4. Omowienie publikacji stanowiacych rozprawe doktorska
4.1. Wstep

Przebieg licznych procesoéw fizjologicznych u ptakow jest Scisle skorelowany z
nastepujagcymi po sobie fazami dnia oraz nocy. Szyszynka i jej gtowny hormon -
melatonina (MLT) - odgrywajg istotng role w kontroli wielu z nich [Gwinner i in.,
1997]. Regulacja sekrecji MLT w szyszynce ptakow jest wyjatkowo zlozona. Narzad
ten posiada zdolno$¢ do bezposredniego odbioru bodzcow §wietlnych przez wzglednie
cienkie kos$ci czaszki. Pinealocyty ptakow sa $wiattoczute dzigki obecnosci dwdch
fotopigmentow: pinopsyny [Okano i in., 1997; Petrusewicz-Kosinska i in. 2019b] i
melanopsyny [Panda i in., 2002]. Pinopsyna jest specyficzna dla szyszynki i kontroluje
dobowy cykl syntezy MLT [Petrusewicz-Kosiniska i in. 2019b; Okano i in., 1994;
Okano i Fukada, 1997]. Z kolei, melanopsyna wystgpuje zarowno w szyszynce, jak i
siatkbwce oka [Holthues i in., 2005] oraz uczestniczy w regulacji rytmu aktywnoS$ci
wielu struktur organizmu, w tym jadra nadskrzyzowaniowego (SCN) [Torii i in., 2007].
Aksony komorek zwojowych siatkowki zawierajgcych melanopsyne budujg szlak
siatkowkowo-podwzgorzowy i1 tworzg potgczenia synaptyczne z neuronami SCN, ktore
peli rolg wewngtrznego generatora rytmu dobowego [Gooley i in., 2001; Hannibal,
2002]. Multisynaptyczny szlak nerwowy taczy SCN z szyszynka u ssakow oraz u
ptakow [Cassone i in., 1990; Jia i in., 2009].

Szyszynka ssakow dojrzewa po urodzeniu [Reiter, 1988], a rytm dobowy sekrecji
MLT rozwija si¢ w okresie poporodowym, zaréwno u ludzi jak i gryzoni [Attanasio i
in., 1986; Sato i in., 1989; Laakso i in., 1996]. U ludzi nocne poziomy MLT w osoczu
krwi sg najwyzsze miedzy 3. a 5. rokiem zycia, nastepnie malejg do okresu dojrzewania
plciowego i utrzymujg si¢ na stosunkowo stabilnym poziomie do wieku 35-40 lat
[Waldhauser i in., 1998; Zawilska i in., 2009]. W pdzniejszym okresie zycia dochodzi
do stopniowego spadku stezenia MLT, a najnizszy poziom notowany jest po 60. roku
zycia. Podobny schemat zmian poziomu MLT we krwi w ciggu zycia charakteryzuje
gryzonie [Reiter, 1980; Pang i Tang, 1983; Pang i in., 1984; Tang i Pang, 1988]. U
szczuréw stezenie MLT w surowicy wykazuje wzrost tuz po urodzeniu, po nim
wystepuje okres wysokiego poziomu migdzy 10. a 30. dniem zycia, a nastepnie
redukcja wraz z wiekiem [Pang i in., 1984]. W przeciwienstwie do st¢zenia we krwi,
zawartos¢ MLT w szyszynce szczuréw wzrasta az do osiggni¢cia dorostosci [Pang i in.,

1984]. Podobnie jak u ludzi, zwigzany ze starzeniem spadek poziomu MLT, zaréwno w
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szyszynce jak 1 we Kkrwi, jest bardzo wyrazny u gryzoni [Reiter, 1980; Pang i Tang,
1983; Pang i in., 1984; Tang i Pang, 1988].

Niewiele badan dotyczylo zmian wydzielania MLT zwigzanych z wiekiem u
ptakow. U kury dobowy rytm syntezy MLT byt obserwowany juz w okresie zycia
embrionalnego [Zeman i Herichova, 2011]. Stezenie MLT w osoczu kurczat wzrastato
od 19. dnia zycia embrionalnego do 3. dnia po wykluciu i utrzymywato si¢ na
wyréwnanym poziomie do 21. dnia zycia [Herichova i in., 2001] lub tez zwigkszato si¢
do 14. dnia zycia [Jin i in., 2011]. U brojlerow zaobserwowano zalezny od wieku
wzrost poziomu MLT w osoczu od wyklucia do 42. dnia zycia, jednak tempo tego
wzrostu zmieniato si¢ wraz z wiekiem [Guo i in., 2015]. Rytmiczna synteza MLT
rozpoczyna si¢ w okresie zycia embrionalnego réwniez u gesi domowej [Hanuszewska i
in., 2019]. Istotnie obnizony poziomu MLT w osoczu odnotowano u starszych
cukréwek w porownaniu do st¢zen obserwowanych u ptakow dorostych i miodych
[Paredes i in., 2006]. Dotychczasowe badania dotyczace stezenia MLT we krwi
indykow obejmowaty jedynie krotkie okresy zycia ptakow, bez uwzglednienia
ewentualnych zmian w metabolizmie indoli na r6znych etapach rozwoju powylegowego
[Zawilska i in., 2006 a, b; Prusik i Lewczuk, 2020].

Barwa $wiatta ma ogromny wplyw na organizm ptakéw. Czerwone S$wiatlo
zmniejsza dziobanie, agresj¢ 1 kanibalizm oraz znaczaco oddzialuje na niesno$¢ u
drobiu [Huber-Eicher i in., 2013; El Halawani, 2009; Hassan i in., 2013]. Zielone
swiatto zwigksza tempo wzrostu brojlerow w poczatkowym okresie odchowu, a
niebieskie stymuluje wzrost starszych ptakow [Halevy i in., 1998; Rozenboim i in.,
1999a, b; Olanrewaju i in., 2015]. Ponadto niebieskie $wiatlo zmniejsza aktywnos$¢
lokomotoryczng [Rodenboog, 2001] 1 redukuje poziom stresu u brojleréw [Xie i in.,
2008]. Jednoczesne uzycie zielonego i niebieskiego $wiatla laczy zalety obu tych
dtugosci fali [Rozenboim 1 in., 2004]. Wplywa korzystnie na mase¢ ciata brojleréw
poprzez poprawe wykorzystania paszy w porownaniu z biatym $wiattem [Yang 1 in.,
2016] oraz stymuluje u nich odpowiedz immunologiczng [Xie i in., 2008]. Kury
utrzymywane w niebieskim $wietle, w poréwnaniu z hodowanymi w zielonym $wietle,
majg nizsza temperaturg ciala oraz wyzsze stezenie LDL 1 glukozy we krwi [Pan 1 in.,
2014]. Barwa $wiatla znaczaco wplywa na transkrypcje gendéw zegarowych w
szyszynce kury [Jiang i in., 2016; Ma i in., 2018], jednak niewiele wiadomo na temat
wplywu §wiatla monochromatycznego o r6znej dtugosci fali na synteze i sekrecje MLT

[Maiin., 2019].
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Budowa histologiczna i ultrastruktura szyszynki indyka réznig si¢ znacznie od
opisanych u kury, pomimo Ze oba gatunki naleza do rodziny Galliformes [Ohshima i
Matsuo, 1984; Przybylska-Gornowicz i in., 2005; Przybylska-Gornowicz i in., 2009;
Petrusewicz-Kosinska i in., 2019a]. W $wietle wynikéw dotychczasowych badan
szyszynka indyka domowego stanowi bardzo atrakcyjny model do badan
chronobiologicznych [Prusik i Lewczuk, 2019, 2020]. Posiada struktur¢ kanalikowo-
pecherzykowa z dobrze rozwinietymi pinealocytami szczatkowo-receptorowymi, co
sugeruje, ze bezposredni odbior bodzcow $wietlnych odgrywa bardzo duzag role w
regulacji wydzielania MLT w tym narzadzie [Petrusewicz-Kosinska i in., 2019a, b].
Sposrod dotychczas badanych w warunkach in vitro szyszynek ptakéw domowych,
najwigkszy wplyw bezposredniej fotorecepcji na sekrecje MLT wykazano w gruczole
indyka [Prusik i Lewczuk, 2019]. Szyszynka tego gatunku bardzo szybko i precyzyjnie
dostosowuje swoja aktywnos¢ wydzielnicza do zmian w cyklu $wietlnym oraz posiada
dobrze dzialajacy oscylator dobowy. Ponadto cechuje si¢ bardzo duza amplituda
dobowych zmian wydzielania MLT. Z punktu widzenia analizy zmian w metabolizmie
indoli zachodzacych wraz z wiekiem, bedacej jednym z celéw niniejszej pracy, nalezy
podkresli¢, ze budowa szyszynki indykow jest bardzo dobrze scharakteryzowana od 1.
dnia po wykluciu do konca 1. roku zycia indykow [Przybylska-Gornowicz i in., 2005;
Petrusewicz-Kosinska i in., 2019a, b]. Badania morfologiczne wykazaly, ze miazsz
szyszynki jest utworzony prawie wylacznie przez pinealocyty szczatkowo-receptorowe
I ependymo-podobne komorki podporowe do 4. tygodnia zycia, a liczba pinealocytow
sekrecyjnych znacznie wzrasta po 20. tygodnia zycia, zmieniajac proporcje miedzy
obydwoma typami komoérek [Przybylska-Gornowicz i in., 2005; Petrusewicz-Kosinska i
in., 2019a]. Zjawisko to umozliwia analiz¢ metabolizmu indoli w zalezno$ci od sktadu
komorkowego miazszu szyszynki.

Znajomos$¢ fizjologii indyka domowego jest istotna z utylitarnego punktu
widzenia ze wzgledu na duze znaczenie tego gatunku w produkcji migsa [Magdelaine i
in., 2008; Windhorst, 2006]. Barwa i intensywno$¢ swiatta sg istotnymi czynnikami
wplywajacym na zdrowotno$¢ 1 wydajnos¢ produkeyjng w fermach indyczych [Siopes i
Underwood, 1987; Siopes, 1987; Denbow i in., 1990; Classen i in., 1994; Clark i
Classen, 1995; Rozenboim i in., 1999; Rodenboog, 2001; El Halawani, 2009; Deep i in.,
2010; Siopes, 2010]. Liczne badania wykazaty, ze MLT ma istotny zwigzek z
oddzialywaniem $wiatla na produktywnos¢ indykow [Siopes i Underwood, 1987;
Siopes, 1987].
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Proces syntezy MLT w szyszynce (Ryc. 1) rozpoczyna si¢ aktywnym wychwytem
tryptofanu (TRP) z krwi przez pinealocyty [Reiter, 1991]. Zwigzek ten w procesie
hydroksylacji ulega przeksztalceniu w 5-hydroksytryptofan (5-HTRP) przy udziale
hydroksylazy tryptofanowej (TPH). Nastepnie 5-HTRP pod wplywem dziatania
dekarboksylazy aminokwaséw aromatycznych (AADC) zostaje przeksztalcony w
serotoning (5-HT). W wyniku aktywnosci N-acetylotransferazy aryloalkyloaminowej
(AA-NAT) oraz O-metylotransferazy N-acetyloserotoniny (ASMT) z 5-HT powstaje N-
acetyloserotonina (NAS), a nastepnie MLT. Dodatkowo, znaczne ilosci 5-HT ulegajg w
szyszynce oksydatywnej deaminacji pod wptywem oksydazy monoaminowej (MAO),
co skutkuje powstaniem kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) oraz 5-
hydroksytryptofolu (5-HTOL). Zwiazki te podlegaja metylacji (rowniez pod wptywem
ASMT) odpowiednio do kwasu 5-metoksyindolooctowego (5-MIAA) oraz 5-
metoksytryptofolu (5-MTOL). Ponadto, w szyszynce z 5-HT wytwarzana jest 5-
metoksytryptamina (5-MTAM). Mozliwa, ale dotychczas niepotwierdzona, jest rowniez
przemiana 5-HTRP do 5-metoksytryptofanu (5-MTRP).
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Ryc. 1. Schemat przemian zwiazkow indolowych w szyszynce. Objasnienia: TRP - tryptofan, 5-HTRP -
5-hydroksytryptofan, 5-HT - serotonina, NAS - N-acetyloserotonina, MLT - melatonina, 5-HIAL -
aldehyd 5-hydroksyindolooctowy, 5-HIAA - kwas 5-hydroksyindolooctowy, 5-HTOL - 5-
hydroksytryptofol, 5-MIAA - kwas 5-metoksyindolooctowy, 5-MTOL - 5-metoksytryptofol, 5-MTAM -
5-metoksytryptamina, 5-MTRP - 5-metoksytryptofan, TPH - hydroksylaza tryptofanowa, AADC -
dekarboksylaza aminokwasow aromatycznych, AA-NAT - N-acetylotransferaza aryloalkyloaminowa,
ASMT - O-metylotransferaza N-acetyloserotoniny, MAO - oksydaza monoaminowa, ALDH -
dehydrogenaza aldehydowa, AR - reduktaza aldehydowa.
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Szczegotowe badania metabolizmu indoli w szyszynce obejmujgce pomiary
wszystkich pochodnych TRP wykonano tylko u kilku gatunkoéw ptakow, w tym u kury
[Adamska i in., 2016], kaczki [Lewczuk 1 in., 2014] oraz gesi [Zidtkowska 1 in., 2018;
Hanuszewska i in., 2019]. Uzyskane dane wykazaly bardzo duze roznice
miedzygatunkowe w profilach metabolicznych zwigzkéw indolowych oraz w roli
poszczegolnych enzymow w regulacji syntezy MLT. Dotychczas nie badano wptywu
wieku oraz intensywnosci 1 barwy §wiatla na profil metaboliczny indoli zwigzanych z
syntezg MLT w szyszynce. W niniejszej pracy po raz pierwszy 0znaczano w tym
samym gruczole zawarto$¢ 11 indoli oraz aktywno$¢ czterech enzymoéw szlaku syntezy
MLT.

4.2. Cel badan

Gléwnym celem badan byto poznanie wptywu wieku oraz barwy 1 intensywnosci
$wiatla podczas dnia na metabolizm zwigzkow indolowych w szyszynce indyka

domowego.
Szczegotowe cele badan obejmowaly:

1. Scharakteryzowanie profilu metabolicznego indoli szlaku syntezy MLT u
indyka domowego;

2. Poznanie zmian zawartosci zwigzkow indolowych oraz aktywno$ci enzymow
szlaku syntezy MLT zachodzacych w trakcie rozwoju powylegowego;

3. Okreslenia wystgpowania fluktuacji dobowych w metabolizmie indoli w
szyszynce w okresie od 2. dnia do 45. tygodnia zycia oraz modyfikacji, jakim
podlegaja w tym czasie;

4. Poznanie wplywu $wiatla monochromatycznego czerwonego, niebieskiego i
zielonego o réznych intensywnosciach na zawartosci zwiazkéw indolowych
oraz aktywnos$ci enzymow szlaku syntezy MLT;

5. Okreslenie wptywu $wiatla monochromatycznego czerwonego, niebieskiego i
zielonego o rdéznych intensywno$ciach na przebieg zmian dobowych w
zawarto$ci zwigzkow indolowych oraz aktywnosci enzymow szlaku syntezy

MLT.
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4.3. Materialy i metody
4.3.1. Zwierzeta doswiadczalne

Badania przeprowadzono na samicach indyka domowego linii Hybrid XL,
zakupionych jako jednodniowe pisklgta w zaktadzie wylegowym firmy Grelavi S.A. w
Ketrzynie. Piskleta przewozono do zwierzetarni Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej
UWM w Olsztynie przystosowanej do odchowu ptakéw w kontrolowanych warunkach
o$wietlenia. W trakcie doswiadczen indyki miaty nieograniczony dostep do wody pitnej
oraz peloporcjowej paszy. Wszelkie procedury doswiadczalne na zwierzetach

przeprowadzono zgodnie z prawem polskim i Unii Europejskie;j.
4.3.2. Przebieg doswiadczen

4.3.2.1. Doswiadczenie 1 - Wplyw wieku na metabolizm zwigzkow indolowych

zwigzanych z syntezq melatoniny

Indyczki byty odchowywane w cyklu $wietlnym 12L:12D od pierwszego dnia do
45. tygodnia zycia. Swiatto, ktérego zrédlem byty lampy zarowe o barwie zblizonej do
swiatta dziennego (3200 K), byto wiaczane automatycznie o godzinie 07:00 1 wylaczane
o godzinie 19:00. Intensywno$¢ $wiatta mierzona na wysokosci gtowy ptakow wynosita
20 lux. Temperatura oraz intensywno$¢ wentylacji byly regulowane zgodnie z
wymaganiami zoohigienicznymi dla poszczegdlnych grup wiekowych indykow. Ptaki w
wieku 2, 7, 14 i 28 dni oraz 10, 20, 30 i 45 tygodni poddawano eutanazji o 08:00, 10:00,
12:00, 14:00, 16:00, 18:00, 20:00, 22:00, 24:00, 02:00, 04:00 oraz 06:00 (Ryc. 2). W
przypadku indyczek w wieku 2 — 28 dni u$miercano po 5 osobnikéw w kazdym punkcie
czasowym, w przypadku ptakow starszych — po 4 osobniki. Szyszynki byly pobieranie
niezwlocznie po $mierci i zamrazane w temperaturze -75°C. Podczas fazy ciemnej
wszystkie procedury byly przeprowadzane w catkowitej ciemno$ci z uzyciem

noktowizora.
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Ryc. 2. Schemat pobierania materialu w doswiadczeniu 1.

4.3.2.2. Doswiadczenie 2 - Wplyw barwy i intensywnosci Swiatla monochromatycznego

na metabolizm zwigzkow indolowych zwigzanych z syntezq melatoniny

Doswiadczenie zostato podzielone na trzy czgsci, w ktérych kolejno badano
wplyw rdznego nat¢zenia monochromatycznego swiatta czerwonego (620 — 626 nm),
niebieskiego (450 — 460 nm) oraz zielonego (520 — 530 nm). Kazda z czeSci
rozpoczynata si¢ odchowem pisklat trwajacym 3 tygodnie, w trakcie ktorego ptaki
przebywaly w cyklu $wietlnym 12 L:12 D ze $wiatlem biatym podczas dnia. Zrédtem
swiatla byly lampy zarowe o barwie zblizonej do $wiatta dziennego (3200 K) wiaczane
automatycznie o godzinie 09:00 i wylaczane o godzinie 21:00. Nat¢zenie $wiatla
mierzone na wysoko$ci 20 cm od podtogi wynosito 16 lux. W wieku 3 tygodni ptaki w
kazdej czgsci eksperymentu zostaly losowo przydzielone do 3 grup badawczych - grupy
z niskg (16 lux), srednig (32 lux) i wysoka (64 lux) intensywnoscia Swiatta
monochromatycznego oraz do grupy kontrolnej utrzymywanej dalej w $wietle biatym
(16 lux) podczas dnia. Zrodtem $wiatta monochromatycznego byly panele o wymiarach
zblizonych do wielkosci podlogi, zbudowane ze zrdéznicowanej, w zaleznosci od
wymaganego natezenia Swiatta, ilosci diod emitujgcych $wiatto, zawieszone na
wysokosci 170 cm. Diody byly réwnomiernie rozmieszczone na catej powierzchni
panelu. Natgzenie $wiatta monochromatycznego mierzono za pomocg specjalistycznego
luksomierza (Multi-LED Light Meter TM-209M, Tenmars Electronics, Chiny). Ptaki
przebywaty w nowych warunkach o$wietlenia przez 7 dni. W wieku 28 dni indyczki z
kazdej grupy badawczej oraz z grupy kontrolnej zostaly poddane eutanazji o godzinie
10:00, 14:00, 18:00, 22:00, 02:00 i 06:00, niezwlocznie pobrano od nich Szyszynki,
ktore nastgpnie zamrozono w temperaturze -75°C (Ryc. 3). W kazdym punkcie
czasowym pobrano po 6 gruczolow z kazdej grupy badawczej oraz po 4 szyszynki z

grupy kontrolnej (tfacznie w 3 czesciach pobrano 12 szyszynek w kazdym punkcie
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czasowym, ktore stanowily grupg¢ kontrolng). Podczas fazy jasnej szyszynki byty
pobierane przy $wietle o nat¢zeniu ponizej 5 lux o barwie zgodnej z dang czgscia
doswiadczenia lub przy $wietle biatym w przypadku zwierzat kontrolnych. Podczas
fazy ciemnej eutanazja zwierzat zostata przeprowadzona w catkowitej ciemnosci, a
pobranie szyszynek odbywato si¢ w $wietle czerwonym o natezeniu

nieprzekraczajacym 3 lux we wszystkich czgsciach doswiadczenia.

Swiatlo niebieskie Swiatlo czerwone Swiatlo zielone
12L 12D 12L 12D 12L 12D
Intensywnos$¢ Swiatta Intensywnosé Swiatla Intensywnos¢ Swiatla
// ‘ \ Grupa kontrolna /,/‘ | \\ Grupa kontrolna / | \ Grupa kontrolna
/ 4

Y ! N\ ¥ i \ ! \

16lux  32lux 64 lux 16lux  32lux 64 lux 16lux 32lux 64 lux
\ \ l \ [ [ [
v v v v v v v
Pobleranie materisls | ——————
10:00 14:00 18:00 22:00 02:00 06:00

Ryc. 3. Schemat pobierania materialu w doswiadczeniu 2.
4.3.3. Procedury analityczne

Oznaczenia zawartosci indoli w  szyszynce przeprowadzono metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z rozdzialem w gradiencie st¢zen
fazy ruchomej i detekcja fluorescencyjng. OkreSlenie aktywnosci enzymow szlaku
syntezy melatoniny wykonano poprzez pomiar ilosci produktu wytworzonego w
jednostce czasu w trakcie inkubacji homogenatu szyszynki w obecnos$ci substratow w
odpowiednich warunkach. Zawarto$¢ produktow reakcji enzymatycznych oznaczano
technikg HPLC.

4.3.3.1. Odczynniki chemiczne

Metanol o czystosci gradientowej HPLC, kwas nadchlorowy oraz siarczan
amonowo-zelazowy (II) zostaty zakupione w firmie Merck Millipore (USA). Sol

disodowa EDTA, octan sodowy oraz kwas octowy o najwyzszej klasie czystoSci
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pochodzity z firmy J. T. Baker (USA). Tetrahydrobiopteryna, ditiotreitol,
dichlorowodorek 3-hydroksybenzylohydrazyny (NSD 1015), katalaza z watroby
bydlecej, baza TRIS, 5-fosforan pirydoksalu, pargilina, tryptamina, sol sodowa acetylo-
CoA oraz S-adenozynometionina zostaty zakupione w firmie Sigma-Aldrich (USA).
Roztwory standardowe indoli (TRP, 5-HTRP, 5-HT, NAS, MLT, 5-HIAA, 5-MIAA, 5-
MTOL i 5-MTAM) przygotowano ze zwigzkow chemicznych o najwyzszej dostepne;j
czystosci, pochodzgcych z firmy Sigma-Aldrich (USA). 5-HTOL i 5-MTRP pochodzity
z Santa Cruz Biotechnology (USA). We wszystkich procedurach stosowano ultraczysta
wode 0 parametrach 18,2 MQ, TOC < 5 ppb, przygotowang bezposrednio przed
uzyciem za pomoca systemu oczyszczania Milli-Q® 1Q 7003/05 (Merck, USA).

4.3.3.2. Przygotowanie probek do oznaczen

Zamrozone szyszynki byty indywidualnie wazone i homogenizowane (Vibra-Cell
VC 70 z sondg o $rednicy 2mm, Sonics & Materials Inc., USA) w 200 ul zimnej wody.
Nastepnie 80 pul homogenatu dodawano do probowki typu Eppendorf zawierajacej 20 pl
1 mM kwasu nadchlorowego, zawarto$¢ probowki mieszano na mieszadle typu ,,vortex”
I pozostawiano w tazni lodowej na 15 min. Po odwirowaniu z szybkoscig 30 000 x g w
temperaturze 4°C przez 15 minut (Allegra 64 R, Coulter Beckman, USA) supernatant
ostroznie przenoszono do polipropylenowej fiolki przeznaczonej do autosamplera (La-
Pha-Pack Werner, Niemcy). Supernatanty nie byly filtrowane ze wzgledu na absorpcje
indoli do membrany filtracyjne;j.

W celu wykonania oznaczen aktywno$ci enzymoéw pobierano po 20 pl
homogenatu i dodawano do probowek typu Eppendorf zawierajacych odpowiednie dla
poszczegolnych enzymow mieszaniny reakcyjne. Czas od przygotowania homogenatu

do rozpoczecia inkubacji probek nie przekraczat 30 sekund.

4.3.3.3. Oznaczenie zawartosci indoli metodq HPLC z rozdziatem w gradiencie i

detekcjq fluorescencyjng

Oznaczenia wykonano za pomocg zestawu Vanquish Duo U/HPLC sktadajgcego
si¢ z tandemu dwoch niezaleznych pomp gradientowych, autosamplera z dwiema
niezaleznymi iglami nastrzykowymi 1 systemem chlodzenia probek, termostatu
kolumnowego oraz dwoch detektorow fluorescencyjnych (Thermo Fisher Scientific,
USA). Rozdziat chromatograficzny przeprowadzono w temperaturze 30°C przy uzyciu

kolumn Hypersil Gold aQ o wymiarach 150 x 4,6 mm i $rednicy ziaren 3 um (Thermo
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Scientific, USA). Faza ruchoma sktadata si¢ z metanolu oraz wodnego roztworu 5 mM
octanu sodowego i 0,01 mM soli disodowej EDTA (pH 4,5 uzyskane przez dodanie
kwasu octowego). Szybkos$¢ przeptywu fazy ruchomej przez kolumng¢ wynosita 1
ml/min. Poczatkowa zawarto$¢ metanolu wynosita 3% (v/v). Pomiedzy 7. i 20. minuta
od nastrzyku stezenie metanolu zwigkszano liniowo az do uzyskania st¢zenia 30% (v/v)
w 20. minucie rozdziatu. Detekcje przeprowadzono przy dtugosci fali wzbudzenia 280
nm i fali emisji 345 nm w statej temperaturze 38°C. Czulo$¢ detektora zmieniano w
15,25 minucie separacji z poziomu 6 na 8, co pozwolito na oznaczenie zwigzkow o
roznej intensywnosci fluorescencji. Objetos¢ nastrzyku wynosita 20 pl. Probki
przebywaly w autosamplerze w temperaturze 10°C nie dluzej niz 8 godzin. Analiz¢
uzyskanych  chromatografow przeprowadzono za pomocg oprogramowania
Chromeloeon 7.2.10 (Thermo Scientific, USA). Najnizsze limity pomiaru (stosunek S/N
10:1, RSD < 15%) dla wszystkich oznaczanych indoli byly mniejsze niz 2 pg na
nastrzyk. Wspoétczynniki zmiennosci pola powierzchni pikow dla oznaczen

wykonywanych w kolejnych dniach nie przekraczaty 2%.
4.3.3.4. Oznaczanie aktywnosci enzymow szlaku syntezy MLT
4.3.3.4.1. Hydroksylaza tryptofanowa

Aktywnos¢ TPH oznaczano poprzez pomiar akumulacji 5-HTRP podczas
inkubacji homogenatu szyszynki z odpowiednimi substratami oraz inhibitorem AADC.
Homogenaty (20 pl) dodawano do probowek typu Eppendorf zawierajacych 10 pul
8 mM TRP, 10 ul 3,2 mM tetrahydrobiopteryny, 10 ul 8 mM ditiotreitolu, 10 ul 8 mM
siarczanu amonowo-zelazowego (II), 2,5 pl katalazy z watroby bydlgcej, 10 ul 8 mM
NSD 1015 oraz 7,5 ul 1 M buforu octanowego TRIS. Nastepnie probéwki inkubowano
w lazni wodnej w temperaturze 38°C przez 30 minut. Reakcje enzymatyczna
przerywano przez dodanie 20 pul 1 mM kwasu nadchlorowego oraz umieszczenie
probowek w tazni lodowej na 15 minut. Po odwirowaniu w 30 000 x g (4°C, 15 min)
supernatanty ostroznie przenoszono do polipropylenowych fiolek przeznaczonych do
autosamplera (La-Pha-Pack Werner, Niemcy). Zawarto$¢ 5-HTRP mierzono zgodnie z
opisem podanym w podrozdziale 4.3.3.3 przy czym czuto$¢ detektora byta ustawiona na
poziomie 2, a obje¢to$¢ nastrzyku wynosita 10 pl. Wspotczynniki zmiennosci pola
powierzchni pikow dla oznaczen wykonywanych w kolejnych dniach nie przekraczaty
2%.
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4.3.3.4.2. Dekarboksylaza aromatycznych aminokwasow

Aktywno$s¢ AADC okreslono poprzez oznaczenie poziomu dekarboksylacji
5-HTRP do 5-HT w obecno$ci inhibitora MAO. Homogenat szyszynki (20 pl)
dodawano do mieszaniny reakcyjnej zawierajacej 10 ul 5 mM 5-HTRP, 10 ul 0,05 mM
5-fosforanu pirydoksalu oraz 10 ul 5 mM pargiliny w 0,2 M buforze fosforanowym o
pH 7,8. Nastepnie mieszanine inkubowano w }azni wodnej w temperaturze 38°C przez
30 minut. Reakcj¢ enzymatyczng przerywano przez dodanie 20 ul 1 mM kwasu
nadchlorowego. Po 15 minutowe]j inkubacji w tazni lodowej, mieszaning wirowano
(30000 x g, 4°C, 15 min) i supernatant ostroznie umieszczono we fiolkach
autosamplera. Zawartos¢ 5-HT mierzono zgodnie z opisem podanym w podrozdziale
4.3.3.3 za wyjatkiem zastosowania innych parametrow gradientu fazy ruchomej,
objetosci nastrzyku oraz czutoséci detektora. Zawarto$¢ metanolu zwigkszano liniowo od
5% (v/v) do 10% (v/v) w trakcie pierwszych 7 minut od nastrzyku, utrzymywano na
statym poziomie przez 2 minuty, a od 11. minuty ponownie zwigkszono az do
uzyskania stezenia 30% (v/v). Nastepnie stgzenie metanolu stopniowo zmniejszano do
poziomu poczatkowego. Objetos¢ nastrzyku wynosita 2,5 pl. Czulo$¢ detektora byta
ustawiona na poziomie 1. Wspotczynniki zmiennosci pola powierzchni pikow dla

oznaczen wykonywanych w kolejnych dniach nie przekraczaty 2%.
4.3.3.4.3. N-acetylotransferaza aryloalkyloaminowa

Aktywnos¢  AA-NAT okreslono poprzez oznaczenie akumulacji  N-
acetylotryptaminy. Homogenaty (20 ul) dodawano do probowek typu Eppendorf
zawierajagcych 10 pul 5 mM tryptaminy, 10 ul 2,55 mM acetylo-CoA oraz 10 ul 0,2 mM
buforu fosforanowego o pH 6,8. Nastgpnie probowki inkubowano w tazni wodnej w
temperaturze 38°C przez 30 minut. Reakcje enzymatyczng przerywano przez dodanie
20 ul 1 mM kwasu nadchlorowego oraz umieszczenie probowek w tazni lodowej na 15
minut. Po odwirowaniu w 30 000 x g (4°C, 15 min) supernatanty ostroznie przenoszono
do fiolek przeznaczonych do autosamplera. Oznaczenie zawartosci N-acetylotryptaminy
przeprowadzono tak jak dla AADC, z wyjatkiem wilaczenia detekcji dopiero w 18.
minucie rozdzialu (czas retencji dla N-acetylotryptaminy: 25,9-26,0 minuty) i
ustawienia czutos$ci detektora na 4. poziomie. Objetos¢ nastrzyku wynosita 5 pl.
Wspodtezynniki zmiennos$ci pola powierzchni pikéw dla oznaczen wykonywanych w

kolejnych dniach nie przekraczaty 2%.
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4.3.3.4.4. O-metylotransferaza N-acetyloserotoniny

Aktywnos¢ ASMT okreSlono poprzez oznaczenie akumulacji MLT.
Homogenaty (20 pl) dodawano do probowek typu Eppendorf zawierajacych 10 ul 2
mM NAS w buforze fosforanowym (0,2 M, pH 7,8) oraz 10 ul 0,4 mM S-
adenozynometioniny w buforze fosforanowym (0,2 M, pH 7,8). Probowki inkubowano
w tazni wodnej w temperaturze 38°C przez 30 minut. Reakcje enzymatyczng
przerywano przez dodanie 20 pul 1 mM kwasu nadchlorowego oraz umieszczenie
probowek w tazni lodowej na 15 minut. Po odwirowaniu w 30 000 x g (4°C, 15 min)
supernatanty ostroznie przenoszono do fiolek przeznaczonych do autosamplera.
Zawarto$¢ MLT mierzono zgodnie z opisem podanym w podrozdziale 4.3.4, przy czym
czulo$¢ detektora podczas pomiaru fluorescencji MLT ustawiono na poziomie 3, a
objetos¢ nastrzyku wynosita 5 pl. Wspoétczynniki zmiennosci pola powierzchni pikow

dla oznaczen wykonywanych w kolejnych dniach nie przekraczaty 2%
4.3.3.5. Oznaczanie zawartosci biatka

Zawarto$¢ biatka w homogenacie, po jego uprzednim rozcienczeniu, oznaczano

za pomocg zestawu Quant-iT™ Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, USA).
4.3.4. Analiza statystyczna

Wplyw wieku na zawarto$§¢ zwigzkéw indolowych oraz aktywnos$¢ enzymow
analizowano dwuczynnikowa analizg wariancji z wiekiem ptakow i czasem pobrania
narzadow jako czynnikami. Dane dotyczace wptywu $wiatla monochromatycznego na
zawartos¢ zwigzkow indolowych oraz aktywnos¢ enzymow szklaku syntezy melatoniny
byly réwniez analizowane za pomocg dwuczynnikowej analizy wariancji, w ktorej
czynnikami byly warunki oswietlenia oraz czas pobrania probek. Do analizy post-hoc w
obu doswiadczeniach wykorzystano test Duncana. Analizy przeprowadzono za pomocg
programu Statistica 13.1 (StatSoft Polska). Za statystycznie istotne uznano roéznice przy

warto$ci poziomu istotnosci P < 0,05.

22



4.4. Wyniki

4.4.1. Doswiadczenie 1 - Wphyw wieku na metabolizm zwigzkéw indolowych zwigzanych

z syntezq melatoniny

4.4.1.1. Aktywnosc¢ enzymow szlaku syntezy melatoniny

Aktywno$¢ enzymatyczng wyrazono w ilosci wytworzonego produktu na 0,1 mg
rozpuszczalnego biatka w homogenacie szyszynki. Dwuczynnikowa analiza wariancji
wykazala istotny wplyw wieku zwierzat na aktywno$¢ wszystkich enzymow
uczestniczacych w syntezie MLT. Wplyw czasu pobrania probek byt istotny w
analizach danych z pomiarow TPH i1 AA-NAT. W przypadku obu enzymow

stwierdzono istotne interakcje miedzy wiekiem zwierzat a czasem pobrania probek.

Hydroksylaza tryptofanowa

Aktywnos¢ TPH w szyszynce wzrastata przez pierwsze dwa tygodnie zycia ptakow
(Ryc. 4A). Podczas fazy ciemnej aktywno$¢ tego enzymu byla istotnie wyzsza u
indykow 7-dniowych niz u ptakow 2-dniowych. Z kolei, indyki 14-dniowe miaty
istotnie wyzsza aktywno$¢ TPH w porownaniu do ptakow 7-dniowych. W trakcie fazy
jasnej aktywnos$¢ TPH byta istotnie wyzsza u indykow 14-dniowych niz u miodszych
osobnikow. W szyszynce indykow 28-dniowych aktywno$¢ TPH utrzymywala si¢ w
pierwszej potowie dnia na poziomie zblizonym do notowanego u ptakéw 7-dniowych, a
w drugiej potowie dnia i w nocy byta podobna do stwierdzonej u ptakéw 14-dniowych.
Aktywnos¢ TPH w szyszynkach ptakow w wieku 10, 20, 30 i 45 tygodni byta istotnie
nizsza w porownaniu do gruczotéw 28-dniowych indykéw. Ponadto, na poczatku dnia 1
podczas nocy, aktywno$¢ tego enzymu byla istotnie nizsza w szyszynkach ptakow 45-
tygodniowych w poréwnaniu z indykami w wieku 10 tygodni.

Aktywnos$¢ TPH wykazywata istotne zmiany dobowe w szyszynkach wszystkich
badanych grup indykéw, a przebieg tych zmian roznit si¢ w zaleznosci od wieku
zwierzat (Ryc. 4A). W narzadach ptakow 2-dniowych i 7-dniowych aktywnos$¢ enzymu
stopniowo wzrastata w pierwszej polowie fazy jasnej, powoli obnizala si¢ w drugiej
potowie tej fazy, a nastepnie wzrastala podczas nocy. W szyszynkach indykéw w wieku
14 dni aktywno$¢ TPH utrzymywala si¢ na wyro6wnanym poziomie podczas fazy jasnej
I wydatnie wzrastata podczas fazy ciemnej. Aktywnos¢ TPH u zwierzat starszych

stopniowo spadala podczas dnia i wzrastala w nocy. Najwyzsza aktywno§¢ TPH u tych
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ptakéw odnotowano o godzinie 08:00, 10:00, 04:00 i 06:00, a najnizsza o godzinie
18:00 i 20:00.
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Ryc. 4. Aktywno$¢ (Srednie) hydroksylazy tryptofanowej, TPH (A), dekarboksylazy aminokwasow
aromatycznych, AADC (B), N-acetylotransferazy aryloalkyloaminowej, AA-NAT (C) i O-
metylotransferazy N-acetyloserotoniny, ASMT (D) w szyszynkach indykéw w wieku 2, 7, 14, 28 dni oraz
10, 20, 30, 45 tygodni. Belka pozioma przedstawia faze jasng i ciemng cyklu dobowego. Litery na
wykresach pokazujg réznice miedzy grupami wickowymi w kazdym punkcie czasowym w teScie
Duncana. Litery pod wykresami pokazuja réznice migdzy punktami czasowymi w grupie w tescie
Duncana. Te same litery oznaczaja $rednie, ktore nie r6znig sie istotnie.
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Dekarboksylaza aromatycznych aminokwasow

Aktywnos¢ dekarboksylazy aromatycznych aminokwaséw W Szyszynkach
indykéw charakteryzowata si¢ bardzo duzymi zmianami W okresie rozwoju
powylegowego (Ryc. 4B). Najnizszg aktywnos$¢ tego enzymu stwierdzono u indykow w
wieku 2 dni. Aktywno$§¢ AADC byta o okoto 20% wyzsza w szyszynkach ptakow 7-
dniowych i 14-dniowych. Dwudziestokrotny wzrost aktywnosci AADC wystapit
miedzy 14. a 28. dniem zycia. Aktywnos¢ AADC u 10-tygodniowych indykow byta
zblizona do obserwowanej u 4-tygodniowych ptakow. Istotny, okoto 30% spadek
aktywnos$ci AADC odnotowano migdzy 10. a 20. tygodniem zycia. Nie stwierdzono
istotnych roznic w aktywnosci enzymu miedzy zwierzgtami w wieku 20, 30 i 45

tygodni. Aktywnos¢ AADC nie wykazywala istotnych wahan dobowych (Ryc. 4B).
N-acetylotransferaza aryloalkyloaminowa

W celu poprawnej interpretacji uzyskanych wynikow, wptyw wieku na aktywnos¢
AA-NAT nalezy analizowaé¢ Ilacznie ze zmianami aktywnosci tego enzymu
zachodzacymi w trakcie cyklu dobowego. W szyszynkach wszystkich grup wiekowych,
z wyjatkiem najmtodszej, aktywno$s¢ AA-NAT zmniejszala si¢ na poczatku fazy jasne;j,
a nastepnie utrzymywata si¢ na wzglednie stabilnym poziomie az do rozpoczecia fazy
ciemnej (Ryc. 4C). Aktywno$¢ AA-NAT wzrosta po nastaniu ciemnoS$ci, @ Wzrost ten
byt wolniejszy u indykéw w wieku 20, 30 i 45 tygodni w poréwnaniu z mtodszymi
ptakami. W konsekwencji aktywno$¢ AA-NAT byta istotnie nizsza u starszych zwierzat
w stosunku do mtodszych na poczatku fazy ciemnej, a nocny szczyt aktywnosci AA-
NAT wystapil pozniej u indykow w wieku 20, 30 i 45 tygodni niz u ptakéw mtodszych.
Nie stwierdzono jednak znaczacych réznic w maksymalnej aktywnosci AA-NAT u
indykéw w wieku od 4 do 45 tygodni. Nocny wzrost aktywnosci AA-NAT byt istotnie
nizszy u indykéw w wieku 2, 7 1 14 dni niz u ptakow starszych. Byt on rowniez nizszy u
ptakow 2-dniowych niz indykéw 7-dniowych i 14-dniowych. Podczas fazy jasnej,
miedzy godzing 10:00 a 18:00, aktywnos¢ AA-NAT byta istotnie wyzsza u 2-dniowych

indykéw niz u starszych ptakow.
O-metylotransferaza N-acetyloserotoniny

Najnizszg aktywno$¢ ASMT stwierdzono w szyszynkach indykéw w wieku 2 dni

(Ryc. 4D). Byta ona okoto 4-krotnie wyzsza u ptakéw 7-dniowych i 5-krotnie wyzsza u
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ptakow 14-dniowych w poréwnaniu z osobnikami najmtodszymi. Nie stwierdzono
istotnych réznic w aktywnosci ASMT pomiedzy szyszynkami indykow w wieku 14 1 28
dni. Dalszy wzrost aktywnosci AMST nastgpit migedzy 4. a 10. tygodniem zycia, co
skutkowalo osiggnieciem najwyzszego poziomu aktywnos$ci na koniec tego okresu.
Aktywno$s¢ ASMT byla istotnie nizsza u indykéw w wieku 20, 30 i 45 tygodni w
porownaniu z ptakami w wieku 10 tygodni. We wszystkich badanych grupach

wiekowych nie stwierdzono istotnych dobowych wahan aktywnosci ASMT.
4.4.1.2. Stezenia zwigzkow indolowych

Stezenie indoli wyrazono w przeliczeniu na 0,1 mg rozpuszczalnego biatka w
homogenacie szyszynki. Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata istotny
wplyw wieku zwierzat i czasu pobierania probek na stezenie badanych pochodnych
tryptofanu. Ponadto, w przypadku wszystkich pochodnych stwierdzono istotne

interakcje migedzy tymi dwoma czynnikami.

Tryptofan

Stezenie TRP pomigdzy godzing 16:00 a 20:00 bylo istotnie wyzsze W
szyszynkach indykéw w wieku 28 dni niz w gruczotach ptakow mtodszych oraz
starszych (Ryc. 5). Nie zaobserwowano istotnych dobowych wahan poziomu TRP

niezaleznie od wieku ptakow.

70

60

50 4

40

TRP (pmol/100ug biatka)

—e— 2dni —=— 10 tygodni
10 4 —=— 7 dni 20 tygodni
—&— 14 dni —+— 30 tygodni
—e— 28dni —— 45tygodni
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czas

Ryc. 5. Stezenie tryptofanu (TRP) w szyszynkach indykow w wieku 2, 7, 14, 28 dni oraz 10, 20, 30, 45
tygodni. Belka pozioma przedstawia fazg jasng i ciemng cyklu dobowego. Litery na wykresach pokazuja
r6éznice migdzy grupami wickowymi w kazdym punkcie czasowym w tescie Duncana. Te same litery
oznaczaja $rednie, ktore nie roznig si¢ istotnie.
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5-hydroksytryptofan

Najwyzsze stezenia 5S-HTRP stwierdzono w szyszynkach indykow 2-dniowych. U
ptakow w wieku 7 dni poziomy 5-HTRP byly istotnie nizsze niz u najmtodszych
indykoéw we wszystkich badanych punktach czasowych (Ryc. 6A). Podobnie stezenia 5-
HTRP byty istotnie nizsze u indykow w wieku 14 dni niz u ptakow w wieku 7 dni.
Bardziej ztozone zaleznosci wystepowaly w szyszynkach indykéw w wieku 4 i 10
tygodni w pordwnaniu z mtodszymi ptakami, gtownie ze wzgledu na rézny przebieg
dobowych wahan stezenia 5S-HTRP. Ogolnie st¢zenia te byly znacznie nizsze pomigdzy
godzing 16:00 a 20:00 u 4- i 10-tygodniowych indykow niz u mtodszych ptakow, ale
podobne lub nawet wyzsze w innych punktach czasowych. Najnizsze stezenia 5S-HTRP
stwierdzono w szyszynkach indykéw w wieku 20, 30 i 45 tygodni. W czasie fazy jasnej
byly one istotnie nizsze niz u ptakow w wieku 2, 7, 14 i 28 dni, za§ w czasie fazy
ciemnej (od godziny 22:00) - istotnie nizsze niz u indykow w wieku 2 i 28 dni oraz 10
tygodni.

We wszystkich badanych grupach indykéw stwierdzono istotne dobowe wahania
stezenia 5-HTRP, ale ich przebieg i amplitudy rdznily si¢ znacznie w zalezno$ci od
wieku zwierzat (Ryc. 6A). W szyszynkach 2-dniowych, 7-dniowych i 14-dniowych
indykoéw stezenia 5-HTRP byly istotnie wyzsze podczas fazy jasnej niz w godzinach
24:00, 02:00, 04:00 i 06:00, jednak amplitudy wahan dobowych malaty wraz z wiekiem
indykoéw. Natomiast u starszych ptakow najnizsze poziomy 5-HTRP odnotowano w
drugiej potowie fazy jasnej. Sposrdd tych zwierzat najwyzsza amplitude zmian

dobowych odnotowano u 10-tygodniowych indykow.

Serotonina

Stezenie 5-HT mierzone podczas fazy jasnej stopniowo wzrastalo w trakcie
rozwoju powylggowego od 2. do 14. dnia zycia (Ryc. 6B). Analogicznych zmian
poziomo6w nie odnotowano podczas fazy ciemnej. Stgzenie 5-HT w szyszynkach 28-
dniowych indykéw bylo na podobnym poziomie do obserwowanego u ptakow 14-
dniowych. Poziom 5-HT byt istotnie nizszy w szyszynkach indykow w wieku 10
tygodni niz u zwierzat 28-dniowych. Najnizsze st¢zenia 5-HT wystapily u indykéw w
wieku 20, 30 i 45 tygodni. Stgzenia te pomigdzy godzing 08:00 a 02:00 byty dwa razy

nizsze niz w szyszynkach indykéw w wieku 10 tygodni.
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Ryc. 6. Stezenie (Srednie) 5-hydroksytryptofanu, 5-HTRP (A) oraz serotoniny, 5-HT (B) w szyszynkach
indykow w wieku 2, 7, 14, 28 dni oraz 10, 20, 30, 45 tygodni. Belka pozioma przedstawia faze jasna i
ciemng cyklu dobowego. Litery na wykresach pokazuja rdznice miedzy grupami wiekowymi w kazdym
punkcie czasowym w teScie Duncana. Litery pod wykresami pokazuja réznice migdzy punktami
czasowymi w grupie w teScie Duncana. Te same litery oznaczaja $rednie, ktore nie r6znig si¢ istotnie.

Stezenie 5-HT zmieniato si¢ istotnie podczas doby we wszystkich badanych
grupach wiekowych (Ryc. 6B). W szyszynkach indykéw w wieku 2, 7 i 14 dni stgzenie
5-HT wzrastato w czasie fazy jasnej, by w drugiej potowie tej fazy osiaggnaé wartosci
maksymalne, a nastgpnie malatlo w czasie trwania fazy ciemnej. Amplituda dobowych
wahan wzrastata wraz z wiekiem ptakow. U 28-dniowych indykow poziom 5-HT byt
raczej stabilny podczas dnia, obnizal si¢ po rozpoczegciu fazy ciemnej osiagajac
minimalng wartos$ci o godzinie 02:00, a nastgpnie szybko wzrastal. Stezenie 5-HT u
starszych ptakow byto najwyzsze o godzinie 08:00 1 10:00, nastepnie stopniowo spadato

do osiggnigcia minimum o godzinie 02:00, po czym ponownie wzrastato.

N-acetyloserotonina

Stezenie NAS w szyszynce podczas fazy jasnej byto od 3 od 5 razy wyzsze u 2-
dniowych indykoéw niz u starszych ptakéw (Ryc. 7A). W poczatkowej fazie rozwoju
powylegowego nocne poziomy NAS zmniejszaly si¢ wraz z wiekiem i byly istotnie
nizsze u ptakow 7-dniowych niz u 2-dniowych oraz u indykow 14-dniowych niz u 7-
dniowych. Nastgpnie, stezenia NAS podczas fazy ciemnej rosty wraz z wiekiem i byly
istotnie wyzsze u indykoéw w wieku 4, 10, 20, 30 i 45 tygodni niz u ptakéw 2-dniowych.
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Ryc. 7. Stezenie (Srednie) N-acetyloserotoniny, NAS (A) oraz melatoniny, MLT (B) w szyszynkach
indykow w wieku 2, 7, 14, 28 dni oraz 10, 20, 30, 45 tygodni. Belka pozioma przedstawia fazy jasne i
ciemne cyklu dobowego. Litery na wykresach pokazujg réznice miedzy grupami wieckowymi w kazdym
punkcie czasowym w tescie Duncana. Litery pod wykresami pokazuja roéznice miedzy punktami
czasowymi w grupie w te$cie Duncana. Te same litery oznaczaja $rednie, ktore nie r6znig sie¢ istotnie.

Przebieg dobowych zmiany st¢zenia NAS roznil si¢ znacznie pomig¢dzy
poszczegolnymi grupami wiekowymi (Ryc. 7A). U indykéw w wieku 2 dni poziom
NAS wzrost okoto 2-krotnie w trakcie czterech pierwszych godzin od rozpoczgcia fazy
ciemnej, a nastepnie pozostat na stosunkowo stabilnym poziomie. U starszych ptakow
stezenie NAS stopniowo wzrastalo W pierwszej cze$ci fazy ciemnej, a nastepnie
spadato. Wartosci maksymalne stezen wystepowaty wczesniej u indykéw w wieku 7,

14, 28 dni 1 10 tygodni niz u starszych ptakow.

Melatonina

Stezenie MLT bylo istotnie wyzsze podczas fazy jasnej miedzy godzing 12:00 a
18:00 u indykéw w wieku 2 dni niz u starszych ptakow, ale roéznice byly znacznie
mniejsze w poréwnaniu ze stwierdzonymi w poziomie NAS (Ryc. 7B). Podczas fazy
ciemnej, pomigdzy godzing 22:00 a 04:00, stezenie MLT bylo istotnie nizsze u 2-
dniowych indykow niz u ptakow starszych. Poziomy MLT w szyszynkach ptakéw w
wieku 7 1 14 dni byly zblizone oraz okoto 2-krotnie wyzsze niz u 2-dniowych indykow.
Z kolei, w porownaniu z wartosciami maksymalnymi obserwowanymi u ptakow w

wieku od 4 do 45 tygodni byty okoto 2-krotnie nizsze. Maksymalne stezenia melatoniny
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u indykéw w wieku 20 — 45 tygodni byly nieznacznie nizsze niz u zwierzat w wieku 4
oraz 10 tygodni. Dobowy profil zmian stezenia MLT byt zblizony do opisanego dla
NAS.

Kwas 5-hydroksyindolooctowy oraz 5-hydroksytryptofol

W  przeciwienstwie do 5-HT, stezenie 5-HIAA bylo istotnie wyzsze w
szyszynkach indykow 2-dniowych niz ptakow 7-dniowych i 14-dniowych (Ryc. 8A).
Poziom 5-HIAA w szyszynce u 28-dniowych ptakéw byl zblizony do tego u 2-
dniowych indykow. U zwierzat w wieku 10, 20, 30 1 45 tygodni st¢zenie 5-HIAA bylo
istotnie nizsze niz u indykéw w wieku 28 dni. Stezenia 5-HIAA mi¢dzy godzing 08:00 a
20:00 byly rowniez istotnie nizsze u 45-tygodniowych zwierzat w porownaniu z 10-
tygodniowymi.

Stezenie 5-HIAA wykazywalo istotne zmiany dobowe we wszystkich badanych
grupach indykow, a przebieg tych zmian byl podobny do specyficznych dla wieku
dobowych wahan poziomu 5-HT (Ryc. 8A).

Podczas rozwoju powylegowego stezenie 5-HTOL w szyszynce ulegato obnizeniu
do 14. dnia zycia, z znacznym spadkiem migdzy 2. a 7. dniem (Ryc. 8B). Nastepnie u
indykéw w wieku 4 i 10 tygodni zwigkszyto si¢ do poziomoéw znacznie wyzszych niz
wystepujace u ptakéw 14-dniowych, jednak nie we wszystkich punktach czasowych
stwierdzono istotne roznice, ze wzglgdu na roézny przebieg profili dobowych zmian
stezenia 5-HTOL w tych grupach zwierzat. Stezenia 5-HTOL byly istotnie nizsze
mig¢dzy godzing 08:00 a 02:00 u indykow w wieku 20 oraz 30 tygodni niz u zwierzat w
wieku 10 tygodni. Dalszy spadek poziomu 5-HTOL stwierdzono u 45-tygodniowych
indykow.

Stezenia 5-HTOL zmienialy si¢ istotnie w ciggu doby. Przebieg tych zmian réznit
si¢ w zaleznosci od wieku ptakow i byt zblizony do zmian opisanych dla 5-HT (Ryc.
8B).

Kwas 5-metoksyindolooctowy oraz 5-metoksytryptofol

W przeciwienstwie do 5-HIAA, najnizsze stg¢Zenia jego metabolitu — 5-MIAA
stwierdzono u 2-dniowych i 7-dniowych indykéw (Ryc. 9A). Stezenia 5-MIAA miedzy
godzing 08:00 a 20:00 byly istotnie wyzsze u ptakow w wieku 14 dni niz u ptakow
mtodszych. U indykéw w wieku 4 i 10 tygodni poziom 5-MIAA w szyszynce byt

istotnie wyzszy w porownaniu z mlodszymi ptakami we wszystkich punktach
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czasowych. Z kolei, poziom 5-MIAA byt istotnie nizszy u 20-, 30- i 45-tygodniowych

indykow w porownaniu z 10-tygodniowymi indykami podczas dnia, ale nie w trakcie

nocy.
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Ryc. 8. Stezenie (srednie) kwasu 5-hydroksyindolooctowego, 5-HIAA (A) oraz 5-hydroksytryptofolu, 5-
HTOL (B) w szyszynkach indykéw w wieku 2, 7, 14, 28 dni oraz 10, 20, 30, 45 tygodni. Belka pozioma
przedstawia faze jasng i ciemng cyklu dobowego. Litery na wykresach pokazujg réznice miedzy grupami
wiekowymi w kazdym punkcie czasowym w tescie Duncana. Litery pod wykresami pokazuja roznice
miedzy punktami czasowymi w grupie w tescie Duncana. Te same litery oznaczajg $rednie, ktore nie
r6znig si¢ istotnie.

Stezenia 5-MIAA zmienialy si¢ istotnie w przebiegu cyklu dobowego we
wszystkich grupach indykéw (Ryc. 9A). Poziomy 5-MIAA w szyszynkach 2-dniowych
indykow byly istotnie wyzsze pomiedzy godzing 10:00 a 18:00 niz pomiedzy 20:00 a
06:00. U ptakow w wieku 7 i1 14 dni stezenia byly istotnie wyzsze migdzy 08:00 a 20:00
niz miedzy 22:00 a 04:00 (lub 06:00 u ptakoéw 14-tygodniowych). Najwyzsze poziomy
5-MIAA u tych ptakow odnotowano w drugiej polowie fazy jasnej. Natomiast u
starszych ptakoéw stezenia 5S-MIAA byty najwyzsze w pierwszej potowie fazy jasnej. U
28-dniowych indykow stezenia 5S-MIAA byly istotnie wyzsze podczas dnia niz podczas
nocy, osiggajac warto$¢ najwyzsza o godzinie 12:00, a najnizsza o godzinie 02:00.
Podobny dobowy profil poziomu 5-MIAA, ale z pikiem o godzinie 10:00 stwierdzono u
10-, 20- i 30-tygodniowych indykéw. U indykéw w wieku 45 tygodni poziomy 5-
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MIAA byly tylko nieznacznie wyzsze w pierwszej polowie fazy jasnej niz w drugiej, a

najnizsze stg¢zenia 5S-MIAA odnotowano o godzinie 02:00 i 04:00.
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Ryc. 9. Stezenie ($rednie) kwasu 5-metoksyindolooctowego, 5-MIAA (A) oraz 5-metoksytryptofolu, 5-
MTOL (B) w szyszynkach indykow w wieku 2, 7, 14, 28 dni oraz 10, 20, 30, 45 tygodni. Belka pozioma
przedstawia faze jasng i ciemng cyklu dobowego. Litery na wykresach pokazujg réznice miedzy grupami
wiekowymi w kazdym punkcie czasowym w tescie Duncana. Litery pod wykresami pokazuja roznice
miedzy punktami czasowymi w grupie w teScie Duncana. Te same litery oznaczaja $rednie, ktore nie
r6znig si¢ istotnie.

Stezenie 5-MTOL zmniejszalo si¢ w pierwszych dniach po wykluciu i byto
istotnie nizsze u 7-dniowych indykoéw niz u 2-dniowych ptakow we wszystkich
punktach czasowych (Ryc. 9B). Nastepnie st¢zenie tej aminy wzrastato i wykazywato
wyrazniejsze dobowe wahania. U indykow w wieku 14 1 28 dni oraz 10 tygodni st¢zenia
5-MTOL osiagnely poziomy wystepujace u ptakow 2-dniowych podczas fazy jasnej,
jednak byty one znacznie nizsze niz u indykow 2-dniowych podczas fazy ciemnej. W
poréwnaniu z 10-tygodniowymi indykami, stezenia 5-MTOL byly istotnie nizsze u
ptakow w wieku 20, 30 i 45 tygodni podczas calej fazy jasnej oraz podczas fazy
ciemnej o godzinie 24:00 i 02:00. Istotne réznice odnotowano rowniez mi¢dzy ptakami
w wieku 20, 30 i 45 tygodni.

We wszystkich badanych grupach indykow zaobserwowano dobowe wahania
stezenia 5-MTOL, z wyzszymi poziomami w czasie fazy jasnej w porownaniu z ciemng
(Ryc. 9B). Przebieg tych wahan réznit si¢ w poszczegolnych grupach wiekowych. U
indykoéw 2-, 7- i 14-dniowych stezenie 5-MTOL bylo wyzsze w drugiej potowie fazy
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jasnej w stosunku do pierwszej potowy tej fazy, natomiast u zwierzat starszych
najwyzsze stezenia 5-MTOL odnotowano o godzinie 10:00, czyli wkrotce po
rozpoczeciu fazy jasnej. We wszystkich badanych grupach poziom tego zwigzku ulegat

wyraznemu obnizeniu po rozpoczeciu Nocy.

5-metoksytryptamina oraz 5-metoksytryptofan

5-MTAM byta niewykrywalna w szyszynkach 2-dniowych indykéw. Poziom 5-
MTAM przekraczat dolny limit pomiaru metody u ptakow w wieku 7 i 14 dni i byt
wyzszy u 14-dniowych indykow niz u 7-dniowych, ale nie wykazywal wahan
dobowych (Ryc. 10).
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Ryc. 10. Stezenie ($rednie) 5-metoksytryptaminy, 5-MTAM w szyszynkach indykow w wieku 2, 7, 14,
28 dni oraz 10, 20, 30, 45 tygodni. Belka pozioma przedstawia faze jasng i ciemng cyklu dobowego.
Litery na wykresach pokazuja réznice migdzy grupami wiekowymi w kazdym punkcie czasowym w
tescie Duncana. Litery pod wykresami pokazuja réznice migdzy punktami czasowymi w grupie w tescie
Duncana. Te same litery oznaczajg §rednie, ktdre nie r6znig si¢ istotnie.

Nocny wzrost stgzenia S-MTAM po raz pierwszy odnotowano u 28-dniowych
indykéw. Poziom tej aminy podczas nocy byt wyzszy u indykow w wieku 10 tygodni w
porownaniu do ptakéw w wieku 28 dni. U indykow w wieku 20, 30 1 45 tygodni nocne
poziomy 5-MTAM osiagaly podobne wartosci jak u zwierzat 28-dniowych, ale
wystepowaty w pozniejszych godzinach niz u ptakéw miodszych.

Poziom 5-MTRP byt ponizej dolnego limitu detekcji metody we wszystkich grupach

wiekowych.
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4.4.2. Doswiadczenie 2 - Wplyw barwy i intensywnosci swiatta monochromatycznego na

metabolizm zwigzkow indolowych zwigzanych z syntezqg melatoniny

4.4.2.1. Aktywnos¢ enzymow szlaku syntezy melatoniny

Aktywno$¢ enzymatyczng wyrazono w przeliczeniu na ilos¢ wytworzonego
produktu przez calg szyszynke. Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazata istotny
wplyw warunkow o$wietlenia na aktywno§¢ TPH, AADC oraz AA-NAT. Wpltyw czasu
pobierania probek byt istotny w analizach danych z pomiaréw TPH i AA-NAT. W
przypadku obu enzymow stwierdzono istotne interakcje migdzy warunkami o$wietlenia

a czasem pobrania probek.

Hydroksylaza tryptofanowa

Aktywnos¢ TPH w szyszynce wykazata wydatne zmiany dobowe (Ryc. 11A). We
wszystkich grupach charakteryzowata si¢ istotnie wyzszy poziomem o godzinie 02:00,
06:00 oraz 10:00 w stosunku do godziny 14:00, 18:00 i 22:00, za$ réznica pomiedzy
szczytem aktywnos$ci oraz jej najnizszym poziomem byla czterokrotna. U ptakéw
utrzymywanych w $wietle czerwonym z grupy RM oraz RH aktywno$¢ enzymatyczna
TPH byta istotnie wyzsza w kazdym punkcie czasowym w stosunku do grup ptakow

przebywajacych w §wietle niebieskim 1 zielonym.
Dekarboksylaza aromatycznych aminokwasow

Aktywno$¢ AADC nie ulegata zmianom podczas cyklu dobowego we wszystkich
badanych grupach zwierzat (Ryc. 11B). Ptaki utrzymywane w $wietle czerwonym bez
wzgledu na natezenie $wiatta wykazaty istotnie wyzsza aktywnos$¢ tego enzymu w
stosunku do pozostatych grup badawczych utrzymywanych w  $wietle
monochromatycznym i grupy kontrolnej.

N-acetylotransferaza aryloalkyloaminowa

Aktywnos¢ AA-NAT we wszystkich badanych grupach zwierzat wykazywata
rytm dobowy, z najnizszym poziomem o godzinie 18:00, a najwyzszym o godzinie
02:00 lub 06:00 (Ryc. 11C).
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Ryc. 11. Aktywno$¢ ($rednie) hydroksylazy tryptofanowej, TPH (A), dekarboksylazy aminokwasoéw
aromatycznych, AADC (B), N-acetylotransferazy aryloalkyloaminowej, AA-NAT (C) i O-
metylotransferazy N-acetyloserotoniny, ASMT (D) w szyszynkach indykow utrzymywanych: W — w
$wietle biatym o natezeniu 16 lux, BL — w $wietle niebieskim 16 lux, BM — w $wietle niebieskim 32 lux,
BH — w $wietle niebieskim 64 lux, RL — w $wietle czerwonym 16 lux, RM — w $wietle czerwonym 32
lux, RH — w $wietle czerwonym 64 lux, GL — w $wietle zielonym 16 lux, GM — w $wietle zielonym 32
lux, GH — w $wietle zielonym 64 lux. Belka pozioma przedstawia faze¢ jasna i ciemna cyklu dobowego.
W tabeli pod wykresem czarne litery pokazujg réznice miedzy punktami czasowymi w grupie (poziomo),
a niebieskie roéznice miedzy grupami w kazdym punkcie czasowym (pionowo) w teScie Duncana. Te
same litery oznaczaja Srednie, ktore nie r6znig si¢ istotnie.
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Przebieg dobowych zmian aktywno$ci enzymatycznej rdznit si¢ istotnie pomiedzy
grupami. Aktywno$¢ AA-NAT o godzinie 10:00 byta istotnie nizsza u ptakow
przebywajacych w $wietle monochromatycznym o wigkszym natezeniu niz o
mniejszym natezeniu. Ponadto, przy nat¢zeniu 16 lux aktywno$¢ byta nizsza u ptakow
przebywajacych w $wietle niebieskim w porownaniu z grupg utrzymywanych w $wietle
czerwonym 1 zielonym. Podobne roznice migdzy badanymi grupami zwierzat
wystepowaty o godzinie 14:00.

O godzinie 18:00 aktywno$¢ AA-NAT byta istotnie nizsza u ptakow
utrzymywanych w §wietle niebieskim niz u zwierzat z pozostatych grup badawczych
oraz grupy kontrolnej. Znaczacy wzrost aktywnosci AA-NAT byt obserwowany o 22:00
(1 h po rozpoczeciu fazy ciemnej) i byt on istotnie nizszy u zwierzat eksponowanych na
$wiatlo o nat¢zeniu 16 lux niz 32 i 64 lux. Wzrost aktywnosci enzymu byl rowniez
istotnie nizszy u indykow eksponowanych na $wiatlo niebieskie w stosunku do tych,
ktére byly utrzymywane w o$wietleniu czerwonym 1 zielonym o tej samej
intensywnosci (z wyjatkiem 32 lux). Najwyzsza aktywno$¢ AA-NAT stwierdzono o
godzinie 02:00 z wyjatkiem ptakoéw z grup BL oraz GL, GM i GH, u ktérych szczyt
zaobserwowano o godzinie 06:00. Aktywnosci AA-NAT o godzinie 02:00 byta
najwicksza u ptakow przebywajacych Swietle czerwonym, a najmniejsza u zwierzat
trzymanych w $wietle zielonym. Roznice migdzy maksymalng a minimalng
aktywnoscig AA-NAT w trakcie doby wynosity 24 - 29 razy u zwierzat z grup BL, BM,
BH, RL, RM, RH i W, za$ tylko 13 razy u ptakéw z grup GL, GM i GH.

O-metylotransferaza N-acetyloserotoniny

Badania nie wykazaty istotnych roznic w dobowej aktywnosci ASMT oraz

pomiedzy poszczegdlnymi grupami zwierzat (Ryc. 11 D).
4.4.1.2. Stezenia zwigzkow indolowych

Zawartos¢ indoli wyrazono w przeliczeniu na caty gruczol. Dwuczynnikowa
analiza wariancji wykazata istotny wpltyw warunkow oswietlenia i czasu pobrania
probek na zawarto$¢ badanych pochodnych tryptofanu. Stwierdzono réwniez istotne
interakcje miedzy badanymi czynnikami w przypadku wszystkich analizowanych

pochodnych tryptofanu.
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Tryptofan

Srednia zawarto$¢ TRP wynosita 245,8-361,8 pmol/szyszynke (Ryc. 12) i
charakteryzowata si¢ duzg zmienno$cig osobniczg. Dwuczynnikowa analiza wariancji
wykazata brak istotnego wptywu barwy §wiatta monochromatycznego oraz godziny
pobrania narzadéow na zawarto$¢ tego zwigzku indolowego. Jednakze, wedlug testu
Duncana poziom TRP byl istotnie wyzszy o godzinie 18:00 w poréwnaniu z godzing
10:00, 14:00 i 06:00 u indykow z grupy kontrolnej oraz u ptakow z grup BM i BH.
Poziom tego zwigzku byl rowniez istotnic wyzszy o godzinie 18:00 i 22:00 w
poréwnaniu z godzing 10:00 i 06:00 u ptakéw utrzymywanych w §wietle czerwonym.
Nie wykazano istotnych statystycznie zmian dobowych w zawarto$ci TRP u indykow
przebywajacych w $wietle zielonym oraz w $wietle niebieskim o intensywnosci 16 lux.
Jednakze, warto zaznaczy¢, ze przebieg zmian zawartosci TRP u tych zwierzat byt

podobny do obserwowanego w grupie kontrolnej.
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Ryc. 12. Zawarto$¢ tryptofanu, TRP w szyszynkach indykéw utrzymywanych: W — w $wietle biatym o
natezeniu 16 lux, BL — w $wietle niebieskim 16 lux, BM — w $wietle niebieskim 32 lux, BH — w §wietle
niebieskim 64 lux, RL — w $wietle czerwonym 16 lux, RM — w $wietle czerwonym 32 lux, RH — w
Swietle czerwonym 64 lux, GL — w $wietle zielonym 16 lux, GM — w $wietle zielonym 32 lux, GH — w
$wietle zielonym 64 lux. Pozostate objasnienia na rycinie 11.

5-hydroksytryptofan

Zawarto$¢ 5-HTRP wykazywata rytm dobowy z istotnie wyzszym poziomem o
godzinie 10:00, 02:00 i 06:00 niz o godzinie 14:00, 18:00 oraz 22:00 we wszystkich
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grupach ptakéw (Ryc. 13A). Poziom 5-HTRP byt rowniez istotnie wyzszy o godzinie
02:00 i 06:00 w porownaniu z 10:00 u ptakow z grup BM i BH, a takze o godzinie
06:00 w stosunku do 02:00 i 10:00 u ptakéw z grup RM i RH. Roznica pomig¢dzy
najwyzsza 1 najnizszg zawartoscia S5-HTRP nie przekraczala dwukrotnosci we
wszystkich badanych grupach. Istotne réznice migdzygrupowe w poziomie tego
zwigzku zaobserwowano jedynie o godzinie 10:00, kiedy zawarto$¢ 5-HTRP u ptakow
z grup GL i GM byla istotnie wyzsza niz u indykow przebywajacych w $wietle

niebieskim.

Serotonina

Zawarto$¢ 5-HT charakteryzowata si¢ wyraznym rytmem dobowym z istotnie
wyzszym poziomem o godzinie 10:00, 14:00 i 18:00 w poréwnaniu z godzing 02:00 u
wszystkich badanych grup zwierzat (Ryc. 13B). Barwa $wiatla monochromatycznego
miata wptyw zaréwno na poziom 5-HT, jak i1 na przebieg zmian dobowych. Zawarto$¢
tego zwiazku o godzinie 10:00, 14:00, 18:00 i1 22:00 byta dwukrotnie wyzsza u ptakow
przebywajacych w $wietle czerwonym niz u indykow utrzymywanych w innych
barwach $wiatta. U ptakow z grup RL, RM, i RH stwierdzono ponad 4-krotny spadek
poziomu 5-HT pomigdzy godzing 22:00 i 02:00, do poziomu wystepujacego u indykow
z pozostalych grup. Zawarto$¢ 5-HT byla istotnie wyzsza o godzinie 22:00 niz o 02:00
(i w wigkszosci przypadkow o 06:00) u indykoéw z grup RL, RM, i RH, GM i GH oraz
BH. Nie zaobserwowano takich réznic u ptakow z grup GL, BL i BM oraz W. Istotne

réznice miedzygrupowe w zawartosci 5S-HT zanotowano takze o godzinie 02:00 i 06:00.
N-acetyloserotonina

Zawartos¢ NAS ulegata istotnym zmianom dobowym we wszystkich grupach
indykow (Ryc. 13C). Warto$ci minimalne byly notowane o godzinie 18:00 i oscylowaty
w zakresie od 0,56 od 0,98 pmol/szyszynke w zalezno$ci od warunkéw os$wietlenia,
osiggajac najnizszy poziom u indykoéw utrzymywanych w Swietle niebieskim. Wartosci
maksymalne wynosity od 7,89 do 15,69 pmol/szyszynke i wystepowaty o 02:00 lub

06:00, w zaleznos$ci od warunkow o$wietlenia.
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Ryc. 13. Zawarto$¢ 5-hydroksytryptofanu, 5-HTRP (A), serotoniny, 5-HT (B), N-acetyloserotoniny, NAS
(C) oraz melatoniny, MLT (B) w szyszynkach indykow utrzymywanych: W — w $wietle bialym o
natgzeniu 16 lux, BL — w $§wietle niebieskim 16 lux, BM — w $wietle niebieskim 32 lux, BH — w $wietle
niebieskim 64 lux, RL — w $wietle czerwonym 16 lux, RM — w $wietle czerwonym 32 lux, RH — w
swietle czerwonym 64 lux, GL — w $wietle zielonym 16 lux, GM — w $wietle zielonym 32 lux, GH — w

$wietle zielonym 64 lux. Pozostate obja$nienia na rycinie 11.

39



Przebieg zmian dobowych i zawartos¢ NAS rdéznily si¢ w zaleznos$ci od
warunkow oswietlenia. Godzine po rozpoczgciu fazy jasnej (0 10:00) zawarto§¢ NAS
byta istotnie wicksza u zwierzat przebywajacych w $wietle czerwonym o natezeniu 16
lux niz utrzymywanych w $wietle niebieskim. Poziom tego zwigzku byt réwniez
wigkszy u indykéw przebywajacych w nizszych intensywno$ciach $wiatta w
poréwnaniu wyzszymi bez wzgledu na barwg. O godzinie 14:00 zawarto$¢ NAS ulegta
obnizeniu W poréwnaniu z godzing 10:00 1 byla istotnie wyzsza u indykow z grupy RL
niz u ptakéw z pozostalych grup. O godzinie 18:00 rdznice miedzy grupami byty
najmniejsze, aczkolwiek najnizszy poziom NAS wystepowal u zwierzat
utrzymywanych w $§wietle niebieskim. Nastepnie, godzing po zapadnigciu ciemnosci,
poziom NAS istotnie wzrastat we wszystkich grupach badawczych, szczegodlnie
wydatnie u ptakéw utrzymywanych w wysokich intensywnos$ciach $wiatla
monochromatycznego podczas dnia. O godzinie 02:00 zawarto$¢ tego zwigzku
indolowego byla istotnie wyzsza u zwierzat z grupy RL, RM i RH niz GL, GM, GH i
BL. Poziom NAS znaczgco spadt o godzinie 06:00 w grupach RH, BM i BH oraz W. W
pozostatych grupach odnotowano istotny wzrost zawarto$ci NAS miedzy 02:00 i 06:00.

Melatonina

Dobowy rytm fluktuacji zawartosci MLT byt zblizony do rytmu zmian poziomu
NAS (Ryc. 13D). MLT wykazata jednak wigkszg amplitude zmian, a osiggane wartosci
byly wyzsze niz w przypadku NAS. Najnizszy poziom MLT notowany w dziefi wynosit
miedzy 1,38 a 3,15 pmol/szyszynke, a najwyzszy nocny poziom tego hormonu od 50,2
do 83,4 pmol/szyszynke. Miedzygrupowe réznice w zawartosci MLT byly bardzo
podobne do opisanych w przypadku NAS.

Kwas 5-hydroksyindolooctowy oraz 5-hydroksytryptofol

Dobowe zmiany oraz réznice migdzygrupowe w zawartosci 5-HIAA i 5-HTOL
(Ryc.14A, B) byly zblizone do opisanych dla 5-HT. Wyjatek stanowila nizsza
amplituda zmian pozioméw 5-HIAA i 5-HTOL w pordéwnaniu z zawartoscig 5-HT u
ptakow utrzymywanych w $wietle czerwonym. Roznice W zawartosciach 5-HIAA i 5-
HTOL pomigdzy indykami utrzymywanymi w $wietle czerwonym i ptakami z innych

grup byly analogiczne do r6znic w poziomie 5-HT.
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Kwas 5-metoksyindolooctowy oraz 5-metoksytryptofol

Zawarto$¢ 5-MIAA charakteryzowata si¢ wyraznym rytmem dobowym z
najwyzszym poziomem migdzy 10:00 i 18:00 we wszystkich badanych grupach
indykéw (Ryc. 14C). O godzinie 22:00 poziom tego zwigzku byl istotnie nizszy w
poréwnaniu z godzing 10:00, 14:00 i 18:00. Najnizsze warto$ci zaobserwowano o 02:00
lub 06:00 w zaleznos$ci od warunkoéw o$wietlenia.

U ptakéw utrzymywanych w §wietle czerwonym zawarto$¢ 5S-MIAA 0 godzinie
14:00, 18:00 i 22:00 byta istotnie wyzsza niz w innych grupach. Roznice te byly mniej
wyrazne o 10:00 (Ryc. 14C). O godzinie 02:00 najwyzszy poziom 5-MIAA wystepowat
u ptakéw z grup GL i GM, a najnizszy - U indykow z grup RH i BH. Podobnie do 5-HT
I 5-HIAA, zawarto$¢ 5-MIAA wzrosta miedzy 02:00 i 06:00 u indykéw BM i BH oraz
RH i W, a nieznacznie spadia w pozostatych grupach.

Poziom 5-MTOL byt prawie 10-krotnie nizszy w poréwnaniu z 5-MIAA. Dobowe
zmiany zawartosci 5-MTOL byly zblizone do opisanych dla 5-MIAA, jednak z
wyrazniej zaznaczonymi roznicami miedzygrupowymi (Ryc. 14D). Poziom tego
zwigzku o 18:00 i 22:00 byt istotnie wyzszy u indykow utrzymywanych w $wietle
czerwonym w poréwnaniu do $wiatla niebieskiego, zielonego i biatego oraz w Swietle

niebieskim w poréwnaniu z zielonym.

5-metoksytryptamina oraz 5-metoksytryptofan

Zawartos¢ 5-MTAM we wszystkich grupach indykow wykazala rytm dobowy z
istotnie wyzszymi wartosciami podczas fazy ciemnej (Ryc. 15). Zawarto$¢ tego
zwigzku nie ulegta istotnym zmianom pod wplywem $wiatta niebieskiego 1 zielonego w
poréwnaniu do $wiatta biatego. Z kolei u zwierzat utrzymywanych w $wietle
czerwonym zaobserwowano wyrazny wzrost zawartosci 5-MTAM o godzinie 02:00 i
06:00 w poréwnaniu z godzing 22:00. Zawartos¢ MLT byla wyzsza o godzinie 02:00 i
06:00 w grupach RL, RM i RH niz w pozostatych grupach indykow przebywajacych w
swietle monochromatycznym.

Poziom 5-MTRP w szyszynce indyka domowego byt ponizej limitu detekc;ji.
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Ryc. 14. Zawarto$¢ kwasu 5-hydroksyindolooctowego,5-HIAA (A), 5-hydroksytryptofolu, 5-HTOL (B),
kwasu 5-metoksyindolooctowego, 5-MIAA (A), 5-metoksytryptofolu, 5-MTOL w szyszynkach indykoéw
utrzymywanych: W — w $wietle biatym o natezeniu 16 lux, BL — w $wietle niebieskim 16 lux, BM —w
swietle niebieskim 32 lux, BH — w $wietle niebieskim 64 lux, RL — w §wietle czerwonym 16 lux, RM — w
$wietle czerwonym 32 lux, RH — w $wietle czerwonym 64 lux, GL — w $wietle zielonym 16 lux, GM — w
swietle zielonym 32 lux, GH — w §wietle zielonym 64 lux. Pozostate objasnienia na rycinie 11.
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Ryc. 15. Zawarto$¢ kwasu 5-metoksytryptaminy, 5-MTAM w szyszynkach indykow utrzymywanych: W
— w $wietle biatym o natg¢zeniu 16 lux, BL — w $wietle niebieskim 16 lux, BM — w $wietle niebieskim 32
lux, BH — w $wietle niebieskim 64 lux, RL — w $wietle czerwonym 16 lux, RM — w $wietle czerwonym
32 lux, RH — w $wietle czerwonym 64 lux, GL — w $§wietle zielonym 16 lux, GM — w $wietle zielonym 32

lux, GH — w $wietle zielonym 64 lux. Pozostate objasnienia na rycinie 11.

4.5. Dyskusja

W pracy po raz pierwszy oznaczono aktywnos$¢ wszystkich czterech enzymow
bioracych udziat w syntezie MLT oraz zawarto$¢ 11 zwigzkoéw indolowych zwigzanych
z tym procesem w tej samej probce materiatu biologicznego. Uzyskane wyniki
umozliwity szczegblowa analize zmian zachodzacych w metabolizmie indoli w
szyszynce indyka domowego podczas rozwoju powylegowego, jak rowniez pod
wplywem $wiatta monochromatycznego o réznej barwie i intensywnosci.

Badania dotyczace zmian w metabolizmie indoli zachodzacych w szyszynce w
trakcie rozwoju powylegowego obejmowaty okres od wyklucia poprzez dojrzewanie
plciowe (poczatek niesnosci w wieku 24-25 tygodni) az do osiggni¢cia dojrzatosci
somatycznej w wieku okoto 30 tygodni, jak réwniez kolejne 15 tygodni zycia ptakow.
Na podstawie uzyskanych wynikoéw mozna wyrézni¢ cztery fazy w przebiegu tych
zmian. Pierwsza faza, obejmujaca okres od wyklucia pisklgt do 14. dnia zycia,
charakteryzuje si¢ bardzo duzymi zmianami w poziomach poszczegolnych zwigzkow,

w tym: (i) spadkiem stezenia 5-HTRP, (ii) wzrostem stezenia 5-HT oraz (iii) wzrostem
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stezenia MLT, 5-MIAA i 5-MTAM. Spadek poziomu 5-HTRP jest prawdopodobnie
zwigzany z intensywnym Wwykorzystaniem tego zwiazku do syntezy 5-HT pod
wplywem zwigkszonej aktywno$ci AADC. Wystepuje on pomimo okoto 2-krotnego
wzrostu nocnej aktywnos$ci TPH pomiedzy 2. a 14. dniem zycia ptakow. Z kolei, analiza
aktywno$ci enzymow szlaku syntezy melatoniny oraz zawarto$ci indoli w szyszynce
wyraznie wskazuje, ze wzrost stezenia 5-HT jest skutkiem nie tylko zwigkszonej
syntezy tego zwigzku, ale rowniez zmniejszonej degradacji w procesie oksydatywnej
deaminacji, co ma odzwierciedlenie w spadku stezen 5-HIAA i 5-HTOL. W pracy nie
badano aktywnos$ci oksydazy monoaminowej (MAQO), dlatego tez nie mozna w pehni
wyjasni¢ mechanizmu odpowiedzialnego za zredukowana degradacj¢ 5-HT. Nalezy
wzigé pod uwage zarowno mniejsza aktywnos¢ MAO, jak i magazynowanie 5-HT w
przestrzeni komorkowej niedostepnej dla tego enzymu. Badania przeprowadzone na
szyszynkach embriondw gesich wykazaty, Zze mechanizm chroniagcy 5-HT przed
degradacjg przez MAO zaczyna rozwijaé si¢ juz w zyciu zarodkowym i jego rozwoj jest
kontynuowany po wykluciu [Hanuszewska i in., 2019; Zioétkowska i in., 2018]. Wzrost
stezenia 5-metoksyindoli w trakcie pierwszej fazy zmian powylggowych w
metabolizmie indoli jest wynikiem az 5-krotnego wzrostu aktywnos$ci enzymatycznej
ASMT miedzy 2. a 14. dniem po wykluciu. Nastepstwem zwiekszonej aktywnosci
ASMT jest spadek poziomu NAS i wzrost stezenia MLT, a takze wzrost zawartosci 5-
MIAA. W przeciwienstwie do NAS i MLT, stezenie 5-HIAA jest 10-krotnie wyzsze niz
5-MIAA, dlatego intensywno$¢ metylacji nie ma wptywu na poziom 5-HIAA. Co
ciekawe, stgzenie 5S-MTOL obniza si¢ migdzy 2. a 7. dniem Zzycia, a nastgpnie znow
wzrasta. Spadek prawdopodobnie wynika z bardzo duzego zmniejszenia si¢ poziomu 5-
HTOL oraz wysokiego powinowactwa ASMT do tej aminy. Synteza 5-MTAM na
wykrywalnym poziomie rozpoczyna si¢ W okoto 7. dnia rozwoju, ale nie wykazuje
wahan dobowych.

Drugi etap powylegowego rozwoju metabolizmu indoli w szyszynce
charakteryzuja wyniki uzyskane u indykow 28-dniowych. Na tym etapie zar6wno
aktywno$¢ enzymatyczna AA-NAT jak i stezenia NAS oraz MLT osiagnely warto$ci
maksymalne stwierdzone w trakcie catego doswiadczenia. Aktywno$¢ AADC byta
ponad 20-krotnie wyzsza niz w przypadku indykoéw 14-dniowych i rowniez osiagneta
swoje maksimum dla catego doswiadczenia. Zawarto$¢ 5-HT u ptakoéw 14-dniowych
oraz 28-dniowych byta podobna i jednoczesnie najwyzsza sposréd badanych grup
zwierzat. Jednakze stezenia 5-HIAA, 5-HTOL, 5-MIAA i 5-MTOL byly duzo wyzsze
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w 28. dniu zycia niz w 14., wyraznie wskazujac na intensywniejszg syntez¢ oraz
degradacj¢ 5-HT na tym etapie rozwoju. Zawarto$¢ 5-MTAM byla znacznie wyzsza niz
u ptakéw milodszych oraz wykazata wahania dobowe. Poziom TRP w indykow 28-
dniowych rowniez osiggnal wartosci najwyzsze w calym do§wiadczeniu.

Profil metaboliczny indoli u indykéw 10-tygodniowych opisuje trzecig faze zmian
rozwojowych w szyszynce. Cechuje si¢ prawie 50% nizszg koncentracjg S5-HT i 5-
HIAA w porownaniu do ptakéw 28-dniowych. Z kolei zawartos¢ 5-MIAA byla na
podobnym poziomie, co sugeruje wzrost intensywnosci metylacji. Stezenia NAS i MLT
rowniez nie wykazywaly istotnych roznic migdzy indykami 28-dniowymi i 10-
tygodniowymi. Koncentracja 5-MTAM osiagngta najwyzszy poziom w catym
doswiadczeniu. Aktywno$¢ TPH byla nizsza na tym etapie rozwoju niz u mtodszych
indykow, natomiast nie zaobserwowano roznic w aktywnosci AADC i1 AA-NAT
migdzy drugim i trzecim stadium. Aktywno$¢ ASMT byta najwyzsza stwierdzong w
doswiadczeniu.

Ostatni, czwarty etap, obejmuje okres od 20. do 45. tygodnia zycia, w ktorego
trakcie profil metaboliczny wykazuje niewielkie zmiany. Najbardziej charakterystyczng
cechg tej fazy jest znacznie zmniejszona synteza, zawarto$¢ i degradacja 5-HT w
porownaniu do poprzednich etapow. Zarowno aktywnos¢ enzymatyczna TPH jak 1
stezenie 5-HTRP byty na najnizszym poziomie w calym doswiadczeniu. Aktywnos$¢
AADC byla mniejsza o okoto 25% w poréwnaniu do 4-tygodniowych indykow,
natomiast stezenie 5-HT bylo od 5 do 10 razy nizsze niz u tych ptakow. St¢zenia 5-
HIAA i 5-HTOL byly od 2 do 4 razy nizsze niz u 4-tygodniowych indykow. Spadki
poziomu 5-MIAA i 5-MTOL byly mniejsze niz ich substratow, prawdopodobnie
dlatego, ze aktywnos¢ ASMT zmniejszyta si¢ tylko o 20%. Spadek metabolizmu 5-HT
powoli postepowat od 20. do 45. tygodnia zycia. Nalezy podkresli¢, ze pomimo zmian
stezen 5-HT nie byto wydatnych réznic w aktywnosci AA-NAT oraz w szczytowych
nocnych poziomach NAS i MLT. Maksymalne stezenie 5-MTAM byto nizsze niz u
ptakow 4- i 10-tygodniowych.

Zmiany strukturalne zachodzace w szyszynce indyka domowego w trakcie
rozwoju powylegowego byly szczegdtowo badane z uzyciem technik mikroskopii
swietlnej i elektronowej [Przybylska-Gornowicz i in., 2005; Petrusewicz-Kosinska i in.,
2019a]. Uzyskane wyniki pozwalaja na powigzanie zmian metabolizmu indoli ze
zmianami w budowie histologicznej i1 ultrastrukturalnej tego narzadu. Miazsz szyszynki

indyka charakteryzuje si¢ budowg pecherzykowg przez caly okres zycia, jednakze
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podczas rozwoju powylegowego dochodzi do wielu istotnych zmian strukturalnych w
obrebie narzadu [Przybylska-Gornowicz i in., 2005; Vollrath, 1981]. Z punktu widzenia
prezentowanych badan profilu metabolicznego indoli, najistotniejsze zmiany dotycza
budowy $ciany pecherzykéw szyszynki. Wewnetrzna czgs$¢ $ciany, otaczajgca $wiatto
pecherzyka, jest utworzona przez pinealocyty szczatkowo-receptorowe oraz podporowe
komorki ependymo-podobne. Z kolei czgs¢ zewngtrzng $ciany pecherzyka buduja
pinealocyty sekrecyjne, komorki astrocyto-podobne, a takze wypustki komorkowe i ich
zakonczenia. Do 4. tygodnia zycia cz¢$¢ zewngtrzna Sciany pecherzyka ograniczona jest
do nielicznych komorek zlokalizowanych przy blonie podstawnej, dlatego mozna
stwierdzi¢, ze miazsz gruczotu buduja gtownie pinealocyty szczatkowo-receptorowe
oraz ependymo-podobne komorki podporowe. Ilo$¢ komorek W czeSci zewngetrznej
$ciany pecherzyka jest nieco wigksza u indykéw 10-tygodniowych, ale najwickszy
wzrost wystepuje od 20. tygodnia zycia ptakow. Wzrost liczby pinealocytow
sekrecyjnych i astrocyto-podobnych komorek podporowych prowadzi do odwrocenia
proporcji pomiedzy grubo$cig czeSci wewngtrznej i zewngtrznej $ciany pecherzyka.
Badania ultrastrukturalne wykazaty, ze pinealocyty szczatkowo-receptorowe rozwijaja
si¢ do 10. tygodnia zycia a nastgpnie ulegajg regresji po 20. tygodniu zycia [Przybylska-
Gornowicz i in., 2005; Petrusewicz-Kosinska i in., 2019a]. Najbardziej intensywny
proces rozwoju tych komorek przypada na pierwsze 4 tygodnie Zzycia powylegowego
indykéw 1 obejmuje wydluzanie si¢ ciala komorki, rozwdj szorstkiej siateczki
srodplazmatycznej 1 aparatu Golgiego, zwigkszenie ilosci mitochondriow oraz
tworzenie uporzadkowanego uktadu organelli w cytoplazmie. Regresja pinealocytow
szczatkowo-receptorowych jest widoczna jako skrocenie si¢ komorki i redukcja liczby
organelli.

Wyrdzniony w niniejszej pracy pierwszy etap zmian w metabolizmie indoli, w
ktorego trakcie komorki zwigkszyly swojg zdolno$¢ do syntezy 5-HT i MLT, koreluje z
wczesng faza powylegowego rozwoju pinealocytow szczgtkowo-receptorowych,
charakteryzujaca si¢ glownie wzrostem liczby cystern szorstkiej siateczki
$roédplazmatycznej i mitochondriow. Drugi i trzeci etap zbiega si¢ z obecnoscia dobrze
rozwinigtych pinealocytow szczatkowo-receptorowych o uporzadkowanym uktadzie
organelli, z licznymi cysternami szorstkiej siateczki srodplazmatycznej, rozbudowanym
aparatem Golgiego otoczonym jasnymi 1 gestymi pecherzykami oraz licznymi
mitochondriami w szczytowych partiach komorki. Na podstawie przedstawionych

wynikow mozna stwierdzi¢, ze dobrze rozwinigte pinealocyty szczatkowo-receptorowe
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charakteryzuje bardzo wysoki poziom syntezy i metabolizmu 5-HT. Pinealocyty
szczatkowo-receptorowe sg nieco lepiej rozwinigte podczas trzeciego etapu rozwoju
metabolizmu indoli niz podczas drugiego. Ponadto, w trakcie trzeciego etapu
pinealocyty sekrecyjne sa liczniejsze niz w drugim etapie rozwoju. Zatem, nizsze
stezenie 5-HT podczas trzeciego etapu mozna przypisa¢ ostatecznemu dojrzewaniu
pinealocytow szczatkowo-receptorowych lub obecnosci wigkszej liczby pinealocytow
sekrecyjnych. Czwarty etap zmian metabolizmu indoli koreluje z duzym wzrostem
liczby pinealocytow  sekrecyjnych oraz regresja pinealocytow  szczatkowo-
receptorowych. Zasadnym wydaje si¢ stwierdzenie, ze synteza i degradacja 5-HT sa
zredukowane w pinealocytach sekrecyjnych, podczas gdy synteza MLT utrzymuje sig
na podobnym poziomie jak w pinealocytach szczatkowo-receptorowych. Stezenia 5-HT
i 5-HIAA spadajg miedzy 20. a 45. tygodniem zycia, kiedy nastepuje wzrost liczby
pinealocytow sekrecyjnych oraz regresja pinealocytow szczatkowo-receptorowych.

Analizujac wyniki badan morfologicznych nalezy zauwazy¢, ze chociaz relacje
iloSciowe pomiedzy pinealocytami i komoérkami podporowymi nie zostaty ustalone,
podwoéjne barwienia immunofluorescencyjne na obecno$¢ kwasnego, wtokienkowego
biatka glejowego (GFAP, marker komoérek podporowych) i ASMT wskazuja, ze
proporcje miedzy tymi populacjami komodrek nie ulegaja zauwazalnym zmianom W
okresie od 14 dnia do 56 tygodnia zycia [Petrusewicz-Kosinska i in., 2019a]. Komorki
podporowe w reakcjach immunochemicznych daja wynik negatywny na obecnos¢ TPH
I 5-HT. Nalezy réwniez zwrdci¢ uwage na intensywny rozwdj tkanki tgcznej wokot
pecherzykow oraz w torebce otaczajacej szyszynke po 20. tygodniu zycia [Przybylska-
Gornowicz i in., 2005]. Biorac pod uwage, ze proporcja tkanki tacznej w stosunku do
migzszu narzadu wzrasta w trakcie rozwoju, uzyskane dane zostaly przedstawione w
przeliczeniu na zawarto$¢ rozpuszczalnego biatka w homogenacie szyszynki, a nie na
mase narzadu, poniewaz widkna kolagenowe nie ulegaja rozpadowi podczas sonifikacji.
W ten sposob starano si¢ zmniejszy¢ wplyw zwiekszonej zawartosci tkanki tgcznej na
uzyskane wyniki.

Z endokrynologicznego punktu widzenia interesujacym wydaje si¢ poznanie
zmian dotyczacych catkowitej zawartosci MLT w szyszynce indyka domowego.
Zawarto$s¢ MLT podczas nocnego piku wzrastala wraz z wiekiem zwierzat az do konca
doswiadczenia, najintensywniej w okresie miedzy 2. 1 7. dniem oraz 2. i 10. tygodniem
zycia (Ryc. 16). Z kolei, maksymalna zawarto$¢ 5-HT znacznie zmniejszyta si¢ po 10.
tygodniu zycia (Ryc. 16).
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Ryc. 16. Maksymalna catkowita zawarto$¢ ($rednie) melatoniny, MLT (A) oraz serotoniny, 5-HT (B) w

badanych szyszynkach.

Stezenia wszystkich mierzonych pochodnych TRP wykazywaty istotne wahania
dobowe przez caly okres trwania do§wiadczenia, a ich przebieg zmienial si¢ wraz z
wiekiem indykow. Wyniki uzyskane u ptakow 2-dniowych nalezy rozpatrywaé z
zastrzezeniem, ze nowo wyklute piskleta zakupiono w komercyjnej wylegarni, gdzie
jaja inkubowano bez zachowania $cisle okreslonego cyklu $wietlnego. Wykorzystanie
pisklat wyklutych w warunkach laboratoryjnych nie byto mozliwe ze wzgledu na liczbe
zwierzat potrzebnych do wykonania eksperymentu. We wszystkich grupach wiekowych
dobowe wahania stezen indoli byly spowodowane zmianami aktywnosci dwoch
enzymoéw — TPH i AA-NAT. Przebieg dobowych zmian aktywnosci TPH zmieniat si¢
znaczaco do 10. tygodnia zycia ptakow. Uogodlniajac, spadek aktywnosci TPH podczas
fazy jasnej zaczynatl si¢ u mtodszych ptakéw pdzniej niz u ptakow starszych. Nocne
piki AA-NAT wystgpowaty z opdznieniem u indykow w wieku 20, 30 i 45 tygodni w
poréwnaniu z mlodszymi ptakami. Zalezne od wieku zmiany dobowych profili 5-TPH,
5-HT, 5-HIAA, 5-HTOL, 5-MIAA i 5-MTOL byly bardzo zréznicowane, poniewaz
wynikaty ze zmian aktywnos$ci zarowno TPH, jak i AA-NAT. Z kolei za zmiany w
dobowych profilach NAS i MLT odpowiadata jedynie aktywnos¢ AA-NAT, stad tez ich
przebieg byt podobny do zmian w aktywnosci tego enzymu. Dobowy rytm st¢zenia 5-
MTAM wystepowat od 4. tygodnia zycia, a nocny szczyt zawartosci tej aminy miat
miejsce 4 godziny p6zniej u indykoéw w wieku 20, 30 i 45 dni niz u indykéw w wieku 4
i 10 tygodni.

Roéznice w przebiegu dobowych profili zawartosci indoli oraz aktywnosci
enzymow szlaku syntezy MLT miedzy indykami w wieku 20-45 tygodni a mlodszymi
ptakami mogg by¢ zwigzane ze zwigkszong liczbg pinealocytow sekrecyjnych. Nalezy

zauwazy¢, ze pinopsyna, $wiattoczula opsyna niewzrokowa, jest obecna w szyszynce
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indyka przez caly okres rozwoju powylggowego, ale jej rozmieszczenie wykazuje
wyrazne zmiany zalezne od wieku. Wraz z wiekiem ptakoéw wzrasta liczba pinopsyno-
pozytywnych wypustek w zewnetrznej cze$ci Sciany pecherzykow oraz ulega
zmniejszeniu liczba pinopsyno-pozytywnych wypustek apikalnych w $wietle
pecherzyka [Petrusewicz-Kosinska i in., 2019b]. Obecnos$¢ struktur pinopsyno-
pozytywnych w zewnetrznej cze$ci $ciany pecherzyka sugeruje, ze pinealocyty
sekrecyjne, podobnie jak pinealocyty szczatkowo-receptorowe, sg $wiatloczute.
Badania in vitro przeprowadzone w hodowli przeptywowej wykazaty, ze szyszynki 45-
tygodniowych indykoéw sg mniej wrazliwe na nocng ekspozycje na $wiatto niz 10-
tygodniowe ptaki [Prusik i Lewczuk, 2019]. Nalezy jednak podkresli¢, ze szyszynki 45-
tygodniowych indykéw w badaniach in vitro wydzielaja MLT w wyraznym rytmie
dobowym oraz posiadaja zdolno$¢ do adaptacji swojej aktywnosci wydzielniczej do
odwroconego cyklu $wietlnego z takg samg szybkoscia jak narzady 10-tygodniowych
indykow oraz szybciej niz szyszynki innych badanych gatunkéw ptakow: 15-
tygodniowych kur [Csernus i in., 1999], 12-tygodniowych gesi [Zidtkowska i in., 2018]
I 9-miesiecznych kaczek [Prusik i in., 2015]. Roznice w dobowych profilach zawartosci
indoli 1 aktywnosci enzymow szlaku syntezy MLT miedzy miodymi a dorostymi
ptakami mogg by¢ rowniez zwigzane ze wzrostem znaczenia regulacji wspotczulne;j
wraz z wiekiem tych zwierzat, co sugerowaly badania przeprowadzone na kurze
domowej [Zawilska i in., 2005]. Unerwienie wspotczulne przekazuje sygnat nerwowy z
jadra nadskrzyzowaniowego (SCN), ktére stanowi oscylator rytmu dobowego
znajdujacy si¢ pod kontrolg siatkowki oka [Cassone 1 in., 1990; Prusik 1 Lewczuk,
2008]. Sygnat ten moze wplywa¢ na dobowy rytm generowany przez pinealocyty
wyposazone we wlasne mechanizmy odbioru bodZzcow swietlnych.

Uzyskane wyniki dowodza, ze profil zawartosci zwigzkow indolowych ulega
istotnym zmianom w trakcie rozwoju powylegowego. Zmiany te zachodzg w bardzo
dlugim przedziale czasu, z r6znym natezeniem (najwolniej po uzyskaniu dojrzalosci
plciowej) oraz maja zréoznicowany charakter. W kontekscie otrzymanych w niniejszej
pracy wynikow nalezy podda¢ analizie dane literaturowe dotyczace znaczacych rdéznic
mi¢dzygatunkowych w stosunkach ilosciowych miedzy poszczegdlnymi indolami, jakie
opisano w oparciu o badania szyszynek gesi [Ziotkowska i in., 2018; Hanuszewska i in.,
2019], kaczek [Lewczuk i in., 2014] i kur [Adamska i in., 2016]. Najwigksze z nich
dotyczyly 5-HT i produktow jej oksydacyjnej deaminacji. Szyszynki gesi i kaczek

charakteryzowaly si¢ wysoka wzgledng zawartoscig 5-HT, wyraznymi dobowymi
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zmianami poziomu tej aminy ze spadkiem pdézna noca oraz niskimi wzglednymi
poziomami 5-HIAA. Najwyzszy udzial 5-HT miata w szyszynce gesi, W ktorej
stanowita az 35-60% wszystkich badanych indoli. Z kolei 5-HIAA stanowit tylko 3,0-
5,3% sposrod wszystkich amin szyszynki. W szyszynce kaczki 5-HT stanowita, w
zaleznosci od pory dnia, 15-35% badanych indoli, za$ 5-HIAA 8-15% indoli.
Najmniejsza zawartoscig 5-HT, ponizej 5%, cechowatla si¢ szyszynka kur. U tego
gatunku 5-HIAA stanowit 18-38%. Stosunek ilosciowy 5-HIAA do 5-HT wynosit
okoto 10 u kur, ponizej 0,7 u kaczek 1 0,1 u gesi. Wyniki badan uzyskane w niniejszej
pracy u 4-tygodniowych indykéw wykazaly, ze 5-HT stanowila od okoto 15%
badanych indoli o godzinie 02:00 do okoto 30 % o godzinie 18:00. Stosunek 5-HIAA/5-
HT byt bliski 1. Do tej pory uwazano wysoka wzgledng zawarto§¢ 5-HT za unikalng
ceche szyszynki ptakow rzedu Anseriformes. Niniejsze dane wskazuja na podobienstwa
we wzglednej ilosci 5-HT i stosunku 5-HIAA/5-HT miedzy indykiem i kaczka a takze
na wyrazne roéznice mi¢dzy indykiem i kurg, dwoma gatunkami nalezacymi do tego
samego rzedu, Galliformes. Wyrazne réznice w profilach dobowych zawartosci indoli
migdzy badanymi gatunkami ptakéw dotycza réwniez 5-MTAM. Amina ta byla
niewykrywalna lub prawie niewykrywalna w szyszynce kury [Adamska i in., 2016],
podczas gdy wystepowata w znacznych ilosciach w szyszynce kaczki [Lewczuk 1 in.,
2014], gesi [Zidtkowska i in., 2018] oraz indyka. W konteks$cie uzyskanych w niniejszej
pracy wynikow, wskazujacych na istotne zmiany w profilu indoli szyszynkowych
zachodzace wraz z wiekiem powstaje pytanie, czy wynikajace z wczesniejszych badan
wnioski o rdéznicach gatunkowych sg poprawne i czy nie majg swojego zrodla w
zrdznicowanym wieku badanych ptakéw. Opublikowane dane zostaty uzyskane u 16-
dniowych kurczat [Adamska i in., 2016], 14-tygodniowych kaczek [Lewczuk i in.,
2014] oraz 14-tygodniowych gesi [Ziotkowska i in., 2018]. W szyszynce indyka
procentowa zawartos¢ 5-HT w dzien wahata si¢ od 12,9 do 17,4 % u ptakow 2-
dniowych, od 19,1 do 27,2 % u ptakow 7-dniowych oraz od 31,55 do 37,9 % u ptakow
14-dniowych, a wigc byta znacznie wyzsza niz u kurczat 16-dniowych (ponizej 5 %).
Proporcja 5-HIAA do 5-HT wynosita od 0,5-0,7 u indyczat 14-dniowych do 2,2-2,9 u
ptakow 2-dniowych. Przytoczone dane jednoznacznie wskazujg, ze roznice
migdzygatunkowe profili indoli szyszynkowych sa znacznie wigksze niz zmiany
zachodzace podczas rozwoju. W oparciu o badania nad embrionalng ontogeneza szlaku

przemian indoli zwigzanych z synteza MLT w szyszynce gesi wysuni¢to wniosek, ze
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gatunkowo specyficzny profil metabolizmu indoli ksztaltuje si¢ w juz w okresie zycia
zarodkowego [Hanuszewska i in., 2019].

Istotne roznice gatunkowe Sstwierdzono rowniez W przebiegu dobowych zmian
zawarto$¢ badanych indoli. Nocny wzrost poziomu 5-HTRP u indykéw byt nizszy niz u
kur [Adamska i in., 2016] oraz zblizony do wystgpujacego u kaczek [Lewczuk i in.,
2014] 1 gesi [Zidtkowska 1 in., 2018]. Ponadto u indykow wystgpowal pdzniej niz u
innych badanych ptakéw. Zawarto$¢ 5-HT wykazata duzy spadek w drugiej czesci fazy
ciemnej u indykow, gesi i1 kaczek, podczas gdy u kur pojawit si¢ nagly wzrost pod
koniec nocy. Réznice miedzy najwyzszym i najnizszym poziomem NAS oraz MLT w
ciggu doby byly znacznie wigksze u indykow niz u kaczek [Lewczuk i in., 2014] i gesi
[Ziotkowska i in., 2018], ale mniejsze niz u kur [Adamska i in., 2016]. Rytmy 5-HIAA i
5-HTOL odpowiadaty zmianom w poziomie 5-HT u wszystkich badanych gatunkow.
Wyrazne réznice migdzygatunkowe dotyczyly z kolei zmian dobowych zawartosci 5-
MIAA i 5-MTOL. Dobowe wahania stgzen 5-MIAA i 5-MTOL w szyszynce kaczki
byly prawie tozsame ze zmianami poziomow ich bezposrednich prekursoréw [Lewczuk
i in., 2014], natomiast w szyszynce kury dobowe rytmy 5-MIAA i 5-MTOL nie
wynikaly ze zmian pozioméw 5-HIAA i 5-HTOL [Adamska i in., 2016].
Prawdopodobnie bardzo duzy wzrost nocnego poziomu NAS wraz ze znacznie
wickszym powinowactwem ASTM do tej aminy niz do 5-HIAA i 5-HTOL zmniejsza
syntez¢ 5-MIAA i 5-MTOL. Przedstawiony mechanizm wyja$nia wystgpowanie rytmu
dobowego w poziomach 5-MIAA i 5-MTOL bez analogicznych zmian w zawartosci 5-
HIAA i 5-HTOL. U indykéw dobowe rytmy zmian poziomow 5-MIAA i 5-MTOL
miaty wyzsze amplitudy niz fluktuacje S-HIAA i 5-HTOL. Podobnie jak w przypadku
szyszynki kury, zjawisko to wydaje si¢ mie¢ swoje zrodto w konkurencji miedzy 5-
hydroksyindolami o metylacj¢ przez ASMT. Podobnie jak w przypadku kaczek
[Lewczuk 1 in., 2014] 1 gesi [Zidtkowska 1 in., 2018], w szyszynce indyka poziom 5-
MTAM wykazywal rytm dobowy ze wzrostem podczas nocny, ale mechanizm
odpowiedzialny za jego powstanie nie jest znany.

Jednoczesny pomiar aktywnos$ci enzymow i zawartosci indoli umozliwit analize
mechanizméw odpowiedzialnych za zmiany dobowe w metabolizmie tych zwigzkow,
przy czym nalezy zaznaczy¢, ze pomiary aktywnosci enzymoéw w homogenacie
szyszynki moga nie odzwierciedla¢ ich rzeczywistej aktywnosci w zywych komorkach.
W niniejszej dysertacji analize relacji zmian aktywno$ci enzymow i zawarto$ci indoli w

przebiegu cyklu dobowego ograniczono do szyszynek 28-dniowych indykow, u ktorych
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wahania dobowe byly najwigksze. Jak wyzej podano, dobowe zmiany swojej
aktywno$ci w szyszynce indykow wykazywaty dwa enzymy: TPH oraz AA-NAT. W
szyszynkach indykéw 28-dniowych (utrzymywanych w $wietle biatym) aktywno$é
TPH byta okoto 4-krotnie wyzsza o godzinie 04:00 1 06:00 w stosunku do 14:00, 18:00 i
22:00. Ten nocny wzrost aktywno$ci enzymatycznej zapewniat dostarczanie
odpowiedniej ilosci 5-HT do intensywnej syntezy NAS podczas nocy. Dodatkowo
aktywno$¢ tego enzymu pozostawala znaczaco podwyzszona o godzinie 10:00,
umozliwiajac odnowe puli 5-HT w pinealocytach. Aktywnos¢ AA-NAT, w porownaniu
do TPH, wykazywata bardzo duze wahania dobowe, ktore mialy swoje
odzwierciedlenie w zawartos$ci wszystkich pochodnych TRP, z wyjatkiem 5-HTRP i 5-
MTAM. U 28-dniowych indykow utrzymywanych w S$wietle bialtym najwyzsza
aktywnos¢ AA-NAT, wstepujaca 0 godzinie 02:00, przewyzszata warto$¢ najnizsza,
obserwowang o godzinie 18:00, okoto 25-krotnie. Dobowe zmiany aktywnosci AA-
NAT miaty swoje bezposrednie odzwierciedlenie poziomach NAS i MLT. Nocny
wzrost aktywnosci AA-NAT skutkowat réwniez intensywnym wykorzystaniem 5-HT
oraz znacznym spadkiem poziomu tej aminy i indoli pochodzacych z jej oksydacyjnej
deaminacji (5-HIAA, 5-HTOL, 5-MIAA i 5-MTOL). Stwierdzone znaczne wahania
dobowe aktywnosci AA-NAT oraz zawartosci NAS i MLT sa zgodne z przebiegiem
dobowego rytmu wydzielania MLT w hodowli przeptywowej szyszynki indyka [Prusik
i Lewczuk, 2019] oraz dobowymi zmianami w st¢zeniu MLT w osoczu krwi [Prusik i
Lewczuk, 2020].

W szyszynkach indykéw 28-dniowych aktywnos¢ AADC wydaje si¢ by¢ bardzo
wysoka w stosunku do poziomu dostepnego substratu. Za tym pogladem przemawia
szereg argumentow: (i) aktywno$¢ AADC mierzona w homogenacie szyszynki jest
prawie 20-krotnie wyzsza niz aktywno$§¢ TPH mierzona in vitro, (ii) stosunek
zawartosci S-HTRP do zawartosci 5-HT jest niezwykle niski oraz (iii) amplituda rytmu
dobowego stgzenia 5-HTRP jest znacznie nizsza niz rytmu aktywnosci TPH. Nalezy
rowniez zauwazy¢, ze dekarboksylacja do 5-HT jest jedynym zidentyfikowanym
szlakiem metabolicznym 5-HTRP w szyszynce indyka, poniewaz nie bylo
wykrywalnych ilosci 5-MTRP, zwigzku powstajacego przez metylacje 5S-HTRP.

Szczegbdlng uwage nalezy zwrdci¢ na aktywno$s¢ ASMT w szyszynce indyka,
gdyz zawarto$¢ NAS jest bardzo niska w poréwnaniu z MLT. Dodatkowo amplituda
dobowych zmian poziomu NAS jest nizsza niz MLT. W badaniach przeprowadzonych

u innych gatunkow, z wyjatkiem kury, zawartos¢ NAS byta zwykle znacznie wigksza
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niz MLT, a amplituda rytmu NAS byta wyraznie wyzsza niz MLT [Zidtkowska i in.,
2018; Hanuszewska i in., 2019; Liu i Borjigin, 2005]. Takie relacje miedzy NAS i MLT
sg powszechnie uwazane za dowod limitujgcej roli ASMT w szlaku syntezy MLT [Liu i
Borjigin, 2005; Chattoraj i in., 2009]. Wyniki uzyskane w badaniach wtasnych sugeruja,
ze aktywno$¢ ASMT jest wystarczajaco wysoka, aby zapewni¢ szybka konwersje NAS
do MLT nawet w godzinach nocnych, a enzym ten nie ma lub ma bardzo staby
ograniczajacy wptyw na syntez¢ MLT w szyszynkach 4-tygodniowych indykow. W
przeciwienstwie do syntezy MLT, ASMT wptywa limitujaco na tworzenie 5-MIAA i 5-
MTOL o godzinie 02:00 i 06:00 w szyszynkach 28-dniowych indykow, na co wskazuje
wigkszy nocny spadek zawartosci 5-MIAA 1 5-MTOL w poréwnaniu z poziomami 5-
HIAA i 5-HTOL.

Dobowe zmiany zawartosci indoli w szyszynce wykazano u indykow
utrzymywanych w monochromatycznym s$wietle niebieskim, czerwonym oraz zielonym
w cyklu 12L:12D, niezaleznie od jego nate¢zenia. Nalezy podkreslié, ze rytmy
aktywnosci AA-NAT oraz zawartosci NAS i MLT o wysokiej amplitudzie stwierdzono
zarbwno u indykoéw przebywajacych w $wietle niebieskim, jak 1 u zwierzat
eksponowanych na $wiatto czerwone, nawet 0 najnizszym nat¢zeniu. Melanopsyna i
pinopsyna, dwa barwniki $wiatloczule zaangazowane w odbior bodzcoéw Swietlnych w
mechanizmach regulacji rytmow biologicznych, wykazuja bardzo wysoka wrazliwosé
na $wiatlo niebieskie i bardzo niskg na $wiatto czerwone [Okano i in., 1997; Okano i
Fukada, 1997; Torii i in., 2007]. Dlatego tez $wiatlo niebieskie jest uwazane za
kluczowy czynnik regulujacy rytm dobowy, a z kolei Swiatlo czerwone ma na niego
bardzo slaby lub Zaden wplyw 1 jest powszechnie uzywane w eksperymentach
chronobiologicznych jako odpowiednik ciemno$ci. Yadav i in. [2015] wykazali, ze
okresowe, naprzemienne ekspozycje na S$wiatlo niebieskie i czerwone w cyklu
dobowym byty interpretowane przez ptaki odpowiednio jako dzien i noc. Planujac
doswiadczenie zakladano, ze S$wiattlo czerwone o natezeniu 16 Ilux bedzie
niewystarczajace do utrzymania rytmu dobowego i1 spodziewany byl wyrazny spadek
aktywnosci AA-NAT oraz zawartosci NAS i MLT. Wbrew przyjete] hipotezie,
uzyskane dane wykazaly, ze czerwone o$wietlenie o natgzeniu 16 lux podczas fazy
jasnej jest wystarczajace do zachowania wysokiej amplitudy rytmu dobowego syntezy
MLT u indykéw. Nalezy podkresli¢, ze w naszym eksperymencie ptaki podczas nocy
byty trzymane w calkowitej ciemnos$ci, co moze zwigksza¢ wptyw stabego §wiatla na

aktywno$¢ wydzielnicza szyszynki. Ostatnie doniesienia naukowe wskazuja na
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znaczenie zachowania ciemnosci podczas nocy w wielu aspektach fizjologii zwierzat
[Rumanova i in., 2020].

Swiatlo monochromatyczne istotnie modyfikowalo metabolizm indoli w
szyszynce indyka domowego, a sposob jego dziatania byl zalezny od barwy i
intensywnos$ci. Wyrazne zmiany dotyczyly przebiegu dobowego rytmu aktywnosci AA-
NAT i w konsekwencji syntezy MLT. Roznice w warunkach $wietlnych wptynety na:
(i) spadek aktywnosci AA-NAT podczas fazy jasnej Oraz najnizszy osiggnicty
poziomem aktywnos$ci tego enzymu, (ii) wzrost aktywnosci AA-NAT po rozpoczeciu
fazy ciemnej oraz (iii) czas wystgpienia szczytu aktywnosci i osiggni¢ta w tym punkcie
czasowym warto$¢ maksymalng. Przy natezeniu swiatta 16 lux, spadek aktywnosci AA-
NAT po rozpoczeciu fazy jasnej byl znacznie wigkszy u indykow utrzymywanych w
$wietle niebieskim w poréwnaniu ze S$wiatlem zielonym i czerwonym. Ponadto,
hamujace dziatanie $wiatla wzrastalo wraz z intensywnoscia o§wietlenia, niezaleznie od
barwy $wiatta. Minimalny, stwierdzony podczas dnia poziom aktywnos$ci AA-NAT, byt
najnizszy u ptakéw eksponowanych na $wiatto niebieskie. Wzrost aktywnosci AA-NAT
po rozpoczeciu nocy byt szybszy u indykow utrzymywanych w o$wietleniu o wigkszym
natezeniem $wiatla monochromatycznego podczas dnia. Nocny pik aktywnosci AA-
NAT wystgpit o godzinie 02:00 u indykéw utrzymywanych w §wietle czerwonym 1
niebieskim o nat¢zeniu 32 i 64 lux, a o godz. 06:00 u ptakéw przebywajacych w swietle
zielonym 1 niebieskim o natgzeniu 16 lux. W szczycie aktywno$ci najwigksza
aktywnos$¢ stwierdzono u indykéw trzymanych w §wietle czerwonym.

Swiatto czerwone znaczaco wplynelo na aktywnosé enzymow bioracych udziat w
syntezie 5-HT, zwigkszajac aktywno$¢ TPH i AADC. Miato to swoje odzwierciedlenie
w zawartosci 5-HT, ktora o godzinie 10:00, 14:00, 18:00 1 22:00 byta okoto 2 razy
wyzsza u indykow utrzymywanych w czerwonym S$wietle niz w innych grupach
zwierzat, jak rowniez w poziomach 5-HIAA, 5-HTOL, 5-MIAA i 5-MTOL. Réznice w
zawartosci 5-HIAA i 5-HTOL migdzy zwierzgtami eksponowanymi na $wiatto
czerwone a innymi grupami ptakow podczas fazy jasnej byty nizsze niz te stwierdzone
w poziomie 5-HT. Wydaje si¢, ze aktywno$¢ oksydazy monoaminowej byta zbyt niska,
aby wyprodukowa¢ wiecej 5S-HIAA i 5-HTOL. Co ciekawe, czerwone $wiatto nie miato
wptywu na poziom 5-HTRP i zjawisko to mozna wytlumaczy¢ szybka przemiang 5-
HTRP w 5-HT. Czerwone $wiatto wptyn¢to na przebieg dobowego rytmu 5-MTAM,

zwigkszajac poziom tej aminy w drugiej polowie fazy ciemne).
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Mechanizmy oddzialywania §wiatta o réznych dhlugosciach fali na aktywnos¢
wydzielniczg szyszynki pozostaja nieznane. Nalezy wziag¢ pod uwage trzy mozliwe
drogi dziatania §wiatla o réznej barwie na szyszynke ptakow: (i) przez struktury
pinopsyno-pozytywne lub melanopsyno-pozytywne zlokalizowane w szyszynce, (ii)
przez segmenty zewngtrzne komorek fotoreceptorowych siatkdwki oraz (iii) przez
zawierajagce melanopsyng komorki zwojowe siatkowki. Pierwsza z wymienionych
mozliwosci jest poparta wynikami badan in vitro wykazujgcymi, ze regulujacy wpltyw
swiatta na sekrecje¢ MLT przez szyszynke kury jest zalezny od dtugosci fali [Csernus i
in., 1999]. Nalezy rowniez podkresli¢, ze migzsz szyszynki 4-tygodniowych indykow
zbudowany jest z dobrze wyksztatlconych pinealocytow szczatkowo-receptorowych z
wypustkami wierzchotkowymi zawierajacymi pinopsyn¢ [Petrusewicz-Kosinska 1 in.,
2019a]. Co wigcej, ostatnie badania sugeruja, ze pinopsyna jest odpowiedzialna za
wysokoczuly odbidr bodzcow §wietlnych w siatkdwkach nizszych kregowcow, bowiem
ma zdolno$¢ percepcji swiatta o bardzo niskim nat¢zeniu [Sato i in., 2018]. Analizujac
druga opcj¢, nalezy zaznaczy¢, ze komorki fotoreceptorowe siatkowki sa wysoce
wrazliwe na $wiatto i monochromatyczne bodzce $wietlne odbierajg selektywnie.
Ponadto tworzag potaczenia synaptyczne z komodrkami zwojowymi siatkéwki
zawierajacymi melanopsyne. Wykazano, ze $wiatto monochromatyczne wplywa na
rytmiczng ekspresje gendw zegarowych w komorkach fotoreceptorowych siatkowki in
vitro [Bian i in., 2020]. W przypadku ostatniej z wymienionych mozliwosci, weryfikacji
w badaniach in vivo wymaga wrazliwos¢ komorek zwojowych siatkowki zawierajgcych
melanopsyng na $wiattlo o roznej dlugosci fali, a szczegdlnie ich zdolno$¢ do
reagowania na §wiatto czerwone.

Wiyniki licznych badan wskazuja, ze zastosowanie §wiatla monochromatycznego
podczas fazy jasnej zmienia rytm dobowy ekspresji genéw zegarowych w szyszynce
ptakow [Jiang i in., 2016; Yang i in., 2020; Jin i in., 2011; Drozdova i in., 2019; Jiang i
in., 2020]. U pisklat odchowywanych w §wietle monochromatycznym o nat¢zeniu 15
lux, a nastgpnie utrzymywanych w ciaglej ciemnosci, istotny wptyw na transkrypcje
gendw zegarowych miata barwa zastosowanego $wiatla [Jiang i in., 2016]. Amplitudy
rytméw okotodobowych byly podwyzszone dla pozytywnych genow zegarowych
(Clock, Bmall) i zmniejszone dla negatywnych genow (Per2, Cry) w $wietle zielonym,
za$ odwrotne wyniki uzyskano w $wietle czerwonym. W pordwnaniu ze $wiattem
bialym, $wiatlo niebieskie przyspieszato akrofazy negatywnych genow zegarowych i

opdzniato akrofazy genéw pozytywnych. Swiatlo czerwone przyspieszato akrofazy
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wszystkich genéw z wyjatkiem cClock i cPer2, podczas gdy $wiatlo zielone opdzniato
akrofazy wszystkich genéw z wyjatkiem cBmal2. Podwyzszone poziomy mRNA
pozytywnych gendéw zegarowych i obnizone poziomy mRNA negatywnych genow
zaobserwowano u pisklat odchowywanych w $wietle ziclonym, ale nie w $wietle
czerwonym [Jiang i in., 2016]. Dane dotyczace wptywu dlugosci fali na transkrypcje
genow zegarowych u kur zostaly poddane szczegdtowej analizie statystycznej przez
Yang’a i wspotautorow [2020]. Zgodnie z uzyskanymi wynikami, transkrypcja genow
zegarowych wykazuje rytm dobowy w $wietle o dlugich falach, podczas gdy jest
arytmiczna w $wietle o krotkich falach. Ekspresja Clock spada w ciggu dnia i podnosi
si¢ nocg u pisklat przebywajacych w §wietle czerwonym, odwrotny schemat ekspresji
zachodzi w §wietle zielonym oraz jest arytmiczna w §wietle niebieskim. Pod wptywem
$wiatla zielonego ekspresja genu Bmall podnosi si¢ w ciggu dnia i spada w nocy.
Jednakze u ptakow, przebywajacych w $wietle czerwonym i niebieskim, ekspresja
Bmall spada w ciggu dnia i wzrasta noca.

Swiatlo monochromatyczne wptywato rowniez na ekspresje genu AA-NAT u
kurczat utrzymywanych w cyklu $wietlnym 12L:12D [Jiang 1 in., 2020]. Wykazano, ze
$wiatlo zielone zwigkszato poziom mMRNA AA-NAT, podczas gdy czerwone $wiatto
obnizalo jego poziom. Amplitudy rytméw okolodobowych mRNA AA-NAT byly
wyzsze w S$wietle zielonym 1 nizsze w S$wietle czerwonym. Ponadto $wiatlo
monochromatyczne wptywalo na biatka genow zegarowych w szyszynce kur. St¢zenia
biatka CLOCK 1 BMALI byly podwyzszone w $wietle zielonym 1 ulegaty obnizeniu w
swietle czerwonym. Wykazano, ze $wiatlo monochromatyczne wplywalo rowniez na
ekspresje opsyn [Jiang 1 in., 2020].

Bardzo niewiele wiadomo na temat wptywu $§wiatta monochromatycznego na
aktywnos¢ enzymow szlaku syntezy MLT oraz zawarto$¢ zwigzkéw indolowych.
Wykazano, ze poziom MLT w osoczu podczas subiektywnego dnia w warunkach
cigglej ciemnosci byt istotnie obnizony u pisklat odchowanych w §wietle czerwonym
podczas fazy jasnej, podwyzszony u ptakéw odchowywanych w §wietle zielonym oraz
niezmieniony w przypadku odchowu w $wietle niebieskim [Jiang i in., 2016]. Jin i
wspotpracownicy [2011] wykazali, ze zielone $wiatlo zastosowane podczas fazy jasnej
istotnie zwigkszalo nocny poziom MLT w osoczu u 7-dniowych pisklat.
Zaobserwowano rowniez, ze w okresie embrionalnym rytmiczna produkcja MLT w
szyszynce jest wrazliwa na $wiatlo monochromatyczne o r6znej dtugosci fali [Drozdova

i in., 2019].
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Analizujac  wyniki dotyczace wplywu barwy 1 intensywnosci S$wiatta na
szyszynkg, nalezy zaznaczyC, ze wyrazenie natgzenia Swiatta w jednostce lux,
aczkolwiek powszechnie stosowane w doswiadczeniach chronobiologicznych, nie jest
wolne od wad. Zaletg jednostki lux jest niewatpliwie jej popularnos¢, a zatem tatwe
poréwnywanie wynikow migdzy poszczegolnymi do§wiadczeniami oraz ze standardami
zootechnicznymi. Wada jest jednak odniesienie do dziennej wrazliwosci oka ludzkiego
[Grubisic 1 in., 2019]. Zakres wrazliwosci oka zwierzat na poszczeg6élne diugosci fali
Swiatta widzialnego moze by¢ inny niz opisany u ludzi [Grubisic i in., 2019; Barber i
in., 2006; Lewis 1 Morris, 2006]. Takie roznice odnotowano u kur i indykow, dlatego
zaproponowano alternatywne jednostki miary o nazwie kura-lux oraz indyk-lux [Barber
iin., 2006; Lewis i Morris, 2006]. Kury postrzegaja $wiatto z lamp Zzarowych jako 0 10—
20% jasniejsze w poroOwnaniu ze $§wiatlem fluorescencyjnym pomimo takich samych
wartos$ci natezenia wyrazonych w luksach [Mohammed, 2019]. W celu zrozumienia
wptywu $wiatta na organizm, kluczowym jest wzigcie pod uwage postrzegania
nat¢zenia Swiatta w zalezno$ci od Zrddla oswietlenia przez poszczegdlne gatunki
zwierzat, a nawet jego percepcji przez dany narzad w organizmie. Nalezy rowniez
zauwazy¢, ze pomiar nat¢zenia $wiatta bialego oraz monochromatycznego (LED)

wymaga uzycia dedykowanego luksomierza w celu uniknigcia btednych wynikow.

4.6. Wnioski

1. Profil metaboliczny indoli w szyszynce indyka, poczynajac od 7. dnia zycia,
charakteryzuje si¢ (i) wysoka amplitudg rytmu aktywnosci AA-NAT oraz
zawartosci NAS 1 MLT, (i1) stosunkiem ilosciowym 5-HIAA do 5-HT w zakresie
od 0,5 do 2,5 oraz (iii) wyzszg zawartoscig MLT niz NAS podczas nocy.

2. W trakcie rozwoju powylegowego zachodza w szyszynce indyka istotne zmiany w
metabolizmie indoli zwigzanych z syntezg MLT.

3. W przebiegu postembrionalnych zmian profilu metabolicznego indoli w szyszynce
indyka mozna wyrdznié cztery etapy. Pierwszy etap charakteryzuje sie (i) spadkiem
stezenia 5-HTRP, (ii) wzrostem stezenia 5-HT oraz (iii) wzrostem stezenia MLT, 5-
MIAA i 5-MTAM. W drugim etapie poziomy syntezy i degradacji 5-HT,
aktywnosci AA-NAT oraz stezenia NAS i MLT osiagaja wartosci maksymalne.
Trzeci etap charakteryzuje si¢ obnizonym o okoto 50% stezeniem 5-HT i 5-HIAA
w stosunku do etapu drugiego, ale niezmienionym poziomem 5-MIAA oraz

najwyzszym stezeniem 5-MTAM. Ostatni, czwarty etap charakteryzuje si¢ znacznie

57



obnizong synteza, zawarto$cig i degradacjg 5-HT, przy zachowanym poziomie
syntezy MLT.

4. Zmiany w metabolizmie indoli koreluja ze znanym z danych literaturowych
rozwojem  pinealocytow  szczatkowo-receptorowych  oraz  pinealocytow
sekrecyjnych.

5. Stezenia wszystkich mierzonych pochodnych TRP wykazuja znaczne wahania
dobowe do 45. tygodnia zycia, a ich przebieg zmienia si¢ wraz z wiekiem indykow.

6. Rytm dobowy zwigzkow indolowych utrzymuje sie¢ u ptakow przebywajacych
podczas dnia w $wietle monochromatycznym czerwonym, niebieskim i zielonym,
nawet przy natezeniu 16 lux.

7. Swiatlo monochromatyczne modyfikuje metabolizm indoli, a jego efekty zaleza od
barwy i intensywnosci tego $wiatla.

8. Na poczatku fazy jasnej $wiatlo niebieskie ma silniejszy wplyw hamujacy na
syntezg¢ MLT niz $wiatlo zielone i czerwone. Hamujacy efekt $wiatla
monochromatycznego wzrasta wraz z jego intensywnoscia, niezaleznie od dtugosci
fali. Szybkos¢ wzrostu syntezy MLT po nastaniu ciemnosci zalezy od natezenia
swiatta monochromatycznego podczas fazy jasnej. Zaro6wno barwa jak i
intensywno$¢ $wiatta wplywaja na czas wystgpienia nocnego szczytu aktywnosci
enzymatycznej AA-NAT oraz zawartosci NAS i MLT. Swiatto czerwone istotnie
zwigksza syntez¢ 5-HT, co skutkuje wyzszymi poziomami 5-HIAA, 5-HTOL, 5-
MIAA i 5-MTOL.
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Abstract: The metabolism of pineal indoles is closely related to alterations in the light and dark
phases of a daily cycle. Recent research showed important interspecies differences in the pineal
biochemistry, and a strong impact of monochromatic light on many physiological processes in
birds. Therefore, the aims of study were to characterize the metabolism of melatonin-synthesis
indoles in the pineal organ of the domestic turkey, and to determine the changes occurring in this
metabolism under the influence of different wavelengths and intensities of light. For this purpose,
3-week-old turkeys were kept under 16 Ix white light, or under blue, green, and red light with
intensities of 16, 32, and 64 Ix during the photophase, and after 7 d were sacrificed at 4 h intervals.
The activities of melatonin-synthesizing enzymes and the contents of indoles were measured in
the same pineal organ. The results revealed that the activities of tryptophan hydroxylase and
arylalkylamine N-acetyltransferase, and the levels of all tryptophan derivatives had significant daily
changes in birds kept under each light condition used. The profile of pineal indole metabolism in
4-week-old turkeys was characterized by high-amplitude rhythms in the activity of arylalkylamine
N-acetyltransferase and the contents of N-acetylserotonin and melatonin, equal relative amounts of
serotonin and 5-hydroxyindoleacetic acid, and higher content of melatonin than N-acetylserotonin.
The monochromatic light significantly modified the pineal indole metabolism, and its effects were
dependent on the color and intensity of light. Pronounced changes occurred in the level of serotonin
synthesis and the daily rhythm course of melatonin synthesis.

Keywords: pineal organ; melatonin; serotonin; indoles; monochromatic light; turkey; birds

1. Introduction

Many physiological processes in birds are closely correlated with day and night alterations. The pineal
organ and its main hormone, melatonin (MLT), play an important role in regulating these phenomena [1].

Avian pinealocytes are photosensitive due to the presence of two photopigments: pinopsin [2,3]
and melanopsin [4]. Pinopsin is specific to the pineal organ, and controls the daily melatonin
output [3,5,6]. Melanopsin occurs both in the pineal organ and the retina [7] and is involved in
entrainment of the circadian clocks [8]. The axons of melanopsin-containing retinal ganglion cells build
the retinal-hypothalamic tract that terminates in the suprachiasmatic nucleus [9,10]. The multisynaptic
neuronal pathway connects this nucleus with the pineal organ, both in birds and mammals [11,12].

The color of light has an enormous influence on many physiological functions of birds. Red light
reduces feather pecking, aggression, and cannibalism [13], and has a significant effect on egg-laying
performance [13-15]. Green light increases early age growth of chicken broilers, and blue light increases
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growth in older birds [16-19]. Moreover, blue light reduces motor activity [20] and plays a role in
alleviating the stress response in broilers [21]. Simultaneous use of green and blue light combines the
advantages of these two wavelengths [22]. It has a stimulatory effect on broiler body weight due to
significantly improved influence on the feed conversion compared with normal artificial light [23],
and enhances immune responses in broilers [21]. Chickens kept under blue light, compared with those
reared under green light, attain lower body temperature, and have higher low-density lipoprotein
cholesterol and glucose concentrations [24]. The color of light significantly influences the transcription
of clock genes in the chicken pineal organ [25,26], however very little is known about the spectral effect
of light on MLT synthesis and secretion [27].

Previous studies demonstrated that the pineal organ of the domestic turkey is a very attractive
model for chronobiological studies [28,29]. Although both turkeys and chickens belong to the Galliformes
family, the histological organization and ultrastructure of the turkey pineal organ differ greatly from
the chicken pineal organ [30-33]. The turkey pineal gland possesses a tubule-follicular structure with
highly developed rudimentary-receptor pinealocytes, which suggests that direct photoreception plays
a primary role in the regulation of melatonin secretion [3,33]. Among all examined domesticated birds,
the highest impact of direct pineal photoreception on melatonin secretion was demonstrated in the
turkey [28]. The turkey pineal organ very quickly and precisely adapts the secretory activity to the
phase-shifts of light-dark cycles and possesses a well-working circadian oscillator.

Detailed studies on pineal indole metabolism (see Appendix A, Figure Al) based on the
measurements of all tryptophan derivatives occurring at considerable levels, have been performed
in only a few avian species, including the chicken [34], duck [35], and goose [36,37]. The results
showed prominent interspecies differences in the quantitative relationships between indoles and their
daily changes in concentration. The obtained data indicate very important species-specific interplays
between indoles, which are related to the limiting action of enzymes of the MLT-synthesis pathway:.

The aims of this study were: (i) to characterize the metabolism of MLT-synthesis indoles in the
pineal organ of the domestic turkey, and (ii) to determine the changes in this metabolism occurring
under the influence of different wavelengths and intensities of light. For this purpose, 3-week-old
turkeys were kept under 16 Ix white light, or under blue, green, and red light with intensities of 16, 32,
and 64 Ix during photophases of 7 d, and then euthanized at 4 h intervals. To characterize the indole
metabolism, the activities of four enzymes involved in melatonin-synthesis and content of eleven
indolic compound were measured in the same pineal organ.

2. Results
2.1. Activities of Melatonin Synthesis Pathway Enzymes

2.1.1. Tryptophan Hydroxylase

The activity of tryptophan hydroxylase (TPH) showed a daily rhythm with significantly higher
levels at 02.00, 06.00, and 10.00 than at 14.00, 18.00, and 22.00 in all studied groups of animals (Figure 1A).
The difference between peak and nadir was approximately 4 folds. The TPH activity was significantly
increased, at all time-points, in animals kept under red light with intensities of 32 and 64 1x, compared
with turkeys from other groups.



Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 9750 30f21

| — |
ASO'[ BQOO-l
W
«BL +RL +GL = 8007
=25 #BM =RM - GM E
E +BH «RH -+ GH g?oo-
2 20 1 & 6001
g S
g 15 £
_‘%_ “§4OG~
£ 10 1 < 3001
£ Q W
E éZUO‘ -+BL +RL -+GL
= 5 7 -+ BM -=RM = GM
1001 4+ BH +«RH -+ GH
0 1000 1400 1800 22.00 0200 06.00 05000 1400 1800 2200 0200 0600
w _ala]l b[a]l b[b] b[a] c[a] d[b w _a[a] ala] a[a] a[a] a[a] a[a]
gL a|b| bja| bjbel bja| c|a| d|b BL _ala| ala| ala ala| alal| ala
Bm_ala| bla| blbe| bla| c|a| d|a Bm_2la| ala| ala ala| ala| al|a
gH_ala| blb| blcb| bib| cla| d|a B4 _2ala| ala| ala| ala| ala| a|a
RL_ala| b/b| cle| bjla| d|la| e|a RL_a|b| a|b| a|b| a|b| a|b| a|lb
rRm ald| blc| c|lc| bichb| d|c| e|d rRM_2alb| alb| alb alb| alb| alb
RH_ald]| bjc| clec| bjc| djc| d|d RH_a|b| a|b| a|b| alb| a|b| a|b
GL _alab| bja| bjbel b|b| c|b| d|b gL _alal alal| ala ala| ala| ala
gMm_2|b| blb| blbe] bjb| c|b| d|e¢ GMm_ala| ala| ala| ala| ala]| a|a
GH alc| b|b| bjbel bjb| cla]| d|c GgH_alal| alal| ala ala| ala| ala

o

w

-
o
E-y

1

2]
M

e \W

< BL --RL -»GL
- BM -=RM -= GM
-+ BH -« RH -+ GH

&
ASMT (nmol/pineal organ/30 min)
w

AA-NAT (nmol/pineal organ/30 min)
(=]

=y

_.
= |
o1t
S
oy

1000 1400 1800 2200 0200 06.00 10.00 14.00 1800 22.00 0200 06.00
w alc] b[b] cla] d[c] flab] e[b w _ala] al[a] ala] a[a] a[a] a[a_
BL 2lc| bjb| c|b| aja|d|d|e]b gL @la| ala| ala| ala| ala| a|a
BMm_2lb| bjb| c|b| dled| e|b| e|b BMm_a2la| aja| ala| al|a| aj|a]| a|a
BH _ala| albc| bjb| c|c| d|b]| e |bc BH_@|a| ala| ajla| al|a| aja| a|a
RL a|d| bla| cla| ajd| d|la| d]|a RL_2|a| aja| ala]| al|a| ala)] a|a
RM_alc| b|b| cla| d|d| ela|e]|a RM_@la| ala| ala| ala| ala| a|a
RH. 2|e| blbd| cla| d|b| ela|f|c RH_@|a| ala| ajla| al|a| ala| a|a
gL 2lc| bib| cla| djed| e|d| f|b GL 2ala| ala| alal ala| alal a]a
cm_2le| bled| cla| djed] e|d]| f |be GM_2la| alal ala] ala| ajla] ala
gH a|b| bled] bja| c|b| d|jd|e|c GgH_ala| aja| ala| ala| ala]| a|a

Figure 1. Activity (means) of tryptophan hydroxylase, TPH (A), aromatic amino acid decarboxylase,
AADC (B), arylalkylamine N-acetyltransferase, AA-NAT (C) and N-acetylserotonin O-methyltransferase,
ASMT (D) in the pineal organs of turkeys kept under white light (W) with intensity of 16 Ix, blue light
with intensities of 16 Ix (BL), 32 Ix (BM), and 64 1x (BH), red light with intensities of 16 Ix (RL), 32 Ix (RM),
and 64 Ix (RH), green light with intensities of 16 Ix (GL), 32 Ix (GM), and 64 Ix (GH) during the photophase.
Horizontal bar represents the periods of light and dark phases of a daily cycle. Insert shows data in
a limited range of scale. The table charts below report results of the Duncan test. Black letters show
differences between time-points within a group (horizontal line) and blue letters - between groups at each
time-point (vertical line). The same letters indicate means, which are not significantly different.
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2.1.2. Aromatic Amino Acid Decarboxylase

The activity of aromatic amino acid decarboxylase (AADC) did not change during a daily cycle
course in the studied groups of turkeys (Figure 1B). It was significantly higher in birds exposed to
red light during the photophase than in control turkeys and animals kept under blue and green
lights. There were no differences in AADC activity between turkeys exposed to red illumination with
different intensities.

2.1.3. Arylalkylamine N-Acetyltransferase

The activity of arylalkylamine N-acetyltransferase (AA-NAT) showed a prominent daily rhythm,
with the lowest level at 18.00 and the highest levels at 02.00 and 06.00, in all studied groups of
animals (Figure 1C). The course of daily changes in enzyme activity differed significantly between
groups. AA-NAT activity at 10.00, 1 h after the photophase onset, was significantly lower in birds kept
under monochromatic light with higher intensity than in those exposed to light with lower intensity.
Moreover, at the lowest illumination intensity (16 1x), it was lower in animals kept under blue light
than in turkeys exposed to red and green light. At the highest illumination intensity, it was also the
lowest in blue-light-exposed animals. Similar differences between the studied groups of animals were
also found at 14.00. At 18.00, the enzyme activity was significantly lower in blue-exposed birds than
in animals exposed to red, green, and white light. A significant increase in AA-NAT activity was
observed at 22.00, after 1 h of darkness. This increase was lower in animals kept under monochromatic
light intensity of 16 Ix than in those kept under light intensities of 32 and 64 Ix. Increase in the enzyme
activity was also significantly lower in animals exposed during the photophase to blue light than in
turkeys kept under red and green illuminations with the same intensity (except 32 1x). The highest
AA-NAT activity was found at 02.00, excluding the groups of birds kept under blue light with intensity
of 16 Ix and green light with intensities of 16, 32, and 64 1x, in which the peak was noted at 6.00. At 02.00,
the highest activity was found in turkeys kept under red light and the lowest activity in animals kept
under green light. The differences between peak and nadir of AA-NAT activity rhythm were between
24 and 29 folds in blue, red, and white light exposed animals, and only 13 folds in green exposed birds.

2.1.4. N-Acetylserotonin O-Methyltransferase

There were no significant differences in N-acetylserotonin O-methyltransferase (ASMT) activity
between the investigated groups of turkeys (Figure 1D). The ASMT activity also did not change
significantly in a daily cycle course.

2.2. Content of Melatonin Synthesis-Related Indoles

2.2.1. Tryptophan

The mean content of tryptophan (TRP) varied between 245.8 and 361.8 pmol/pineal organ (Figure 2),
but there were large differences in the level of this amine acid between individuals. Two-way analysis
of variance (ANOVA) showed no significant effect of illumination (group) and significant effect of
sampling time on TRP content. According to the Duncan test, the TRP content was significantly higher
at 18.00 than at 10.00, 14.00, 22.00, and 6.00 in control turkeys and animals kept under 32 and 64 Ix blue
light. It was also significantly higher at 18.00 and 22.00 than at 10.00 and 06.00 in turkeys kept under
red light. No significant differences were detected by the Duncan test in turkeys kept under green light
and 16 Ix blue light. However, it should be noted that the mean values of TRP content in these animals
fluctuated in parallel to those in control turkeys.
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Figure 2. Content (means) of tryptophan (TRP) in the pineal organs of turkeys kept under white light
(W) with intensity of 16 1X, blue light with intensities of 16 1x (BL), 32 1x (BM), and 64 1x (BH), red light
with intensities of 16 Ix (RL), 32 Ix (RM), and 64 Ix (RH), green light with intensities of 16 Ix (GL),
32 Ix (GM), and 64 1x (GH) during the photophase. For further explanation, see Figure 1.

2.2.2. 5-Hydroxytryptophan

The content of 5-hydroxytryptophan (5-HTRP) showed a daily rhythm with significantly higher
levels at 10.00, 02.00, and 06.00 than at 14.00, 18.00, and 22.00 in all groups of turkeys (Figure 3A).
It was also significantly higher at 02.00 and 06.00 than at 10.00 in animals kept under blue light with
intensities of 32 and 64 1x, and at 06.00 than at 02.00 and 10.00 in turkeys exposed to red light with
intensities of 32 and 64 1x. The difference between the peak and the nadir of the rhythm did not extend
2-fold in all groups of animals. Significant between-groups differences were noted exclusively at 10.00,
when the 5-HTRP content was higher in turkeys kept under green light with intensities of 16 and 32 Ix
than in those kept under blue light.

2.2.3. Serotonin

The serotonin (5-HT) content showed a daily rhythm with significantly higher levels at 10.00, 14.00,
and 18.00 than at 02.00 in all studied groups of animals (Figure 3B). Illumination with monochromatic
light induced changes in the 5-HT level and the course of daily changes. Red light, independent of
its intensity, had the most prominent effect on 5-HT level. The 5-HT content at 10.00, 14.00, 18.00,
and 22.00 was approximately 2 folds higher in turkeys kept under red light than in other groups.
In the red light exposed animals, the 5-HT content declined by more than 4 folds between 22.00 and
02.00, reaching the level similar to that in other groups. The 5-HT content was significantly higher
at 22.00 than at 02.00 (and at 06.00 in most cases) in animals kept under red light, 32 and 64 1x green
light, 64 Ix blue light, while these differences were not found in animals kept under 16 Ix green light,
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16 and 32 Ix intensity blue light, and white light. The prominent between-groups differences were also
observed in the relationship between the content of 5-HT at 02.00 and 06.00.
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Figure 3. Content (means) of 5-hydroxytryptophan, 5-HTRP (A), serotonin, 5-HT (B), N-acetylserotonin,
NAS (C), and melatonin, MLT (D) in the pineal organs of turkeys kept under white light (W) with
intensity of 16 1x, blue light with intensities of 16 Ix (BL), 32 Ix (BM), and 64 1x (BH), red light with
intensities of 16 Ix (RL), 32 Ix (RM), and 64 1x (RH), green light with intensities of 16 Ix (GL), 32 Ix (GM),
and 64 Ix (GH) during the photophase. For further explanation, see Figure 1.
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2.2.4. N-Acetylserotonin

The content of N-acetylserotonin (NAS) changed significantly in a daily cycle course in all groups
(Figure 3C). The nadir value varied from 0.56 to 0.98 pmol/pineal organ and occurred at 18.00, while the
peak value varied from 7.89 to 15.69 pmol/pineal and occurred at 02.00 or 06.00, depending on the
illumination conditions. The NAS content and its daily changes differed significantly between groups.
On the first sampling point during the photophase, at 10.00, the NAS level was higher in animals kept
under the 16 Ix intensity of red light than blue light. It was also higher after exposure to light with lower
intensity than to higher intensity, regardless of color. At 14.00, NAS level was lower than at 10.00 and
it was the highest in animals kept under low intensity red light. The between group differences were
less prominent at 18.00, except the low NAS level in turkeys kept under blue light. One hour after the
onset of darkness, NAS content increased significantly in all groups and this increase was higher in
turkey exposed to high intensity light than in those exposed to low intensity monochromatic light
during the photophase. At 02.00, NAS content was significantly higher in animals kept under red light
than under green light and low (16 1x) intensity blue light. NAS level declined significantly at 06.00 in
animals kept under red light with intensity of 64 1x, blue light with intensities of 32 and 64 1x, and white
light. In groups with lower intensity of daytime illumination, NAS content increased significantly
between 02.00 and 06.00.

2.2.5. Melatonin

The daily changes in MLT content were nearly parallel to those for NAS level, except for higher
amplitude of MLT rhythm (Figure 3D). The MLT levels were higher compared with NAS. At the nadir,
the mean MLT content varied from 1.38 to 3.15, and at the peak from 50.2 to 83.4 pmol/pineal organ.
The between-groups differences in MLT level were also similar to those described for NAS.

2.2.6. 5-Hydroxyindoleacetic Acid and 5-Hydroxytryptophol

The daily changes and the between groups differences in 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA)
and 5-hydroxytryptophol (5-HTOL) levels were similar to those described for 5-HT (Figure 4A,B).
An exception was the lower proportion between peak and nadir of 5-HIAA and 5-HTOL rhythms
compared with 5-HT rhythm in animals kept under red light. The differences in 5-HIAA and 5-HTOL
contents between turkeys kept under red light and those from other groups were also smaller than
those in 5-HT level.

2.2.7. 5-Methoxyindoleacetic Acid and 5-Methoxytryptophol

The 5-methoxyindoleacetic acid (5-MIAA) content showed a prominent daily rhythm, with the
highest level from 10.00 to 18.00, in all groups of turkeys (Figure 4C). At 22.00, the level of 5-MIAA
was significantly lower than at 10.00, 14.00, and 18.00. The lowest 5-MIAA level occurred at 02.00 or
06.00, depending on the illumination conditions.

The 5-MIAA content was significantly higher in turkeys kept under red light than in other animals
at 14.00, 18.00, and 22.00. These differences were less prominent at 10.00. At 02.00, the highest 5-MIAA
level was noted in turkeys kept under 16 Ix and 32 Ix green light, and the lowest in 64 Ix red light and
64 Ix blue light. Similar to 5-HT and 5-HIAA, the 5-MIAA content increased between 02.00 and 06.00 in
turkeys kept under 32 Ix and 64 Ix blue light, 64 1x red light and white light, and slightly decreased in
other animals.

The 5-methoxytryptophol (5-MTOL) content was almost 10-folds lower than that of 5--MIAA
(Figure 4D). The daily changes in the 5-MTOL level were similar to those described for 5-MIAA,
however the between group differences were more prominent. For illustration, the 5-MTOL level
at 18.00 and 22.00 was significantly higher in turkeys kept under red light than under blue, white,
and green light, and under blue light than under green light.
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Figure 4. Content (means) of 5-hydroxyindoleacetic acid, 5-HIAA (A), 5-hydroxytryptophol, 5-HTOL
(B), 5-methoxyindoleacetic acid, 5-MIAA (C), and 5-methoxytryptophol, 5-MTOL (D) in the pineal
organs of turkeys kept under white light (W) with intensity of 16 Ix, blue light with intensities of
16 Ix (BL), 32 Ix (BM), and 64 Ix (BH), red light with intensities of 16 Ix (RL), 32 Ix (RM), and 64 1x (RH),
green light with intensities of 16 Ix (GL), 32 Ix (GM), and 64 Ix (GH) during the photophase. For further

explanation, see Figure 1.
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2.2.8. 5-Methoxytryptamine and 5-Methoxytryptophan

The 5-metoxytryptamine (5-MTAM) content showed a daily rhythm with significantly higher levels
during the scotophase than during the photophase in turkeys kept under all light conditions (Figure 5).
The 5-MTAM content did not change significantly in a course of the scotophase in animals reared under
white, blue, and green light. However, in turkeys kept under red light, the 5-MTAM content increased
during night and was significantly higher at 02.00 and 06.00 than at 22.00. Consequently, at 02.00 and
06.00, it was higher in red-exposed animals than in other animals exposed to monochromatic light.
5-Methoxytryptophan (5-MTRP) was undetectable in the turkey pineal organ.
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Figure 5. Content (means) of 5-metoxytryptamine (5-MTAM) in the pineal organs of turkeys kept
under white light (W) with intensity of 16 Ix, blue light with intensities of 16 1x (BL), 32 Ix (BM),
and 64 Ix (BH), red light with intensities of 16 Ix (RL), 32 Ix (RM), and 64 1x (RH), green light with
intensities of 16 Ix (GL), 32 Ix (GM), and 64 1x (GH) during the photophase. For further explanation,
see Figure 1.

3. Discussion

3.1. Daily Rhythmicity in the Activities of Enzymes Governing Indole Metabolism in the Turkey Pineal Organ

Here, the activity of all four enzymes involved in MLT synthesis and the content of 11 indolic
compounds related to this process were measured in the same pineal organ. Such simultaneous and
multidimensional measurements were performed for the first time. The obtained results enabled a
detailed analysis of changes in the pineal indole metabolism occurring in a daily cycle course.
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Two enzymes, TPH and AA-NAT, showed daily rhythms of their activity in the turkey pineal
organ. TPH activity was approximately 4 folds higher at 04.00 and 06.00 than at 14.00, 18.00, and 22.00,
and this night-time increase obviously ensured delivery of 5-HT for intensive synthesis of NAS during
darkness. The activity of TPH remained significantly elevated at 10.00 enabling renewal of 5-HT pool
in pinealocytes.

In contrast to TPH, AA-NAT activity showed huge daily variations in the turkey pineal gland and
these variations were responsible for daily rhythms in the content of all derivatives of TRP, except for
5-HTRP and 5-MTAM. In turkeys kept under white light, the peak value, occurring at 02.00 exceeded
the nadir value, occurring at 18.00, approximately 25 folds. The daily changes in AA-NAT activity
were reflected in the daily rhythms of NAS and MLT contents. The increase in AA-NAT activity at
night resulted also in intensive utilization of 5-HT, and significant decrease in the level of this amine
and the levels of the indoles derived from 5-HT oxidative deamination (5-HIAA, 5-HTOL, 5-MIAA,
and 5-MTOL). The high amplitude daily fluctuations in the activity of AA-NAT and in the contents of
NAS and MLT found in this study concur with our previous data showing the prominent rhythms
in the secretion of MLT from the turkey pineal organ in superfusion culture [28] and in the MLT
concentration in blood plasma [29].

The activity measurements of an enzyme in tissue homogenate may not reflect the real activity of
that enzyme in living cells, therefore their results should be considered cautiously. However, the joint
analysis of data concerning enzyme activities and contents of indoles leads to some important remarks.
In the pineal organs of 4-week-old turkeys, the intracellular activity of AADC seems to be very high
in relation to the substrate level. This idea is derived from the following data: (i) the AADC activity
measured in the homogenate is almost 20 folds higher than the TPH activity assayed in vitro, (ii) the
ratio of 5-HTRP content to 5-HT content is extremely low, and (iii) the amplitude of daily rhythm
of 5-HTRP content is much lower than that of TPH activity rhythm. It should be also noted that
decarboxylation into 5-HT is the only identified metabolic pathway of 5-HTRP in the turkey pineal
organ, because there were no detectable amounts of 5-MTRP, a compound formed by the methylation
of 5-HTRP.

Special attention should be paid to ASMT activity in the turkey pineal organ, since the NAS
content was very low compared with MLT. Additionally, the amplitude of daily changes in NAS level
was lower than that of MLT. In the studies performed on the pineal organs of other species, except the
chicken, the NAS content was usually much higher than that of MLT, and the amplitude of NAS
rhythm was prominently higher than that of MLT [36-38]. These relationships between NAS and
MLT are commonly considered as evidence for the limiting role of ASMT in the pathway of MLT
synthesis [38,39]. Our data suggest that ASMT activity is high enough to ensure the rapid conversion
of NAS to MLT even at the nighttime peak, and this enzyme has a very weak or non-limiting effect on
MLT synthesis in the pineal organs of 4-week-old turkeys.

In contrast to MLT synthesis, ASMT had a limiting effect on 5-MIAA and 5-MTOL formation at
02.00 and 06.00 in the investigated pineal gland, as shown by the more prominent nocturnal decrease
in the 5-MIAA and 5-MTOL contents than in the 5-HIAA and 5-HTOL levels. This could be explained
as the effect of very high nocturnal increase in NAS level and much higher affinity of ASMT to NAS
than to 5-HIAA and 5-HTOL.

3.2. Metabolic Profile of Pineal Indoles

This study characterized for the first time the metabolic profile of MLT synthesis-related indoles in
the turkey pineal organ. The previous investigations performed on the pineal organs of geese [36,37],
ducks [35], and chicken [34] showed large interspecies differences in quantitative relationships between
these indoles among birds. The most prominent of these involved 5-HT and the products of its oxidative
deamination. The pineal organs of geese and ducks were characterized by high relative amounts of
5-HT, prominent daily changes in the level of this amine with a decline late in the night and low relative
amounts of 5-HIAA. The goose pineal organ had the highest share of 5-HT, which represented 35-60% of
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all studied indoles (the same indoles were assayed in all cited works). 5-HIAA comprised only 3.0-5.3%
of the pineal indoles. In the duck pineal organ, 5-HT represented 15-35% of indoles, depending on
the time of day, while 5-HIAA represented 8-15% of indoles. Contrarily, 5-HT represented less than
5% of all investigated indoles in the chicken pineal organ, while 5-HIAA represented 18-38% of the
investigated indoles. The ratio of 5-HIAA to 5-HT levels was about 10 in chicken, but below 0.7 in
ducks, and 0.1 in geese. The present study showed that 5-HT represented from 15.8% of the investigated
indoles at 02.00 to 28.0% at 18.00 in turkeys kept under white light. The ratio of 5-HIAA/5-HT was
close to 1 in the turkey pineal organ. Until now, we considered the high relative content of 5-HT as
an attribute of the pineal organs of Anseriformes birds. This study shows similarities in the relative
amount of 5-HT and 5-HIAA/5-HT ratio between the turkey and the duck, and prominent differences
between the turkey and the chicken, two species belonging to the same order, Galliformes.

The prominent differences in the pineal indole profiles between the investigated avian species
concerns also 5-MTAM. This amine was undetectable or hardly detectable in the chicken pineal
organ [34], while it occurred at considerable levels in the pineal organs of the duck [35], the goose [36],
and as shown here, the turkey.

The content of all investigated derivatives of TPR showed significant daily changes in the turkey
pineal organ. The nocturnal increase in 5-HTRP level in turkeys was lower than in chicken [34] and
close to that in ducks [35] and geese [36]. The important differences among species also concern the
time of nocturnal increase in 5-HTRP level, which occurred later in the turkey than in other investigated
birds. The 5-HT content showed a large decline in the second part of the scotophase in turkeys, geese,
and ducks, while it suddenly increased at the end of night in chicken. The differences between peak
and nadir of the daily rhythm of NAS and MLT were much higher in turkeys than in ducks [35] and
goose [36], but lower than in chicken [34]. The rhythms of 5-HIAA and 5-HTOL followed that of 5-HT
in all investigated species, however large interspecies differences concerned 5-MIAA and 5-MTOL.
The daily rhythms of 5-MIAA and 5-MTOL in the duck pineal organ were almost parallel to the daily
changes in their immediate precursors [35]. In contrast, the daily rhythms of 5-MIAA and 5-MTOL in
the chicken pineal gland had no prior background on the changes in 5-HIAA and 5-HTOL levels [34].
It had been proposed that the extremely large increase in the NAS level at night, together with the
much higher affinity of ASTM to this indoleamine than to 5-HIAA and 5-HTOL, decrease the synthesis
of 5-MIAA and 5-MTOL. The proposed mechanism explains the occurrence of daily rhythm in 5-MIAA
and 5-MTOL levels without analogous changes in the contents of 5-HIAA and 5-HTOL. In turkeys,
the rhythms of 5-MIAA and 5-MTOL had higher amplitudes than those of 5-HIAA and 5-HTOL.
Like in the chicken pineal organ, this phenomenon seems to have its source in competition among
5-hydroxyindoles for O-methylation by ASMT. Similar to ducks [35] and geese [36], the 5-MTAM
level showed a daily rhythm with nocturnal increase in the pineal organ of turkeys. The mechanism
responsible for its generation is unknown.

3.3. Effect of Monochromatic Light on Pineal Indole Metabolism

The obtained results showed prominent daily fluctuations in the pineal indole metabolism in
birds kept during the photophase under blue, red, and green monochromatic light. First, it should be
emphasized that high-amplitude rhythms in the AA-NAT activity and the NAS and MLT contents
were found both in turkeys exposed to blue light and in animals exposed to red light, even at the
lowest intensity. Melanopsin and pinopsin, two photopigments involved in the reception of light
for the entrainment of biological rhythms, show very high sensitivity to blue light and very low
sensitivity to red light [2,6,8]. Therefore, blue light is considered a crucial factor in the regulation of
daily rhythmicity, and contrary, red light is believed to have very weak or no influence on the daily
rhythmicity and it is commonly used as an equivalent of darkness in chronobiological experiments.
Yadav et al. [40] demonstrated that the blue and red light periods of a daily cycle were interpreted
by birds as day and night, respectively. We supposed that red light with intensity of 16 1x will
be too insufficient for maintaining the daily rhythmicity in turkeys, and prominent decreases in
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amplitude of day-night variations in AA-NAT activity as well as NAS and MLT contents were expected.
Contrary to our hypothesis, the obtained data showed that the red illumination with intensity of
16 Ix during the photophase is enough for preserving high amplitude daily rhythm in MLT synthesis
in turkeys. It should be stressed that in our experiment, birds were kept under complete darkness
during the scotophase, which may increase effectivity of dim light in the control of pineal rhythmicity.
Recent studies show the significance of darkness at night in many aspects of animal physiology [41].

The monochromatic light significantly modified the pineal indole metabolism in turkeys and its
effects were dependent on the color and intensity of the light. The prominent changes occurred in
the course of daily rhythm of AA-NAT activity and, consequently, in MLT synthesis. The differences
in light conditions affected: (i) the decline in AA-NAT activity after the photophase onset and the
level of enzyme activity at the nadir, (ii) the increase in AA-NAT activity after the scotophase onset,
and (iii) the time of the peak occurrence and the activity level at the peak. The decline in AA-NAT
activity after the photophase onset was significantly higher in turkeys kept under blue light than under
green and red light. Moreover, the inhibitory effect of light increased with the illumination intensity,
independent of the light color. At the nadir, the AA-NAT activity was the lowest in blue-exposed birds.
The increase in enzyme activity after the photophase onset was lower in the animals exposed to blue
light than in the turkeys kept under red and green illuminations with the same intensity. The size of
this rise increased with the monochromatic light intensity. The peak of AA-NAT activity occurred at
02.00 in turkeys kept under red light and blue light with intensity of 32 and 64 1x, but at 06.00 in birds
kept under green light and 16 Ix blue light. At the peak, the highest activity was found in turkeys kept
under red light.

The red light significantly affected the performance of enzymes involved in 5-HT synthesis,
increasing the activities of TPH and AADC. This effect was prominently reflected in the 5-HT content,
which at 10.00, 14.00, 18.00, and 22.00 was approximately 2 folds higher in turkeys kept under red light
than in other groups, and in the 5-HIAA, 5-HTOL, 5-MIAA, and 5-MTOL levels. The differences in
5-HIAA and 5-HTOL levels between red-exposed animals and other birds during the photophase were
lower than those found in 5-HT level. It seems that the activity of monoamine oxidase is too low to
produce more 5-HIAA and 5-HTOL. Interestingly, red light did not change the 5-HTRP level and this
phenomenon could be explained by rapid transformation of 5-TRP into 5-HT. The red light affected the
course of daily rhythm of 5-MTAM, increasing the level of this amine in the second part of the night.

The mechanisms by which the spectral light influences the pineal activity remain unknown.
Three putative routes of color-dependent light action on the avian pineal organ should be considered:
(i) via pinopsin- or melanopsin-positive structures in the pineal organ, (iii) via outer segments of retinal
photoreceptor cells, and (ii) via melanopsin-containing processes of retinal ganglion cells. The first
option is supported by the results of the in vitro studies showing that the entraining effect of light on
MLT secretion is wavelength-related [42]. It should also be stressed that the pineal organ of 4-week-old
turkeys comprises extremely well-developed rudimentary photoreceptor pinealocytes with the apical
protrusions containing pinopsin [33]. Moreover, recent studies suggested that pinopsin is responsible
for highly sensitive light reception in the retinas of lower vertebrates, which points to its ability to
detect low-intensity light [43]. Regarding the second option, the retinal photoreceptor cells are good
candidates because they are color selective and highly light sensitive. Moreover, they form synaptic
contacts with melanopsin-containing ganglion cells. It has been demonstrated that monochromatic
light affects the rhythmic expression of clock genes in retina photoreceptor cells in vitro [44]. For the
third option, melanopsin-containing processes of retinal ganglion cells, the light spectral sensitivity of
these cells needs verification in an in vivo model, to determine their ability to respond to red light.

It is well-documented that the use of monochromatic light during the photophase changes the
circadian and daily rhythms in the expression of clock genes in the avian pineal organ [25,45-48].
In chicks reared under monochromatic light with intensity of 15 Ix and then kept in continuous
darkness, the transcription patterns of clock genes were significantly affected by the color of light [25].
The amplitudes and mesors of circadian rhythms were elevated for the positive clock genes (Clock, Bmall)
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and were reduced for the negative clock genes (Per2, Cry) in green light, and the opposite pattern was
observed in red light. Compared with white light, blue light advanced the acrophases of the negative
factors and delayed those of the positive elements. In contrast, red light advanced all the clock genes
except cClock and cPer2, while green light delayed all the clock genes except cBmal2. The increased
mRNA levels of the positive clock genes and the reduced mRNA levels of the negative clock gene
were observed in chicks reared under green light but not in red light [25]. The published data on the
effect of wavelength on the transcription of clock genes in chicken were subject to advanced statistical
analysis by Yang et al. [45]. According to the results, clock gene transcription shows a circadian rhythm
in long-wavelength light, while it is arrhythmic in short-wavelength light. Clock expression declines
during the day and elevates during the night in birds treated with red light, shows an opposite pattern
under green light, and is arrhythmic in blue light. Under the influence of green light, Bmall expression
elevates during the day and declines at night. However, in birds treated with red and blue light, Bma1l
expression declines during the day and elevates at night.

Monochromatic light also affects AA-NAT gene expression in chicks kept under 12/12 L/D cycle [48].
It has been shown that green light enhances AA-NAT mRNA level, while red light decreases the level
of this mRNA. The mesors and amplitudes of the daily rhythm of AA-NAT mRNA were higher in
green light and lower in red light. Moreover, monochromatic light illumination affected the clock
proteins in the chicken pineal gland. The protein levels of CLOCK and BMAL1 were elevated in green
light and decreased in red light. Monochromatic light also affects the expression of opsins [48].

In contrast with the gene level, knowledge on the effects of monochromatic light on MLT
synthetizing enzymes and indole levels is only fragmentary. It has been demonstrated that plasma
MLT level during the subjective day under continuous darkness was significantly decreased in chicks
reared in red light during the photophase, increased in green light, and was not changed in blue
light [25]. Jin et al. [46] showed that green light during the photophase significantly increased the
nocturnal plasma melatonin level in 7-day-old chicks. It has also been demonstrated that during
the embryonic period, the rhythmic output of melatonin in the chick pineal gland is sensitive to the
different monochromatic light wavelengths [47].

The photometric illuminance, expressed in 1x, is commonly used as a measure of light intensity in
the research of monochromatic light effects in animals, including the present one. The advantage of this
measure is an easy comparison of results between studies and with zootechnical standards, because of
the popularity. However, the big disadvantage of the photometric illuminance is its reference to the
human eye sensitivity at daytime [49]. The spectral sensitivity of animals may differ from that in
humans [49-51]. Such differences were reported in chickens and turkeys, therefore alternative units
called chicken-Ix and turkey-Ix were proposed [50,51]. Due to differences between human and chicken
spectral sensitivity, hens perceive an incandescent light source as 10-20% brighter than a fluorescent
light source, when these are measuring the same lux-values [52]. In order to understand the biological
effects of light, it is crucial to consider the perceived illuminance of light source by the particular
species or even by the particular system in the body. It should be also noted that the measurement
of photometric illuminance provided by white and color LED required a dedicated meter to avoid
erroneous data. As an alternative for the photometric illuminance, Grubisic et al. [49] recommended
measurement of the spectral irradiance (in W/m? x nm), which is much more precise.

4. Materials and Methods

4.1. Birds and Experimental Design

The study was performed on females of the domestic turkey, Hybrid Converter strain
(Hendrix Genetics, Boxmeer, The Netherlands). Due to technical reasons, the experiment was
divided into 3 parts: red color, blue color, and green color. Each part started with transporting
1-day-old chicks from a commercial hatchery (Grelavi, SA, Olsztyn, Poland) to the chronobiological
animal laboratory at the Faculty of Veterinary Medicine, University of Warmia and Mazury in Olsztyn,
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Poland, where the turkeys were reared for 4 weeks in controlled temperature and humidity conditions
according to zootechnical standards. The birds had free access to standard food and tap water.

The turkeys were kept under a cycle of 12/12 h light/dark (12L:12D). During the first 3 weeks,
the light was provided by tungsten lamps (3200 K), which were automatically switched on at 09.00 and
switched off at 21.00 of the daily time. The light intensity, measured at a distance of 20 cm from the
floor, was 16 Ix. After this period, birds were randomly divided into four separate rooms with different
light conditions as described in Table 1. The light on and off times remained unchanged. The turkeys
kept under white light were considered as the control.

Table 1. Light conditions during the last 7 days of the experiment.

Part of the Experiment Animal Room Light Source Light Intensity
GOQ 3 LED Red
RL Dominant wavelength: 620-626 nm 16 Ix
Luminous flux of module 24 Im
Red color RM Luminous intensity of LED: 1600-2200 mcd 821x
RH Half angle + 60° 64 1x
W Tungsten lamps, 3200 K 16 Ix
GOQ 3 LED Blue
BL Dominant wavelength: 450-460 nm 16 1x
Luminous flux of module 21 Im
Blue color BM Luminous intensity of LED: 600-1200 mcd 32 Ix
BH Half angle + 60° 64 1x
A Tungsten lamps, 3200 K 16 Ix
GOQ 3 LED Green
GL Dominant wavelength: 520-530 nm 16 1x
Luminous flux of module 48 Im
Green color GM Luminous intensity of LED: 3000-4000 mcd 321Ix
GH Half angle + 60° 64 Ix
W Tungsten lamps, 3200 K 16 1x

The monochromatic light was provided by water and dust proof modules comprising three red,
green, or blue light emitting diodes (GOQLED, Namyangju, Korea) with specifications presented in
Table 1. The modules were mounted at equal distances from each other to white polystyrene plate with
dimensions 100 x 200 cm (50 cm distance from the room wall on each side), which was suspended 2 m
above the floor level. The light intensity was set up by the number of red, blue, and green modules
mounted to the plate, and fine adjusted by regulating the supply voltage using the laboratory DC power
supply unit (UTP 1305, Dongguan, Uni-Trend Technology, China). The light intensity was measured
at a distance of 20 cm from the floor by a light meter dedicated to color LED light measurements
(Multi-LED Light Meter TM-209M, Tenmars Electronics, Taipei, China).

The birds were kept in the new light conditions for 7 d. At the age of 4 weeks, six birds from
each color/intensity group were sacrificed at 10.00, 14.00, 18.00, 22.00, 2.00, and 6.00. In each part of
the experiment, four turkeys kept under white light were euthanized at the same time-points and
the samples from these animals established a joint group (n = 12). The pineal organs were quickly
removed and frozen at —75 °C. During the photophase, the pineal organs were collected under red
light with intensity below 5 Ix in the red part of the experiment, under green light with intensity below
5 Ix in the green part of the experiment, and under blue light with intensity below 5 Ix in the blue part
of the experiment. An exception was the pineal organs of turkeys kept under white light, which were
collected during the photophase under white light with intensity below 5 Ix. During the scotophase,
the euthanasia of animal was performed under complete darkness and the pineal organs were collected
under red light with intensity not exceeding 3 Ix in all parts of the experiment. All experimental
procedures on birds were performed in accordance with Polish and EU law (AWG FVM UWM in
Olsztyn opinion for project NCN ID 448523, 2 December 2019).
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The results obtained in the animals kept under white light in the red, blue, and green parts of the
experiment were compared with each other to check if there were any significant variations between
these parts. This comparison showed no significant differences in activities of all studied enzymes and
content of all studied indoles between the parts of the experiment.

4.2. Assay of Enzyme Activity and Indole Content

4.2.1. Chemicals

Methanol of gradient-grade high pressure liquid chromatography (HPLC) purity, ammonium
iron (II) sulfate hexahydrate, and perchloric acid were provided by Merck Millipore (Billerica,
MA, USA). Sodium acetate, sodium dihydrogen phosphate, sodium monohydrated phosphate,
disodium EDTA, and acetic acid were purchased from J. T. Baker Chemicals (Center Valley, PA, USA).
Tetrahydrobiopterin, dithiothreitol, 3-hydroxybenzylhydrazine dihydrochloride (NSD-1015), catalase
from bovine liver, TRIS base, pyridoxal 5’-phosphate hydrate, pargyline, 5-tryptamine, acetyl-CoA
sodium salt, S-adenosylmethionine, TRP, 5-HTRP, 5-HT, NAS, MLT, 5-HIAA, 5-MIAA, 5-MTOL,
and 5 MTAM were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 5-HTOL and 5-MTRP were
purchased from Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA). Ultrapure water (18.2 MQ), TOC < 3 ppb),
which was freshly prepared using a Milli-Q® IQ 7003/05 purification system (Merck Millipore, Billerica,
MA, USA), was used in all procedures.

4.2.2. Sample Preparation for the Assays of Enzyme Activity and Indole Content

The frozen pineal glands were weighed and sonicated (5 x 2's, 1 W) in 200 uL of cold water
using a Vibra-Cell VC 70 ultrasonic processor equipped with a 2-mm probe (Sonics and Materials Inc.,
Newtown, CT, USA). Next, 80 uL of homogenate was added to an Eppendorf tube containing 20 pL of
1 mM perchloric acid, the mixture was vortexed, incubated for 15 min in an ice-bath and centrifuged at
30,000x g (4 °C) for 15 min (Allegra 64R, Coulter Beckman, Indianapolis, IN, USA). The supernatant
was carefully transferred into autosampler vials and used in the assay of melatonin-synthesis related
indoles. From the remaining part of the homogenate, 20 uL aliquots were added to Eppendorf tubes
containing substrates used in the assays of TPH, AADC, AA-NAT, and ASMT. The time between the
tissue sonication and beginning of incubation in the assays of enzymes did not extend beyond 30 s.

4.2.3. Content of Melatonin-Synthesis Related Indoles

The content of indoles in the pineal organ homogenates was measured by HPLC with fluorescence
detection [35] using a Vanquish Duo U/HPLC system equipped with two gradient pumps, cooled dual
split autosampler, column compartment and two fluorescence detectors (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). The separation was performed on Hypersil Gold aQ columns with 3 um particle
size and dimensions of 150 X 4.6 mm (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) at 30 °C. The mobile
phase was prepared through on-line mixing of gradient-grade HPLC-purity methanol and a water
solution of 5 mM sodium acetate and 0.01 mM disodium EDTA with pH 4.5 (by adding acetic acid).
The initial concentration of methanol was 3% (v/v). Between the 7th and 20th min of the separation,
the methanol content was linearly increased to 30% (v/v) and then maintained at a constant level.
The flow rate of the mobile phase was 1 mL/min. The injection volume was 20 pL. The detection
was performed at an excitation wavelength of 280 nm and an emission wavelength of 345 nm, at a
constant temperature of 38 °C. The sensitivity of the detector was changed at the 15.25th min of the
separation from level 6 to 8. The samples were stored in an autosampler at 10 °C for no longer than
8 h. The chromatograms were analyzed using Chromeleon 7.2.10 software (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). The limits of quantification (S/N ratio of 10:1 and RSD < 15%) for all indoles was
below 2 pg per injection. The intra-day precision (RSD of peak area) was below 2%, and the inter-day
precision was below 3%.
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4.2.4. Measurement of the Melatonin-Synthesis Pathway Enzymes Activities

Tryptophan Hydroxylase Activity

The activity of TPH was determined by measuring the accumulation of 5-HTP during incubation
of the pineal homogenate with appropriate substrates and the AADC inhibitor [53]. Briefly, 20 uL of
the homogenate was added to an Eppendorf tube containing 10 puL of 8 mM tryptophan, 10 pL of
3.2 mM tetrahydrobiopterin, 10 puL of 8 mM dithiothreitol, 10 uL of 8 mM ammonium iron (II) sulfate
hexahydrate, 2.5 pL of catalase from bovine liver, 10 uL of 8 mM NSD 1015, and 7.5 uL of 1M TRIS
acetate buffer. The tubes were incubated in a water bath at 38 °C for 30 min. The enzymatic reaction
was stopped by adding 20 pL of 1 M perchloric acid. The tubes were kept in an ice-bath for 15 min
and then centrifuged at 30,000x g (4 °C) for 15 min. To determine the blank values, the homogenates
were added to the tubes containing 20 uL of 1 M perchloric acid and the above mentioned reagents.
The tubes were incubated in an ice-bath for 30 min and centrifuged. Supernatants were carefully
transferred into HPLC autosampler vials. The chromatographic analysis was performed as described
for indoles, except that the detector sensitivity was set to level 2. The injection volume was 10 pL.
The intra-day precision (RSD of peak area) and the inter-day precision were below 2%.

Aromatic L-Amino Acid Decarboxylase Activity

The activity of AADC was determined by measuring decarboxylation of 5-HTP into 5-HT in
the presence of monoamine oxidase inhibitor [54]. The pineal homogenate (20 uL) was added to
an Eppendorf tube containing 10 pL of 5 mM 5-HTP, 10 uL of 0.05 mM pyridoxal 5’-phosphate in
phosphate buffer (0.2 M, pH 7.8), and 10 uL of 5 mM pargyline in the same buffer. After incubation at
38 °C for 30 min., the reaction was stopped by adding 10 pL of 1 M perchloric acid, the tubes were
incubated in an ice-bath for 15 min, centrifuged, and the supernatant was transferred into an HPLC
autosampler vial.

The chromatographic analysis was performed using the system, column, and mobile phase
described in Section 4.2.3. The flow rate of the mobile phase was 1 mL/min. The methanol concentration
was increased from 5% (v/v) to 10% (v/v) during the first 7 min of separation, kept at a constant level for
2 min, and then increased to 30% (v/v) during 11 min. After 10 min, the methanol level was stepwise
decreased to the initial value. The injection volume was 2.5 pL. The detection parameters were as
follows: an excitation wavelength 280 nm, an emission wavelength 345 nm, and temperature 38 °C.
The detection was turned on at the 6th min of separation, and the detector sensitivity was set to level 1.
The retention time of 5-HT was 6.4-6.5 min. The intra-day precision and the inter-day precision were
below 2%.

Arylalkylamine N-Acetyltransferase Activity

The AA-NAT activity was determined by measuring the accumulation of N-acetyltryptamine [55].
The pineal homogenate (20 uL) was added to an Eppendorf tube containing 10 uL of 5 mM 5-tryptamine,
10 pL of 2.55 mM acetylo-CoA, and 10 uL of 0.2 mM phosphate buffer pH 6.8. The incubation and
termination of the enzymatic reaction were performed as described above.

The chromatographic analysis was performed as described for AADC activity, except that the
fluorescence detection was turned on at the 18th min of separation, and the detector sensitivity was set
to level 4. The injection volume was 5 uL. The retention time of N-acetyl tryptamine was 25.9-26.0 min.
The intra-day precision and inter-day precision were below 2%.

N-Acetylserotonin O-Methyltransferase Activity

The ASMT activity was determined by measuring the accumulation of MLT [56]. The pineal
homogenate (20 L) was added to an Eppendorf tube containing 10 uL of 2 mM N-acetylserotonin
in phosphate buffer (0.2 M, pH 7.8) and 10 pL of 0.4 mM S-adenozynomethionine in phosphate
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buffer (0.2 M, pH 7.8). The incubation and termination of the enzymatic reaction were performed as
described above.

The chromatographic analysis was performed as described for AA-NAT activity. The injection
volume was 5 pL. The retention time of N-acetyl tryptamine was 25.0-25.1 min. The intra-day precision
and inter-day precision were below 2%.

4.3. Statistical Analysis

The data were analyzed by two-way analysis of variance (ANOVA) with the light conditions and
the sampling time as factors. Duncan’s test was used as a post hoc procedure. A p-value < 0.05 was
considered as significant. The analyses were performed using Dell Statistica 13 (Version 13.1 PL,
Dell Inc., Tulsa, OK, USA).

5. Conclusions

The profile of pineal indole metabolism in 4-week-old turkeys is characterized by (i) high-amplitude
rhythms in AA-NAT activity and the contents of NAS and MLIT, (ii) equal relative amounts of 5-HT
and 5-HIAA, and (iii) higher content of MLT than NAS. This profile differs markedly from that in
the chicken by the intensity of 5-HT oxidative deamination and the mechanisms responsible for the
generation of 5-MIAA and 5-MTOL rhythms, and from those in the goose and duck pineal organs by
the amplitudes of NAS and MLT rhythms and the proportion of NAS to MLT. These data strongly
support the idea that metabolism of pineal indoles shows important species-specific features.

The prominent daily rhythmicity is maintained in the pineal organs of turkeys kept during the
photophase under red, blue, and green light, even at the intensity of 16 Ix. However, the monochromatic
light significantly modifies the pineal indole metabolism and its effects are dependent on the color and
intensity of light. The pronounced changes occur during the course of daily rhythm of MLT synthesis.
At the photophase onset, blue light has stronger inhibitor effects on MLT synthesis than green and
red light, and the inhibitory effect of monochromatic light increases with its intensity, independent of
wavelength. Exposition to blue light during the photophase results in slower increase in AA-NAT
activity at night compared to red and green lights with the same intensity. The increase in MLT
synthesis after the onset of darkness is also dependent on the intensity of monochromatic light during
the photophase. The color and intensity of light affect the time of nocturnal peak occurrence and
the amplitude of daily changes in the AA-NAT activity and contents of NAS and MLT. Moreover,
red light significantly increases the synthesis of 5-HT, which results in higher levels of 5-HIAA, 5-HTOL,
5-MIAA, and 5-MTOL. Further studies are needed to explain the mechanisms of spectral-dependent
action of light on the pineal indole metabolism.
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Abbreviations

5-HIAA 5-hydroxyindoleacetic acid

5-HT serotonin

5-HTOL 5-hydroxytryptophol

5-HTRP 5-hydroxytryptophan

5-MIAA 5-methoxyindoleacetic acid

5-MTAM 5-methoxytryptamine

5-MTOL 5-methoxytryptophol

5-MTRP 5-methoxytryptophan

AADC aromatic L-amino acid decarboxylase
AA-NAT arylalkylamine N-acetyltransferase
ASMT N-acetylserotonin O-methyltransferase
HPLC high pressure liquid chromatography
MLT melatonin

NAS N-acetylserotonin

TPH tryptophan hydroxylase

TRP tryptophan

BL blue light 16 1x

BM blue light 32 Ix

BH blue light 64 1x

GL green light 16 Ix

GM green light 32 Ix

GH green light 64 Ix

RL red light 16 Ix

RM red light 32 Ix

RH red light 64 Ix

w white light 16 1x

Appendix A
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Indole metabolism (Figure A1) in the pineal organ begins with the uptake of tryptophan (TRP) into
pinealocytes. TRP is hydroxylated by tryptophan hydroxylase to 5-hydroxytryptophan (5-HTRP), which is
decarboxylated by aromatic amino acid decarboxylase to serotonin (5-HT). This indoleamine is a starting
point for three metabolic pathways. The first one is the transformation of 5-HT into melatonin (MLT).
This process includes two steps: acetylation by arylalkylamine N-acetyltransferase (AA-NAT) to N-acetylserotonin
(NAS), and methylation by N-acetylserotonin O-methyltransferase (ASMT) to MLT. The second one is
oxidative deamination of 5-HT, which results in the formation of 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA) and
5-hydroxytryptophol (5-HTOL). These indoles are methylated by ASMT to 5-methoxyindoleacetic acid (5-MIAA)
and 5-methoxytryptophol (5-MTOL). Moreover, 5-HT can be methylated by ASMT to 5-methoxytryptamine
(5-MTAM). The putative pathway is the methylation of 5-HTRP into 5-methoxytyptophan (5-MTRP)
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Figure A1l. Metabolism of melatonin synthesis-related indoles in the pineal organ. Abbreviations:
5-HIAL, 5-hydroxyindole acetic aldehyde; ALDH, aldehyde dehydrogenase; AR, aldose reductase;

MAOQO, monoamine oxidase; others—see the text above.
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Abstract: Research on age-dependent changes in pineal activity has been limited almost exclusively to
melatonin (MLT). This study determined, for the first time, the alterations occurring in the metabolic
profile of MLT synthesis-related indoles during the post-embryonic development period in birds.
Turkeys reared under a 12 h light/dark cycle were euthanized at 2 h intervals for 24 h at the ages of 2, 7,
14, and 28 days and 10, 20, 30, and 45 weeks. The results showed prominent changes in the metabolic
profile of indoles during development and could be distinguished in four stages. The first stage,
from hatching to the age of 2 weeks, was characterized by a decrease in the 5-hydroxytryptophan
concentration and an increase in the concentrations of serotonin (5-HT), MLT, 5-methoxyindoleacetic
acid, and 5-methoxytryptamine (5-MTAM). During the second stage, around the age of 1 month,
the concentrations of N-acetylserotonin (NAS) and MLT reached a maximum. The synthesis and
degradation of 5-HT were also the highest. The third stage, around the age of 10 weeks, was
characterized by decreased levels of 5-HT (approximately 50%) and 5-hydroxyindoleacetic acid and a
high level of 5-MTAM. The last stage, covering the age of 20 to 45 weeks, was characterized by a large
decrease in the synthesis, content, and degradation of 5-HT. Despite these changes, there were no
prominent differences in the nocturnal levels of NAS and MLT between the third and fourth stages.
The concentrations of all tryptophan derivatives showed daily fluctuations until the age of 45 weeks.

Keywords: pineal organ; melatonin; serotonin; indoles; development; turkey; birds

1. Introduction

The mammalian pineal gland matures after birth [1], and the melatonin (MLT) rhythm
appears during the postnatal period in both humans [2] and rodents [3,4]. In humans,
the nocturnal peak of blood MLT reaches its highest levels between the ages of 3 and
5 years, then decreases until puberty, and remains at a relatively stable level up to the age
of 35-40 years [5,6]. Thereafter, it progressively decreases, being the lowest after the age
of 60. Rodents have a similar pattern of MLT secretion [7-10]. In rats, the serum MLT
concentration shows an early developmental rise after birth followed by a high-level period
from 10 to 30 days and further age-related reduction [7,8]. In contrast to its levels in the
blood, the MLT content in the pineal gland of rats increases until adulthood [8]. As in
humans, the decreases in the pineal and blood levels of MLT with aging are pronounced in
rodents [7-10].

Few studies have investigated the age-dependent changes in MLT secretion in birds.
In domestic chickens, the daily rhythms of MLT synthesis have been reported during
embryonic life [11]. Plasma MLT concentrations rose in chickens from embryonic day 19
to post-embryonic day 3 and oscillated around this level to post-embryonic day 21 [12]
or increased to post-embryonic day 14 [13]. An age-dependent increase in the level of
circulatory MLT was observed in broilers from hatching to 42 days of age; however, the
rate of this increase varied with age [14]. Similarly, the rhythmic synthesis of MLT begins
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during the embryonic life of the domestic goose [15]. A significant decline was reported in
plasma MLT levels in old ring doves compared to the concentrations observed in mature
and young animals [16]. Until now, studies on the levels of MLT in turkey blood have been
focused on short life periods without considering possible changes in its levels at various
stages of post-hatching development [17-19].

Research on age-dependent alterations in pineal activity has been limited almost
exclusively to MLT. In the present study, we determined, for the first time, the changes
occurring in the metabolic profile of MLT synthesis-related indoles during post-embryonic
development. To achieve this goal, the activities of four enzymes involved in MLT synthesis
and the content of ten indoles were measured in the same pineal organ.

This study was performed on domestic turkeys for three reasons. First, the domestic
turkey is a perfect avian model for chronobiological research, with a high amplitude rhythm
of MLT secretion and rapid, precise adaptation of this rhythm to changes in the light/dark
cycle [20]. Second, the histology and ultrastructure of the pineal organ of turkeys are well
characterized from day 1 to 1 year post-hatching life [21-23]. Morphological studies have
shown that the pineal parenchyma is formed almost exclusively by rudimentary receptor
pinealocytes up to the age of 4 weeks, and the involvement of secretory pinealocytes
largely increases from the age of 20 weeks, changing the proportion between both types of
cell [21,22]. This phenomenon enables the analysis of indole metabolism depending on the
cellular composition of the parenchyma. Third, knowledge of domestic turkey physiology
is important from a utilitarian point of view because of the great significance of turkeys
as meat-producing animals [24,25]. Light is a critical factor that influences the health and
production efficiency of poultry farms [26-35]. Many experiments have demonstrated the
significance of MLT in mediating the effects of light on turkey productivity [26,27].

To characterize the changes in pineal indole metabolism during post-embryonic devel-
opment, turkeys were reared from day 1 to 45 weeks under a 12 h light/dark cycle. The
birds were euthanized at 2 h intervals for 24 h at the ages of 2, 7, 14, and 28 days and 10, 20,
30, and 45 weeks.

2. Results
2.1. Activities of Enzymes of the MLT Synthesis Pathway

Enzyme activity was expressed per 0.1 mg of the soluble protein content in the pineal
homogenate. Two-way analysis of variance showed a significant effect of animal age on
the activity of all MLT-synthesizing enzymes. Moreover, the effect of sampling time was
significant in the analyses of data from tryptophan hydroxylase (TPH) and arylalkylamine
N-acetyltransferase (AA-NAT) measurements. In the cases of both enzymes, significant
interactions between animal age and sampling time were found.

2.1.1. Tryptophan Hydroxylase

The pineal activity of TPH (expressed per unit of the soluble protein content) increased
within the first 2 weeks of post-hatching life (Figure 1A). During the scotophase, the TPH
activity was significantly higher in 7-day-old turkeys than in 2-day-old turkeys and in
14-day-old birds than in 7-day-old birds. During the photophase, it was significantly higher
in 14-day-old turkeys than in the younger birds. The activity of TPH in the pineal organs
of turkeys aged 28 days was within the range defined by the levels found in the glands of
birds aged 7 and 14 days. Compared to turkeys aged 28 days, TPH activity in birds aged
10, 20, 30, and 45 weeks was always significantly lower. Moreover, during the scotophase
(from 22:00 h) and early photophase, it was significantly lower in the pineal organs of
45-week-old turkeys than in those of 10-week-old birds.
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Figure 1. Activity (means) of tryptophan hydroxylase, TPH (A), aromatic amino acid decar-
boxylase, AADC (B), arylalkylamine N-acetyltransferase, AA-NAT (C), and N-acetylserotonin O-
methyltransferase, ASMT (D) in the pineal organs of turkeys at the ages of 2, 7, 14, 28 days and 10,
20, 30, 45 weeks. The horizontal bar represents the periods of light and dark phases of the daily
cycle. The letters on the charts show differences between age groups at each time-point in Duncan’s
test. The letters below the charts show differences between time-points within a group in Duncan’s
test. The same letters indicate means which are not significantly different. Insert in figure (B) shows
AADC activity in the pineal organs of turkeys aged 2, 7, and 14 days at the limited y-axis scale.

The TPH activity in the pineal organs of all studied groups of turkeys changed daily,
but the course of these changes differed depending on animal age (Figure 1A). In the pineal
organs of birds aged 2 and 7 days, the enzyme activity increased gradually during the
first half of the photophase, slowly decreased during the second half, and then increased
during the scotophase. In the pineal organs of birds aged 14 days, the TPH activity was
rather stable during the photophase and increased prominently during the scotophase. The
activity of TPH in older animals decreased gradually during the photophase and increased



Int. . Mol. Sci. 2022, 23, 10872

40f18

during the scotophase. The highest TPH activities were noted in these birds at 08:00, 10:00,
04:00, and 06:00 h and the lowest at 16:00 and 18:00 h.

2.1.2. Aromatic Acid Decarboxylase (AADC)

The activity of AADC showed exceptional changes during the post-hatching develop-
ment of the turkey pineal organ (Figure 1B). The lowest activities of this enzyme were found
in turkeys at the age of 2 days. The AADC activities were approximately 25% higher in the
pineal organs of birds aged 7 and 14 days. A 20-fold increase in the AADC activity was
observed between the ages of 14 and 28 days. The activity of AADC in 10-week-old turkeys
was similar to that in 4-week-old birds. A significant, approximately 30%, decrease in the
AADC activity was noted between the ages of 10 and 20 weeks. No significant differences
were found in the enzyme activity between the animals aged 20, 30, and 45 weeks. AADC
showed no significant daily variations in its activity.

2.1.3. Arylalkylamine N-Acetyltransferase

The effect of age on AA-NAT activity should be analyzed together with time-dependent
changes in enzyme activity to avoid false conclusions (Figure 1C). In the pineal organs of
turkeys of all age groups (except the youngest one), the activity of AA-NAT decreased at the
beginning of the photophase and remained stable until the scotophase. AA-NAT activity
increased after the onset of darkness, and this increase was slower in turkeys aged 20, 30,
and 45 weeks than in younger birds. Consequently, the AA-NAT activity was lower in older
animals than in younger ones at the beginning of the scotophase, and the nocturnal peak of
AA-NAT activity occurred later in turkeys aged 20, 30, and 45 weeks than in younger birds.
However, there were no differences in the peak activity of AA-NAT between the turkeys at
4-45 weeks. The nocturnal increase in AA-NAT activity was significantly lower in turkeys
aged 2, 7, and 14 days than in older turkeys. It was also lower in 2-day-old birds than in 7-
and 14-day-old turkeys. During the photophase, the AA-NAT activity was significantly
higher in 2-day-old turkeys than in older birds.

2.1.4. Serotonin O-Methyltransferase (ASMT)

The pineal activity of ASMT was the lowest in turkeys at the age of 2 days. It was
approximately four-fold higher in 7-day-old birds and five-fold higher in 14-day-old birds
than in the youngest individuals (Figure 1D). The ASMT activity was also significantly
higher in turkeys aged 28 days than in birds at the age of 14 days. A further increase
in AMST activity occurred between the ages of 4 and 10 weeks, resulting in the highest
activity level at the end of this period. ASMT activity was significantly lower in the pineal
organs of turkeys at 20, 30, and 45 weeks than in birds aged 10 weeks. No significant daily
fluctuations in ASMT activity were found in any of the investigated groups of turkeys.

2.2. Indoles Related to Melatonin Synthesis Pathway

The concentration of indoles was expressed per 0.1 mg of the soluble protein content
of the pineal homogenate. Two-way analysis of variance showed significant effects of
animal age and sampling time on the pineal concentrations of all tryptophan derivatives.
Significant interactions between these two factors were also observed for these compounds.

2.2.1. Tryptophan (TRP)

The concentration of TRP (expressed per unit of the soluble protein content) in the
pineal organ was significantly higher between 16:00 and 20:00 h in turkeys at the age of
28 days than in younger and older birds (Figure 2). No significant daily fluctuations were
observed in TRP levels independent of animal age.
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Figure 2. Concentration (means) of tryptophan in the pineal organs of turkeys at the ages of 2,7, 14,
28 days and 10, 20, 30, 45 weeks. The horizontal bar represents the periods of light and dark phases
of the daily cycle. The letters on the charts show differences between age groups at each time-point
in Duncan’s test. The same letters indicate means which are not significantly different.

2.2.2. 5-Hydroxytryptophan (5-HTRP)

The highest concentrations of 5-HTRP were found in the pineal organs of 2-day-
old turkeys (Figure 3A). In the pineal organs of birds aged 7 days, 5-HTRP levels were
significantly lower compared to those found in the youngest turkeys at all investigated
time-points. Similarly, 5-HTRP concentrations were significantly lower in turkeys at the
age of 14 days than in the birds aged 7 days (except at 04:00 and 06:00 h). More complex
relationships were found when comparing the pineal concentrations of 5-HTRP in turkeys
at the ages of 4 and 10 weeks with younger birds, mainly because of different courses
of daily fluctuations. Generally, these concentrations were significantly lower at 16:00
and 18:00 h in 4- and 10-week-old turkeys than in younger ones but were similar or even
higher at other time-points. The lowest concentrations of 5-HTRP were found in the pineal
organs of turkeys at the ages of 20, 30, and 45 weeks. During the photophase, 5-HTRP
concentrations were significantly lower in these turkeys than in birds at the ages of 2, 7, 14,
and 28 days. During the scotophase (from 22:00 h), they were lower than those in turkeys
at the ages of 2 and 28 days and 10 weeks.

Significant daily fluctuations in the concentration of 5-HTRP were found in all investi-
gated groups of turkeys, but their courses and amplitudes differed markedly depending
on the age of the animals (Figure 3A). In the pineal organs of 2-, 7-, and 14-day-old turkeys,
5-HTRP concentrations were significantly higher during the photophase than at 02:00,
04:00, and 06:00 h; however, the amplitudes of daily fluctuations decreased with the age of
turkeys. In contrast, in older birds, the lowest levels of 5-HTRP were observed in the second
half of the photophase. Among these animals, the highest amplitude of daily change was
noted in 10-week-old turkeys.

2.2.3. Serotonin (5-HT)

The concentration of 5-HT measured during the photophase consequently increased
in the course of post-hatching development from the age of 2 to 14 days (Figure 3B). Such
changes were not noted for the levels measured during the scotophase. 5-HT concentration
in the pineal organs of the 28-day-old turkey was similar to that in 14-day-old birds. The
level of 5-HT was significantly lower in the pineal organs of turkeys aged 10 weeks than in
those of 28-day-old turkeys. The lowest concentrations of 5-HT were observed in turkeys
at the ages of 20, 30, and 45 weeks. From 08:00 to 20:00 h, they were more than two-fold
lower than those at the age of 10 weeks.
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Figure 3. Concentrations (means) of 5-hydroxytryptophan, 5-HTRP (A), and serotonin, 5-HT (B), in
the pineal organs of turkeys at the ages of 2, 7, 14, 28 days and 10, 20, 30, 45 weeks. The horizontal
bar represents the periods of light and dark phases of the daily cycle. The letters on the charts show
differences between age groups at each time-point in Duncan’s test. The letters below the charts show
differences between time-points within a group in Duncan’s test. The same letters indicate means
which are not significantly different.

The concentration of 5-HT showed significant daily changes in all investigated groups.
In the pineal organs of turkeys at the ages of 2, 7, and 14 days, the concentration of 5-HT
increased during the photophase to reach maximal values in the second half of this phase
and then decreased during the scotophase (Figure 3B). The amplitude of daily fluctuations
increased with the age of the birds. In 28-day-old turkeys, the level of 5-HT was rather
stable during the photophase and decreased after the onset of the scotophase, reaching the
minimum value at 02:00, and then quickly increased. The concentration of 5-HT in older
birds was the highest at 08:00 and 10:00 h, followed by a gradual decrease to reach the
minimum at 02:00 h, and then increased again.

2.2.4. N-Acetylserotonin (NAS)

The photophase concentrations of NAS were approximately 3-5-fold higher in 2-day-
old turkeys than in older birds (Figure 4A). During the scotophase, NAS concentrations
increased significantly in all groups of turkeys. In the initial phase of post-hatching
development, the scotophase levels of NAS decreased with age; they were significantly
lower in 7-day-old birds than in 2-day-old and in 14-day-old than in 7-day-old birds. In the
next period of post-hatching development, the scotophase concentrations of NAS increased
and were significantly higher in turkeys aged 4, 10, 20, 30 and 45 weeks than in 2-, 7-, and
14-day-old birds.

The daily profiles of NAS concentrations differed markedly between age groups. In
turkey aged 2 days, the NAS level increased approximately two-fold within 4 h after the
onset of darkness and then remained at a relatively stable level (Figure 4A). In older birds,
the levels of NAS increased stepwise in the first part of the scotophase and then decreased.
The peaks were reached earlier in turkeys aged 7, 14, and 28 days and 10 weeks than in
older birds.
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Figure 4. Concentrations (means) of N-acetylserotonin, NAS (A), and melatonin, MLT (B), in the
pineal organs of turkeys at the ages of 2, 7, 14, 28 days and 10, 20, 30, 45 weeks. The horizontal bar
represents the periods of light and dark phases of the daily cycle. The letters on the charts show
differences between age groups at each time-point in Duncan’s test. The letters below the charts show
differences between time-points within a group in Duncan’s test. The same letters indicate means
which are not significantly different.

2.2.5. Melatonin

The concentration of MLT was significantly higher during the photophase between
10:00 and 18:00 h in turkeys aged 2 days than in older birds, but the differences were much
smaller compared to those in the NAS level (Figure 4B). During the scotophase, between
22:00 and 04:00 h, MLT concentration was significantly lower in 2-day-old turkeys than in
older birds. The levels of MLT in the pineal organs of birds aged 7 and 14 days were mostly
similar and approximately two-fold higher than in 2-day-old turkeys and approximately
two-fold lower compared to the peak values in birds aged 445 weeks. The daily profiles of
MLT concentration were similar to those of the NAS levels.

2.2.6. 5-Hydroxyindole Acetic Acid (5-HIAA) and 5-Hydroxytryptophol (5-HTOL)

In contrast to 5-HT levels, the concentration of 5-HIAA was significantly higher in the
pineal organs of turkeys at the age of 2 days than in 7- and 14-day-old birds (Figure 5A).
The level of 5-HIAA in 28-day-old birds was similar to that in 2-day-old turkeys. In animals
aged 10, 20, 30, and 45 weeks, the pineal concentrations of 5>-HIAA were significantly lower
than in turkeys aged 28 days.

The concentrations of 5-HIAA showed significant daily changes in all turkey groups,
and their courses were similar to the age-specific daily fluctuations in the 5-HT level.

The pineal level of 5-HTOL decreased during development between 2 and 14 days
of age, with a prominent drop between 2 and 7 days (Figure 5B). Next, it increased in
turkeys at the ages of 4 and 10 weeks compared to the concentrations found in 14-day-old
birds, but significant differences were not noted at all time-points because of the different
course of the daily profile of 5-HTOL in these groups. The concentrations of 5-HTOL were
significantly lower between 08:00 and 02:00 h in turkeys at the ages of 20, 30, and 45 weeks
than in birds at the age of 10 weeks.

The concentrations of 5-HTOL significantly changed during the daily cycle. The course
of these changes differed depending on the age of the birds and was similar to that of
5-HT levels.
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Figure 5. Concentrations (means) of 5-hydroxyindole acetic acid, 5-HIAA (A), and 5-
hydroxytryptophol, 5-HTOL (B), in the pineal organs of turkeys at the ages of 2, 7, 14, 28 days
and 10, 20, 30, 45 weeks. The horizontal bar represents the periods of light and dark phases of the
daily cycle. The letters on the charts show differences between age groups at each time-point in
Duncan’s test. The letters below the charts show differences between time-points within a group in
Duncan’s test. The same letters indicate means which are not significantly different.

2.2.7. 5-Methoxyindole Acetic Acid (5-MIAA) and 5-Methoxytryptophol (5-MTOL)

In contrast to 5-HIAA, the lowest concentrations of its metabolite, 5-MIAA, were
found in 2- and 7-day-old turkeys (Figure 6A). The concentration of 5-MIAA was higher
in birds at the age of 14 days than in younger birds between 08:00 and 20:00 h. In turkeys
aged 4 and 10 weeks, the pineal levels of 5-MIAA were significantly higher than in younger
birds at all time-points. The levels of 5-MIAA were significantly lower in 20-, 30-, and
45-week-old turkeys compared to 10-week-old birds during the photophase but not during
the scotophase.

The concentrations of 5-MIAA changed significantly during the daily cycle in all
groups of turkeys (Figure 6A). The concentrations of 5-MIAA in the pineal organs of 2-day-
old turkeys were significantly higher at 16:00 and 18:00 h than between 20:00 and 12:00 h.
In birds aged 7 and 14 days, they were significantly higher between 08:00 and 20:00 h than
between 22:00 and 04:00 h (or 06:00 h in 14-week-old birds). The highest levels of 5-MIAA in
these birds were noted in the second half of the photophase. In contrast, in older birds, the
concentrations of 5-MIAA were the highest in the first half of the photophase. In 28-day-old
turkeys, 5-MIAA concentrations were significantly higher during the photophase than
during the scotophase, with a peak at 12:00 h and a nadir at 02:00 h. Similar daily profiles of
5-MIAA levels, but with a peak at 10:00 h, were found in 10-, 20-, and 30-week-old turkeys.
In turkeys aged 45 weeks, the levels of 5-MIAA were only slightly higher in the first half
of the photophase than in the second one, and the lowest concentrations of 5-MIAA were
observed at 02:00 and 04:00 h.
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Figure 6. Concentrations (means) of 5-methoxyindole acetic acid, 5-MIAA (A), and 5-

methoxytryptophol, 5-MTOL (B), in the pineal organs of turkeys at the ages of 2, 7, 14, 28 days
and 10, 20, 30, 45 weeks. The horizontal bar represents the periods of light and dark phases of the
daily cycle. The letters on the charts show differences between age groups at each time-point in
Duncan’s test. The letters below the charts show differences between time-points within a group in
Duncan’s test. The same letters indicate means which are not significantly different.

The concentration of 5-MTOL decreased during the initial days after hatching and was
significantly lower in 7-day-old turkeys than in those at the age of 2 days at all time-points
(Figure 6B). Subsequently, it increased and exhibited more prominent daily fluctuations. In
turkeys at the ages of 14 and 28 days and 10 weeks, 5-MTOL concentrations reached the
levels found in 2-day-old birds during the photophase; however, they were much lower
than in 2-day-old turkeys during the scotophase. Compared with 10-week-old turkeys,
the concentrations of 5-MTOL were significantly lower in birds at the ages of 20, 30, and
45 weeks during the entire photophase. Significant differences in the level of 5-MTOL were
also noted between the birds aged 20 and 45 weeks during the photophase.

Daily fluctuations in 5-MTOL concentration, with higher levels during the photophase
than in the scotophase, were noted in all investigated groups of turkeys (Figure 6B). The
course of these fluctuations differed between the age groups. In 2-, 7-, and 14-day-old
turkeys, 5-MTOL concentrations were higher in the second half than in the first half of
the photophase, while in older animals the highest levels of 5-MTOL were noted shortly
after the onset of the photophase. In all groups of turkeys, the level of this compound
prominently declined after the onset of the scotophase.

2.2.8. 5-Methoxytryptamine (5-MTAM)

5-MTAM was undetectable in the pineal organs of 2-day-old turkeys. The level of
5-MTAM was greater than the quantification limit in birds aged 7 and 14 days, being higher
in older animals, but did not show daily fluctuations (Figure 7). The nighttime increase in
5-MTAM concentration was noted for the first time in 28-day-old turkeys. The scotophase
level of this amine was higher in turkeys at the age of 10 weeks than in birds aged 28 days.
In turkeys aged 20, 30, and 45 weeks, the nocturnal peak levels of 5-MTAM were similar to
those in 28-week-old birds but occurred later than in younger birds.



Int. . Mol. Sci. 2022, 23, 10872

10 0of 18

025 - | I
Age:
—s— 7 days d
0.20 —+— 14 days
= —e— 28 days
% —=— 10 weeks
= 20 weeks
2 0.15 | —+— 30 weeks
8 —e— 45 weeks
3
g
= 010
=
&
=
w b,
0.05 °
a  a
o :
08 10 12 14 16 18 20 22 24 02 04 06
clock time
7days a a a a a a a a a a a a
4days a a a a a a2 a a a a a a
28days a a a a a a b ¢ d ¢ b b
1O0weeks a a a a a a b ¢ ¢ ¢ ¢ d

20 weeks

30weeks b ab a a a a a b b b

45weeks b ab a a a a a b bc c d c
Figure 7. Concentration (means) of 5-methoxytryptamine, 5-MTAM, in the pineal organs of turkeys at
the ages of 2, 7, 14, 28 days and 10, 20, 30, 45 weeks. The horizontal bar represents the periods of light
and dark phases of the daily cycle. The letters on the charts show differences between age groups at
each time-point in Duncan’s test. The letters below the charts show differences between time-points
within a group in Duncan’s test. The same letters indicate means which are not significantly different.
The concentration of 5-MTAM was undetectable in the pineal organs of turkeys aged 2 days.

3. Discussion

The present study reports for the first time that the metabolic profile of pineal indoles
undergoes prominent changes during the post-embryonic development period of birds.
Our experiment covered a period from hatching through sexual maturation (start of egg
laying at the age of 24-25 weeks) to somatic maturity (age of 30 weeks) and also included
15 weeks of life thereafter. The phase of intensive growth (up to the age of 4 weeks) was
analyzed in detail by collecting samples at the ages of 2, 7, 14, and 28 days.

Four stages could be distinguished in the course of post-embryonic changes in the
metabolic profile of MLT synthesis-related indoles in the pineal organ of turkeys. The
first stage covered the period from hatching to the age of 14 days and was characterized
by large changes in the indole levels, including (i) a decrease in 5-HTRP concentration;
(ii) an increase in 5-HT concentration; and (iii) an increase in the concentrations of MLT,
5-MIAA, and 5-MTAM. The decrease in the 5-HTPR level seems to be a result of its intensive
utilization for 5-HT synthesis due to the increased activity of AADC. It occurs despite an
approximately two-fold increase in nighttime activity of TPH between the ages of 2 and
14 days. The analysis of enzyme activity and indole content demonstrated that the increase
in 5-HT concentration has two sources: (i) increased synthesis due to an elevation in the
AADC activity and (ii) diminished degradation by oxidative deamination, as indicated by
the decreased levels of 5-HIAA and 5-HTOL. The activity of monoamine oxidase (MAO)
was not measured in our study; therefore, we cannot explain the mechanism responsible
for the reduced degradation of 5-HT, and both the decreased activity of MAO and the
development of 5-HT storage in a cell compartment unavailable for MAO should be
considered. A study on the embryonic goose pineal organ showed that the unknown
mechanism of 5-HT protection against degradation by MAQO develops in embryonic life
and is further improved in post-embryonic life [15]. The increase in 5-methoxyindole
concentration is a result of a large, five-fold increase in the ASMT activity between the ages
of 2 and 14 days. The apparent consequences of elevated ASMT activity are the decrease in
NAS concentration and the increase in MLT concentration as well as the increase in 5-MIAA
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concentration. In contrast to NAS and MLT, the concentration of 5-HIAA was 10-fold higher
than 5-MIAA; therefore, methylation intensity has no effect on 5-HIAA levels. Surprisingly,
the level of 5-MTOL decreased between the ages of 2 and 7 days and then increased. The
decrease could be explained by a large drop in 5-HTOL concentration in this period and
the very high affinity of 5-HTOL to ASMT. The synthesis of 5-MTAM (at detectable levels)
started during the first stage of development, but it did show daily fluctuations.

The second stage of post-embryonic development of pineal indole metabolism was
defined by the results obtained in turkeys at the age of 28 days. At this stage, the activity
of AA-NAT and the concentrations of NAS and MLT reached their maximum values. The
activity of AADC was more than 20-fold higher in 28-day-old birds than in 14-day-old ones
and also reached the highest level in our study. The concentrations of 5-HT in turkeys aged
14 and 28 days were similar and the highest among the investigated groups of turkeys. The
concentrations of 5-HIAA, 5-HTOL, 5-MIAA, and 5-MTOL were much higher in 28-day-old
birds than in 14-day-old turkeys, pointing to more intensive synthesis and degradation of
5-HT in this stage than in the previous one. The concentration of 5>-MTAM was markedly
higher than in younger birds and showed prominent daily changes, with a peak at 24:00 h.
The level of TRP was also the highest in birds aged 28 days.

The metabolic profile of pineal indoles in turkeys aged 10 weeks was proposed by us
as the third stage of post-embryonic changes. It was characterized by almost 50% lower
concentrations of 5-HT and 5-HIAA compared to those in 28-day-old birds. In contrast,
the concentrations of 5-MIAA were similar, which suggests an increase in the methylation
capacity. The levels of NAS and MLT also did not vary between turkeys aged 28 days
and 10 weeks. The concentration of 5-MTAM reached its highest level in our experiment.
Regarding enzymes, the activity of TPH was lower than in younger turkeys, while there
were no differences in AADC and AA-NAT activities between stages two and three. The
ASMT activity was the highest measured in the present study.

The fourth stage covered the period from the age of 20 to 45 weeks, in which the
metabolic profile showed rather small changes. The most characteristic feature of this
period was prominently reduced synthesis, content, and degradation of 5-HT compared
to those in the previous stages. The activity of TPH and the concentration of 5-HTRP
were the lowest in these birds. The activity of AADC was reduced by approximately 25%
compared to that in 4-week-old turkeys, while 5-HT concentration was approximately
five- to ten-fold lower in these birds. The concentrations of 5-HIAA and 5-HTOL were
approximately two- to four-fold lower than those in 4-week-old turkeys. The decreases
in the 5-MIAA and 5-MTOL levels were lesser than those of their substrates, probably
because the activity of ASMT was reduced only by 20%. The reduction in 5-HT metabolism
progressed slowly from 20 to 45 weeks of age. It should be noted that, despite the changes
in 5-HT concentrations, there were no prominent differences in the activity of AA-NAT
and the levels of NAS and MLT at the nocturnal peaks. The maximum concentration of
5-MTAM was lower than that in 4- and 10-week-old birds.

The structural changes in the pineal organ of turkeys occurring during the period of
post-hatching development have been investigated by light and electron microscopy [21,22].
The results of these studies have enabled us to correlate changes in the profile of pineal
indoles with those in the pineal histology and ultrastructure. The turkey pineal organ
is characterized by a follicular organization of parenchyma throughout the entire period
of post-hatching life; however, the developmental changes affect many aspects of pineal
morphology [21,22,36,37]. From the perspective of the present study, the most important
are age-dependent transformations in the follicular wall architecture. The inner part of the
follicle wall, surrounding the follicular lumen, is formed by rudimentary photoreceptor
pinealocytes and ependymal-like supporting cells. The outer part of the follicle wall is
composed of secretory pinealocytes, astrocyte-like cells, and cell processes and their endings.
Up to the age of 4 weeks, the outer part of the follicle is limited to very few cells located
close to the basement membrane; therefore, the follicles are formed almost exclusively by
rudimentary photoreceptor pinealocytes and ependymal-like supporting cells. The number
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of cells in the outer part of the follicular wall is higher in 10-week-old turkeys but increased
largely in 20-week-old birds. Next, the number of secretory pinealocytes and astrocyte-like
cells continues to increase, causing a reversal in the proportion between the inner and outer
parts of the follicle wall. Ultrastructural studies showed that rudimentary photoreceptor
pinealocytes developed up to the age of 10 weeks and underwent regression after the age
of 20 weeks [21,22]. The progressive processes in these cells were the most intensive during
the first 4 weeks of post-embryonic life and included cell elongation, development of rough
endoplasmic reticulum and Golgi apparatus, increase in the number of mitochondria, and
formation of a regular stratified distribution of organelles. The regression of rudimentary
photoreceptor pinealocytes was visible as a shortage of cells and a decrease in the number
of organelles.

The first stage of changes in indole metabolism distinguished in the present study,
during which cells increase their capability of 5-HT and MLT synthesis, correlates with an
early phase of post-embryonic development of rudimentary receptor pinealocytes, charac-
terized mainly by an increase in the number of rough endoplasmic reticulum cisterns and
mitochondria. The second and third stages of post-embryonic changes in indole metabolism
coincide with the presence of highly developed rudimentary receptor pinealocytes with a
stratified distribution of organelles, numerous cisterns of rough endoplasmic reticulum,
well-developed Golgi apparatus surrounded by abundant clear and dense core vesicles,
and numerous mitochondria in their upper parts. Based on the present results, it can be
concluded that well-developed rudimentary receptor pinealocytes are characterized by
very high synthesis and metabolism of 5-HT. The rudimentary receptor pinealocytes are
slightly better developed during the third stage than during the second stage. Moreover,
secretory pinealocytes are more abundant during the third stage than during the second
stage. Therefore, lower 5-HT concentrations during the third stage could be attributed to
the final maturation of rudimentary receptor pinealocytes or the presence of more secretory
pinealocytes. The fourth stage of changes in indole metabolism correlates with a large
increase in the number of secretory pinealocytes and regression of rudimentary receptor
pinealocytes. It is reasonable to assume that the synthesis and degradation of 5-HT are
reduced in secretory pinealocytes, while MLT synthesis is kept at a similar level to that
in rudimentary receptor pinealocytes. The concentrations of 5-HT and 5-HIAA decrease
between 20 and 45 weeks of age, and, at the same time, there is an increase in the number
of secretory pinealocytes and the regression of rudimentary receptor pinealocytes.

Analyzing the results of morphological studies, it should be noted that, although the
quantitative ratios of pinealocytes to supporting cells have not been established, double
immunofluorescence staining for glial fibrillary acidic protein (supporting cells marker)
and ASMT clearly shows that the proportion between these cell populations does not
change noticeably from the age of 14 days to 56 weeks [22]. Supporting cells were negative
for the immunochemical reactions of TPH and 5-HT. Attention should be paid to the
intensive development of connective tissue around the follicles and in the pineal capsule
after the age of 20 weeks [21]. Considering that the proportion of connective tissue to
parenchyma increases during development, we expressed our data per soluble protein
content in homogenate, not per tissue weight, because the collagen fibers were not dissolved
during sonication. In this way, it was possible to reduce the effect of increased connective
tissue content on the results.

From an endocrinological point of view, it would be interesting to know the changes
in the total content of MLT in the pineal organ. The nocturnal peak value of MLT content
increased with the age of animals up to the end of the experiment, most intensively between
the ages of 2 and 10 weeks (Figure 8A). For comparison, the diurnal peak value of 5-HT
content decreased markedly after the age of 10 weeks (Figure 8B).
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Figure 8. Contents (means) of melatonin, MLT (A), and serotonin, 5-HT (B), at their peak values in
the pineal organs of turkeys at the ages of 2, 7, 14, 28 days and 10, 20, 30, 45 weeks.

The concentrations of all measured derivatives of TRP, except 5-MTMA, showed
significantly daily fluctuations throughout the entire study period; however, the course of
these fluctuations changed with the age of the turkeys. The data obtained from 2-day-old
birds should be considered with a remark that newly hatched chicks were purchased from
a commercial hatchery, where eggs were incubated without a strictly defined light/dark
cycle. The use of laboratory-hatched chicks was not possible because of the large number
of birds needed for the experiment. In all age groups, the daily fluctuations in indole
concentrations were driven by alterations in TPH and AA-NAT activities. The course of
daily changes in TPH activity changed prominently up to the age of 10 weeks and then
stabilized. Generally, the morning decrease in TPH activity started later in young birds than
in those aged 10 weeks and older. The nocturnal peaks of AA-NAT occurred with delay
in turkeys aged 20, 30, and 45 weeks compared to that in the younger birds. There were
also some differences in the shape of these peaks. The age-dependent changes in the daily
profiles of 5-TPH, 5-HT, 5-HIAA, 5-HTOL, 5-MIAA, and 5-MTOL were highly variable
because they were the results of alterations in the activity of both TPH and AA-NAT. In
contrast, the changes in daily profiles of NAS and MLT followed the alteration in AA-NAT
activity. The daily rhythm of 5-MTAM occurred from the age of 4 weeks. The mechanism
of its generation is unknown. The nocturnal peak of 5-MTAM appeared 4 h later in turkeys
aged 20, 30, and 45 days than in those aged 4 and 10 weeks.

The differences in the daily profiles of MLT synthesis enzymes and indoles between
the turkeys at age 20-45 weeks and younger birds are most probably related to the increased
number of secretory pinealocytes. It should be noted that pinopsin, a non-visual opsin, is
present in the turkey pineal organ during the entire period of postnatal development, but
its distribution shows prominent age-dependent changes, including a subsequent increase
in pinopsin-positive processes in the outer part of the follicle wall and a reduction in
the number and size of positive apical extensions [23]. These data suggest that secretory
pinealocytes are photoreceptive. The studies performed in superfusion culture showed that
the pineal organs of 45-week-old turkeys were less sensitive to light exposure at night than
those of 10-week-old ones [23]. However, it should be underlined that the pineal organs
of 45-week-old turkeys in vitro secrete melatonin in a well-entrained diurnal rhythm and
adopt their secretory activity to a reversed light/dark cycle as fast as the pineal organs
of 10-week-old turkeys and faster than the pineal organ of 15-week-old chickens [38],
12-week-old geese [39], and 9-month-old ducks [40]. The differences in daily profiles of
indoles and enzymes involved in their synthesis between young and adult turkeys may
also be related to the increased role of sympathetic regulation with the age of birds, as was
suggested by the studies performed on domestic chickens [41]. Sympathetic innervation
provides the signal from the suprachiasmatic nucleus that acts as a circadian oscillator
controlled by the retina [42,43]. This signal can affect the thythm generated by pinealocytes
under the control of their light reception cascades.
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4. Materials and Methods
4.1. Birds and Experimental Design

This study was performed on female domestic turkeys, Hybrid Converter strain
(Hendrix Genetics, Boxmeer, The Netherlands), obtained from a commercial hatchery
(Grelavi, SA, Olsztyn, Poland). One-day-old chicks were transported to the chronobiological
animal laboratory at the Faculty of Veterinary Medicine, University of Warmia and Mazury
in Olsztyn, Poland, where birds were reared for 45 weeks. The turkeys were kept under a
12 h light/dark cycle with a light intensity of 20 Ix measured at the head level. The light
was provided by tungsten lamps (3200 K), which were automatically switched on at 07:00 h
and switched off at 19:00 h. The birds had free access to standard food and water. At the
ages of 2,7, 14, and 28 days, 5 turkeys were euthanized at 08:00, 12:00, 14:00, 16:00, 18:00,
20:00, 22:00, 24:00, 02:00, 04:00, and 06:00 h. At the ages of 10, 20, 30, and 45 weeks, 4 birds
were sacrificed at the same time-points. The pineal organs were collected immediately and
frozen at —75 °C. During the night, procedures were conducted in complete darkness using
noctovision goggles. The experiment was performed as per Polish and EU law (Opinion of
the Animal Welfare Board of the FVM, UWM in Olsztyn, 2 December 2019).

4.2. Assay of Enzyme Activity and Indole Content
4.2.1. Sample Preparation

Frozen pineal glands were weighed and sonicated (5 x 2's, 1 W) in 200 pL of cold
water using a Vibra-Cell VC 70 ultrasonic processor equipped with a 2 mm probe (Sonics
and Materials Inc., Newtown, CT, USA) in an ice bath. Then, 80 uL of homogenate was
added to an Eppendorf tube containing 20 uL of 1 mM perchloric acid, and the mixture was
vortexed and incubated for 15 min in an ice bath. After centrifugation at 30,000 g (4 °C)
for 15 min (Allegra 64R, Coulter Beckman, Brea, CA, USA), the supernatant was carefully
transferred into autosampler vials and used in the assay of MLT synthesis-related indoles.
From the remaining part of the homogenate, 20 pL aliquots were added to Eppendorf tubes
containing substrates used in the assays of TPH, AADC, AA-NAT, and ASMT. The time
between the tissue sonication and the beginning of incubation in the enzyme assays did
not exceed 30 s.

4.2.2. Content of Melatonin Synthesis-Related Indoles

The indole content in the pineal organ homogenates was measured by HPLC with
fluorescence detection [44] using a Vanquish Duo U/HPLC system equipped with two gra-
dient pumps, a cooled dual split autosampler, column compartment, and two fluorescence
detectors (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), as previously described [45].

4.2.3. Measurement of the Melatonin Synthesis Pathway Enzymes’ Activities
TPH Activity

The activity of TPH was determined by measuring the accumulation of 5-HTP dur-
ing incubation of the pineal homogenate with appropriate substrates and the AADC
inhibitor [46] according to a previously described protocol [45].

AADC Activity

The activity of AADC was determined by measuring the decarboxylation of 5-HTP
into 5-HT in the presence of a monoamine oxidase inhibitor [47] according to a previously
described protocol [45].

AA-NAT Activity

The AA-NAT activity was determined by measuring the accumulation of N-
acetyltryptamine [48] according to a previously described protocol [45].
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ASMT Activity

ASMT activity was determined by measuring the accumulation of MLT [49] according
to a previously described protocol [45].

4.3. Assay of Protein Content

The pineal homogenate was diluted in water and used to determine the protein content
using the Quant-iT™ Protein Assay Kit.

4.4. Statistical Analysis

The data were analyzed using two-way analysis of variance (ANOVA) with age and
sampling time as factors. Duncan’s test was used as a post hoc test. A p-value < 0.05 was
considered statistically significant. The analyses were performed using Dell Statistica 13
(Version 13.1 PL, Dell Inc., Tulsa, OK, USA).

5. Conclusions

The concentration of MLT (expressed per unit of soluble protein content) at the noctur-
nal peak increased in the turkey pineal organ up to the age of 4 weeks and then remained
at a rather constant level until the age of 45 weeks, when the study was finished. Because of
pineal organ growth, the total content of MLT at the nocturnal peak increased with different
intensities until the end of the experiment. However, the analysis of indoles other than
MLT and enzymes involved in their synthesis revealed that, beyond this simple image of
developmental changes, there are large transformations in the metabolism of pineal indoles.

Four stages could be distinguished in the course of the post-embryonic changes in the
metabolic profile of MLT synthesis-related indoles. The first stage covers the period from
hatching to the age of 2 weeks and is characterized by (i) the decrease in 5-HTRP concen-
tration; (ii) the increase in 5-HT concentration; and (iii) the increase in the concentration
of MLT, 5-MIAA, and 5-MTAM. During the second stage, around the age of 1 month, the
activity of AA-NAT and the concentrations of NAS and MLT reach their maximal values.
The synthesis and degradation of 5-HT at this stage are the highest among the investigated
age groups of turkeys. The third stage, around the age of 10 weeks, is characterized by
approximately 50% decreased concentrations of 5-HT and 5-HIAA. The levels of 5-MIAA
are similar to those in the second stage, which is correlated with the highest activity of
ASMT. The concentration of 5-MTAM also reaches the highest level. The last (fourth) stage
covers a period from the age of 20 to 45 weeks and is characterized by extraordinarily
decreased synthesis, content, and degradation of 5-HT. The changes in the metabolism of
pineal indoles correlate with the development of rudimentary receptor pinealocytes (stages
I'and II) and secretory pinealocytes (stage IV). The obtained results have demonstrated that
the concentrations of all measured derivatives of TRP show significant daily fluctuations
up to the age of 45 weeks; however, the course of these fluctuations changed with the age
of turkeys. The prominent shift in nocturnal peaks of AA-NAT, NAS, and MLT correlates
with the predominance of secretory pinealocytes.

The obtained results show that the studies of indole metabolic profiles may provide
many important data on developmental and aging processes occurring in the pineal gland,
both in non-mammalian and mammalian species.
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Abbreviations

5-HIAA  5-hydroxyindoleacetic acid

5-HT serotonin

5-HTOL  5-hydroxytryptophol

5-HTRP  5-hydroxytryptophan

5-MIAA  5-methoxyindoleacetic acid

5-MTAM 5-methoxytryptamine

5-MTOL  5-methoxytryptophol

5-MTRP  5-methoxytryptophan

AADC aromatic L-amino acid decarboxylase
AA-NAT  arylalkylamine N-acetyltransferase
ASMT N-acetylserotonin O-methyltransferase
HPLC high-pressure liquid chromatography

MLT melatonin
NAS N-acetylserotonin
TPH tryptophan hydroxylase
TRP tryptophan
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