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JAK » 1 YKA” ZEGAR BIOLOGICZNY

Jolanta Gorska-Andrzejak (Krakow)

Srodowisko naturalne na Ziemi charakteryzuje si¢
duzg zmiennoscig o charakterze cyklicznym. Obieg
Ziemi wokot Stlonca wywoluje zmiany por roku,
a obrot Ziemi wokot wlasnej osi nastepstwo dnia
i nocy. Sezonowe i dobowe oscylacje temperatury,
natezenia $wiatta oraz innych parametrow fizyko-che-
micznych Srodowiska istotnie wptywaja na procesy
zyciowe organizméw. Nic dziwnego, ze wytworzyly
one odpowiednie adaptacje. Przejawem ewolucyjnego
przystosowania si¢ organizmow zywych do rytmiki
zdarzen zachodzacych w ich naturalnym $rodowisku
sg rytmy biologiczne, czyli oscylacje natgzenia pro-
cesOW biologicznych w czasie.

W chronobiologii, nauce o rytmach biologicznych,
najczesciej badanymi rytmami sg rytmy okotodobowe
(ang. circadian, ztac. circa—okoto, dies — dzien), czyli
oscylacje o 24-godzinnym okresie rytmu (Ryc. 1).
Zostaty one wykazane u organizmow prokariotycznych
i eukariotycznych. Wystepuja w procesach bioche-
micznych, fizjologicznych i behawioralnych, a wigc
na roznych poziomach ztozono$ci; od zachowania
zwierzecia do cyklicznych zmian ekspresji w jego
tkankach odpowiednich genéw. Rytmy okotodo-
bowe powstaja w wyniku dziatania wewnetrznego
(endogennego) mechanizmu, ktéry organizmy zywe
wyksztalcily w toku ewolucji — tak zwanego zegara
biologicznego.

Zegar, takze biologiczny, bylby bezuzyteczny
gdyby nie mozna go bylo ,,nastawi¢”. Tempo pracy
mechanizmu zegarowego generujgcego rytmike or-
ganizmu jest wiec synchronizowane z 24-godzinnym
rytmem zmian zewngtrznych czynnikow S$rodo-
wiska zwanych dawcami czasu (niem. Zeitgebers,
ang. 7ime Givers). Czynnikami takimi sg o$wietlenie,
temperatura, dostepno$¢ pokarmu lub interakcje spo-
teczne. Synchronizacja zegara z rytmem dawcy czasu
umozliwia organizmom dopasowanie ich wlasnych
rytmow biologicznych do rytmiki zamieszkiwanego
przez nie srodowiska. Gdy brak jest synchronizuja-
cego dziatania dawcy czasu, a wigc gdy organizm
przebywa w $rodowisku, ktore nie wykazuje zmian
cyklicznych, ujawnia si¢ endogenny charakter ryt-
mu (Ryc. 1). Zegar biologiczny nadal ,,chodzi”, ale
w nieco innym, charakterystycznym dla siebie tempie.
W takich warunkach generowany jest tzw. rytm spon-
taniczny, swobodnie biegnacy (ang. free-running
rhythm), ktorego okres moze by¢ dhuzszy lub krotszy

od 24 godzin. Na przyktad okres rytmu snu i czuwania
cztowieka zamknigtego w bunkrze, a wigc pozbawio-
nego jakichkolwiek wskaznikow czasu wynosi 25 go-
dzin. Wynika z tego, ze wlasnie tyle czasu trwa pelny
obrot ,,wskazowek™ zegara biologicznego cztowieka,
gdy nie jest on ,,nastawiany” przez srodowisko.
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Ryec. 1. Krzywa przedstawiajaca dobowa rytmike procesu biologicznego.
Rytm ten opisuje szereg parametréw (panel gorny). Okres rytmu, czyli
okres czasu migdzy kolejnymi warto$ciami maksymalnymi jego przebie-
gu jest rowny 24 godzinom, a zatem jest to rytm dobowy. Charakteryzuje
si¢ on takze okreslona amplituda, ktéra opisuje maksymalne natgzenie
danego procesu. Kazdy z punktow krzywej stanowi charakterystyczna
fazg rytmu. Na rysunku zaznaczono strzatkami poczatek fazy ciemnej,
czyli poczatek nocy. To, czy dany rytm jest rytmem endogennym mozna
sprawdzi¢ w stalych warunkach laboratoryjnych np. w stalej ciemnosci
(DD, ang. constant darkness). Jesli obserwowane oscylacje utrzymuja si¢
w DD oznacza to, ze rytm ten jest generowany wewnatrz organizmu przez
zegar biologiczny. Sygnaty srodowiskowe moga przestawiac ,,wskazow-
ki” zegara biologicznego (panel drugi i trzeci). Zastosowanie w DD
krotkiego pulsu $wiatla powoduje przestawienie zegara biologicznego.
W zaleznosci od tego, w ktorej fazie rytmu ma miejsce ekspozycja zwie-
rzgcia na bodziec $wietlny (czerwona strzatka), dochodzi do opdznienia
lub przyspieszenia fazy rytmu (zmienione za Vitaterna i wsp., 2001).




ARTYKULY

Wszechswiat, t. 112, nr 4-6/2011

Jak jest zbudowany
i gdzie si¢ znajduje zegar biologiczny?

Gloéwny mechanizm generujacy rytmike moze by¢
zlokalizowany w r6znych strukturach organizmu.
U ssakow znajduje si¢ w jadrach nadskrzyzowanio-
wych podwzgoérza mozgu (SCN, ang. suprachiasma-
tic nuclei), u ptakow, gadow i ryb jest w szyszynce,
u migczakow w oku, natomiast u owadow w ptatach
wzrokowych (§wierszcze i karaczany) lub srodkowe;j
cze$ci mozgu (muchoéwki i motyle). Jednak zegar
biologiczny organizmu to nie tylko gtowny genera-
tor rytmu (ang. pacemaker), czyli zegar nadrzedny.
U zwierzat i cztowieka w sktad systemu zegarowego
wchodzg takze zegary peryferyczne zlokalizowane
w komorkach narzadow, ktore wykazuja endogenna
rytmike procesow fizjologicznych. Oprocz tego inte-
gralnymi cze$ciami zegara sg tzw. drogi wejsciowe
do zegara, czyli szlaki aferentne i drogi wyjsciowe,
czyli szlaki eferentne (Ryc. 2). Te pierwsze doprowa-
dzaja do zegara sygnaly §rodowiskowe i umozliwiajg
synchronizacj¢ jego pracy z rytmem zmian jakie za-
chodzg w $rodowisku zewngtrznym, natomiast dru-
gie stuzg do przekazywania informacji z zegara do
komorek narzadow wykonawczych (efektorowych),
w ktorych dzigki tym informacjom powstaja oscyla-
cje natgzenia okreslonych proceséw biologicznych.
Przeptyw informacji pomig¢dzy poszczegdlnymi ele-
mentami systemu zegarowego umozliwiaja substan-
cje zwane neuroprzekaznikami. Jedynym, dobrze
poznanym neuroprzekaznikiem zegara biologicznego
jest czynnik rozpraszajacy pigment (PDF, ang. pig-
ment dispersing factor), ktory przekazuje sygnaty
z gtownego oscylatora do komodrek docelowych.

W jaki sposob zegar biologiczny generuje
oscylacje natezenia procesow biologicznych?

Mechanizm dziatania zegara biologicznego zo-
stal poznany dzi¢gki badaniom na mutantach zegara,
najpierw muszki owocowej (Drosophila melanoga-
ster) a potem gryzoni. Badania te rozpoczgty si¢ wraz
z odkryciem w 1971 roku u D. melanogaster genu
period (per), czyli jednego z genéw (obok gendow ta-
kich jak timeless, Clock i cycle) sprawujacych bez-
posrednia kontrole nad rytmika okotodobowa. Ekspe-
rymenty na mutantach per wykazaty wptyw mutacji
tego genu na dlugos¢ okresu rytmu wychodzenia
z poczwarek owada dojrzatego (formy imago) i ryt-
mu aktywnosci lokomotorycznej muszek, natomiast
badania nad jego ekspresja w tkankach — okotodobo-
we zmiany w poziomie tej ekspresji. Wiasnie dobowe
oscylacje poziomu ekspresji genow zegara stanowia

podstawe dziatania molekularnego oscylatora, ktory
generuje rytmike zarowno u owadow jak i u ssakow.
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Ryc. 2. Budowa i zasada dzialania zegara biologicznego. Srodkowa po-
zycj¢ zajmuje generator rytmu. Podstawe dziatania jego mechanizmu sta-
nowig dobowe zmiany w ekspresji tzw. genow zegara w komorkach jego
struktur. Transkrypcja tych genow jest regulowana na zasadzie sprz¢zenia
zwrotnego przez bialka, ktore geny te koduja. Zegar synchronizuje swoje
dziatanie z rytmem zmian §rodowiskowych dzigki sygnatom, ktore do-
cieraja do niego drogami wejscia, sam za$ wysyta drogami wyjscia infor-
macje do narzadow efektorowych, generujacych na bazie tych informacji
odpowiednie oscylacje procesow biologicznych.

Ryec. 3. Schemat przedstawiajacy lokalizacj¢ neurondw zegara w mozgu
D. melanogaster. Kazda z grup tych neurondw obrysowano. W ich jadrach
komorkowych wystepuje biatko PER, na co wskazuje PER-specyficzny
sygnat fluorescencyjny, wynik reakcji immunohistochemicznej ukierun-
kowanej na PER. Sygnat ten wystgpuje takze w jadrach komorkowych
fotoreceptorow oka ztozonego (groty strzatek) i jadrach komorek glejo-
wych mozgu (strzatki). DN1, DN2, DN3 - jadra komérkowe trzech grup
neurondéw grzbietowych, LPNs- boczne neurony tylne, LNd — grzbieto-
we neurony boczne, I-LNv- duze brzuszne neurony boczne, s-LNv- mate
brzuszne neurony boczne, R- siatkowka, L- pierwszy neuropil wzrokowy,
czyli ptytka lamina, M- drugi neuropil wzrokowy, czyli ptytka medula.

Drosophila melanogaster

U muszki owocowej gtéwny oscylator okotodobo-
wy znajduje si¢ w mozgu. Stanowi go 100-150 neu-
ronow. Ich ciata komorkowe skupione sg w grupach,
przy czym po kazdej stronie mozgu wystepuje sie-
dem takich grup (Ryc. 3). Ze wzgledu na polozenie
neurony te dzieli si¢ na neurony grzbietowe i neurony
boczne. Wsrdd neuronow grzbietowych wyrdzniono
trzy grupy, ktore oznacza si¢ skrotami DN1, DN2
i DN3 (ang. dorsal neurons). Z kolei wsrdd neurondw
bocznych opisano tzw. boczne neurony tylne (LPNs,
ang. lateral posterior neurons) oraz neurony boczne
(LNs, ang. lateral neurons), przy czym w przypad-
ku tych drugich jedna grupa znajduje si¢ w grzbie-
towej czesci mozgu, sg to tzw. grzbietowe neurony
boczne (LN, ang. dorsal lateral neurons), natomiast
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dwie inne potozone sa w brzusznej czesci mozgu
i nazwane zostaly brzusznymi neuronami bocznymi
(LN, ang. ventral lateral neurons). Brzuszne neuro-
ny boczne dodatkowo dzieli si¢ ze wzgledu na zroz-
nicowang wielkos$¢ ich ciat komoérkowych na neu-
rony mate (mate brzuszne neurony boczne, s — LN,
ang. small ventral lateral neurons) i neurony duze
(duze brzuszne neurony boczne, 1 — LN, ang. large
ventral lateral neurons).

We wszystkich wyzej wspomnianych typach neu-
ronéw (Ryc. 3) molekularny mechanizm zegara bio-
logicznego — ,,tykanie” zegara, opiera si¢ na dobo-
wych oscylacjach poziomu ekspresji genu per oraz
kilku innych genow, przy czym oscylacje te powstaja
wwynikudziataniazachodzacychnasiebie, transkryp-
cyjno-translacyjnych, wewnatrzkomérkowych petli
sprzezen zwrotnych (dwoch petli ujemnego sprze-
zenia zwrotnego 1 petli dodatniego sprzgzenia
zwrotnego), a takze potranslacyjnej modyfikacji
biatek (Ryc. 4).

Ryc. 4. Schemat przedstawiajacy dwie pgtle ujemnego sprzezenia zwrot-
nego oraz jedna petle dodatniego sprzg¢zenia zwrotnego w molekularnym
mechanizmie zegara biologicznego Drosophila melanogaster. Petle
ujemnego sprzezenia zwrotnego: podczas dnia, w neuronach zegara he-
terodimery CLK-CYC aktywuja transkrypcje genow per i tim. W ciggu
nocy powstajg biatka PER i TIM, ktore tworzac heterodimery PER-TIM
przemieszczaja si¢ do jadra komorkowego, gdzie hamuja aktywowana
przez CLK-CYC transkrypcje wiasnych genéw. Dopiero rankiem na-
stepnego dnia, gdy poziom biatek PER i TIM spada na skutek degradacji
czutego na $wiatto TIM (z6tta strzatka oznacza bodziec $wietlny), rozpo-
czyna si¢ nowy cykl aktywacji transkrypcji genow per i tim. Akumulacja
biatek PER i TIM w cytoplazmie, ich translokacja do jadra komoérkowego
oraz pozniejsza degradacja w proteasomach (PER, TIM otoczone prze-
rywang linig) sa regulowane przez kinazy (DBT, SGG, CK2) i fosfata-
zy (PP1, PP2A). W procesie indukowanej przez $wiatto degradacji TIM
bierze udziat biatko JET. Niektore inne biatka zegara tworza dodatkowe
petle sprzgzen zwrotnych, np. niedawno opisane biatko zegara CWO.
Transkrypcja genu cwo jest aktywowana przez CLK. Powstale biatko
CWO pehni rolg represora transkrypcji genow aktywowanych przez CLK
(np. per i tim). Petla dodatniego sprzezenia zwrotnego: CLK-CYC ak-
tywuja takze transkrypcj¢ genow vri i Pdple. Pierwszy koduje represor,
a drugi aktywator transkrypcji CLK. System jest wrazliwy na $wiatto
dzigki obecnosci fotoreceptora CRY. W niektorych neuronach zegara eks-
presji ulega neuropeptyd PDF, sygnat drog wyjscia. Zakonczenia w ksztat-
cie strzalek oznaczaja aktywacj¢ danych procesow komorkowych, zas
w ksztalcie litery ,,T” ich represj¢ (zmienione za Kostal, 2010).

Petle ujemnego sprze¢zenia zwrotnego —
hamowanie transkrypcji genéw per i tim

Petle ujemnego sprzezenia zwrotnego zazwyczaj
stuza utrzymaniu stalego poziomu ekspresji genow.
W przypadku zegara biologicznego indukujg one
duze zmiany w poziomie ekspresji gendow w ciagu
doby. W komorkach zegara D. melanogaster dzig-
ki temu sprze¢zeniu (Ryc. 4) powstaja dynamiczne,
dobowe oscylacje w poziomie transkryptu genu per
oraz w poziomie transkryptu innego, kluczowego
genu zegara — genu timeless (tim, Ryc. 5).

Centralng rol¢ w tym mechanizmie odgrywaja
biatka CLOCK (CLK) i CYCLE (CYC), ktore za-
wiadujg rytmiczng transkrypcja kluczowych genow
zegara biologicznego. Sa one czynnikami trans-
krypcyjnymi wyposazonymi w domen¢ bHLH /PAS
(ang. basic-helix-loop-helix; Per-Arnt-Sim). W cyto-
plazmie komorek zegara biatka CLK i CYC tworzg ze
sobg heterodimery i w tej postaci przechodza do ja-
dra komorkowego. Wiaza si¢ tam z sekwencjg E-box
w obrebie promotorow genow per i tim, a takze kon-
trolowanych przez zegar genow ccg (clock-controlled
gene), co aktywuje ich transkrypcje. Maksymalne na-
tezenie tego procesu ma miejsce wieczorem. Powsta-
Iy w jego wyniku mRNA transportowany jest do cy-
toplazmy, gdzie stuzy jako matryca do syntezy bialek
PER i TIM. Ich ilo§¢ w cytoplazmie stopniowo wzra-
sta w ciggu nocy (Ryc. 5). PER i TIM 1tacza si¢ ze
soba w heterodimery (PER-TIM) za posrednictwem
domeny PAS biatka PER. Wiazanie z TIM stabilizuje
PER, a obydwu tym biatkom umozliwia wejscie do
jadra komorkowego (prawdopodobnie wraz z kinaza
DOUBLETIME; DBT). Okoto pétocy, po wejsciu
do jadra PER-TIM rozpoczynaja represj¢ transkrypcji
wlasnych genow oraz innych genow aktywowanych
przez CLK-CYC. Petla si¢ zamyka. Wznowienie
transkrypcji nast¢puje dopiero, gdy degradacja bia-
fek PER i TIM w ciagu dnia znosi wywierang przez
nie represj¢. Poziom biatka PER w cytoplazmie oraz
przemieszczanie si¢ heterodimerow PER-TIM z cy-
toplazmy do jadra komorkowego jest kontrolowane
przez szereg procesOw potranslacyjnych, migdzy in-
nymi proces fosforylacji (Ryc. 4).

Niedawne odkrycia ujawnity wystepowanie dodat-
kowej petli ujemnego sprze¢zenia zwrotnego (Ryc. 4),
czyli dodatkowego modutu mechanizmu hamowa-
nia transkrypcji genow per i tim. Jej elementem jest
gen cwo (clockwork orange) i kodowane przez niego
biatko (CWO). Bialko to jest represorem transkrypcji
typu bHLH-O (zawiera domeng ORANGE). Hamu-
je transkrypcje gendéw aktywowanych przez CLK,
w tym rowniez gendw per i tim. Poniewaz transkrypcja
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genu cwo jest aktywowana przez CLK-CYC, a hamo-
wana przez PER, poziom mRNA tego genu wykazu-
je oscylacje o podobnej fazie i amplitudzie, co inne
geny aktywowane przez CLK-CYC (per, tim).

Pe¢tla dodatniego sprzezenia zwrotnego —
zwic¢kszenie poziomu transkrypcji genu Clk

Heterodimery CLK- CYC sg takze glownym ele-
mentem petli  dodatniego sprze¢zenia zwrotnego
(Ryc.4), jednak w tym przypadku aktywujg trans-
krypcje gendw vrille (vri) i PAR domain protein I€
(ang. Proline and Acidic Rich domain, Pdple). Sa
to geny kodujace czynniki transkrypcyjne genu CUk,
przy czym VRI jest represorem, a PDP1 aktywato-
rem transkrypcji Clk. Czynniki transkrypcyjne VRI
1 PDP1 dziatajg o innej porze doby. W przypadku vri,
wkrotce po transkrypcji nastgpuje translacja. Biatko
VRI szybko akumuluje si¢ w cytoplazmie (osiagajac
najwyzszy poziom o zmierzchu), po czym wchodzi do
jadrakomorkowego, gdzie hamuje transkrypcje Clk po
przylaczeniu si¢ do sekwencji V/P-box (VRI/PDPle
box) jego promotora. Z kolei w przypadku Pdpl,
w cytoplazmie gromadzi si¢ mRNA. Biatko PDP1 jest
transportowane do jadra komorkowego dopiero pozna
nocg. Gdy tam dotrze aktywuje transkrypcje Clk.

Badania na hodowlach komorkowych in vitro wy-
kazaty, ze VRI antagonizuje proces aktywacji promo-
tora Clk przez PDP1, gdyz wiaze si¢ do tego same-
go miejsca na jego promotorze. Wspotzawodnictwo
mi¢dzy VRI a PDP1 o miejsce wigzania na promoto-
rze Clk moze wigc determinowac tempo transkrypcji
Clk. U muszek, ktore utracity jedna kopi¢ genu vri
wzrasta ekspresja CIk, natomiast u muszek z nade-
kspresja tego genu ekspresja Clk si¢ obniza.

Synchronizacja zegara biologicznego
do warunkéw dnia i nocy

Jak wczesniej wspomniano, zegar biologiczny
synchronizuje rytm endogenny z rytmem zmian wa-
runkow $rodowiska dzigki temu, Ze otrzymuje infor-
macje o zmianie czynnikow zewnetrznych. Role¢ syn-
chronizatorOw odgrywaja temperatura, pokarm lub
interakcje spoteczne, jednak najsilniejszym synchro-
nizatorem zegara biologicznego sa bodzce $wietlne,
ktore odbierane sg przez roznego typu fotoreceptory.
U muszki owocowej oprocz komorek wzrokowych
w oku zlozonym wystepuja tez komorki, w ktorych
fotoreceptorem, aktywowanym pod wplywem niebie-
skiego $wiatla, jest nalezace do flawoprotein biatko
kryptochromu (CRY, ang. CRYPTOCHROME). Tego
typu komorkami sa takze niektére neurony zegara.

CRY gromadzi si¢ w nich w ciemnosci, natomiast
jego ilo$¢ zmniejsza si¢ pod wplywem $wiatla. Oka-
zato sig, ze fotoreceptor CRY odgrywa gléwna role
w reakcjach fotycznych zwigzanych z rytmami bio-
logicznymi, gdyz bierze udzial w zaleznej od $wiatla
degradacji TIM. Rytmika molekularna PER jest wigc
synchronizowana z czasem lokalnym poprzez TIM,
ktore jest degradowane po aktywacji fotoreceptora
CRY przez $wiatto.

Jak to si¢ dzieje? Otdz, pod wplywem zaabsorbo-
wanego fotonu niebieskiego §wiatla domena karbok-
sylowa CRY zmienia swojg konformacj¢ odstaniajac
miejsca wigzania dla TIM. CRY i TIM tworza hete-
rodimery, zarowno wolne biatko TIM, jaki i TIM wy-
stepujace w kompleksach. Wigzac si¢ z TIM (Ryc. 4),
CRY przyczynia si¢ do jego fosforylacji przy udzia-
le kinazy tyrozynowej, a nast¢pnie ufosforylowane
biatko TIM jest ubikwitynizowane przez E3 liga-
z¢ JETLAG (JET) i poddane szybkiej degradacji
w proteasomach (gdy §wiatto dziala odpowiednio dtu-
go, JET indukuje takze degradacj¢ w proteasomach
CRY). Wynikiem dimeryzacji TIM i CRY jest wigc
spadek ilosci TIM, a w konsekwencji takze spadek
ilosci PER, ktore w postaci monomeru jest niestabilne
i rowniez ulega szybkiej degradacji w proteasomach.
Transkrypcja genow per i tim jest wtedy odblokowa-
na. Nastepuje zapoczatkowanie nowego cyklu.

Ssaki

U ssakow, nadrzedny (glowny) zegar biologiczny
jest umiejscowiony w jadrach nadskrzyzowaniowych
(SCN, ang. suprachiasmatic nuclei), ktore potozone
sa w przedniej czesSci podwzgorza nad skrzyzowa-
niem nerwoéw wzrokowych, po obu stronach trzeciej
komory modzgu. Jest to stosunkowo mata struktura,
u czlowieka zbudowana z okoto 20 tysigcy neuronow.
Podobnie jak u D. melanogaster rytmy okotodobowe
generowane sg w neuronach SCN. Obecnos¢ okoto-
dobowych oscylacji w neuronie ujawnia komorko-
wo-autonomiczny mechanizm generowania rytmiki,
przy czym poszczegolne komorki SCN komunikuja
si¢ ze soba, przez co rytmika catej sieci neuronow ze-
gara jest o wiele silniejsza i wyrazniejsza niz rytm
pojedynczej komorki. Zlokalizowany w SCN zegar
kieruje praca lokalnych zegarow znajdujacych si¢
w komorkach réznych tkanek i narzadow, na przyktad
watroby, serca, uktadu pokarmowego czy siatkowki
oka. SCN wchodzi takze w interakcje z uktadem hor-
monalnym. Rytmika organizmu jest nieustannie regu-
lowana przez cykliczne uwalnianie wielu hormonow.

Molekularny mechanizm zegara myszy, tak jak
mechanizm zegara muszki owocowej, opiera si¢ na
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rytmicznej (24-godzinnej) ekspresji genow zegara.
Kodowane przez geny zegara bialka hamujg ich
transkrypcje o okreslonej porze doby wchodzac
w interakcje z aktywatorami tej transkrypcji. Zasada
dziatania mechanizmu zegarowego (transkrypcyjno-
translacyjna petla sprz¢zenia zwrotnego) jest wiec
jednakowa. Nie oznacza to jednak, Ze nie rdzni si¢
on w szczegodtach.

U ssakow, centralnymi elementami mechanizmu
zegarowego sg dwie rodziny genoéw: Period (Perl,
Per2, Per3) i Cryptochrome (Cryl, Cry2). Ich trans-
krypcja jest aktywowana na poczatku dnia przez
kompleksy biatek CLOCK i BMALI1 (homolog
CYCLE u Drosophila), gdy tacza si¢ domeng bHLH
do sekwencji E-box na promotorach tych genow. Po-
wstajacy mRNA ulega akumulacji w SCN w ciagu
dnia, natomiast biatka PER i CRY akumuluja si¢
z kilkugodzinnym opoéznieniem w stosunku do mRNA.
Gdy poziom biatek w neuronach SCN osigga mak-
simum, poziom mRNA zaczyna si¢ obniza¢. Dzieje
si¢ tak dlatego, ze wigzanie si¢ PER 1, 2, 3 z CRY1
1 CRY2 prowadzi do inhibicji transkrypcji aktywowa-
nej przez heterodimery BMALI-CLK. Pehigc taka
rolg, CRY staje si¢ gtownym elementem mechani-
zmu zegara biologicznego ssakow. Zmiana roli tego
biatka ze stymulatora transkrypcji genow per i tim
u muszki owocowej na jej represor u myszy, stanowi
zagadkowy 1 fascynujacy zwrot w ewolucji moleku-
larnego mechanizmu zegara biologicznego. Jedno-
czes$nie dotychczasowe badania zdaja si¢ wskazywac
na to, ze u myszy biatko to stracito funkcj¢ fotorecep-
tora, chociaz pelni jg u organizméw tak réznych jak
ro$liny i owady.

PORA DOBY

= per/tim sseee PER/TIM

Ryc. 5. Dobowy wzor ekspresji genow per i tim u D. melanogaster. Linia
ciggla oznacza dobowe zmiany w ilosci transkryptow (mRNA), natomiast
linia punktowana zmiany iloéci bialek. Najwyzszy poziom transkryptow
wystepuje na poczatku nocy, natomiast najwyzszy poziom biatek pod ko-
niec nocy. Faza okolodobowego rytmu biatka jest znacznie przesunigta
w stosunku do fazy rytmu odpowiedniego mRNA, co sugeruje wystgpowa-
nie petli sprzgzenia zwrotnego migdzy procesem transkrypcji a translacji.

Cho¢ wiadomo, ze CRY taczy si¢ z CLOCK
i BMALI, szczegély tego hamowania zwrotne-
go nadal nie sg jasne. Wydaje sig¢, ze kluczowg role
w procesie aktywacji lub represji transkrypcji petni
koniec C biatka BMALL. By¢ moze jest wigc przela-
cznikiemmigdzy tymidwoma procesami. Z pewnoscia
sprzgzenie to jest kluczowe w procesie generowa-
nia oscylacji, gdyz u myszy mutanty Clock i Bmall,
u ktorych nie dziata sprz¢zenie zwrotne, nie podtrzy-
mujg okotodobowych oscylacji w ekspresji genow.

Cechg charakterystyczng molekularnego mechani-
zmu zegara biologicznego ssakow, tak jak i D. mela-
nogaster, jest obecno$¢ zachodzacych na siebie petli
sprzgzen zwrotnych. Wydaje si¢, ze w molekularnym
mechanizmie zegara ssakow, podobnie jak u musz-
ki, wystepuje dodatkowa petla ujemnego hamowania
zwrotnego. Gtownymi elementami tej petli sa geny
Decl i Dec2, - ortologi genu cwo U D. melanogaster.
Koduja one biatka typu bHLH, ktére moga tworzy¢
ze sobag dimery i jako takie wigza¢ si¢ z DNA, aby
wplywac na ekspresj¢ genow.

Petla sprzezenia ujemnego jest takze u ssakow
dodatkowo stabilizowana przez petle sprze¢zenia
dodatniego, ktora kontroluje ekspresje genu Bmall.
W petli tej rolg analogiczng do roli VRI u muszki pet-
ni receptor jadrowy REV-ERBa, ktdry hamuje trans-
krypcje Bmall poprzez laczenie si¢ z elementami
regulatorowymi RORE (REV-ERBo/ROR responsive
elements) w obrgbie jego promotora.

Rytmy okotodobowe sg takze $cisle regulowane
poprzez zachodzaca po translacji modyfikacje biatek
(ang. post-translational modifications). Wiele spo-
$rod mutacji genetycznych wywotujacych zmiany
w potranslacyjnej modyfikacji bialek zegara wywotu-
je takze zmiany w rytmice zachowania organizmow.

Aby poprawnie funkcjonowaé jako chronometr
czasu srodowiskowego SCN musi reagowac na $wia-
tlo, ktore jest wiarygodnym wskaznikiem cyklicz-
nych zmian dnia i nocy. Informacje $wietlne ze $ro-
dowiska docieraja do SCN bezposrednio z siatkowki
oka, a kluczowg rol¢ w tym procesie odgrywa grupa
wyspecjalizowanych, $wiattoczutych komoérek zwo-
jowych siatkowki (ang. ipRGCs — intrinsically pho-
tosensitive retinal ganglion cells; 1-3% wszystkich
komorek zwojowych siatkowki), zawierajacych pig-
ment melanopsyneg.

Czy istniejg takze inne rodzaje oscylatoréw?

W przedstawionym powyzej molekularnym me-
chanizmie zegara biologicznego kluczowa rol¢ od-
grywaja dobowe zmiany w poziomie transkrypcji
jego gendéw. Najnowsze badania, ktore opublikowano
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w styczniu tego roku wskazuja na to, ze powstawa-
nie dobowych fluktuacji molekularnych procesow
komoérkowych jest takze mozliwe bez oscylacji
W natezeniu procesu transkrypcji. Zegar, w ktérym
transkrypcja nie jest kluczowym elementem mecha-
nizmu generujgcego oscylacje znaleziono w czerwo-
nych krwinkach czlowieka. W ludzkich erytrocytach
(ktore jak wiadomo pozbawione sg jadra komorko-
wego) obserwuje si¢ okotodobowa rytmike procesow
komoérkowych pomimo tego, ze w komorkach tych
w ogole nie zachodzi proces transkrypcji. Wykaza-
no, ze w 24-godzinnym rytmie ulegaja utlenianiu

iredukcji enzymy zwane peroksyredoksynami (PRX,
ang. peroxiredoxins), ktore reguluja poziom reaktyw-
nych form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS).
Rytm ten jest rytmem endogennym, gdyz wystepuje
takze w statych warunkach $rodowiska.

Co ciekawe, niezalezny od transkrypcji oscylator
znaleziono takze u glonow. Moze to oznaczaé, ze
tego typu zegary sa powszechne u organizmow zy-
wych. Dalsze badania pozwola wyjasni¢ jaki jest ich
doktadny mechanizm, czy oksydacja PRX jest ele-
mentem mechanizmu zegara erytrocytow, a czy moze
jest tylko ,,wskazowkami” tego zegara.
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T AJEMNICA JEZIORA ACRAMAN

Odkrycie

Wszystko zaczeto sie w 1979 r. kiedy pracownik
koncernu BHP Minerals, George Williams studiowat
fotografie z satelity Landsat jako zakrojong na duza
skale kampani¢ poszukiwania nowych zt6z surow-
cow mineralnych w trudno dostepnych czesciach Au-
stralii. Przegladajac zestaw fotografii pochodzacych
z wulkanicznego masywu Gawler potozonego w cen-
tralnej czesci podtwyspu Erie w Australii Potudniowe;j
uwage jego przykuta dziwna geologiczna struktura
kolista w miejscu w ktérym potozone jest stone jezio-
ro Acraman. George, przywykly do interpretacji zdjgc
satelitarnych zrozumial natychmiast, ze moze to by¢
slad dawnej katastrofy kosmicznej i postanowit czym
predzej wyruszy¢ w ten rejon, by pobraé probki skat
dla badan mineralogicznych. Niestety we wrzesniu
1979 r. w zwigzku z intensywnymi opadami deszczu
teren ten nie byt dostepny dla eksploracji. Udato mu
si¢ jednak dotrze¢ tam w maju 1980 r. Na miejscu, ba-
dajac skaty wulkaniczne, ktorych wychodnie w wielu
miejscach przebijaly si¢ poprzez bialg jak $nieg tafig
soli, stwierdzit ze skaly sg niezwykle silnie spekane
i w wielu miejscach widoczne sa tak zwane stozki
uderzeniowe, §wiadectwo ogromnej katastrofy jaka
sie tu wydarzyta przed milionami lat.

Pobrane prébki skat Roger przekazal do laborato-
rium gdzie stwierdzono, ze w ziarnach kwarcu widocz-
ne sg siateczki réwnolegtych linii. Takie linie stwier-
dzono wczesniej jako wywotane metamorfizmem

uderzeniowym powstalym jako efekt zderzenia si¢
ciata kosmicznego o olbrzymiej energii kinetycznej
z Ziemig i znane jako linie PDF (ang. planar deforma-
tion features). Wyniki badan mikroskopowych oraz
makroskopowo widoczne stozki uderzeniowe prowa-
dzity do jedynej konkluzji, jezioro Acraman jest po-
zostatosciag po ogromnej katastrofie kosmicznej jaka
wydarzyta si¢ tu w dawnych epokach geologicznych.

- Gory
Jezioro K
Flindersa,
Acraman, L
O miejsce
miejsce oo
. znalezienia
uderzenia .
. Flinder-
asteroidu ,
sytow

Ryc. 1. Lokalizacja zdarzenia.

Biorac pod uwagg, ze erozja odstonita jedynie gte-
bokie korzenie dawnego krateru, mozna bylo przy-
puszczaé, iz wspotczesne rozmiary tej kolistej struk-
tury geologicznej oceniane na 30 km stanowig dolng
granic¢ srednicy pierwotnego krateru. Rozmiary te
postawity Acraman jako najwigkszy krater meteory-
towy znaleziony kiedykolwiek w Australii. Pozosta-
o pytanie kiedy wydarzyta si¢ katastrofa kosmiczna
w miejscu jeziora Acraman. Na to z pozoru proste py-
tanie nie bylo jednak jasnej odpowiedzi. Wiek skat




