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Wszystko ma swoj czas i
kazda sprawa pod niebem ma swojg pora.
Jest czas rodzenia i czas umierania;
jest czas sadzenia i czas wyrywania tego,
co zasadzono.
To, co jest, bytojuz dawno, a to,
co badzie, tezjuz jest od dawna.
Ksiega Salomona 2,3-3,15

ZEGAR BIOLOGICZNY KONCA MILENIUM: OD ZEGARA KWIATOWEGO DO ZEGARA
MOLEKULARNEGO

Rosliny i zwierzeta przystosowaty sie do sro-
dowiska na drodze ewolucji zajmujac nie tylko
okreslone nisze ekologiczne, ale dzielgc je réow-

Urodzitem sie w 1939 r. we wsi Nowowola. Studia
biologiczne odbytem na Uniwersytecie Warszawskim

niez pomiedzy siebie, uwzgledniajac czynnik
czasu. Jednakze, aby element czasowy mogt
istotnie petni¢ adaptacyjng role w zyciu organi-

specjalizujac sie w zakresie fizjiologii poréwnawczej
zwierzat pod kierunkiem Prof. Mariana Rybickiego.
Od ukonczenia studiow w 1964 r. do chwili obecnej
pracuje na Uniwersytecie Warszawskim, gdzie w
1969 r. uzyskatem stopien doktora nauk przyrodni-
czych, ktérej promotorem byt Prof. Zygmunt Kracz-
kiewicz. W roku akademickim 1970/71 przeby-
watem na stypendium British Council pracujac w
Imperial College, University of London.

W 1973 r. uzyskatem stopien doktora habilitowanego
na Uniwersytecie Warszawskim i w rok p6zniej zo-
statem docentem tej uczelni. Przez rok (1977/78)
pracowatem w Universytecie Harvarda w USA pod
kierunkiem C. M. Williamsa nad hormonalng regu-
lacjg rozwoju i metamorfozy owadow.

Przez 5 lat prowadzitem badania we wspoétpracy z
United States Departments of Agriculture (USDA) na
temat ,Circadian rhythms and the endocrine system
of some stored-product insects”, za ktére otrzyma-
tem w 1980 r. od Ministerstwa Rolnictwa USA ,Cer-
tificate of Appreciation”.

Przez caly okres mojej pracy na Uniwersytecie War-
szawskim prowadzitem badania publikujgc 120 pra-
ce naukowych w miedzynarodowych i krajowych
czasopismach. Opublikowatem 2 ksigzki oraz kilka-
dziesigt artykutéw popularno-naukowych, a takze

kilka rozdziatéw do ksigzek polskich i zagranicznych.
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zmoOw, musiaty one w toku ewolucji wytworzy¢
najrézniejsze mechanizmy zdolne do jego po-
miaru w cyklu dobowym, ksiezycowym czy ro-
cznym. Oczywiscie bardzo niewiele wiemy na

temat pierwszych etapOw rozwoju zycia na Zie-
mi, kiedy powstawato w Prekambrze okoto 4 mi-
liardy lat temu. Niewatpliwie rodzito sie ono w
warunkach dramatycznych zmian dobowych:
bardzo niskie temperatury w nocy i bardzo
wysokie w dzien. Dodatkowo brak warstwy ozo-
nowej byt przyczyng dobowych zmian promie-
niowania ultrafioletowego. Promieniowanie to
byto poteznym zrédiem energii dla rozwijajgce-
go sie zycia, ale jednoczesnie mogto to zycie
zniszczy¢ w zarodku, gdyby organizmy nie ,,wy-
nalazty” skutecznej przed nim ochrony, przesu-
wajac swoje wrazliwe na UV procesy zyciowe na
okres nocny. | tak prawdopodobnie powstawaty
pierwsze rytmy dobowe. W miare rozwoju zycia
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na Ziemi dotaczaty coraz to inne rytmicznie
zmieniajace sie czynniki srodowiska, do kto-
rych musialy sie dopasowywac¢ wszystkie orga-
nizmy. To te rytmiczne zmiany zachodzace w

Ryc. 1 llustracja przedstawiajgca zegar
kwiatowy Linneusza.

Lewa strona (od 6-tej rano do 12 w potudnie)
przedstawia gatunki roslin, ktére zakwitaja.
Prawa strona (od 12-tej do 6-tej wieczorem)
przedstawia godziny, w ktérych kwiaty zamy-
kaja sie (zwyjatkiem pierwiosnka, ktory zaczy-
na rozchyla¢ swoje ptatki kwiatowe o 5 po
potudniu). Uwage zwraca fakt, ze niektére ga-
tunki roslin zakwitaja dwukrotnie w ciggu
dnia, rano i wieczorem (Wg. Moore-Edea i
wspoétaut. 1982).

przyrodzie nieozywionej zmusity, i zmuszajg na-
dal, wszystkie istoty do prowadzenia Scisle
okreslonego trybu zycia, a tym samym do pre-
cyzyjnego odczytywania pory doby.

Zjawisko pomiaru czasu przez organizmy
zostato wykryte juz w poczatkach XVIII w., kie-
dy to Karol Linneusz zaobserwowat dobowe ru-
chy ptatkéw kwiatowych i utozyt z r6znych ga-
tunkéw roslin zegar kwiatowy w swoim ogrodzie
w Uppsali (Ryc. 1), zas francuski astronom
Jean Jacques d’'Ortous de Mairan opublikowat
w 1729 r. swoje obserwacje na temat dobowych
ruchéw lisci mimozy, ktérych rytm, o dziwo, nie
zanikat rowniez w statej ciemnosci, z tym ze jego
okres stawatl sie wtedy dtuzszy lub krétszy od

Opracowatem tez 2 monografie naukowe, z ktérych ,Zegary biologiczne” doczekaty sie juz trzech wydan w
PWN. Natomiast monografia ,Endokrynologia owadéw” wydana przez PWN w 1984 r., w 1992 r. zostata
wydana przez Elsevier pt. ,Insect Endocrinology”. Od 1978 r. jestem kierownikiem Zaktadu Fizjologii
Bezkregowcow UW. W 1983 r. otrzymatem tytut profesora nadzwyczajnego, a 1991 r. profesora zwyczajnego.
Petnitem tez funkcje prodziekana a nastepnie w latach: 1984-1987 bylem dziekanem Wydziatu Biologii UW.
Pod moim kierunkiem wykonano dotychczas 35 prac magisterskich, 12 doktorskich (4 inne sg w toku) oraz
2 osoby z mojego Zaktadu uzyskaty stopnie doktora habilitowanego.
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24 godzin, stad p6zniej nazwano te rytmy oko-
todobowymi lub cirkadialnymi (fac. circa— oko-
to, dies — dzien). Byt, to wtedy pierwszy dowod
na istnienie endogennego mechanizmu zdolne-
go do pomiaru czasu — zegara biologicznego.

Tak wiec, wszystko zaczeto sie od roslin i
zegara kwiatowego, jednak poznanie jego me-
chanizmu molekularnego zajeto badaczom oko-
1o 300 lat (Somers 1999, Nelson i wsp6t. 2000).
Z biegiem lat podobnych dowodéw pojawiato sie
coraz wiecej, gdy zaczeto prowadzi¢ intensywne
badania na réznych organizmach, z cziowie-
kiem wilgcznie. Wyniki swiadczgce o endogen-
nym charakterze rytmoéw biologicznych nie
przekonaly jednakze, przynajmniej jednego ze
znanych mi badaczy lytmow, a mianowicie F.A.
Browna, ktory uwaza, ze wszystkie cykliczne
zmiany zachodzace w organizmie sg odbiciem
rytmicznie zmieniajacych sie warunkéw geofi-
zycznych, wiaczajac w nie takze czynniki poza-
ziemskie, jak promieniowanie kosmiczne czy
oddziatywanie okreslonych uktadéw gwiazd
(Brown 1960, 1980).

Kiedy w poczatkach lat 60. ubiegtego wieku
rozpoczynatem badania nad rytmami biologicz-
nymi owadow, byto juz po pierwszym miedzy-
narodowym sympozjum, ktére odbytow 1960 .
w Cold Spring Harbor w Stanach Zjednoczo-
nych. Do dzisiaj nie wiem jak to sie stato, ze tom
XXV zawierajacy materiaty zjazdowe tego sym-
pozjum, a zatytutowany ,Biological Clocks”
znalazt sie w bibliotece naszego Instytutu Zo-
ologicznego UW, i byt przez diugie lata moja
»biblig”. Zawierat artykuty stawnych juz wtedy
badaczy rytméw roslin i zwierzat takich jak:
Colin S. Pittendrigh z Princeton University, Er-
win Bunning z Uniwersytetu w Tybindze, czy
Jurgen Aschoff z Instytutu Maxa-Plancka w
Niemczech, z ktéorymi potem wielokrotnie sie
spotykatem przy réznych okazjach. Jednak
wtedy najbardziej zafascynowat mnie artykut
Janet E. Harker z Uniwersytetu w Cambridge,
w ktoérym autorka lokalizowata zegar biologicz-
ny w dwoéch neurosekrecyjnych komorkach
zwoju podprzetykowego Periplaneta americana
(Harker 1960). | chociaz pdzniejsze badania
licznych autoréw nie potwierdzity tego odkrycia
(Brady 1969), to praca ta pobudzita wyobraznie
wielu mtodych badaczy wkraczajgcych w zagad-
nienia rytméw biologicznych, wsréd nich takze
i mnie.

Z chwilg, gdy stato sie jasne, ze zegar biolo-
giczny nie jestjakgs$ mistyczng funkcjg organi-
zmu, ale ma swoje morfologiczne podtoze, roz-
poczeto intensywne badania nad jego lokaliza-
cja. Ja rowniez dotgczytem do grona oséb po-
szukujacych miejsca gdzie moze znajdowac sie
w organizmie zegar kontrolujgcy rytmy biologi-
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czne. Prowadzgc badania na Swierszczach do-
mowych (Acheta domesticus) stwierdzitem, ze
gtéwny mechanizm zegarowy kontrolujacy do-
bowa rytmike aktywnosci lokomotorycznej jest
zlokalizowany w ich mdézgu, a mianowicie w
komérkach neurosekrecyjnych miedzymézgo-
wia (pars intercerebralis). Usuniecie tego osrod-
ka prowadzi do natychmiastowej utraty rytmu
ich aktywnosci. Rytm ten mozna przywrdcic
wykonujac tak zwang parabioze owada nieryt-
micznego z rytmicznym (Cymborowski i Brady
1972) lub implantujgc do organizmu owada
nierytmicznego moézg pobrany wraz z komoérka-
mi neurosekrecyjnymi od owada rytmicznego
(Cymborowski 1981). Bylo to mozliwe dzieki
temu, ze w komoérkach tych, zaréwno in vivo,
jak i in vitro, odbywa sie rytmiczna synteza RNA
(Cymborowski i Dutkowski 1969) oraz biatek
neurosekrecyjnych (Cymborowski i Dutkowski
1970), ktére uwalniajac sie w rytmie dobowym
do hemolimfy owada, powodujg zmiane jego
zachowania (Cymborowski 1973, 1992). Wiele
lat p6zniej, we wspoétpracy z kilkoma osrodkami
zagranicznymi, udato sie stwierdzi¢, ze w pars
intercerebralis mézgu Calliphora vicina nie tylko
zlokalizowany jest zegar biologiczny (Cymboro-
wski | wspétaut 1994), ale sa tam takze poza-
wzrokowe fotoreceptory, ktore odpowiedzialne
sa za synchronizacje pracy zegara (Cymboro-
wski | Korf 1994). Zegary biologiczne zlokalizo-
wano tez w innych narzadach i tkankach owa-
dow (Cymborowski i wspétaut. 1991, Giebulto-
wicz 1999).

Zegary kontrolujace rytmy dobowe zostaty
wykryte w ré6znych osrodkach uktadu nerwowe-
go takze kregowcow. U ssakéw gtéwnym osrod-
kiem, w ktorym znajduje sie zegar jest jadro
nadskrzyzowaniowe (taé. nucleus suprachias-
maticus — SCN) podwzgdrza, natomiast u pta-
kéw, oprécz SCN, wystepuje on rowniez w szy-
szynce. W licznych przypadkach osrodki te uda-
to sie przetransplantowaé z jednego organizmu
do drugiego bez zaktdcenia ich funkcji. Na przy-
ktad, jezeli mtodym szczurom usunie sie SCN,
to utracg one swdj normalny rytm aktywnosci
lokomotorycznej. Rytm ten pojawi sie ponownie
w ciggu 2-8 tygodni, jezeli implantuje sie im do
trzeciej komory moézgu analogiczny osrodek
podwzgérza pobrany od szczurzych noworod-
kéw (Sawaki i wspotaut. 1984). Utrate rytmu
aktywnosci lokomotorycznej u wrébli domo-
wych (Passer domesticus), spowodowanego
usunieciem szyszynki, mozna tatwo przywrocic
implantujgc im ten organ pobrany od osobni-
kéw normalnych, cojuz wcze$niej wykazali Ga-
ston i Menaker (1968).

Dalsze lata badan nad rytmami biologiczny-
mi dotyczyty gtéwnie charakterystyki zegara ni-
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mi zarzadzajgcego. Wkrotce stwierdzono, ze
gtéwnajego cechajest, wspomniane juz uprze-
dnio, ujawnianie sie rytmiki spontanicznej
(ang. free runninhg rhythm) w warunkach s$ro-
dowiska pozbawionego tak zwanego dawcy cza-
su (niem. Zeitgeber), na przykiad w stalej cie-
mnosci i statlej temperaturze. Inng, bardzo waz-
ng wiasciwoscia zegara biologicznego, jest jego
zdolno$¢ do precyzyjnego odmierzania czasu w
szerokim zakresie zmian temperatury (kompen-
sacja temperaturowa). Tu pozwole sobie na dy-
gresje odnosnie moich pierwszych doswiadczen
z tego zakresu, prowadzonych na swierszczach
domowych. Ot6z, chcgc zbada¢ wptyw obnizo-
nej temperatury na prace zegara tych owadow,
rejestrowatem przez kilka dni ich aktywnosc¢
lokomotoryczng w statej ciemnosci (wtedy was-
nie ujawnia sie praca zegara) w temperaturze
optymalnej 29°C. Nastepnie, nie przerywajac
rejestracji, owady przeniostem na kilka dni do
lodéwki o temperaturze okoto 4°C. W tej tempe-
raturze owady byty mato aktywne, co oczywiscie
jest zrozumiate, ale niezrozumiatym byto to, ze
catkowicie stracity swdj pierwotny rytm. Gdy-
bym na tym etapie przerwat doswiadczenie,
wysnutbym niewatpliwie wniosek, ze obnizona
temperatura zaburza prace zegara i byiby to
whniosek falszywy. Bowiem po ponownym prze-
niesieniu owadow do temperatury optymalnej
(co na szczescie zrobitem) rozpoczynaty one
wzmozong aktywnos¢ doktadnie wedtug wska-
zan swego zegara, z uwzglednieniem wspotczyn-
nika dryfowania rytmu. Doswiadczenie to
wskazuje, ze niska temperatura miata wptyw
tylko na aktywnos$¢ ruchowg (,wskazéwki zega-
ra”) badanych owadéw, nie miata zas — na sam
jego mechanizm (Cymborowski 1987). Dzisiaj
znane jest juz molekularne podtoze kompensa-
cji temperaturowej zegara biologicznego (Sawy-
er i wspotaut. 1997).

Podleganie endogennego zegara petnej syn-
chronizacji do rytmicznie zmieniajgcego sie
Swiatta i ciemnosci, to inna bardzo wazna jego
cecha umozliwiajgca przyspieszanie lub
opdznianie okreslonych faz rytmu. Mozna sie o
tym fatwo przekona¢ na przykiad przerywajac
statg ciemnos$¢ krotkimi pulsami Swiatta stoso-
wanymi w réznych okresach doby. Otrzymuje
sie wtedy tak zwana krzywg odpowiedzi fazowej
(ang. phase response curve PRC). Jest to nie-
zwykle wazna cecha rytmow umozliwiajgca ad-
aptacje organizmu do nowych warunkoéw, na
przyktad po odbyciu podrézy transkontynental-
nych, kiedy to wystepuje tak zwane zjawisko
przesuniegcia czasu (ang. jet lag). Badaniom do-
tyczacym mozliwosci przesuwania faz rytmow
biologicznych poswiecono ponad 40 lat, a ich
wyniki zostaly przedstawione niedawno w
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Swietnym artykule przeglgdowym Johnsona
(1999). Znany jest tez molekularny mechanizm
tego zjawiska u owadow (Edery i wspoétaut.
1994).

W swoich badaniach na Ccdliphora vicina
udato mi sie wykazac, ze bodziec Swietlny, zdol-
ny do przesuniecia fazy rytmu aktywnosci loko-
motorycznej tego owada, powoduje aktywacje
genu c-fos w komérkach neurosekrecyjnych
mozgu (Cymborowski i King 1996). A jak powie-
dziatem wczesniej, w tych wiasnie komoérkach
znajduje sie zegar biologiczny badanych owa-
doéw, jest to wiec dowdd, ze bodziec Swietlny
dziata bezposrednio na molekularny mecha-
nizm zegara. Jakijest ten molekularny mecha-
nizm? Bodzce Swietlne najprawdopodobniej do-
cierajg do zegara przy udziale wrazliwych na
Swiatto kryptochromoéw, ktérych dwa geny,
Crgl i Cry2, zidentyfikowano zaré6wno u muszki
owocowej (Drosophila melanogaster), jak i w
siatkébwce oka oraz w SCN ssakéw (Randy i
wspotaut. 1998, Hardy i Glossop 1999).

Chociaz nie poznanojeszcze wszystkich mo-
lekularnych ,trybikéw i két zebatych” zegara
biologicznego, to w przypadku najlepiej dotych-
czas zbadanych pod tym wzgledem organi-
zmow: muszki owocowej i plesni (Neurospora
crassa) nalezgcej do grzybéw workowcow, wy-
daje sie pewne, ze biatka zegarowe reguluja
transkrypcje witasnych genéw na zasadzie uje-
mnego sprzezenia zwrotnego. Znalazto to swoj
wyraz w wielu artykutach przeglgdowych za-
mieszczonych w prestizowych czasopismach ta-
kich jak "Nature” czy "Science” (m.in. Bell-Pe-
deRSEN i wspo6taut. 1996, Dunlap 1996 1998,
1999, Sassone-Corsi 1998, Schibler 1998, Yo-
ung 1998). W niektdrych z nich pisze sie wprost
o eksplozji (np. A clockwork explosion, Rep-
PERT1998) prac zwigzanych z genetycznymi ba-
daniami nad mechanizmem zegara biologiczne-

0.
’ Jak to sie zaczelo? Ot6z juz okoto 30 lat
temu Konopka i Benzer (1971) stwierdzili, ze
gen per (ang. periodicity) jest niezbedny do uwi-
docznienia sie rytmu aktywnosci lokomotorycz-
nej muszki owocowej w warunkach statej cie-
mnosci. Autorzy ci otrzymali trzy grupy mutan-
téw muszek, réznigce sie miedzy sobg dtugosciag
okresu spontanicznego rytmu aktywnosci. Jed-
na grupe stanowity owady o krétkim (19 godz)
okresie rytmu (per”?), drugg owady o dtugim (28
godz) rytmie {per) ,zas trzecig grupa byty owady,
ktére w wyniku mutacji utracity catkowicie
rytm (per®). Przypomnijmy, ze owady normalne
w warunkach statej ciemnosci wykazujag rytmy,
ktérych okresy sa zblizone do 24 godzin.

Byt to wspanialy okres w badaniach nad
mechanizmem zegara biologicznego. Zaczely sie
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pojawiac prace o tak intrygujacych tytutachjak:
»Genetic dissection of the Drosophila circadian
system” (Konopka 1979) sugerujace, ze pozna-
liSmy juz genetyczne podstawy zachowania sie
zwierzat. Po ukazaniu sie tych prac spotkat
mnie takze komplement ze strony jednego z
naszych czotowych genetykéw Wydziatu Biolo-
gii UW, ktory gratulowat mi, ze ,zajmuje sie
prawdziwg nauka”.

W dalszych badaniach oprécz genu per
stwierdzono u muszki owocowej obecnos¢ jesz-
cze innego genu tim (ang. timeless), ktérego
mutacja prowadzi réwniez do utraty badanych
rytmow (Sehgal i wspotaut. 1995). U tego ga-
tunku zidentyfikowano takze gen Clock (od ang.
zegar), ktorego produkt spetnia funkcje czynni-
ka aktywujacego transkrypcje genow per i tim.
(Choogon i wspétaut. 1998). Na tym nie koniec.
Badania ostatnich kilkunastu miesiecy dostar-
czyty danych o obecnoscijeszcze jednego genu
cyc (ang. cycle), ktérego odpowiednikiem u ssa-
kéw jest gen Brnall (ang. brain and muscle
ARNT-like factor), i ktérego mutacja powoduje
arytmicznosé, zas ekspresja genu tim zachodzi
wtedy w rytmie 18i 27 godzin (K1oss i wspotaut.
1998), stad postulowanie obecnoscijeszcze jed-
nego genu dht (ang. double-time).

Szczegoty dotyczace wspotdziatania tych ge-
now w kontroli badanych rytméw zostaty za-
mieszczone w moim artykule przeglgdowym
(Cymborowski 1999), a w bardzo uproszczonej
formie przedstawiaje Ryc. 2. Kolejnos¢ poszcze-
golnych zdarzen zaznaczona na schemacie lite-
rami: A-F zachodzi w komoérce zegara w okresie
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24 godzin w warunkach zmieniajgcego sie
Swiatta i ciemnosci (np. LD 12:12) lub w okresie
okoto 24 godzin w warunkach statych (np. statej
ciemnosci DD). Biatka powstate w wyniku akty-
wacji genéw Clock i cyc tworza heterodimery
CLOCK-CYC, ktére taczag sie z promotorami
gendéw per i tim, z sekwencja nukleotydowag E w
promotorach genéw peri tim, aktywujgc trans-
krypcje i synteze mRNA. Dalej mRNAjest trans-
portowany do cytoplazmy i w wyniku translacji
powstajg biatka PER i TIM. Maksymalne ich
stezenie przypada na poczatek nocy w warun-
kach LD ijak stwierdzono, zalezy ono od dwoch
proceséw degradujgcych te biatka. Z jednej
strony poziom biatka TIM zalezy od diugosci
fotoperiodu, poniewaz podlega ono degradacji
pod wptywem Swiatta. Jest to niezmiernie istot-
ny proces, bowiem umozliwia organizmowi do-
stosowywanie sie do zmiennych diugosci dnia
w warunkach naturalnych (krétszy dzien —
wiecej TIM w komorce). Natomiast poziom biat-
ka PER moze by¢ regulowany na skutek fosfo-
rylowania go przez biatko DBT, co czesciowo
obniza jego destabilizacje. Z poczatkiem nocy
PER i TIM tworzg stabilne heterodimery co
umozliwia ich transport dojadra komorkowego.
Po wejsciu dojadra hamujg transport heterodi-
meréw CLOCK-CYC, bedacych, jak juz wiemy,
czynnikami aktywujacymi transkrypcje genéw
peri tim, w wyniku czego jest hamowana pro-
dukcja biatek PER i TIM. Przy braku produkcji
obu tych bialek oraz czesciowej ich degradaciji,
zostaje zniesione hamowanie transkrypcji ge-
noéw per i timi cykl zaczyna sie od nowa. Szcze-

Ryc. 2. ,Tykanie” zegara molekularnego
Drosophila odbywa sie na zasadzie
.samonapedzajgcego” sie ujemnego
sprzezenia zwrotnego.

Biatka powstajace w wyniku aktywacji genow
zegara wedruja dojadra komoérkowego hamu-
jac dalsze ich powstawanie po przez blokowa-
nie wtasnych genéw (pogrubione linie
dochodzgce do CLOCK-CYC). Zachodzenie ko-
lejnych etap6w w warunkach 12 godzin Swiat-
ta i 12 ciemnosci (fragment szary) zazna-
czonych literami od A do F zajmuje 24 godzin.
W warunkach statej ciemnos$ci caty cykl za-
chodzi w ciagu okoto 24 godzin (rytmy okoto-
dobowe) a zastosowanie w takich warunkach
kilkuminutowych pulséw Swiatta (duze strzat-
ki) powoduja zmiane fazy iytmu (opdéZnienie
lub przyspieszenie). Mate koétka réznych
ksztattébw oznaczaja zdegradowane biatko.
Ccg ,geny kontrolowane przez zegar”; CCRE
ccg ,elementy regulacyjne genéw zegara”.
(Zmodyfikowane wg. W ilsbachera, Takahashi
1998).
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goty dotyczace procesdw hamowania aktywno-
Sci tych gendw nie sgjeszcze znane, ale wydaje
sie pewne, ze "chéd” zegara biologicznego mu-
szki owocowej odbywa sie na zasadzie ,samo-
napedzajgcego” sie ujemnego sprzezenia zwrot-
nego.

Badania molekularnych podstaw zegara
biologicznego ssakéw zaczety sie dopiero okoto
10 lat temu. Budzg one olbrzymie zaintereso-
wanie ze wzgledu na otwierajgce sie mozliwosci
ich praktycznego zastosowania, miedzy innymi
do walki z rakiem (Hrushesky i Bjarnason
1993). Zapoczatkowaly je odkrycia mutantow
rytmu okotodobowego chomikéw syryjskich.
Poniewaz mutacje te dotyczyty okresu ich ryt-
mu aktywnosci i snu, zostaly przez swych od-
kryWCéW Ralpha i Menakera (1988) nazwane
mutantami tan. Ostatnio kiedy w styczniu od-
wiedzatem Centrum Badan Chronobiologicz-
nych na Uniwersytecie w Virginii w USA, mgj
wyktad (notabene pierwszy raz transmitowany
z tego Centrum przez internet do innych o$rod-
kéw w Stanach), zaszczycit swojg obecnoscig
wiasnie Profesor Mmenaker badajacy rytmy bio-
logiczne ssakéw. Po wyktadzie zdradzit mi, ze
jest wspoétautorem pracy, ktéra zostata wystana
do ,Science” i z niepokojem oczekuje na decyzje
redakcji. | oto pare miesiecy p6zniej ukazata sie
ta praca (Lowrey i wspoOtaut. 2000), ktérg mia-
tem przyjemnos$¢ przedstawi¢ Czytelnikom Ga-
zety Wyborczej (23.05.2000). Autorzy dokonu-
jac krzyzéwek miedzy chomikami posiadajacy-
mi normalny okres rytmu wynoszacy 24 godzi-
ny z mutantami tan, ktére miaty okres krotszy
stwierdzili, ze chomiki majgce tylko jeden gen
tan zmutowany (heterozygoty) — wykazywaty
rytm o okresie 22-godzinnym, zas$ te, u ktérych
obie kopie tego genu byly zmutowane (homozy-
goty) — miaty rytm o okresie 20-godzinnym. W
dalszych badaniach, stosujgc najrozniejsze te-
chniki biologii molekularnej, badacze ci stwier-
dzili, ze mutacja tan zachodzita w miejscu chro-
mosomu chomika, w ktdéiym znajduje sie gen
kinazy kazeinowej | epsylon (CKI). Analiza ge-
netyczna otrzymanych wynikéw krzyzéwek wy-
kazata, ze obszar chromosomu chomika, w kt6-
rym wystepuje gen CKljest bardzo zblizony do
analogicznego obszaru znajdujgcego sie w chro-
mosomie 22 cziowieka i w 15 chromosomie
myszy. Jeszcze bardziej szokujgce okazato sie
stwierdzenie, ze wspomnianajuz mutacja zabu-
rzajaca rytm dobowej aktywnosci muszki owo-
cowej nazwana double-time (dbt), tez jest zwig-
zana z aktywnoscig kinazy kazeinowej 1.

W dalszych badaniach starano sie ustalié
funkcje genu CKIw rytmie okotodobowym snu
i aktywnosci chomikow, innymi stowy, chciano
odpowiedzie¢ na zasadnicze pytanie: dlaczego
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mutacje tan powoduja skrécenie okresu rytmu?
By to zbada¢ naukowcy postanowili najpierw
stwierdzi¢ czy mutacja tan zmienia wiasciwosci
biochemiczne tego enzymu. Wkroétce doszli do
wniosku, ze enzym CKI oddziatuje z biatkami
zegara PER, ktdre na zasadzie sprzezenia zwrot-
nego regulujg ,chéd” zegara biologicznego. U
ssakéw wykryto i opisano dotychczas dziesie¢
gendw zegara biologicznego, wsrdod nich trzy
homologi odkrytego uprzednio u muszki owoco-
wej genu per: mPerl, mPer2 i mPer3 (zyika i
wspotaut. 1998). Nastepnym wiec zadaniem by-
to ustalenie jaki wptyw ma mutacja tan na
proces interakcji enzymu CKI z biatkiem PER?
Szybko okazato sie, ze ta mutacja w znacznym
stopniu uposledza fosforylacje i degradacje
biatka PER zachodzgacg w cytoplazmie komorki,
w poréwnaniu z normalnie dziatajgcym enzy-
mem. W tej sytuacji u heterozygotycznych mu-
tantéw tan zachodzi szybsze nagromadzanie sie
biatka PER, ktére wchodzac do jgdra komoérko-
wego powoduje wczesniejsze hamowanie eks-
presji genu per na skutek blokowania czynni-
kéw aktywacji transkrypcji CLOCK-BMALL1 i
cykl snu i aktywnosci chomika sie skraca. U
mutantéw homozygotycznych ten cykljestjesz-
cze krétszy. Zatem u organizméw normalnych
aktywnosc¢ kinazy kazeinowej | epsylon powo-
duje op6znianie pracy zegara w takim stopniu,
by okres rytmu wynosit dokiadnie 24 godziny.
Natomiast, jezeli zajdzie mutacja w genie tego
enzymu, nastepuje skrocenie okresu tan rytmu.

Wyniki przedstawionych badan dobitnie
wskazujg na udziat enzymu CKIw mechanizmie
zegara biologicznego chomikéw. Poniewaz
aktywnos$¢ tego enzymu moze by¢ stosunkowo
tatwo modyfikowana przez rézne zwigzki chemi-
czne, pozwoli to nabadanie mechanizmu zegara
biologicznego i odpowiedz na podstawowe pyta-
nie: co powoduje, ze zegar ssakéw moze ,cho-
dzi¢” wolniej lub szybciej? By¢ moze takze w
niedalekiej przysztoSci bedzie mozna przesta-
wiac¢ zegar biologiczny cztowieka, umozliwiajac
mu szybsze przystosowanie sie do r6znych wa-
runkéw, na przyktad pracy zmianowej czy po
przekroczeniu strefy czasu. Znanych jest takze
wiele choréb zwigzanych z zaburzeniami rytmu
snu i aktywnosci cztowieka, jak chociazby sezo-
nowa depresja, ktérym mozna bedzie zapobie-
ga¢ poprzez odpowiednie regulowanie tego ryt-
mu. Wiecej szczeg6téw i nowych danych na
temat molekularnych mechanizméw zegara
ssakOw znajdzie Czytelnik w najnowszym arty-
kule przeglagdowym Kinga i
(2000;.

Z chwilg, gdy zdaliSmy sobie sprawe, ze
biorytmy sg podtozem wszystkich procesow zy-
ciowych roslin, zwierzat i cztowieka, musimy

Takahashiego
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umie¢ wyciagnac z tego faktu praktyczne wnio-
ski. Powinnismy pozna¢ w miare mozliwosci
wszystkie czynniki, ktore oddziatujg na nasze
rytmy. Przyszie badania niewatpliwie beda do-
tyczyly roli poszczegélnych gendéw zegara w
kontroli proces6w rytmicznych, oraz wspétdzia-
tania miedzy nimiw komoérce podczas utrzymy-
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waniu tych proceséw. Dalszych badan wyma-
gaja takze, coraz liczniej stwierdzane, fakty ist-
nienia proceséw rytmicznych catkowicie nieza-
leznych od ukiadu nerwowego. Powinny one
doprowadzi¢ do lepszego zrozumienia synchro-
nizacji proceséw fizjologicznych organizmu z
uwzglednieniem czynnika czasu.
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