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Drosophila melanogaster — PROSTY I ZASKAKUJACO SKUTECZNY MODEL
W BADANIACH NAD OKOLODOBOWA RYTMIKA ORGANIZMU
I MOLEKULARNYM MECHANIZMEM ZEGARA BIOLOGICZNEGO
NIE TYLKO U OWADOW

Drosophila melanogaster
JAKO MODEL BADAWCZY

Wiele badan nad podstawowymi procesami
zyciowymi prowadzi sie obecnie z wykorzysta-
niem organizmow, ktoére nazywamy modelowy-
mi (GORSKA-ANDRZEJAK i wspotaut. 2016). Wyni-
ki uzyskane w badaniach na takich gatunkach
mozna odnie§¢ réwniez do innych organizmoéw,
w tym do czlowieka, poniewaz podstawowe pro-
cesy biologiczne sa wysoce konserwatywne,
tzn. podlegaly niewielkim zmianom w toku
ewolucji. Jednoczesnie prowadzenie ekspery-
mentoéw na sprawdzonych modelach jest znacz-
nie latwiejsze. Udogodnienia moga by¢ rézne.
Moze to by¢ prosta hodowla, krotki cykl zycio-
wy czy wysoka plodnosé. W badaniach gene-
tycznych pozadana cecha moze byc¢ takze
niewielki genom.

Zalety takie posiada Drosophila melanogas-
ter, 2-3 milimetrowej wielkoSci muchowka, po-
tocznie nazywana muszka owocowsa (poprawna
nazwa gatunkowa to wywilzna karlowata Iub
wywilznia). Drosophila melanogaster jest owa-
dem o krotkim cyklu rozwojowym, ktéry trwa
od 10 do 14 dni i obejmuje tylko 3 stadia
larwalne oraz stadium poczwarki. Jedna sa-
mica sklada do 3 tysiecy jaj. Badania z uzyciem
muszki owocowej mozna wiec prowadzi¢ szyb-
ko i na duzej liczbie osobnikéw, czyli na duzej
probie. Utrzymanie nawet sporej hodowli jest

latwe, tanie i nie zajmuje duzo miejsca. Krotki
cykl rozwojowy umozliwia szybkie uzyskiwanie
pokolenia potomnego (np. w wyniku celowego
krzyzowania), co sprzyja badaniom genetycz-
nym. Ulatwia je takze wystepowanie w komor-
kach gruczotow slinowych larw tzw. chromoso-
mow olbrzymich (politenicznych), ktére mozna
obserwowac za pomocg mikroskopu swietlnego
(RoBERTS 2006).

Drosophila melanogaster stala sie gatun-
kiem modelowym na poczatku XX w. (GORLICH
i GORSKA-ANDRzEJAK 2013), gdy uzyt jej do
swoich badan amerykanski biolog i genetyk,
Thomas Hunt Morgan (1866-1945), twoérca
chromosomowej teorii dziedzicznos$ci, uhonoro-
wany w 1933 r. Nagroda Nobla w dziedzinie
fizjologii lub medycyny (RoBERTs 2006, HALES
i wspolaut. 2015). Obecnie model ten jest po-
pularny takze dlatego, ze dziesieciolecia badan
z jego wykorzystaniem niezwykle wzbogacity
nasza wiedze, ktora w dobie Internetu stala sie
powszechnie dostepna (np. na stronie FlyBase;
http://flybase.org). Genom muszki, ~165
milionéw par zasad tworzacych okolo 14 tys.
genow zlokalizowanych tylko na czterech
parach chromosoméw, jest znany juz od
2000 r. (CELNIKER i RUBIN 2003), a metodyka
badan obfituje w liczne narzedzia genetyczne
(HaLes i wspotaut. 2015, YAMAGUCHI i YOSHIDA
2018). Oprocz dzikich szczepéw muszki owoco-
wej, takich jak np. szczep Canton-S, uzywamy
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dzi§ w badaniach setki lub nawet tysiace
szczepow transgenicznych, ktore sa dostepne
w bankach (np. w Bloomington Drosophila
Stock Center w Stanach Zjednoczonych;
https://bdsc.indiana.edu). Proste krzyzowki
genetyczne miedzy odpowiednimi szczepami
transgenicznymi pozwalaja w krotkim czasie
uzyska¢ muszki o zmienionej ekspresji genéow
w wybranym typie komorek (BRAND i PERRIMON
1993, Durry 202). Umozliwia to poznawanie
funkcji poszczegélnych genéw i biatek in vivo,
czyli w organizmie.

Oferujac tak wiele, muszka owocowa stala
sie niezwykle popularnym modelem badaw-
czym nie tylko w dziedzinie genetyki, ale tez
w badaniach ewolucyjnych, toksykologicznych,
farmakologicznych oraz w biologii rozwoju
i neurobiologii. Nawet badania nad chorobami
neurodegeneracyjnymi czlowieka z powodze-
niem prowadzone sg na tym modelu (PANDEY
i NicHoLs 2011, YAMAGUCHI i YOSHIDA 2018,
BoLus i wspotaut. 2020). Wynika to z faktu, ze
az 75% genow lezacych u podloza ludzkich
schorzen (takich jak choroba Alzheimera,
zesp6t Downa, autyzm, czy cukrzyca) ma swoje
funkcjonalne odpowiedniki w genomie D. mela-
nogaster (GIEBUtTOWICZ 2018).

W artykule przedstawiono role muszki owo-
cowej w badaniach nad rytmami okotodo-
bowymi i generujacym je molekularnym
mechanizmem zegara biologicznego (ROSATO
i wspétaut. 2006). O randze tych badan naj-
lepiej swiadczy fakt, ze w 2017 r. przyznano
Nagrode Nobla w dziedzinie fizjologii lub medy-
cyny trzem badaczom, ktorzy pracujac na
D. melanogaster, odkryli genetyczne i moleku-
larne podtoze rytmiki okolodobowej. Byli nimi
Jeffrey C. Hall, Michael Rosbash i Michael W.
Young (GieBurTOWICZ 2018).

RYTMY OKOLODOBOWE

Rytmy okolodobowe (ang. circadian, tlac.
circa-okolo, dies-dzien), to oscylacje roéznych
procesow biologicznych o okolo 24-godzinnym
okresie. Sa one adaptacja do zachodzacych
w cyklu dobowym zmian Srodowiskowych
(przede wszystkim do dnia i nocy), wynika-
jacych z ruchu obrotowego Ziemi wokot wlasnej
osi. Jest zrozumiate, ze dobowa rytmika orga-
nizmu zamieszkujacego zmienne Srodowisko
jest synchronizowana z tymi zmianami. Infor-
macji o porze doby dostarcza wtedy $wiatlo,
temperatura czy inne czynniki Srodowiska,
ktore podlegajac cyklicznym zmianom dobo-
wym (np. nastepstwo dnia i nocy, wzrost tem-
peratury w dzien i jej spadek w nocy), pelnia
role tzw. dawcow czasu (niem. Zeitgeber, ang.
time givers). Jednak dobowe oscylacje proce-
sow biologicznych utrzymuja sie takze w sta-
tych warunkach laboratoryjnych, tj. w warun-

kach pozbawionych informacji od dawcy(6w)
czasu, np. w stalej ciemnosci. Okres ich rytmu,
czyli czas trwania pelnego cyklu, wynosi wtedy
okoto 24-godziny.

Skoro rytmika organizmu nie zanika w sta-
lych warunkach laboratoryjnych, to nie jest
ona jedynie bezposrednia odpowiedzig na dobo-
we zmiany Srodowiskowe, lecz ma charakter
endogenny — jest generowana przez wewnetrzny
mechanizm zegarowy. Przejawy dzialania tego
mechanizmu, czyli rytmicznosé réznych proce-
sow biologicznych, obserwowano od wiekow,
ale jego budowe molekularna (molekularne
podloze rytmiki) zaczeto poznawac i rozumiec
dopiero w latach 60. XX w., wlasnie dzieki
badaniom mna D. melanogaster (ROSATO
i wspoétaut. 2006, GieBurrowicz 2018).

TESTY BEHAWIORALNE SPRAWDZAJACE
DZIALANIE MECHANIZMU
ZEGAROWEGO D. melanogaster

Jak u innych owadéw, okolodobowa rytmi-
ka jest widoczna w wielu procesach zyciowych
muszki owocowej (BEBAs 2010), jednak to dwa
rytmy: wyjsScia imago (owada doskonatego)
z poczwarki i aktywnosci lokomotorycznej,
staly sie rytmami testowymi, dzieki ktérym
sprawdzano dzialanie mechanizmu zegarowego
podczas badan nad jego podlozem genetycznym
i molekularnym. Zachowania te charakteryzuja
sie tak silna rytmika okolodobowa, ze mozna
je poréwnac¢ do ,wskazowek” pokazujacych
jak ,chodzi” zegar D. melanogaster (CHIU
i wspoétaut. 2010, MARK i wspoétaut. 2021).

Poniewaz dorosty owad opuszcza poczwarke
tylko raz w zyciu, to rytmike tego zjawiska
mozna zaobserwowac jedynie w populacji (rytm
populacyjny). Monitorujac grupe muszek
szczepu dzikiego Canton-S, w tym samym lub
podobnym wieku, mozna zauwazy¢, ze najwie-
cej owadow opuszcza poczwarki we wczesnych
godzinach rannych. Kazdego poranka obser-
wuje sie wiec wyrazne nasilenie tego zjawiska,
co wskazuje na prawidlowe dzialanie zegara
biologicznego badanej populacji.

Jeszcze lepszym i obecnie najczesciej stoso-
wanym testem behawioralnym sprawdzajacym
dzialanie zegara D. melanogaster jest badanie
rytmiki jej aktywnosci lokomotorycznej (rucho-
wej). Jak pokazuje zamieszczony na Ryc. 1
kilkunastodniowy zapis lokomotoryki (akto-
gram) szczepu dzikiego Canton-S, gdy muszki
hodowane sa w warunkach 12-godzinnego dnia
i 12-godzinnej nocy (LD 12:12; ang. light/dark),
wzorzec ich aktywnosci ruchowej jest bimo-
dalny (Rosaro i Kyriacou 2006, CHIU i wspotaut.
2010). Widoczne sa w nim dwa szczyty aktyw-
nosci: poranny i wieczorny. Co wazne, nasilenie
aktywnosci zaréwno porannej, jak i wieczornej
nastepuje stopniowo i rozpoczyna sie jeszcze
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Ryc. 1. Typowy wzorzec aktywnosci lokomotorycznej (aktogram) muszek szczepu dzikiego Canton-S
i arytmicznych mutantéw zegara biologicznego per®. Rycina przedstawia podwéjne aktogramy (po dwie doby
w jednej linii, przy czym druga doba jest powtérzona takze w kolejnej linii, ang. double plotted) obrazujace
zapis 9-dniowej rejestracji aktywnosci lokomotorycznej za pomoca Drosophila Activity Monitoring System
(DAMS, Trikinetics). Rejestracje aktywnosci powadzono wedtug typowego schematu: najpierw w zmiennych
warunkach srodowiska, tj. w warunkach dnia i nocy, LD (ang. light/dark conditions), ktére synchronizuja
prace zegara z rytmem zmian Srodowiskowych, a nastepnie w stalych warunkach, tj. w statej ciemnosci, DD
(ang. dark/dark conditions), ktore ukazuja naturalne tempo pracy mechanizmu zegarowego. Strzatki
wskazuja faze antycypacji w LD i utrzymujacy sie wieczorny szczyt aktywnosci muszek Canton-S w DD, co
Swiadczy o prawidlowym dzialaniu ich mechanizmu zegarowego. Elementoéw tych nie wida¢ natomiast
w aktogramie arytmicznego mutanta perP. Niewielkie szczyty w LD (groty strzalek) sa tylko krétka,
bezposrednia reakcja mutantéow na zmiane warunkéw swietlnych (ang. startling effect). Nie wida¢ w nich fazy

antycypacji. W DD brak jakichkolwiek szczytow.

przed zmiang warunkéw Swietlnych, tj. przed
wlaczeniem Swiatla rano i przed zgaszeniem
wieczorem (Ryc. 1). Oznacza to, ze owady prze-
widuja nadchodzace zmiany i zaczynajg sie do
nich przygotowywac z wyprzedzeniem, gdyz ich
zegar biologiczny dziala prawidlowo i mierzy
czas (Rosato i Kyriacou 2006).

Cho¢ zegar nieustannie synchronizuje tem-
po swojej pracy z rytmem zmian Srodowisko-
wych, ktore wyznaczaja uplyw czasu, to jak juz
wspomniano, dziata takze wtedy, gdy organizm
jest pozbawiony informacji od dawcy czasu.
Jest to widoczne w tej czesci aktogramu
(Ryc. 1), ktéra pokazuje rytmike aktywnosci
lokomotorycznej muszek Canton-S trzymanych
w stalej ciemnosci (DD). Wyraznie wyroznia sie
rytm endogenny, swobodnie biegnacy (ang.
free-running rhythm), ktory odzwierciedla
naturalne tempo pracy mechanizmu zegaro-
wego, podtrzymujacego rytmike aktywnosci
owadow w takim Srodowisku. Jak widaé¢ na
aktogramie, poranny szczyt aktywnosci zanika
w warunkach DD, natomiast wieczorny utrzy-
muje sie, wystepujac co 23,8 godziny.

BADANIA NAD MECHANIZMEM
OSCYLATORA MOLEKULARNEGO
D. melanogaster — RYS HISTORYCZNY

Badania nad genetycznym i molekularnym
podiozem okolodobowej rytmiki rozpoczety

prace KonNopki i BENZERA (1971). Odkryli oni gen
kluczowy dla prawidlowej rytmiki wychodzenia
muszek z poczwarek. Konopka znalazt w po-
pulacji D. melanogaster grupe arytmicznych
mutantow i dwie grupy mutantow o zmienio-
nym okresie rytmu: skréoconym do ok. 19
godzin i wydtuzonym do ok. 29 godzin. Jak sie
okazato, we wszystkich trzech grupach mutacji
ulegl ten sam gen, ktory zostal nazwany przez
Konopke period (per), a mutanty odpowiednio:
per®, per® (short) i per (long). Odkrycie genu per
bylo pierwszym krokiem na drodze do zrozu-
mienia molekularnego mechanizmu zegarowe-
go, chociaz sekwencja i funkcja per pozosta-
waly nieznane az do lat 80. XX w. Gdy wreszcie
gen ten zmapowano i sklonowano, dwa nie-
zalezne zespoly badawcze wykazaly, ze wpro-
wadzenie jego (per) fragmentéw do genomu
arytmicznych mutantéw per® (ang. rescue
experiment) przywraca zaréwno rytmike wy-
chodzenia z poczwarek, jak i rytmike aktyw-
nosci lokomotorycznej (BARGIELLO i wspélaut.
1984, REDDY i wspoétaut. 1984, ZEHRING
i wspotaut. 1984).

Przez dlugi czas per byl jedynym, znanym
genem zegarowym. Dopiero szybki postep w ba-
daniach nad zegarem w latach 90. XX w. do-
prowadzit do znalezienia jeszcze innych mutan-
tow D. melanogaster o zaburzonej funkcji zega-
ra i identyfikacji kolejnych genéw zegarowych:
genu timeless (tim) (SEHGAL i wspoélaut. 1994),
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a takze genéw Clock (Clk; ALLADA i wspotaut.
1998) i cycle, (cyc) (RutiLa i wspoltaut. 1998).
Dwa ostatnie okazaly sie kodowac czynniki
(biatka) pozytywnie regulujace transkrypcje
genéw per i tim (a zatem bedace aktywatorami
tych procesow). W ten sposob poznano kluczo-
we elementy budujace glowna petle mechaniz-
mu zegarowego muszki owocowej (Ryc. 2). Co
ciekawe, gen Clk zostal najpierw odkryty jako
czes¢ mechanizmu zegarowego ssakow (VITA-
TERNA 1 wspotaut. 1994), co przyspieszyto dalsze
badania na tym polu i pokazalo, ze mechanizm
zegarowy jest konserwatywny (Yu 1 HARDIN
2006).

petla
:L m/

Ryc. 2. Molekularny mechanizm zegara biologicz-
nego. Nazwy genow pisane sa pismem pochylym (np.
per), nazwy biatek pismem prostym i wielkimi litera-
mi (np. PER). Strzalki oznaczaja aktywacje, nato-
miast ,,T” oddzialywania hamujace.

Pod koniec lat 90. XX w. i na poczatku
2000 r. zidentyfikowano dalsze elementy me-
chanizmu zegarowego D. melanogaster. foto-
receptor komorkowy, cryptochrom (cry) (EMERY
i wspotaut. 1998, STANEWSKY i wspolaut. 1998)
i dwie kinazy, double-time (dbt) (KLoss
i wspotaut. 1998, PrICE i wspoétaut. 1998) oraz
shaggy (sgg) (MARTINEK i wspoétaut. 2001), a tak-
ze vrille (vr) — represor transkrypcji zaanga-
zowany w funkcjonowanie drugiej petli mecha-
nizmu zegarowego (BLaU i YOUNG 1999).

DZIALANIE MECHANIZMU OSCYLATORA
MOLEKULARNEGO D. melanogaster

Badania nad ekspresja per wykazaly, ze
mRNA per i bialko PER ulegaja cyklicznej,
dobowej ekspresji, przy czym wzrost poziomu
biatka jest skorelowany z obnizeniem poziomu
jego transkryptu w komoérce. Wyniki te suge-
rowaly, ze biatko PER negatywnie reguluje
transkrypcje swojego wlasnego genu (SIWICKI
i wspotaut. 1988, HArRDIN i wspotaut. 1990).
Badania nad odkrytym w drugiej kolejnosci
genem zegara, tim, potwierdzily trafnosc¢ tej
hipotezy. Pokazaly, ze dobowe oscylacje mRNA
per i tim sa zgodne w fazie, a biatka PER i TIM

wchodza ze soba w kontakt, i hamuja trans-
krypcje wlasnych genéw (GEKAKIS i wspotaut.
1995, SEHGAL i wspotaut. 1995). Powstata w ten
sposob petla ujemnego sprzezenia zwrotnego
stanowi podstawe molekularnego mechanizmu
zegarowego D. melanogaster (Ryc. 2). Jej pra-
widlowe funkcjonowanie, tj. generowanie dyna-
micznych, dobowych oscylacji w poziomie
transkryptow per i tim, wymaga jednak aktyw-
nosci jeszcze wielu innych biatek.

Poziom mRNA per i tim wzrasta w ciagu
dnia. Wczesnym wieczorem, gdy osiaga maksi-
mum, w cytoplazmie komorek zaczynaja sie
akumulowac¢ biatka PER i TIM, syntetyzowane
na matrycy tego RNA. W polowie nocy, PER
i TIM gromadzg sie juz w jadrze komérkowym,
poniewaz TIM stabilizuje PER i indukuje jego
transport z cytoplazmy do jadra (ZHENG i SEHGAL
2012). Jadrowa akumulacja PER i TIM zbiega
sie w czasie z obnizeniem poziomu mRNA per
i tim (na skutek dzialania wspomnianego
wczesniej ujemnego sprzezenia zwrotnego),
przy czym PER i TIM nie hamuja transkrypcji
swoich wlasnych genoéw bezposrednio, gdyz nie
posiadaja domen, ktére umozliwityby im wiaza-
nie sie z DNA. Wplywaja natomiast na hetero-
dimery bialek CLOCK (CLK) i CYCLE (CYC),
ktore sa aktywatorami transkrypcji genow per
i tim po przylaczeniu sie do sekwencji regula-
torowej E-box w obrebie promotorow tych
genow. Dane biochemiczne wskazuja na to, ze
w wyniku dzialania PER, ktoére rekrutuje kinaze
DOUBLETIME (DBT) w celu fosforylacji CLK,
dochodzi do sekwestracji kompleksu CLK-CYC
(Kim 1 EDERY 2006, Kim 1 wspotaut. 2007). Rola
TIM w negatywnym sprzezeniu zwrotnym jest
mniej jasna niz rola PER, ale wiadomo, ze
wczesnym rankiem poziom TIM gwaltownie
spada na skutek jego degradacji, ktéra jest
inicjowana przez Swiatlo. Degradacja TIM
zachodzi za posrednictwem wspomnianego
wczesniej fotoreceptora CRY (EMERY i wspoétaut.
1998, STANEWSKY i wspoétaut. 1998). Po aktywa-
cji Swiattem, taczy sie on z TIM, co prowadzi do
degradacji TIM (mechanizm zegarowy jest wiec
wrazliwy na Swiatto dzieki CRY). Poniewaz TIM
stabilizuje PER, to w kilka godzin po zaniku
TIM (po potudniu) spada rowniez poziom PER.
Degradacja TIM i PER w ciagu dnia skutkuje
zniesieniem negatywnego sprzezenia zwrotne-
go. To z kolei umozliwia wznowienie trans-
krypcji genéw per i tim, czyli rozpoczecie nowe-
go cyklu transkrypcyjnego.

Z gléwna petlg ujemnego sprzezenia zwrot-
nego (ang. core loop) laczy sie druga petla
(Ryc. 2), w ktérej aktywatory transkrypcji
CLK-CYC réwniez zajmuja centralna pozycje.
W tym przypadku aktywuja one transkrypcje
genéw: Par domain protein 1 ¢ (Pdple) i vrille
(vr), ktére koduja czynniki transkrypcyjne
regulujace ekspresje genu Clk, przy czym
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PDPle jest aktywatorem, a VRI represorem
transkrypcji Clk. VRI i PDP1le dzialaja o innej
porze doby i utrzymuja rytmiczng ekspresje Clk
mRNA. Uwaza sie, ze druga petla stabilizuje
mechanizm zegarowy i zapewnia precyzje jego
dzialania (Cyran i wspotaut. 2003; GLosSOP
i wspotaut. 2003).

Oproécz tego, w kontrole transkrypcji zaan-
gazowane sg takze biatka CLOCKWORK
ORANGE, KAYAK-a i E75 (KADENER i wspoétaut.
2007, Lim i wspotaut. 2007, LING i wspolaut.
2012, KuMaR i wspotaut. 2014). Dobowe oscyla-
cje poziomu bialek, tj. ich obecnos¢ i zanikanie
o okreslonej porze doby, jest w duzej mierze
kontrolowane takze przez potranslacyjne mo-
dyfikacje ich czasteczek. W czasowej regulacji
stabilnosci biatka wazna role ogrywa np. jego
fosforylacja. Zaréwno PER, jak i TIM, sa
cyklicznie fosforylowane. Na przyktad fosfory-
lacja PER przez kinaze kazeinowa DBT i kinaze
kazeinowa 2 (CK2) podnosi jego aktywnos¢ jako
inhibitora transkrypcji (BeEBas 2010).

NEURONY Z AKTYWNYM OSCYLATOREM
W MOZGU D. melanogaster

Zegar biologiczny owadow jest systemem
sktadajacym sie z wielu rownorzednych oscyla-
toréw, ktore ze soba wspoéldzialaja (BEBAs
2010). Oznacza to, ze zaden z nich nie powinien
by¢ nazywany glownym zegarem. Jednak mia-
nem tym okresla sie okolodobowy oscylator,
ktory znajduje sie w mozgu D. melanogaster
i reguluje rytmy behawioralne oraz rozwojowe.
Stanowi go okolo 150 neuronéw, ktore cechuje
rytmiczna ekspresja genéw zegarowych. Ich
ciala komorkowe lokalizowane sa w siedmiu
grupach po kazdej stronie mozgu (GORSKA-
-ANDRZEJAK 2011). Ze wzgledu na polozenie
w mozgu, wzgledem jego centralnej czesci,
neurony zegarowe okresla sie mianem grzbieto-
wych (D-dorsal) i bocznych (L-lateral). Wsrod
neuronow grzbietowych wyroznia sie trzy grupy
(DN1, DN2 i DN3), natomiast wsrod neuronéow
bocznych opisano tzw. boczne neurony tylne
(ang. lateral posterior neurons, LPNs) i neurony
boczne (ang. lateral neurons, LNs). Poniewaz te
drugie wystepuja w grzbietowej i brzusznej
czesci mozgu, okresla sie je mianem grzbieto-
wych neuronow bocznych (ang. dorsal lateral
neurons, LNd) i brzusznych neuronéw bocz-
nych (ang. ventral lateral neurons, LNv). Wsrod
brzusznych neuronéw bocznych, ze wzgledu na
wielkos¢ cial komoérkowych, wyrédznia sie do-
datkowo neurony mate (male brzuszne neurony
boczne; ang. small ventral lateral neurons,
s-LNv) i duze (duze brzuszne neurony boczne;
ang. large ventral lateral neurons, 1-LNv). We
wszystkich grupach neuronéw zegara obser-
wuje sie dobowe oscylacje poziomu ekspresji
per ikilku innych genéw zegarowych. Kluczowa

role w generowaniu rytmow behawioralnych
i rytmiki w DD odgrywajg jednak neurony gru-
py s-LNv (HERMANN-LUIBL i HELFRICH-FORSTER
2015).

KOMORKI GLEJOWE
Z AKTYWNYM OSCYLATOREM
W MOZGU D. melanogaster

Chociaz pierwsze badania nad lokalizacja
biatka PER w moézgu D. melanogaster wykazaty
jego obecnosé nie tylko we wspomnianych gru-
pach neuronéw, ale takze w niektorych typach
gleju (EwWer i wspoétaut. 1992), to gtowny nurt
badan przez dtugi czas skupiat sie wylacznie na
poznawaniu roli neuronéw zegarowych. Znacz-
nie poézniej zaczeto interesowac sie komorkami
glejowymi z aktywnym oscylatorem (ang. glial
clocks) (JacksoN 2011). Odzwierciedlato to typo-
we podejscie, w ktorym neurony mialy ,pierw-
szenstwo” jako komorki pobudliwe, pelniace
nadrzedna role w ukladzie nerwowym. Rola
komoérek glejowych, nawet jako drugorzedna,
byla bardzo dltugo niedoceniana i ograniczana
wylacznie do funkcji strukturalnej oraz pod-
porowe;j.

Badania EwWERA i wspélaut. (1992) wykaza-
ly, ze ograniczenie ekspresji per tylko do komo-
rek glejowych (gdy metodami inzynierii gene-
tycznej wylaczano jego ekspresje w neuronach)
nie znosilo rytmiki aktywnosci lokomotorycznej
owadow. Oznaczalo to, ze komorki glejowe
moga by¢ generatorami rytmiki behawioralnej,
przy czym potrzebuja wsparcia ze strony
neuronow zegarowych, bo indukowane przez
nie oscylacje majg niska amplitude (ekspresja
per w neuronach zegarowych warunkowata
oscylacje o wyzszej amplitudzie). Sugerowato
to, ze funkcjonowanie oscylatorow w komoér-
kach gleju moze by¢ mniej wazne i zalezne od
neuronéw zegarowych, wobec czego sa one
oscylatorami peryferycznymi i to w dostownym
tego stowa znaczeniu. Dalsze badania potwier-
dzily, ze aktywnos$¢ oscylatoréw glejowych jest
modulowana przez neurony. Wykazaly jednak
takze, ze chociaz oscylatory glejowe pelnia role
drugoplanowag i znajduja si¢ pod wplywem neu-
ronoéw zegarowych, to relacje pomiedzy nimi
a neuronami zegarowymi sa partnerskie, gdyz
one takze wywieraja wplyw na neurony zega-
rowe.

Zaburzenia rytmiki behawioralnej, tj. ryt-
miki aktywnosci lokomotorycznej, obserwowa-
no takze u mutantow genu ebony (SUH
i JacksoN 2007). Gen ten koduje enzym przy-
laczajacy p-alanine do amin takich jak hist-
amina, serotonina czy dopamina. Co niezwykle
wazne, ulega on ekspresji wylacznie w ko-
morkach glejowych D. melanogaster, a poziom
jego bialka (EBONY) w gleju wykazuje wyrazna
rytmike dobowa z maksimum ekspresji na
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poczatku dnia (SuH i JACKsON 2007). Rytmika ta
utrzymuje sie takze w DD i zanika u mutantow
pe® oraz tim®. Jej endogenny charakter oraz
fakt, ze wywolanie ekspresji ebony w komor-
kach glejowych mutantow ebony przywraca
u tych owadow rytmike aktywnosci lokomoto-
rycznej (ang. rescue experiment), potwierdzaja
istotng role komorek glejowych syntetyzu-
jacych EBONY i samego EBONY w rytmice
behawioralnej (SuH i JACKSON 2007, ZYCHAL
i GORSKA-ANDRZEJAK 2014). Ponadto role gleju
w rytmice behawioralnej potwierdzily badania
wykazujace, ze zaburzenie transportu peche-
rzykowego, gradientu jonowego blony komor-
kowej lub sygnalizacji wapniowej tych komo-
rek, rowniez moze skutkowac¢ brakiem rytmu
aktywnosci lokomotorycznej owadéow (NG
i wspotaut. 2011). Co wiecej, jeden z typow
komorek gleju w neuropilu, nazywany glejem
podobnym do astrocytéow (ang. astrocyte like
glia), wplywa na funkcjonowanie neuronow
zegarowych, a wiec moze modulowac prace
centralnego zegara muszki owocowej (NG
i wspotaut. 2011).

Oprocz rytmiki behawioralnej, komorki
glejowe reguluja takze okolodobowsa plastycz-
nos¢ struktur nerwowych. Glej ptatow wzroko-
wych D. melanogaster przejawia plastyczne,
okotodobowe zmiany strukturalne i jest zaan-
gazowany w regulacje tego typu rytmiki w ukta-
dzie wzrokowym muszki owocowej (GORSKA-
-ANDRzEJAK 2013). Dobowe i okotodobowe oscy-
lacje PER w tym gleju maja taki sam wzorzec
jak w neuronach zegarowych, ale ich amplituda
jest znacznie nizsza, co moze tlumaczy¢, dla-
czego zegary w gleju sa ,slabszymi” oscylato-
rami niz neurony zegarowe. Nalezy dodac, ze
oscylatory nalezace do réznego typu gleju
roznia sie poziomem ekspresji PER, a wiec ich
wplyw na rytmike strukturalna lub behawio-
ralng moze by¢ zréznicowany. Wydaje sie tez,
ze dziatanie tych oscylatoréw peryferycznych
(jak wspomniano powyzej) jest regulowane
przez neurony zegarowe, zwlaszcza przez neu-
rony boczne (LNv), z udzialem syntetyzowanego
przez nie neuropeptydu PDF (ang. pigment dis-
persing factor) (GORSKA-ANDRZEJAK i wspoétaut.
2018, KrzEPTOWSKI i wspolaut. 2018).

Dotyczy to na przyklad oscylatorow glejo-
wych znajdujacych sie w zewnetrznej czesSci
drugiego neuropilu wzrokowego (medulla)
muszki owocowej (GORSKA-ANDRZEJAK 1 wspotaut.
2018). Komérki tego gleju leza w poblizu
zakonczen nerwowych neuronéw LNv, z ktérych
uwalniany jest PDF i moga odbierac ten sygnal,
poniewaz posiadaja odpowiednie receptory
(PDFR). Co ciekawe, komorki te wydaja sie byc¢
silniejszymi oscylatorami niz inne typy gleju
w ukladzie wzrokowym D. melanogaster, gdyz
wyrazaja per na wyzszym poziomie. Jednak
u mutantéw pdf°, u ktérych brak jest warun-

kowanej przez PDF sygnalizacji ze strony LNv,
amplituda oscylacji PER w tych komorkach
moze by¢ nawet dwukrotnie wieksza. Wydaje sie
wiec, ze rola tej sygnalizacji jest kontrolowanie
(zmniejszanie) amplitudy oscylacji PER
w komoérkach glejowych (GORSKA-ANDRZEJAK
i wspotaut. 2018).

W moézgu D. melanogaster mamy zatem do
czynienia ze zlozonym systemem zegarowym,
zbudowanym z neuronéw (zwanych zbiorczo
glownym oscylatorem/zegarem) i komoérek
glejowych (w ktorych sa zlokalizowane oscyla-
tory peryferyczne, kontrolowane przez oscylator
znajdujacy sie w neuronach, ale jednoczesnie
posiadajace na tyle duza autonomie, ze moga
regulowac oscylator w neuronach), z ktorych
pierwsze wystepuja w grupach, a drugie sg
rozproszone w calym moézgu. Badanie takiego
systemu wymaga doglebnego poznania
mozliwosci dzialania kazdej z jego czesSci oraz
ich oddzialywania na siebie — czyli znalezienia
odpowiedzi na pytanie, w jaki sposéb czesci te
komunikuja sie ze soba i jak na siebie
wplywajg? Cho¢ wiemy juz niemalo na ten
temat (AHMAD i wspétaut. 2021), to na pewno
nie zostal on w pelni wyczerpany.

Takie badania przewaznie wymagaja inge-
rencji w profil ekspresji genéw komoérek, ktoére
stanowig okreslona czes¢ systemu zegarowego,
a nastepnie sprawdzenia reakcji pozostatych
elementoéw systemu/organizmu na taksa inge-
rencje. Mozna np. wyciszy¢ ekspresje wybra-
nego genu zegarowego, po czym sprawdzic, jak
tego typu zmiana wplywa na (dobowy) profil
ekspresji innych genéw (w tym tych, ktére sa
kontrolowane przez zegar, czyli genow ccg; ang.
clock controlled genes) oraz na rytmike aktyw-
nosci lokomotorycznej owadow.

UKIERUNKOWANA ZMIANA EKSPRESJI
GENOW - SYSTEM GAL4/UAS

Jednym z podstawowych narzedzi genetycz-
nych umozliwiajacych zmiane ekspresji wybra-
nego genu (ang. target gene) w okreslonej gru-
pie komorek (ekspresja ukierunkowana) jest
system GAL4/UAS (GORSKA-ANDRZEJAK 2012).

GAL4 i UAS to odpowiednio czynnik bialko-
wy i sekwencja nukleotydowa, ktore stanowia
czesS¢ uktadu regulujacego katabolizm galak-
tozy u drozdzy, Saccharomyces cerevisiae.
GAL4 jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktéry
przylacza sie do sekwencji regulatorowej UAS
(ang. upstream activating sequence), co akty-
wuje transkrypcje genéw znajdujacych sie pod
jej kontrola. Sa to geny, ktére koduja enzymy
rozkladajace galaktoze. Poniewaz GAL4 moze
sie przytaczy¢ do UAS tylko wtedy, gdy w ko-
morce jest obecna galaktoza, to uklad ten
aktywuje ekspresje enzymow jedynie w warun-
kach zapotrzebowania.
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BraAND i PERRIMON (1993) wykazali, ze sys-
tem, wywolujacy u drozdzy ekspresje enzymow
rozkladajacych galaktoze, mozna z powodze-
niem zastosowac¢ do wywolywania ukierunko-
wanej ekspresji jakiegokolwiek genu u muszki
owocowej in vivo. Trzeba tylko wprowadzi¢ do
jej genomu odpowiednie konstrukty z sekwen-
cjami GAL4 i UAS (w genomie D. melanogaster
nie ma takich sekwencji).

Zazwyczaj wprowadza sie je oddzielnie,
uzyskujac transgeniczne szczepy, W nazwie
ktorych wystepuja skroty GAL4 i UAS. W szcze-
pie GAL4 (ang. driver) sekwencja kodujaca
GAL4 wprowadzana jest pod kontrola okreslo-
nego DNA regulatorowego (promotora) z geno-
mu muszki. Jest to promotor genu, ktérego
ekspresja jest tkankowo-specyficzna. To dzieki
niemu ekspresja GAL4 bedzie ukierunkowana —
biatko GAL4 bedzie syntetyzowane jedynie
w okreslonym typie komorek. Z kolei sekwencja
regulatorowa UAS jest wprowadzana do geno-
mu D. melanogaster wraz ze znajdujaca sie pod
jej kontrola sekwencja kodujaca wybrany/ba-
dany gen. Jest to gen docelowy (ang. target
gene) dla GAL4. Ulega on ekspresji jedynie
w komorkach syntetyzujacych bialtko GAL4.
Jego transkrypcja moze by¢ aktywowana tylko
poprzez przytaczenie sie do UAS aktywatora
transkrypcji, ktorym jest biatko GAL4 (DUFFY
2002).

Jezeli sekwencje GAL4 i UAS znajduja sie
w osobnych szczepach transgenicznych, dziata-
nie systemu bedzie mozliwe dopiero po skrzyzo-
waniu ze soba osobnikéw rodzicielskich (P)
szczepu GAL4 (promotor — GAL4), ze szczepem
UAS (UAS - wybrany gen). W genomie ich
potomstwa (F1) system bedzie kompletny (pro-
motor-GAL4-UAS-wybrany gen), wiec dojdzie do
ekspresji wybranego genu w okreslonym typie
komoérek (Ryc. 3).

Na przyklad wykorzystanie w takiej krzy-
zowce genetycznej szczepu tim- GAL4, w ktorym
ekspresja GAL4 jest kierowana przez promotor
genu timeless (ang. pancircadian promotor),
spowoduje ekspresje GAL4, a pozniej takze wy-
branego genu, we wszystkich komérkach, ktére
wyrazaja ekspresje tim, czyli we wszystkich ko-
morkach zegara biologicznego. Jesli szczep tim-
-GAL4 skrzyzuje sie ze szczepem UAS-ACycle
(ACycle to dominujaca, negatywna forma
Cycle), w F1 dojdzie do zablokowania mecha-
nizmu zegarowego w komoérkach zegara.

Metoda krzyzowania w systemie GAL4/UAS
jest takze wykorzystywana do ukierunkowa-
nego wyciszania ekspresji okreslonego genu
in vivo. Jest wtedy stosowana w polaczeniu
z interferencja RNA (KAYA-COPUR i SCHNORRER
2016). W tym przypadku szczep GAL4 (ktory
nada wyciszeniu specyficznos¢ tkankowa) jest
krzyzowany ze szczepem UAS-iRNA dla wybra-
nego genu (tego typu szczepy sa dostepne np.

SZCZEP GAL4 SZCZEP UAS

promotor - GAL4 - UAS - wybrany gen

CAaans> .\ s
/

VY s B YN

transkrypcja

Laand>

mRNA

translacja

BIALKO

Ryc. 3. Krzyzowka genetyczna miedzy dziewiczymi
samicami szczepu GAL4 i samcami szczepu UAS
pokolenia rodzicielskiego (P), pozwala uzyskac¢ osob-
niki potomne pierwszego pokolenia (F1), w ktorych
dochodzi do ekspresji wybranego genu w okreslonym
typie komoérek (ramka).

w Vienna Drosophila Resource Center,
https:/ /stockcenter.vdrc.at/control/main).

System GAL4/UAS (opisany tutaj tylko
w wersji podstawowej) okazatl sie by¢ przetomo-
wym rozwigzaniem w nowoczesnych badaniach
nad genetycznym i molekularnym podlozem
réznych proceséw biologicznych, ktore sa pro-
wadzone na modelu D. melanogaster. Dotyczy
to takze badan nad zegarem biologicznym
(Kaneko i HaLL 2000). Nic dziwnego, ze publi-
kacja, w ktorej BRAND i PERRIMON (1993) opisuja
jego podstawowe zalozenia byla cytowana
ponad 7 tysiecy razy. Dzieki takim narzedziom
Drosophila melanogaster jeszcze lepiej spraw-
dza sie jako model badawczy we wspotczesnych
badaniach, czyli w XXI. w.
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Streszczenie

Wiele badan nad podstawowymi procesami zyciowymi
prowadzi sie z wykorzystaniem organizméw nazywanych
modelowymi. Jednym z nich jest Drosophila melanogaster,
potocznie nazywana muszka owocowa. W artykule przed-
stawiono role tego owada w nagrodzonych Nagroda Nobla
z 2017 r. badaniach nad rytmami okotodobowymi i gene-
rujacym je mechanizmem oscylatora molekularnego
(zegara biologicznego). Krotko opisano komérki budujace
zegar w mozgu muszki owocowej, tj. neurony i komorki
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glejowe z aktywnym oscylatorem komoérkowym, ktére
wykazuja ekspresje genéw zegarowych. Omoéwiono takze
podstawowe metody z obszaru genetyki i inzynierii gene-
tycznej stosowane w badaniach nad systemem zegarowym
D. melanogaster.
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Drosophila melanogaster — A SIMPLE AND SURPRISINGLY EFFECTIVE MODEL IN THE STUDY OF CIRCADIAN
RHYTHMS AND THE MOLECULAR MECHANISM OF THE BIOLOGICAL CLOCK NOT ONLY IN INSECTS

Summary

Much research into fundamental biological processes has been carried out using so-called model organisms. One of
them is Drosophila melanogaster, commonly known as the fruit fly. The article presents the role of this insect in the study
of circadian rhythms and the mechanism of the molecular oscillator (the circadian clock) that generates them, which was
awarded the Nobel Prize in 2017. We briefly describe the cells that build the clock in the brain of the fruit fly, the neurons,
and the glial cells that express clock genes (with an active oscillator). We also briefly present methods in the field of
genetics and genetic engineering that made it possible to elaborate on the mechanism of the molecular oscillator of the
fruit fly.

Key words: biological clock, circadian rhythms, clock genes, clock neurons, Drosophila melanogaster, GAL4/UAS system, glial clocks



