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GENY ZEGARA BIOLOGICZNEGO

Wiele procesow fizjologicznych, biochemicz-
nych czy zwigzanych z zachowaniem sie orga-
nizméw, poczgwszy od bakterii (wykryto je na-
wet u cyjanobakterii— Kondo i wspotaut. 1994)
a skonczywszy na cztowieku, wykazuje wyrazng
rytmicznosé (Cymborowski 1984, 1991, 1992;
Hastings | wspoétaut. 1991). Procesy cykliczne
obejmujg bardzo szeroki zakres: od sekund (np.
skurcze serca) przez tygodnie (np. cykl men-
struacyjny) do miesiecy (np. zmiany sezonowe).
Wiele z tych procesOw przebiega w rytmie obro-
tu Kuli Ziemskiej dookota wiasnej osi, dopaso-
wujac sie do dnia i nocy. Ewidentnym tego
przyktademjest nasz rytm aktywnosci i snu. Te
dobowe rytmy sa pod kontrolg endogennych
zegaréw komoérkowych, ktére moga by¢ syn-
chronizowane przez bodzZce Srodowiskowe,
wsrod ktérych najsilniejszymjest swiatto. W tak
zwanych warunkach stalych, na przykiad w
statej ciemnosci lub w statym oswietleniu, co
tatwo mozna uzyska¢ w laboratorium, rytmy
ciggle istniejg, zmienia sie tylko ich okres z
24-godzinnego na kroétszy lub dtuzszy stad zwa-
ne sg rytmami cirkadialnymi (tac. circa— okolo;
dies — dzien) lub okotodobowymi. Jest to jeden
z pierwszych dowoddéw na istnienie endogenne-
go zegarabiologicznego. Zas ostatnie lata badan
z tego zakresu dowiodty, ze podstawg funkcjo-
nowania tego mechanizmu sa tak zwane geny
zegara. Wiele z nich zostato juz doktadnie zba-
danych, przynajmniej te, ktore okazaty sie nie-
zbedne do ujawniania sie rytmiki r6znych pro-
ces6w fizjologicznych w warunkach statych,

czyli pozbawionych dawcéw czasu (niem. Zeit-
geber) pochodzacych ze Srodowiska. We wszy-
stkich badanych przypadkach niezbednym
czynnikiem warunkujgcym okreslony rytm jest
cyklicznie zmieniajacy sie poziom przynajmniej
jedenego z biatkowych produktéw licznych ge-
néw zegarowych (Crosthwaite i wspotaut.
1995).

Chociaz nie poznano jeszcze dokiadnie w
jaki sposob ,utrzymywane ” sg w organizmie
dobowe zmiany poziomu biatek zegarowych, to
w przypadku najlepiej dotychczas zbadanych
pod tym wzgledem organizméw: muszki owoco-
wej (Drosophila melanogaster) i plesni (Neuro-
sporacrassa} nalezacej do grzybow workowcow,
wydaje sie pewne, ze biatka te regulujg trans-
krypcje wiasnych genéw na zasadzie ujemnego
sprzezenia zwrotnego (Kioss i wspotaut. 1998,
Price i wspétaut. 1998). Znalazto to swoj wyraz
w wielu artykutach przeglgdowych zamieszczo-
nych w prestizowych czasopismach takich jak
-Nature ” czy ,Science ” (m.in. Duniap 1998,
Reppert 1998, Sassone-Corsi 1998, Schibler,
1998, Young 1998). W niektérych z nich pisze
sie wprost o ,eksplozji” prac zwigzanych z gene-
tycznymi badaniami nad mechanizmem zegara
biologicznego.

Poniewaz rozpoczeto tez badania nad gene-
tycznym uwarunkowaniem zegara biologiczne-
go ssakéw, nie wytgczajgc takze cztowieka (Bae
i wspétaut. 1998, Zyika i wspotaut. 1998), za-
gadnieniom tym bedzie poswiecona ostatnia
czes¢ tego artykutu.
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ZEGAR MUSZKI OWOCOWEJ

Juz okoto 30 lat temu Konopka i Benzer
(1971) stwierdzili, ze gen per (ang. periodicity)
jest niezbedny do uwidocznienia sie w warun-
kach statej ciemnosci (DD) rytmu aktywnosci
lokomotorycznej muszki owocowej (Drosophila
melanogaster). Aktywnos¢ tego genu niezbedna
jest réwniez w procesie rytmicznego wychodze-
nia tych owadéw z poczwarek, tak zwanych
linien imaginalnych. Autorzy ci otrzymali trzy
grupy mutantéw muszek, réznigcych sie mie-
dzy sobg dtugoscig okresu spontanicznego ryt-
mu aktywnosci i wspomnianych juz liniert ima-
ginalnych. Jedna grupe stanowity owady o krot-
kim (19 godz) okresie rytmu (pers), druga owady
o dilugim (28 godz) rytmie [per), za$ trzecig
grupa byty owady, ktére w wyniku mutacji utra-
city catkowicie rytm (per®). Przypomnijmy, ze
owady normalne w warunkach stalej ciemnosci
wykazuja rytmy, ktérych okresy sa zblizone do
24 godz.

W dalszych badaniach oprécz genu per
stwierdzono u muszki owocowej obecnosé jesz-
cze innego genu tim (timeless), ktérego mutacja
prowadzi rowniez do utraty badanych rytmow
(Sehgal i wspétaut. 1994, 1995). U tego gatun-
ku zidentyfikowano takze gen dClock (d - od
Drosophila), ktérego produkt spetnia funkcje
czynnika aktywujacego transkrypcje genéw per
i tim. (Choogon iwspdtaut. 1998). Na tymjesz-
cze nie koniec. Badania ostatnich kilku miesie-
cy dostarczyty danych o obecnosci jeszcze jed-
nego genu cyc (ang. cycle), ktérego odpowiedni-
kiem u ssakow jest gen Bmall (ang. brain and
muscle ARNT-like factor), i ktérego mutacja
powoduje aiytmicznos¢, obnizenie ekspresji ge-
Nu per (Gekakis I wspolaut. 1998, Rutila |
wspotaut. 1998, Darlington iwspotaut. 1998),
zas ekspresja genu tim zachodzi wtedy w rytmie
18 27 godzin (Price iwspotaut. 1998, Kloss i

Rye. 1 ,Cho6d ” zegara biologicznego Drosophila odbywa sie na zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego.
Biatka powstajace w wyniku aktywacji genéw zegara wedrujg do jadra komdérkowego hamujac dalsze ich
powstawanie poprzez blokowanie wtasnych gendéw (zaczernione linie dochodzace do CLOCK-BMAL1).

Zachodzenie kolejnych etapoéw w warunkach 12 godzin swiatta i 12 ciemnosci (fragment szaiy) zaznaczonych literami od

A do F zajmuje 24 godzin. W warunkach statej ciemnosci caty cykl zachodzi w ciagu okoto 24 godzin (rytmy okotodobowe)
a zastosowanie w takich warunkach kilkuminutowych pulséw $wiatta (duze strzatki) powoduje zmiane fazy rytmu
(opdznienie lub przyspieszenie). Mate elipsy réznych ksztattéw oznaczajg zdegradowane biatko. Dalsze objasnienia w
tekscie. Wedlug w itsbachera i Takahashi (1998), zmodyfikowane.
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wspotaut. 1998), stad postulowanie obecnosci
jeszcze jednego genu dbt (ang. double-time).

Na czym polega wspétdziatanie tych genow
w kontroli badanych rytmoéw przedstawia Ryc.
1 Kolejnosé¢ poszczegélnych zdarzen zaznaczo-
na na schemacie literami: A-F zachodzi w ko-
maorce zegara w okresie 24 godzin w warunkach
zmieniajgcego sie Swiatla i ciemnosci (np. LD
12:12) lub w okresie okoto 24 godzin w warun-
kach statych (np. statej ciemnosci DD). Biatka
powstate w wyniku aktywacji genoéw clock i bmal
tworza heterodimery CLOCK-BMAL, ktore tacza
sie z promotorami gendw per i tim, z sekwencjag
nukleotydowsg E (5’-CANNTG-3j w promotorach
genow per i tim, aktywujac transkrypcje i syn-
teze MRNA (Wilsbacher i Takahashi 1998). Da-
lej mMRNA jest transportowany do cytoplazmy i
w wyniku translacji powstajg biatka PER i TIM.
Maksymalne ich stezenie przypada na poczatek
nocy w warunkach LD ijak stwierdzono, zalezy
ono od dwéch proceséw degradujacych te biat-
ka. Zjednej strony poziom biatka TIM zalezy od
dtugosci fotoperiodu, poniewaz podlega ono de-
gradacji pod wptywem Swiatta. Jest to niezmier-
nie istotny proces bowiem umozliwia organi-
zmowi dostosowywanie sie do zmiennych dtu-
gosci dnia w warunkach naturalnych (krotszy
dzien — wiecej TIM w komdrce). Natomiast
poziom biatka PER moze by¢ regulowany na
skutek fosforylowania go przez biatko DBT, co
czesciowo obniza jego destabilizacje. Z poczat-
kiem nocy PER i TIM tworzg stabilne heterodi-
mery, co umozliwia ich transport do jadra ko-
morkowego. Po wejsciu do jadra komoérkowego
hamujag transport heterodimeréw CLOCK-
BMAL, bedacych, jak juz wiemy, czynnikami
aktywujacymi transkrypcje genéw per i tim w
wyniku czego jest hamowana produkcja biatek
PER i TIM. Przy braku produkcji obu tych biatek
oraz czesciowej ich degradacji, zostaje zniesione
hamowanie transkrypcji genéw per i timi cykl
zaczyna sie od nowa. Szczegodty dotyczace pro-
cesOw hamowania aktywnosci tych gendéw nie
sq jeszcze znane, ale wydaje sie pewne, ze
.chdd” zegara biologicznego muszki owocowej
odbywa sie na zasadzie ,.samonapedzajacego”
sie ujemnego sprzezenia zwrotnego.

Gdzie jest zlokalizowany zegar u owadow?
Jeszcze kilkanascie lat temu odpowiedz byta
prosta — w uktadzie nerwowym, a szczegélnie
w moézgu. Doswiadczenia polegajgce na usuwa-
niu poszczego6lnych fragmentéw tego narzadu
wskazywaly, ze zegar kontrolujgcy rytm aktyw-
nosci lokomotorycznej znajduje sie w ptatach
wzrokowych mézgu (Page 1985), jak to jest w
przypadku karaczana (Periplaneta americana).
U Swierszcza domowego (Acheta domesticus)
gtébwny mechanizm zegarowy kontrolujacy ryt-
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mike aktywnosci lokomotorycznej znajduje sie
w komdrkach neurosekrecyjnych miedzyméz-
gowia (Cymborowski i Brady 1972, Cymboro-
wski 1973). W tych komoérkach odbywa sie w
sposéb rytmiczny synteza RNA (Cymborowski i
Dutkowski 1969) oraz biatek (Cymborowski i
Dutkowski 1970), w tym by¢ moze niektérych
biatek nalezacych do grupy biatlek zegara. Jak
wykazaty bowiem badania z zastosowaniem tak
zwanej parabiozy — tgczenia owada rytmiczne-
go z osobnikiem nierytmicznym, kontrola ryt-
mu aktywnosci lokomotorycznej przez zegar od-
bywa sie za posrednictwem hemolimfy (Cymbo-
rowski i Brady 1972). W peini powiodia sie tez
préba transplantacji zegara znajdujacego sie w
mdzgu z owada rytmicznego do nierytmicznego
powodujac powstanie u biorcy takiego rytmu,
jakim charakteryzowal sie dawca (Cymboro-
wski 1981).

Podobnie zegar zlokalizowany jest w mdzgu
réwniez u muchy domowej (Musca domestica) i
muchy miesnej (Calliphora vicina) co stwierdzili
Helfrich i wspoétaut. (1985) i Cymborowski i
wspotaut. (1994). To samo dotyczy muszki owo-
cowej (Helfrich-Foéster 1996). Ostatnio ukazat
sie bardzo obszerny artykut podsumowujacy
wyniki wieloletnich badann nad anatomiczna lo-
kalizacja zegara biologicznego owadéw (Hel-
frich-Féster iwspolaut. 1998). Liczne badania
dowodzity, ze w tych wiasnie strukturach gdzie
jest lokalizowany zegar zachodzi gtéwnie eks-
presja genu per. Wynalezienie jednak w ostat-
nich latach techniki otrzymywania transgenicz-
nych muszek posiadajgcych reporterowy gen
lucyferazy podtaczony do promotora genu per,
odpowiedz na temat lokalizacji zegara bardzo
skomplikowato (Brandes i wspétaut. 1996).
Okazato sie, ze u muszki owocowej gen perjest
wigczany i wytgczny w réznych czesciach ciata
(nawet w komoérkach skrzydet), a takze w roz-
nych okresach w ciggu doby (Green 1998). U
larw mola woskowego (Galleria mellonella) zegar
biologiczny regulujacy dobowy rytm uwalniania
do hemolimfy ekdysteroidow jest zlokalizowany
w gruczotach protorakalnych (Cymborowski i
wspotaut. 1989, 1991). Coraz wiecej danych
wskazuje, ze w organizmie owada wystepujg
liczne zegary funkcjonujgce niezaleznie od
ukitadu nerwowego (Hege i wspétaut. 1997).
Znalazto to tez wyraz w Swietnym artykule prze-
gladowym Giebultowicz (1999). Szczesliwie,
wszystkie wyniki wskazuja, ze ekspresja genu
per zachodzi z najwiekszg intensywnoscig w
tych czesciach moézgu, ktére od dawna sg uzna-
wane za gtéwne osrodki zegara. Jednakze, czy
takie ,nadrzedne ” zegary sg potrzebne w orga-
nizmie, w sytuacji gdy praktycznie kazda ko-
morka posiada swdj wlasny zegar i do tego
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specjalne barwniki (kiyptochromy) wrazliwe na
niebieskie $Swiatlo (pozawzrokowa fotorecep-
cja)? Moze wystarczy Swiatlo stoneczne, jako

gtéwny zegar, czy dawca czasu dla organizmu?
Jak jest naprawde, pokazg przyszie badania.

ZEGAR PLESNI NEUROSPORA CRASSA

U powszechnie wystepujacej plesni Neuro-
spora crassa nalezacej do grzybdéw workowcow,
ktéra w rytmie 24-godzinnym wytwarza zarod-
niki wegetatywne (konidia) (Ryc. 2), wykryto
gen frq (ang. frequency) kontrolujacy ten rytm

(Loros 1995, Dunlap 1996, Bell-Pedersen i
wspotaut. 1996). Oproécz niego stwierdzono obe-
cnos¢ dwu innych genéw: wec-1 i we-2 (white
collar-11i 2), ktore sg takze odpowiedzialne za
rytm produkcji konidiéw, ale réwniez kontrolu-
ja poziom ekspresji genu frq (Crosthwaite i
wspétaut. 1997). Tak, jak w przypadku muszki
owocowej, takze i u tego organizmu wykryto
mutanty o krotkim i dtugim rytmie tworzenia
konidiéw, jak rowniez mutanty nierytmiczne.
Podobnie, jak biatko PER u muszki, tak u tego
organizmu biatko FRQ wchodzi dojadra komaor-
kowego i hamuje transkrypcje genu frq na za-
sadzie sprzezenia zwrotnego (Ryc. 3). Réznica
polega na tym, ze jak dotychczas nie wykryto
innego biatka tworzgcego z FRQ heterodimeréw
przed jego translokacjg do jadra. Jednakze i w
tym przypadku caty cykl obserwowanych zja-
wisk zamyka sie w granicach okoto 24 godzin

ZEGAR

Juz od przeszio ¢wiercwieczajest wiadomo,
ze zegar biologiczny ssakow jest zlokalizowany

(Aronson i wspoOtaut. 1994). Natomiast wspo-
mniane geny wec-1 i wc-2 kodujgce biatka zawie-
rajgce tak zwane palce cynkowe — elementy
strukturalne uczestniczace w oddziatywaniu z
DNA -wydaja sie by¢ zaangazowane w regulacje

Ryc. 2. U ple$ni Neurospora crassa hodowanej na
szalce w warunkach Swiatta i ciemnosci, wytwa-
rzanie konidiosporow (jasne kregi) odbywa sie
doktadnie co 24 godziny. W warunkach stalej
ciemnosci rytm ten ciggle istnieje na skutek ryt-
micznej ekspresji genujfq ijest rytmem okotodo-
bowym. A - punkt startowy wzrostu grzybni,
funkcji zegara. Szczegdlnie gen wec-1 jest nie-
zbedny do ekspresji genufrq wywotywanej przez
Swiatlo (Crosthwaite i wspOtaut. 1995). Jed-
nakze nie stwierdzono dotychczas, by produkty
tych genoéw taczyly sie z promotorem genu frg,
czy tez petnity funkcje czynnikéw aktywacyj-
nych transkrypcji. Sekwencja aminokwasowa
biatka FRQ wydaje sie wskazywac¢ na mozliwo-
sci petnienia takich funkgji, ale brak ciggle na
to jednoznacznych dowodéw (Lewis i wspétaut.
1997). Ostatnio badacze sktaniajg siejednak do
modelu, w ktérym biatka WC-1 i WC-2 i pra-
wdopodobnie biatko CLOCK petnig role czynni-
koéw aktywacyjnych transkrypcji genu frq, zas
biatko FRQ po spetnieniu funkcji zegara kon-
trolujacego rytmiczng produkcje konidiéw
wchodzi dojadra i nazasadzie sprzgzenia zwrot-
nego wytacza wiasny gen.

SSAKOW

w jadrze nadskrzyzowaniowym (nucleus supra-
chiasmaticus, SCN) podwzérza (W eaver 1998).
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Usuniecie tego jadra prowadzi do zaburzen ob-
serwowanego rytmu (np. zwierze staje sie nie-
rytmiczne pod wzgledem aktywnosci lokomoto-
rycznej), zas jego implantacja rytm taki przy-
wraca (Turek 1994). Dalej okazato sie, ze geny
zegara homologiczne do zidentyfikowanych u
Drosophila podlegaja ekspresji réwniez w SCN
ssakow (Albrecht 1997). Po identyfikacji ho-
mologéw per u myszy i cztowieka (Sun i wspot-
aut. 1997, Tei iwspotaut. 1997, Bae i wspotaut.
1998) oraz po sklonowaniu genu Clock myszy
(Antoch iwspoétaut. 1997), wydaje sie pewne, ze
mechanizm regulacji ich eksperesjijest podob-
ny do opisanego powyzej dla muszki owocowej,
tym bardziej, ze w styczniu tego roku doniesio-
no o zidentyfikowaniu genu tim u myszy i czto-
wieka (Sangoram iwspotaut. 1999). Zaréwno u
myszy, jak i u cziowieka wykryto trzy geny:
Perl, Per2, Per3. Kodowane przez nie biatka
zawierajg charakterystyczng domene PAS (PER,
ARNT, SINGLEMINDED), podobnie jak tojest u
Drosophila i Neurospora (Ryc. 4). Ekspresja
wszystkich trzech gendéw zachodzi w sposéb
rytmiczny w SCN myszy i to zar6wno w LD 12 : 12,
jak i w stalej ciemnos$ci, przesuniete sg tylko
wzgledem siebie ich fazy maksymalnej aktyw-
nosci. Funkcje czynnikéw aktywacyjnych
transkrypcji tych genow peinig dimery CLOCK-
BMAL, ktore tgczg sie z sekwencjg nukleotydo-
wa E, podobnie jak to obserwowaliSmy u Dro-
sophila (Ryc. 5). Podobnie tez jak u muszki,
réwniez u ssakéw wykryto kryptochromy (pier-
wotnie wykryte u roslin (Somers i wspoétaut.
1998) wrazliwe na Swiatto niebieskie i zidentyfi-
kowano dwa geny [Cry 1i Cry2) wyrazane zarOw-
no w siatkdwce oka, jak i w SCN (Randy i
wspétaut. 1998), co stawiaje w rzedzie dobrych
czynnikéw petnigcych funkcje synchronizaciji
chodu zegara biologicznego zgodnego z aktual-
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Ryc. 3. Schematyczne przedstawienie
mechanizmu zegarowego plesni Neu-
rospora crassa z udziatem genu frq.

Aktywacja tego genu odbywa sie przy
udziale swiatta w warunkach LD, lub za-
chodzi spontanicznie w warunkach statej
ciemnosci po spadku stezenia biatka FRQ,
ktére na zasadzie sprzezenia zwrotnego
ujemnego hamuje ekspresje genufrq. Dal-
sze szczeg6ty w tekscie, ccg-1 i ccg-2 —
geny kontrolowane przez zegar (clock con-
trolled genes). Wedtug Lorosa (1995), zmo-
dyfikowane.

nie panujacymi warunkami srodowiska (Thres-
her i wspotaut. 1998).

Zadziwiajacy jest tez stopiernn homologii se-
kwencji aminokwasowej biatek zegara (Ryc. 6).
Na uwage zastuguje fakt, ze miedzy biatkiem
PER cztowieka i myszy istnieje roznica dtugosci
tylko jednego aminokwasu, a identycznos¢ se-
kwencji aminokwasowej wynosi az 92%. Zaréw-
no u ssakoéw, jak i muszki owocowej wystepuja
konserwowane rejony, a miedzy nimi ten naj-
wazniejszy, wspomnianyjuz PAS umozliwiajgcy
taczenie sie biatlek w dimery (Kay 1997). Oprécz
genu per jeszcze dwa inne: jerk i cyc sg bardzo
podobne ze stwierdzanymi u ssakow (Reppert

Ryc. 4. Poréwnanie struktury biatek zegara réznych
organizméw. Uwage zwraca fakt zawierania przez nie
podobnych sekwencji zaréwno u myszy (mouse), owa-
dow [Drosophila) i grzybéw (Neurospora), szczegolnie
dotyczy to sekwencji PAS, ktére umozliwiajg taczenie
sie biatek w dimery, co z kolei warunkuje ich wcho-
dzenie do jadra komoérki i hamowanie transkrypcji
wiasnych gendw.

Q-rich — obszar bogaty w glutamine: TG repeat — obszar

z powtorzeniami Treonina-Glicyna; Zn-finger — palec cyn-
kowy; bHLH — domena: zasadowy heliks-petla-heliks. Wie-
cej szczegotow w tekscie. Wedtug G reena (1998), zmody-
fikowane.
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1998), wydaje sie wiec, ze podstawowe elementy
wchodzace w sktad zegara biologicznego podle-

gaty konserwacji podczas trwajacej setki milio-
néw lat ewolucji zwierzat.

JAK SWIATLO PRZESUWA WSKAZOWKI ZEGARA?

Stosunkowo mato wiadomo o sposobie od-
dziatywania Swiatta na funkcje zegara biologi-
cznego. U zwierzat sygnaly sSwietlne nie wydaja

ssaka. W obu przypadkach funkcje czynnika akty-
wujgcego transkrypcje genu per odgrywajg dimery
biatek CLOCK — BMAL #aczace sie z ramkag E. U
ssakow brak tylko jeszcze ostatecznych dowodéw na
istnienie genu tim, chociaz sgjuz pierwsze doniesie-
nia na ten temat. Wedtug Repperta (1998), zmodyfi-
kowane.

sie dociera¢ do zegara poprzez normalne barw-
niki takie, jak opsyna. Na przyktad mysz, ktéra
ma zdegenerowana siatkéwke i nie reaguje na
bodzce Swietlne, jest ciagle wrazliwa na Swiatto
przesuwajace fazy rytmu jej aktywnosci loko-
motorycznej (Provencio i Foster 1995). Wprost
nieprawdopodobnym wydaje sie doniesienie o
mozliwosci przesuwania faz rytmoéw cziowieka
przez naswietlanie skéryw czesci podkotanowej
(Oren iTerman 1998), co moze mie¢ praktyczne
znaczenie w stosowanej juz od dawna fototera-
pii (Touitou i Haus 1992). Podobnie u owadow,
bodzce Swietlne synchronizujgce rytmy aktyw-
nosci lokomotorycznej docierajg do zegara dro-
ga pozawzrokowa, nawet bez udziatu wystepu-
jacych u nich przyoczek (Cymborowski i wspot-
aut. 1994, cymborowski 1995). W przypadku
muchy [Calliphora vicina) udato sie takie fotore-
ceptory zidentyfikowa¢ w roznych czesciach
mobzgu (Cymborowski i Korf 1995). W dalszych
badaniach wykazano, ze wrazliwos¢ tego owada
na bodzce sSwietlne podlega modulacji z udzia-
tem serotoniny (Cymborowski 1998).

Ciggle jednak pozostaje pytanie w jaki spo-
s6b sygnaty Swietlne docierajg do zegara prze-
suwajac jego wskazoéwki. Wiele grup badaczy
zegara ssakow przedstawito dowody na udziat
gendw kodujacych czynniki transkrypcyjne
(proto-onkogeny), w tym genu c-fos, w transmi-
sji sygnatéw swietlnych do SCN, gdzie zlokali-
zowanyjest zegar (Takahashi 1991). Wydaje sie,
ze w podobny sposéb swiatto dociera do zegara
owadoéw. Przynajmniej tak jest w przypadku
wspomnianej juz muchy Calliphora. W bada-
niach immuno-histochemicznych stwierdzono,
ze ekspresja genu c-fos w mézgu tego owada
zachodzi tylko w takich okresach doby, w kto-
rych bodziec $wietlny stosowany w warunkach
statej ciemnosci powoduje opdéznienie lub przy-
spieszenie fazy rytmu aktywnosci lokomotory-

Ryc. 6 Poréwnanie sekwencji aminokwasowej zidentyfikowanych biatek zegara. Prostokgtami zaznaczono
silnie homologiczne sekwencje biatek cztowieka (h), myszy (m) i muszki owocowej (d). Dalsze objasnienia w
tekscie. Wedtug Tei i wspotaut. (1997), zmodyfikowane.
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cznej (Cymborowski i King 1996). W okresach
kiedy nie stwierdzano takiego przesuniecia ryt-
mu, ekspresja c-fos w komérkach neurosekre-
cyjnych pars intercerebralis mézgu nie zacho-
dzita (Ryc. 7). Nalezy zaznaczy¢, ze whasnie w tej
czesci mdzgu jest lokalizowany zegar badanych
owadow. Wydaje sie wiec, ze badania nad mo-

PODSU

W ostatnich kilku latach zrobiono ogromny
postep w badaniach nad molekularnymi pod-
stawami zegara biologicznego. Zidentyfikowano
wiele nowych gendéw zegara, z ktorych wie-
kszos¢ udato sie sklonowac i scharakteryzowac.
Szczegoélnie wyrazny postep w tym zakresie za-
znaczyt sie w badaniach zegara biologicznego
owadow i plesni Neurospora crassa. Poznalismy
juz w miare dobrze molekularne podstawy ta-
kich zjawisk jak synchronizacja rytméw do
zmieniajacych sie warunkow srodowiska (wtym
przesuwanie faz okreslonych rytmow), czy kom-
pensacja temperaturowa. Wiele danych ekspe-
rymentalnych uzyskano na temat pozawzroko-
wej fotorecepcji i udziatu w tym procesie spe-
cjalnych barwnikéw (kryptochroméw) bezkre-
gowcow i kregowcdw (w tym réwniez cziowieka)
oraz szlakéw transdukcji bodzca Swietlnego do
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Ryc. 7. Komorki neurosekrecyjne pars intercerebralis
mozgu Calliphora vicina zawierajace biatko FOS:

(F) po zastosowaniu w réznych okresach doby w warunkach
statej ciemnosci (CT- circadian time) godzinnego pulsu $wiatta.
Wyniki przedstawiono w procentach owadéw kontrolnych
(stupki zakreskowane), ktérych mozgi pobierano do badan
immunohistochemicznych o tych samych porach doby lecz bez
stosowania pulsu swiatta. Uwage zwraca fakt ekspresji genu
c-fos tylko w okresach kiedy puls $wiatta powodowat opéznienie
(CT13-19) fazy rytmu lub jego przyspieszenie (CT20-22). Re-
akcji na bodziec Swietlny nie obserwowano w okresie kiedy nie
wystepowato przesuniecie fazy rytmu (CT2-4). Dane przedsta-
wiajgwartosci Srednie z 3-4 mézgbéw SD. Wedtug Cymborowskie-
go i Kinga (1996), zmodyfikowane.

lekularnym uwarunkowaniem funkcji zegara
biologicznego moga mie¢ uniwersalny chara-
kter.

Bardzo dziekuje Prof. Dr hab. Piotrowi We-
gleriskiemu i Dr hab. Janowi Fronkowi za uwaz-
ne i krytyczne przeczytanie maszynopisu.

MOWANIE

zegara biologicznego. Duzg role w tym procesie
wydaja sie odgrywacé geny kodujace czynniki
transkrypcyjne, w tym szczegdélnie c-fos. Wszy-
stkie te badaniawskazujg na zadziwiajgca wprost
uniwersalno$¢ procesdéw molekularnych lezg-
cych u podstaw funkcjonowania zegara biologi-
cznego badanych dotychczas organizméw.

Przyszte badania niewatpliwie beda dotyczy-
ty roli poszczegélnych genéw zegara w kontroli
procesOw rytmicznych, oraz wspodtdziatania
miedzy nimi w komoérce podczas utrzymywaniu
tych proceséw. Dalszych badan wymagaja co-
raz czesciej stwierdzane, fakty istnienia proce-
séw rytmicznych catkowicie niezaleznych od
uktadu nerwowego. Powinny one doprowadzi¢
do lepszego zrozumienia synchronizacji proce-
sow fizjologicznych organizmu z uwzglednie-
niem czynnika czasu.

THE GENES OF BIOLOGICAL CLOCKS

Summary

Circadian rhythms are common in living organisms,
synchronising life functions at behavioural, physiological
as well as molecular levels. The rhythms generating mech-
anisms, known as circadian clocks, are not fully understood
in any organism. However, during the last fewyears tremen-
dous progress towards molecular dissection of circadian
clocks has been made. ldentification of new clock genes and
elucidation of regulatory mechanisms in diverse model
organisms (insects, fungi and mammals, including hu-

mans) have underscored the universal nature of the circa-

dian clock, yet also suggested phylogenetic differences in

its function. The structure and function of the molecular
gears that control these clocks through the regulation of

gene expression, are now being unravelled. Molecular and
genetic characterisation of circadian rhythmicity in the fruit

fly indicate that functioning of the clock requires the activity
of proteins encoded by many genes, among them per and
timwhich are expressed with circadian rhythm. Heterodim-
erisation of proteins PER and TIM allows their entering the
nucleus and suppression of further RNA synthesis by the
PER/TIM complex. The recent discovery of PER and TIM
homologues in mice and humans suggests that a similar
mechanism controls mammalian circadian rhythmicity.
Future studies will undoubtedly focus on each gene’s func-
tional role and interactions with other clock genes within
the organism. This approach may increase our under-
standing of how circadian clocks are organised to orches-
trate temporal integration of life processes in various
organisms.
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