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O ZEOZONOSCI ZEGARA BIOLOGICZNEGO OWADOW, CZYLI JAK NARZADY
ODMIERZAJA CZAS

WPROWADZENIE — ZEGAR BIOLOGICZNY I GENEROWANE PRZEZ NIEGO RYTMY

Jedna z cech organizmow jest zdolnos¢
do pomiaru uptywu czasu, dzieki endogen-
nemu mechanizmowi okreSlanemu mianem
zegara biologicznego. Pozwala on realizowacd
funkcje zyciowe w najbardziej korzystnym
okresie. Zdolno$¢ do pomiaru uplywajace-
go czasu wigze sie bowiem z umiejetnoscia
do przewidywania zmian, na ktore organizm
moze przygotowal sie z wyprzedzeniem,
odpowiednio zmieniajac swoj metabolizm
(KUHLMAN i wspotaut. 2007). Zegar biolo-
giczny odmierza czas w oparciu o rytmy
geofizyczne Srodowiska, analizujac roznice w
nate¢zeniu bodZcoéw, sposrod ktorych najwaz-
niejszym jest Swiatlo. Szczegdlna wrazliwosc
organizmu na ten czynnik uksztaltowala sie
przez miliony lat ewolucji. Stato si¢ tak naj-
prawdopodobniej dlatego, Ze natezenie Swia-
tta zmienia si¢ w sposob bardziej przewi-
dywalny, niz ktoregokolwiek z pozostatych
czynnikow Srodowiska abiotycznego. Swiatto
stanowilo silny czynnik w selekcji naturalnej,
ktora doprowadzita do wyksztalcenia si¢ me-
chanizmow odbioru informacji o zmianach
jego natezenia w czasie. DlugosS¢ dnia i nocy
podczas kazdej doby zaleza bowiem od ak-
tualnego polozenia naszej planety wzgledem
Stofica, a nie od krétkoterminowych fluktu-
acji natezenia takich czynnikOw jak tempera-
tura, wilgotnos¢, czy ciSnienie atmosferycz-
ne. Swiatlo jest zatem podstawowym dawca
czasu (niem. Zeitgeber) dla zegara, ktory

dzieki odpowiednim receptorom odbiera in-
formacje o fotoperiodzie, przetwarza je i ge-
neruje rytmy biologiczne, ktore obserwujemy
jako zmiany aktywnoSci efektorow. Te trzy
zdolnoSci okreslaja rowniez budowe zegara.
Jego pierwszym elementem sa drogi, ktorymi
informacja od receptorow dociera do oscyla-
tora, czyli drugiego elementu, odpowiedzial-
nego za generowanie rytmow. Jego trzecia
sktadowa sa drogi przekazywania danych o
parametrach tych rytmow, docierajace do od-
powiednich narzadéw wykonawczych. Zegar
biologiczny generuje rytmy o 4 cechach, od-
rozniajacych je od innych oscylacji w ustroju.
Pierwsza z nich wskazuje na endogenny cha-
rakter zegara i przejawia si¢ zachowaniem
generowanego rytmu w statych warunkach, a
wiec wtedy, gdy oscylator nie odbiera infor-
macji od dawcy czasu (np. po umieszczeniu
organizmu w statej ciemnoSci). Druga cecha
dotyczy okresu rytmu, ktory wynosi w przy-
blizeniu 24 godziny, przez co okreSlany jest
jako cirkadialny czyli okotodobowy (lac. cir-
ca = zblizony, dies = dzief)). Trzecia wtaSci-
woS¢, wyraza sie jego latwa synchronizacja
do nowego fotoperiodu. Natomiast czwarta
cecha wigze sie ze staloScia okresu rytmu
generowanego przez zegar w bardzo szero-
kim zakresie temperatur otoczenia, na jakie
moze by¢ wystawiony organizm, a zjawisko
to okreSlane jest mianem kompensacji tem-
peraturowe;.
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ZEGAR CENTRALNY I ZEGARY PERYFERYCZNE — EWOLUCJA POGLADOW NA TEMAT
SYSTEMU WIELOZEGAROWEGO ZWIERZAT

Niniejsza praca jest poSwiecona zegarowi
biologicznemu owadow, jednakze na wstepie
warto wspomniec, jak zbudowany jest zegar
u ssakow. Jest to wazne, gdyz poznanie jego
struktury miato ogromny wpltyw na poglady
chronobiologow badajacych zegary u innych
zwierzat. Ustalono, ze oscylator biologiczny
ssakow tworza neurony podwzgorza, skupio-
ne w strukturze zwanej jadrami nadskrzyzo-
waniowymi (DIBNER i wspotaut. 2010). Od-
bieraja one informacje ze Srodowiska droga
nerwowa — szlakiem siatkOwkowo-podwzgo-
rzowym, a same przez liczne projekcje ner-
wowe kontaktuja sie z wieloma oSrodkami
w mozgu, ktore posrednicza w koordynowa-
niu rytmow generowanych przez sam oscyla-
tor. Poznanie struktury tego zegara zrodzilo
uogolniany poglad, zakladajacy jego pelna
centralizacje w osSrodkowym ukladzie nerwo-
wym u zwierzat i wpltyw na wszystkie rytmy
obserwowane w organizmie. Wyniki wielu
badan, prowadzonych na nizszych kregow-
cach oraz bezkregowcach weryfikuja jednak-
ze te opini¢, dowodzac, ze w organizmach
zwierzat znajduje si¢ wiele zegarow. Wspot-
dzialaja one ze soba na rownych prawach,
a hierarchiczny porzadek, w ktorym jeden
zegar generuje wszystkie oscylacje w ustro-
ju (jak ma to miejsce u ssakow), jest raczej
wyjatkiem, a nie reguta (TAMAI i wspotaut.
2003). Opinia na temat budowy zegara bio-
logicznego ewoluuje nadal. Po odkryciu me-
chanizmu zegara molekularnego, u réznych
grup organizmow, uksztalttowal sie nowy
poglad na temat budujacych go elementow.
Okazuje si¢, ze kazdy z nich moze znajdowac
sic w pojedynczej komorce (ZHANG i KAY
2010). Role fotoreceptorow, czynnikOw ge-

nerujacych rytmy, jak i efektorow, petnia w
tym przypadku biatka. U tkankowcow licz-
ba takich zegarow komorkowych moze byc¢
bardzo duza. Sa one skupione w centrach
generujacych rytmy, ktore obserwujemy na
poziomie calego organizmu, ale s3 takze roz-
proszone w tkankach, gdzie utrzymuja lokal-
ne oscylacje na terenie narzadow lub catych
uktadow. Wiele z nich wykazuje bardzo da-
leko posuni¢ta autonomie, przejawiajaca sie
utrzymaniem rytmu przez wiele dni w narza-
dach, tkankach, czy komorkach hodowanych
in vitro, w tych samych warunkach zacho-
wuja one endogenna wrazliwoS¢ na infor-
macje pochodzace od dawcy czasu. Upraw-
niony jest zatem poglad ttumaczacy wyste¢po-
wanie u zwierzat systemu wielozegarowego,
a nie pojedynczego zegara biologicznego.
Niemniej, za sprawa powszechnej opinii o
centralizacji zegara w osrodkowym uktadzie
nerwowym, wszystkie zegary zlokalizowane
poza moézgiem nazywane sa peryferycznymi.
Nazwa ta nasuwa zawsze konotacje z okre-
Sleniami uzywanymi do opisu mechanizmow
mniej waznych lub zaleznych. Ponownie
jest ona shuszna w odniesieniu do zegarow
peryferycznych ssakow, ktore s3 lokalnymi
osrodkami generowania oscylacji w wielu na-
rzadach, ale catkowicie podleglymi kontroli
zegara centralnego, obecnego na terenie ja-
der nadskrzyzowaniowych podwzgorza (Cu-
NINKOVA i BROWN 2008). Natomiast u wick-
szoSci zwierzat nie bedacych ssakami, w tym
owadow, niemal wszystkie zegary potozone
poza mozgiem sa w pelni autonomiczne, a
przymiotnik ,peryferyczne” wskazuje wiasnie
na ich lokalizacje, a nie pozycje funkcjonalna
(VANSTEENSEL i wspotaut. 2008).

MECHANIZM ZEGARA MOLEKULARNEGO DROSOPHILA MELANOGASTER 1 INNYCH OWADOW

Poczatki badan nad zegarem molekular-
nym owadow siegaja wczesnych lat 70. ubie-
glego wieku i zwiazane byly z analiza przy-
czyn, ktore powodowaly zmiany rytmow
aktywnoSci lokomotorycznej oraz linien po-
czwarek do form dorostych, u mutantéow D.
melanogaster. Odkryto, ze odpowiadaja za
nie mutacje pojedynczego genu, a ze wzgle-
du na fenotyp mutantéw, wyrazajacy si¢ w
postaci zmian okresu obu rytmoéw, nazwano
go period (ang. period, okres) (ROSBASH i
wspotaut. 2007). Od tamtego czasu znaczaco

wzrosta liczba znanych genéw, od ktorych
prawidtowej ekspresji zalezy dzialanie zega-
ra molekularnego D. melanogaster (ALLADA
i CHUNG 2010, STANEWSKY 2003). Produkty
ekspresji tych genow, czyli biatka zegara bio-
logicznego, oddzialuja ze soba tworzac me-
chanizm oscylatora molekularnego. Jego dzia-
lanie objawia si¢ w postaci rytmicznej eks-
presji wspomnianych genow i jest realizowa-
ne w trzech zazebiajacych si¢ szlakach, gdzie
biatka zegara reguluja ekspresj¢ wlasnych
genow, a takze innych genow zegarowych.



Zegar biologiczny owadow

499

9=
.‘m@zﬁ@h%

"k .,7.@

DET t pp1
| CK2 sa::c] PP2A

CYC/
E-frax | —= previiinr \I;.-\ \_T;-—-\

A
©
| \'JE.YJ

L;._

\J

B ove/
hox | — Iod lvri SO S
l l
Al v/ = : e
L S VG 4 -
ove/
—

Ryc. 1. Struktura zegara molekularnego Droso-
phila melanogaster.

(A) Petla glownego sprzezenia zwrotnego poprzez
ktora regulowana jest ekspresja genow per i tim.
Heterodimer CLK/CYC, laczac si¢ sekwencja E-box,
aktywuje transkrypcje per oraz tim. Powstajace bial-
ka PER i TIM sa fosforyzowane przez kinazy DBT,
SGG, CK2 (reszty kwasu ortofosforowego oznaczono
litera P w ciemnofioletowych kotkach) lub defosfo-
rylowane przez fosfatazy PP1 i PP2A. Biatka PER i
TIM tworza heterodimer, ktory przemieszcza si¢ na
teren jadra komorkowego, gdzie hamuje ekspresje
wlasnych genéw, dzieki wiazaniu sie z kompleksem
CLK/CYC. Do odblokowania transkrypcji per i tim
konieczna jest degradacja biatek PER i TIM, ktora
odbywa sie na terenie proteasomoéw. Przed degra-
dacja PER i TIM sa hiperfosforylowane i ubikwity-
nowane. Ubikwitynacja PER odbywa si¢ z udzialem
ligazy SLIMB. TIM jest kierowane na szlak ubikwi-
tynacji przez biatkko CRY pobudzane przez Swiatlo.
(B) Dwie wspomagajace petle sprzezenia zwrotnego
systemu zegara. W pierwszej z nich, ekspresja CLK
regulowana jest przez dwa biatka - PDP1 i VRI, kt6-
re konkuruja podczas wiazania si¢ do sekwencji re-
gulatorowej P/V genu Clk. Przewaga PDP1 stymulu-

Pierwszy, glowny szlak przyjmuje forme petli
ujemnego sprzezenia zwrotnego (Ryc. 1A).
W ciagu dnia (faza jasna cyklu) obserwujemy
wzmozona aktywnoS¢ transkrypcyjna genow
period (per) i timeless (tim), ktora aktywu-
je heterodimer zbudowany z dwoch bialek,
CLOCK (CLK) i CYCLE (CYC). Warunkiem
inicjacji tego procesu jest przylaczenie CLK/
CYC do sekwencji E-box w obszarach regu-
latorowych tych genéw. Gromadzenie si¢
transkryptow per i tim w cytoplazmie skut-
kuje wzrostem iloSci biatek PER i TIM na po-
czatku nocy (fazy ciemnej cyklu). W potowie
fazy ciemnej bialka PER i TIM lacza si¢ ze
soba w heterodimer, co promuje ich translo-
kacje do jadra komorkowego, gdzie hamuja
ekspresje wlasnych genow. Dzieje si¢ tak za
sprawa laczenia sie¢ PER/TIM z heterodime-
rem CLK/CYC, czego konsekwencja jest za-
blokowanie jego zdolnoSci do wigzania DNA.
Opisany cykl ekspresji per i tim trwa okoto
24 godzin ze wzgledu na modyfikacje post-
trnanslacyjne biatek zegara (gtéwnie PER i
TIM), ktore sa czasochtonnym procesem. W
konsekwencji dochodzi do opdznienia mie-
dzy aktywacja ekspresji przez CLK/CYC a
jej hamowaniem przez PER/TIM, czyli biatka
bedace ostatecznymi produktami tej ekspre-
sji. Takie rozdzielenie w czasie obu proce-
sow skutkuje cyklicznymi zmianami poziomu
transkrypcji wszystkich genow zaleznych od
heterodimeru CLK/CYC, nie tylko genow ze-
gara biologicznego. Wspomniane modyfika-
cje posttranslacyjne obejmuja przede wszyst-
kim fosforylacje PER, TIM i CLK. Biatko PER
jest fosforylowane przez kinaze kazeinowa
Ie zwana Doubletime (DBT) oraz kinaze ka-
zeinowa 2 (CK2), co podwyzsza jego aktyw-
nos¢, jako czynnika hamujacego transkrypcje.
Fosforylacja TIM zachodzi przy udziale kina-
zy syntazy glikogenu 3, nazywanej SHAGGY
(SGG). Nalezy nadmienié¢, ze kinaza DBT w
czasie fosforylacji wiaze si¢ z PER, a po po-
wstaniu kompleksu PER/TIM przemieszcza

je transkrypcje Clk i wzrost iloSci biatka CLK, ktore
wiaze si¢ z obecnym stale w komorkach biatkiem
CYC. W odpowiedzi heterodimer CLK/CYC aktywu-
je transkrypcje Pdpl i vri oraz genu cwo. Powstaja-
ce biatko CWO i kompleks CLK/CYC konkuruja ze
soba przy wiazaniu si¢ z sekwencja E-box per i tim,
tworzac druga wspomagajaca petle mechanizmu ze-
garowego. Zmiany poziomu aktywnego heterodi-
meru CLK/CYC najprawdopodobniej wplywaja na
cykliczna ekspresje genow ccg. Dokladny opis dziata-
nia oscylatora molekularnego znajduje si¢ w tekScie
pracy. (wg ALLADY i CHUNGA 2010, zmodyfikowana).
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si¢ wraz z nim do jadra komorkowego, gdzie
pelni jeszcze jedna funkcje — destabilizuje
CLK, powodujac jego fosforylacje. Degrada-
c¢ja CLK oraz wspomniane wiazanie komplek-
sow CLK/CYC przez PER/TIM hamuje eks-
presj¢ per oraz tim, a stan ten utrzymuje si¢
do kofica nocy. Rankiem TIM znika z komo-
rek, a wkrotce po nim PER. Degradacja TIM
jest zalezna od fotoreceptora komorkowego,
kryptochromu (CRY). Bialko CRY aktywo-
wane Swiatlem wiaze si¢ z TIM stymulujac
proces jego ubikwitynacji. To powoduje, ze
TIM zostaje skierowane na szlak degradacji
w proteasomach. Za znikanie biatka PER z
komorek na poczatku dnia odpowiada ligaza
ubikwitylowa E3 znana jako Supernumerary
limbs (SLIMB). Biatko SLIMB przenosi resz-
ty ubikwityny na ufosforylowane przez DBT
czasteczki PER, co staje si¢ sygnalem do jego
degradacji na terenie proteasomow.

Dwa dodatkowe (wspomagajace) szlaki
ekspresji genoOw zegara molekularnego, tak-
ze przyjmuja forme petli sprz¢zen zwrotnych
(Ryc. 1B). Funkcje regulatorOw pierwszej z
nich pelnia biatka VRILLE (VRI) i Par doma-
in protein 1 (PDP1). Ekspresja kodujacych je
genow, vri i Pdpl, jest aktywowana przez he-
terodimer CLK/CYC. Powstajace w odpowie-
dzi biatko VRI hamuje ekspresj¢ Clk, a PDP1
ja aktywuje. Dyskutowany jest takze analo-
giczny wplyw obu bialek na ekspresj¢ genu
cry. VRI gromadzi si¢ w komorkach szybciej
niz PDP1, co przy jego hamujacym wpltywie
na ekspresj¢ Clk i prawdopodobnie cry, po-
woduje okolo 12 godzinne opoéznienie fazy
rytmu akumulacji ich transkryptow w po-
rownaniu z faza ekspresji per i tim. Ostatnia
z odkrytych petli sprz¢zen zwrotnych oscyla-
tora tworzy bialko CLOCKWORK ORANGE
(CWO) i heterodimer CLK/CYC. CWO jest
czynnikiem transkrypcyjnym, ktory podobnie
do biatek CLK i CYC posiada domene bHLH,
ktora umozliwia wiazanie DNA. Dzi¢ki niej
CWO konkuruje z kompleksem CLK/CYC
podczas przylaczania si¢ do sekwencji E-box.
CWO dziata jako represor, hamujac ekspresje
genow per i tim wplywajac tym samym na
glowna petle mechanizmu oscylatora. Uwa-
za si¢, ze opisane powyzej, dodatkowe szlaki
regulacji ekspresji genow zegara, maja zasad-
niczy wplyw na faz¢ oraz amplitud¢e rytmu
oscylatora molekularnego.

Opisany mechanizm oscylatora moleku-
larnego D. melanogaster powstal gtownie w
oparciu o badania efektow, jakie wywotuja
mutacje poszczegolnych genow zegara. Obej-
mowaly one analize fenotypu mutantow, a

przede wszystkich zmiany w ich zachowaniu,
ktore byly konsekwencja zaburzen dzialania
zegara zlokalizowanego w oSrodkowym ukta-
dzie nerwowym. Z tego powodu bardzo mato
wiadomo o strukturze molekularnej oscylato-
row peryferycznych D. melanogaster. Wyniki
nielicznych badan przeprowadzonych w tym
zakresie wskazuja, ze moga one miel przy-
najmniej czeSciowo inna budowe¢ niz oscy-
lator obecny w mozgu. Do takich wnioskow
mozna dojs¢ analizujac mechanizm zegara w
czutkach i cewkach Malpighiego (ALLADA i
CHUNG 2010).

Struktura oscylatora molekularnego u in-
nych niz D. melanogaster gatunkOw owa-
dow, jest bardzo stabo poznana, a modele
ttumaczace sposob ich funkcjonowania sa
wyjatkowo ubogie. Za najstarszy, z ewolu-
cyjnego punktu widzenia, uwaza si¢ o0scy-
lator obecny u Lepidoptera (REPPERT 2007,
YUAN i wspotaut. 2007). Cecha szczegdlna
jego mechanizmu s3 dwa biatka CRY: CRY1 i
CRY2. Biatko CRY1 pehni role fotoreceptora
komorkowego i wplywa na stabilno$¢ TIM,
podczas gdy CRY2, wraz z PER, odpowia-
da za hamowanie transkrypcji glownych ge-
now zegara (Ryc. 2A). Blonkowki i chrzasz-
cze utracity gen cryl, zachowujac cry2, kto-
ry koduje glowny represor transkrypcji w
mechanizmie ich oscylatora (Ryc. 2A i 2B).
Z kolei muchéwki z rodziny Drosophilidae
utracity cry2, a zachowaly gen cryl, ktory
koduje bialko pelnigce funkcje fotorecepto-
ra w oscylatorze na terenie mozgu, ale takze
fotoreceptora i integralnego elementu petli
regulacyjnej, w oscylatorach peryferycznych
(Ryc. 2D i 2E). U innych muchéwek, np. ko-
marow, cry2 jest obecny w genomie i kodu-
je biatko, ktore najprawdopodobniej pelni
role represora transkrypcji w mechanizmie
zegara molekularnego, analogicznie jak ma
to miejsce u tuskoskrzydtych, btonkowek i
chrzaszczy. Brak cryl w genomach niekto-
rych owadOw rozszerza badania zegarow o
poszukiwanie alternatywnych fotorecepto-
row oscylatora molekularnego. Ze wzgledu
na ekspresje biatka TIM u chrzaszczy, przy-
puszcza sie, ze moze ono bra¢ udziat w od-
powiedzi zegara na Swiatto, analogicznie, jak
u D. melanogaster, ale sam szlak fototrans-
dukgji sygnalu do oscylatora nie jest znany.
Z zupetnie innym mechanizmem mamy do
czynienia w przypadku blonkowek. Pszczota
miodna nie posiada w swym genomie orto-
loga tim. Trudno zatem stawiac¢ hipotezy, na
ktory z elementOw oscylatora molekularnego
u tego gatunku bezposrednio lub posrednio
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Ryc. 2. Modele zegar6w molekularnych réznych gatunké6w owadow.

(A) U Lepidoptera biatko CRY1 pelni funkcje fotoreceptora oddzialujacego na mechanizm poprzez biatko
TIM, a CRY2 wraz z PER sa negatywnymi regulatorami transkrypcji. (B) Biatko CRY2 petni najprawdopodob-
niej analogiczna role¢ w oscylatorze u chrzaszczy, jednak u zwierzat tych nieznany jest szlak fototransdukcji
sygnatu i udziat bialek PER oraz TIM w generowaniu rytmu. (C) Blonkéwki nie posiadaja genow CRY1 i
TIM, a w mechanizmie ich oscylatora PER i CRY2 petlnia role negatywnych regulatorOw transkrypcji; niezna-
ny jest mechanizm wrazliwoSci tego oscylatora na Swiatlo. (D) Najlepiej zbadany oscylator molekularny w
osrodkowym uktadzie nerwowym i (E) stabo poznany mechanizm oscylatorow peryferycznych u Drosophila
melanogaster. W pierwszym z nich biatko CRY dziata jako fotoreceptor, w drugim jako fotoreceptor i by¢
moze regulator o nieznanej funkcji — szczegOly w tekScie pracy. (wg ALLADAY i CHUNGA 2010 oraz BLOCHA

2010).

moze dziatla¢ Swiatlo. Od niedawna pojawiaja
sie sugestie o pteropsynach i biatku kodowa-
nym przez ortologa ssaczego genu timZ2, jako
czynnikach, na ktore nalezy zwroci¢ uwage
poszukujac drogi, ktora informacja o fotope-
riodzie dociera do zegara u pszczoly (BLOCH
2010).

Ilos¢ informacji o strukturze zegara
molekularnego jest bardzo duza, w porow-
naniu z tym, co wiemy o sposobie jego
oddzialywania na kontrolowane procesy.
Wykonujac analiz¢ porownawcza transkryp-

tomow narzadow badanych o rdéznych po-
rach doby, tatwo zauwazy¢, ze ekspresja se-
tek (a czasem tysiecy) gendOw ma rytmicz-
ny charakter. Jednak dotychczas niewiele
z nich opisano jako geny kontrolowane
przez zegar (ang. clock controlled genes,
ccg), czyli takie, ktorych ekspresja zalezy
bezposrednio od elementOw oscylatora mo-
lekularnego (biatek, bedacych regulatora-
mi transkrypcji) — problem ten jest bardzo
dobrze przedyskutowany w pracy ALLADA i
CHUNG 2010.
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ZEGAR W OSRODKOWYM UKELADZIE NERWOWYM OWADOW

Ekspresje genOw i obecnos¢ bialek zegara
biologicznego opisano w bardzo wielu ob-
szarach mozgu D. melanogaster, na terenie
neuronoéw i komorek glejowych oraz w po-
wiazanych z nim strukturach np. fotorecep-
torach. Nie wszystkie jednak tworza funkcjo-
nalny zegar, ktory odpowiada za generowa-
nie rytmu aktywnosci ruchowej. Role taka u
D. melanogaster pelnia komorki centralnej
czeSci mozgu, zarowno glejowe, jak i nerwo-
we. Ostatnie z wymienionych, sa skupione
w trzech podgrupach neuronow lateralnych
(bocznych) i trzech podgrupach neuronow
dorsalnych (brzusznych). Odpowiadaja one
za rozne parametry rytmOow okotodobowych
D. melanogaster, tworzac skomplikowana
sie¢ powiazan funkcjonalnych, o ktérych
mozna dowiedzie¢ si¢ z obszernych opraco-
wan, opublikowanych w ciagu ostatnich kil-
ku lat (NITABACH i TAGHERT 2008 i cytowane
tu prace). Relatywnie duzo badan z zakresu
neuroanatomii funkcjonalnej zegara wyko-
nano na Musca domestica oraz kilku innych
gatunkach muchowek, dostarczajac szeregu
dowodow wskazujacych na to, ze ich oscy-
latory molekularne w oSrodkowym ukladzie
nerwowym moga dziata¢ inaczej niz opisany
u D. melanogaster. R0znice te dotycza pro-
filu ekspresji genow zegara w warunkach
stalej ciemnoSci i podczas ciaglej ekspozycji
owadow na Swiatlo, ale obejmuja takze do-
bowe zmiany poziomu i lokalizacji kodowa-
nych przez nie biatek, na terenie neuronow
zegarowych (SANDRELLI i wspotaut. 2008).

Cytoarchitektura zegara w oSrodkowym
uktadzie nerwowym Lepidoptera byta bada-
na gltéwnie u trzech gatunkow: Antheraea
pernyi, Bombyx mori i Danaus plexippus.
Pierwsze z analiz, ktore wykonano w tym za-
kresie polegaly na uszkadzaniu réznych ob-
szarOw mozgu i przeszczepianiu go do jamy
ciala, a nastepnie obserwacjach wpltywu tych
manipulacji na zachowanie si¢ oraz rozwoj
owadow. Dzieki nim dowiedziono, ze zegar
zlokalizowany jest w brzuszno-bocznej cze-
sci protocerebrum (przodomoézgowia). Do-
ktadniejsze analizy wykazaly, ze u wszystkich
trzech wymienionych gatunkow, ekspresja
genow zegara odbywa sie w grupie komo-
rek neurosekrecyjnych (la) obszaru proto-
cerebrum, okreSlanego jako Pars Lateralis
(PL). Poréwnujac dobowe profile ekspresji
genow zegara w neuronach Lepidoptera i
D. melanogaster, stwierdzono kilka roznic.
U zadnego z badanych gatunkoéw nie zaob-

serwowano przesuniecia fazy rytmu ekspresji
genow zegarowych w stosunku do akumula-
cji kodowanych przez nie biatek, co jest ty-
powym zjawiskiem w neuronach lateralnych
mozgu D. melanogaster. Kolejna, fundamen-
talna réznica, dotyczy zachowania sie¢ bialek
zegarowych, ktore gromadza si¢ w cytopla-
zmie oraz aksonach neuronéw i nigdy nie
przemieszczaja sie do jader tych komorek.
Wyjatek stanowi CRY2 u D. plexippus ktore
wykrywane jest okresowo w cytoplazmie i ja-
drach neuronéw PL. Odstepstwem od tej re-
guly jest tez cykliczne gromadzenie si¢ biatka
PER w jadrach neuronow la, u Manduca se-
xta (WISE i wspotaut. 2002). Badajac A. per-
nyi opisano nieznane dotychczas u innych
owadow zjawisko produkcji antysensownego
RNA per w neuronach zawierajacych oscy-
lator. Rola tego RNA nie jest znana. U Lepi-
doptera obserwowano takze niewielkie (ale
najprawdopodobniej istotne dla dziatlania
oscylatora), miedzygatunkowe roznice profi-
li ekspresji genow i bialek zegara w moézgu
(szczegotowy przeglad danych na ten temat
znajduje sie w pracy (SANDRELLI i wspotlaut.
2008)).

Zegar w mozgu Lepidoptera odpowiada
za generowanie i regulacje szeregu rytmow
behawioralnych oraz rozwojowych (wyklu-
wania si¢ z jaj, linien do kolejnych stadiow
rozwojowych, czy zachowan przygotowaw-
czych przed metamorfoza). Wplyw zega-
ra na procesy, ktore reguluje, ma wyraz w
strukturze sieci potaczen miedzy neuronami
PL, a kilkoma obszarami moézgu. U dwoch
gatunkow, A. pernyi i B. mori, neurony PL
najprawdopodobniej kontaktuja si¢ z komor-
kami neurosekrecyjnymi, produkujacymi hor-
mon protorakotropowy, ktory jest jednym z
peptydow regulujacych aktywnoS¢ wewnatrz-
wydzielnicza u owadow. Projekcje nerwowe
z PL u B. mori docieraja do cial sercowatych
(corpora cardiaca) i cial przyleglych (corpo-
ra allata), a wiec gtdbwnych narzadéow neu-
rohemalnych i dokrewnych, zaangazowanych
w gromadzenie oraz produkcje hormonow
kontrolujacych rozwoj postembrionalny i
metabolizm. U tego samego gatunku obec-
noS¢ biatek zegara opisano w neuronach
Pars Intercerebralis (PI) oraz duzych neu-
ronach zwoju frontalnego, co moze wskazy-
wac na koordynacje funkcji uktadu stomato-
gastrycznego przez zegar biologiczny (ner-
wowy uklad stomatogastryczny odpowiada
za koordynacje funkcji przedniego odcinka



Zegar biologiczny owadow

503

przewodu pokarmowego owadoéw). Jednak
najwiecej badan w zakresie anatomii funkcjo-
nalnej zegara w osrodkowym ukladzie ner-
wowym przeprowadzono na D. plexippus,
okreslajac jego wplyw na diapauze rozrodcza
oraz migracje sezonowe. Zidentyfikowano
szereg powiazan neuronalnych miedzy PL i
osrodkami koordynujacymi produkcje klu-
czowego dla stanu diapauzy hormonu juwe-
nilnego; przedstawiono dowody na istnienie
potaczefi miedzy PL i receptorami wrazliwy-
mi na spolaryzowane Swiatlo ultrafioletowe,
ktore jest gtownym dawca informacji o po-
lozeniu owada wzgledem jego Zrodla, czyli
Stonca, podczas migracji; okreslono przebieg
projekcji nerwowych docierajacych z PL do
kompleksu centralnego, a wiec osrodka aso-
cjacyjnego w mozgu, ktory uwazany jest za
miejsce lokalizacji kompasu koordynujacego
dlugodystansowe migracje owadow (REPPERT
2007).

Zegar koordynujacy rytmy behawioral-
ne moze by¢ zlokalizowany poza central-
na czeScia mozgu. Z sytuacja taka mamy do
czynienia u karaczandéw i prostoskrzydlych
(TOMIOKA i ABDELSALAM 2004). Podobnie jak
w przypadku Lepidoptera, wczesne badania
prowadzone celem poszukiwania zegarow u
tych zwierzat polegaly na usuwaniu czesci
mozgu lub ich transplantacjach miedzy osob-
nikami hodowanymi w warunkach, gdzie
dobowy cykl dnia i nocy mial rézna faze.
Dzi¢ki tego typu manipulacjom mozna okre-
sli¢, czy endogenny rytm generowany przez
neurony dawcy zostanie narzucony biorcy,
ktoremu wczesniej usunicto jego wilasny ze-
gar. Eksperymenty takie przeprowadzono na
Leucophaea maderae wykazujac, ze zegar u
tego karaczana zlokalizowany jest w platach
wzrokowych, na terenie niewielkiej struk-
tury zwanej Accessory Medula (AMe) (HOM-
BERG i wspoétaut. 2003). Przywrécenie rytmu
aktywnoSci u L. maderae po przeszczepie
wymagato dodatkowo regeneracji polaczen

nerwowych miedzy AMe i centralna czeScia
mozgu. Odtwarzane projekcje nerwowe obej-
mowaly komorki, na terenie ktérych produ-
kowany jest Pigment Dispersing Hormon
(PDH), peptyd charakterystyczny dla neuro-
now wchodzacych w sklad sieci neuronalne;j
zegara biologicznego. Analizujac literature
dotyczaca polozenia zegara biologicznego w
mozgu u réznych gatunkow Swierszcezy, trud-
no jest wyciagna¢ uogolnione wnioski. Dys-
kutowano o jego lokalizacji w lamina (plyt-
ce zwojowej) na terenie platow wzrokowych
u Gryllus bimaculatus, w Pars Intercerebra-
lis u Acheta domesticus, na terenie AMe, w
centralnej czeSci mozgu u Teleogryllus com-
modus i Teleogryllus oceanicus, oraz naj-
prawdopodobniej w ptatach wzrokowych u
Dianemobius nigrofasciatus, i co nietypowe,
w zwoju podprzetykowym u Allenomobius
allardi (SANDRELLI i wspotaut. 2008). Trzeba
jednak zaznaczy¢, ze poszukiwanie zegara w
mozgu, u wiekszosci z wymienionych gatun-
kow, polegalo na immunohistochemiczne;j
lokalizacji biatek oscylatora molekularnego i
kwestia sporna pozostaje, czy jest to wystar-
czajace kryterium do wyciagania wnioskow
o takim, a nie innym jego polozeniu.

Jedne z najnowszych doniesien na temat
zegara w mozgu owadoéw pochodza z badan
pluskwiaka Rhodnius prolixus (VAFOPOULOU i
wspotaut. 2010). Analizujac metodami immu-
nohistochemicznymi obecnos¢ PER, TIM oraz
PDF (ang. Pigment Dispersing Factor, kodowa-
ny przez ortologa genu pdh) stwierdzono, ze
neurony zawierajace oscylator molekularny u
tego gatunku skupiaja sic¢ w dwoch grupach.
Jedna potozona jest tuz przy AMe (neurony
lateralne, LNs), a druga w tylnej czeSci brzusz-
nego protocerebrum (neurony dorsalne, DNs).
Charakterystyka projekcji nerwowych tworzo-
nych przez te komorki potwierdzita wczesniej-
sze dane o kontakcie sieci neuronalnej zegara
z komorkami produkujacymi neurohormony
kontrolujace rozwoj u tego owada.

ZEGAR W NARZADACH WYDZIELANIA WEWNETRZNEGO

Badania réznych gatunkéw owadow wy-
kazaty, ze przebieg wielu zdarzen towarzysza-
cych ich rozwojowi ma charakter rytmiczny,
na przyktad: linienia do kolejnych stadiow
larwalnych, przygotowanie do metamorfozy
(oproznianie jelita przez larwe) oraz opusz-
czanie kutikuli poczwarkowej przez forme
dojrzala. Wplyw zegara w oSrodkowym ukta-

dzie nerwowym na te procesy odbywa si¢
posrednio, przez kontrole aktywnoSci wy-
dzielniczej ukladu nerwowego oraz narza-
dow endokrynnych. W literaturze opisano
co najmniej kilka przyktadow, ktore wska-
zuja, ze regulacja ta moze mieé bardziej zlo-
zony charakter i odbywac si¢ z udzialem
zegarOw  peryferycznych, zlokalizowanych
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w gruczotach wydzielania wewnetrznego
(GIEBULTOWICZ 1999). Do wyciagniecia ta-
kiego wniosku sklaniaja badania gruczotow
protorakalnych (PG), bedacych glownym
zrodlem ekdysteroidoéw, czyli hormonéw re-
gulujacych przebieg niemal kazdego procesu
rozwojowego owadow. Stwierdzono, ze PG
rytmicznie uwalniaja ekdysteroidy in vivo,
jak rowniez in vitro, gdy sa hodowane przez
kilka dni w odpowiedniej pozywce. Jedne z
pierwszych badan, ktore dowodzily obecno-
Sci zegara w PG przeprowadzono na Samia
cynthia ricini. W zlozonym eksperymencie,
polegajacym na przeszczepianiu gruczolow
do jamy ciala odwloka, hodowli owadow w
stalej ciemnoSci, a nastepnie naSwietlania
roznych obszaréw ich ciala, wykazano jedno-
znacznie, ze PG musza zawiera¢ endogenny,
wrazliwy na Swiatlo zegar, ktory wplywa na
czas oprozniania jelita przez larwy. Badania
Manduca sexta potwierdzily to w pewnym
sensie, bo dowiodly, ze behawior przygoto-
wawczy do metamorfozy, zwiazany ze zmia-
nami stezenia ekdysteroidow w hemolimfie,
kontrolowany jest przez zegar potozony poza
osrodkowym uktadem nerwowym. Zdolnos¢
PG ¢my Galleria mellonella do rytmicznego
uwalniania eksyteroidow wykazano podczas
hodowli organotypowej tych narzadow in
vitro. Jednak najwi¢cej dowodow na obec-
noS¢ zegara w gruczolach protorakalnych
dostarczyly badania pluskwiaka, Rhodnius
prolixus. Wykazano bowiem, ze PG tego ga-
tunku zawieraja wrazliwy na Swiatlo zegar,
ktory kontroluje rytm syntezy i uwalniania
ekdysteroidow. Zegar ten ma jednak ograni-

czona autonomie. Generowane przez niego
rytmy synchronizuje zegar zlokalizowany w
osrodkowym ukladzie nerwowym, za po-
srednictwem cyklicznego uwalniania hormo-
nu protorakotropowego (PTTH). Obecnosc
oscylatora molekularnego w komorkach PG
opisano rowniez u poczwarek D. melano-
gaster, wskazujac na dobowe zmiany pozio-
mu biatka PER w budujacych je komorkach.
Stwierdzono, ze oscylacje te utrzymuja sie
podczas hodowli in wvitro gruczoléw proto-
ralalnych i mo6zgow (przy zachowaniu istnie-
jacych miedzy nimi potaczen nerwowych)
takze w obecnoSci tetrodotoksyny, a wiec
zwiazku blokujacego przekaznictwo nerwo-
we. W tych samych warunkach zegar obec-
ny na terenie PG ulega fatwej synchroniza-
¢ji po zmianie fotoperiodu, co Swiadczy o
jego pelnej autonomii. Nie wiadomo jednak,
czy zegar ten uczestniczy w regulacji synte-
zy i uwalniania ekdysteroidow. Szczegolowy
przeglad informacji na temat badan zegarow
biologicznych w narzadach wydzielania we-
wnetrznego mozna znalezé w trzech pracach
przegladowych (GIEBULTOWICZ 1999, 2001;
GIEBULTOWICZ i BEBAS 2005).

U motyla Danaus plexippus komorki ciat
sercowatych i cial przyleglych sa miejscem,
gdzie identyfikowano biatka zegara. Nie wia-
domo jednak, jaka pelnia role w tych narza-
dach. Biorac pod uwage projekcje nerwowe
docierajace do tych narzadow z komorek PL
mozgu jest mato prawdopodobne, aby zawie-
raly w pelni autonomiczny zegar (SANDRELLI i
wspoétaut. 2008).

ZEGAR W NARZADZIE ZMYSLU POWONIENIA

W historii badan oscylatorow peryferycz-
nych szczegolna pozycje zajmuja narzady
wechowe. Stalo sie to za sprawa spektaku-
larnych wynikow, ktore uzyskano w kilku
eksperymentach przeprowadzonych na D.
melanogaster (KRISHNAN i wspolaut. 2005).
W przypadku zadnego z badanych narzadow
nie dostarczono bowiem tak duzej liczby
danych, ktore Swiadczylyby o pelnej auto-
nomii obecnych na ich terenie oscylatorow
komorkowych. Analizy elektroantenogramow
(EAG, graficznego zapisu aktywnoSci elektro-
fizjologicznej neuronéw w antenulach, czyli
czutkach) wykazaly, ze wrazliwo$S¢ na rozne
substancje zapachowe np. kojarzone z pokar-
mem, zmienia si¢ u D. melanogaster rytmicz-
nie. Rytm ten jest zachowany u zwierzat trzy-

manych w stalej ciemnosci, co z kolei wska-
zuje na jego endogenny charakter. W oparciu
o wyniki analiz ekspresji genow i obecnosci
biatek zegara, oscylator generujacy te cyklicz-
na wrazliwo$¢ zidentyfikowano w neuro-
nach na terenie czutkow. Wykonujac liczne
eksperymenty, z uzyciem kilku linii owadow
transgenicznych udowodniono, ze opisywany
zegar dziala calkowicie niezaleznie od mo-
zgu. Najbardziej spektakularne z nich objetly
wytworzenie owadow bez funkcjonalnego
zegara w neuronach lateralnych, ktéorym na-
stepnie przywrocono sprawnie dziatajacy ze-
gar tylko w czutkach. Na zapisie EAG takich
owadow, mozna stwierdzi¢ rytmiczne zmia-
ny wrazliwosci wechowej, co udowadnia, ze
oscylator molekularny w neuronach antenul
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jest wystarczajacy do generowania tego ryt-
mu. Przeprowadzono réwniez analizy, ktore
wykazaly bezposrednia wrazliwoS¢ zegara
w czulkach na Swiatlo. Jest ona zalezna od
obecnosci w komorkach funkcjonalnego bial-
ka CRY, ktore poza udzialem w fototransduk-
¢ji sygnalu do samego oscylatora, najprawdo-
podobniej jest integralna czeScia jego mecha-
nizmu. Wynik ten byl pierwszym dowodem,
ktory Swiadczyt o réznicach struktury oscyla-
torow potozonych w osrodkowym ukladzie
nerwowym i narzadach peryferycznych.
Obecnos¢ biatek zegara i ekspresje kodu-
jacych je genow opisano takze w czutkach
M. sexta. Szczegdlowa analiza immunohisto-
chemiczna tych narzadow wykazata, ze bial-
ko PER wystepuje we wszystkich neuronach
wrazliwych na feromony, ale takze innych
komorkach: glejowych, nabtonkowych i pod-
porowych (SCHUCKEL i wspoétaut. 2007). U
Mamestra brassicae, Kkolejnego przedstawi-

ciela Lepidoptera, obecnosS¢ transkryptow
per i cry odnotowano jedynie w neuronach
wechowych. Bardziej szczegotowe badania
zegara peryferycznego w czutkach wykona-
no u ¢my Spodoptera littoralis. Poza charak-
terystyka profilu ekspresji genow per, cryl i
cry2 w tych narzadach, opisano takze zwiaza-
ne z nimi zmiany we wrazliwosci owada na
feromony plciowe (praca, w ktorej opubli-
kowano powyzsze informacje, zawiera row-
niez przeglad literatury na temat zegara bio-
logicznego w narzadzie zmystu powonienia
owadoéw (MERLIN i wspotaut. 2007)). Wraz-
liwoS¢ na bodzce zapachowe ma ogromne
znaczenie dla owadow. Dzieki niej odnajdu-
ja pokarm, komunikuja si¢ ze soba i unika-
ja drapieznikéw. Przypuszcza sie, ze dobo-
we zmiany zdolnoSci do odbioru informacji
przez narzad wechu determinuja optymalne
dla gatunku wzorce zachowan.

HISTORIA ODKRYCIA ZEGARA BIOLOGICZNEGO W UKLADZIE WYDALNICZYM

Po raz pierwszy ekspresje per w glow-
nych narzadach wydalniczych owadow, czyli
cewkach Malpighiego, opisano pod koniec
lat 80. ubieglego wieku u D. melanogaster.
Z kolei pierwsze dane o rytmicznym charak-
terze tego procesu pojawily si¢ prawie 10
lat pozniej, w krotkim doniesieniu opubliko-
wanego na tamach ,Nature” (GIEBULTOWICZ
i HEGE 1997). Autorzy tej pracy wykazali, ze
w komorkach cewek u owadow pozbawio-
nych zegara centralnego (dekapitowanych),
trzymanych w warunkach LD (dziefi-noc)
oraz w statej ciemnoSci, obserwuje si¢ pelny
dobowy cykl syntezy i translokacji do jadra
komorkowego biatek PER i TIM. Stwierdzili
rowniez, ze rytm ten ulega szybkiej i pelnej
synchronizacji do nowych warunkow, gdy
owady zostana umieszczone w odwrdéconym
fotoperiodzie. Autonomie¢ dzialania oscylato-
ra molekularnego w cewkach Malpighiego
potwierdzono wkrotce w eksperymentach z
wykorzystaniem owadow transgenicznych,
u ktorych ekspresja genoéw reporterowych
(B-galaktozydazy i lucyferazy) byla zalezna
od promotorow genéw zegara biologicznego
(per-lacZ, per-luc i tim-luc) (HEGE i wspotaut.
1997, GIEBULTOWICZ i wspoétaut. 2000). Bada-
nia te objely miedzy innymi analize ekspresji
perluc i tim-luc w hodowli organotypowej
cewek, podczas ktorej monitorowano dobo-
wa aktywnoS¢ lucyferazy. Tygodniowe utrzy-
mywanie si¢ w takich warunkach ekspresji

genu reporterowego, ktora zalezala od per i
tim, Swiadczyto o autonomii oscylatora w ba-
danych narzadach. Niemniej nadal dyskuto-
wano mozliwos¢ istnienia pamieci tego oscy-
latora, ktora nalezalo rozumie¢ jako zdolnosc
do dlugotrwatego utrzymania rytmu ekspresji
badanych genow, przy zachowaniu jego pa-
rametrow o wartoSciach identycznych lub
zblizonych do obserwowanych w organizmie
owada, a wiec przed rozpoczeciem hodowli
narzadow in vitro. Zgodnie z taka koncepcja,
wplyw na rytm oscylatora cewek Malpighie-
go mogly mie¢ czynniki natury humoralnej,
ktore zdeterminowaly jego faze, utrzymujaca
si¢ poza organizmem przez kilka kolejnych
dni, co stawialoby pod znakiem zapytania
jego pelna autonomie. Watpliwosci tego typu
rozwialy ostatecznie trudne metodycznie ba-
dania, podczas ktorych przeszczepiano cewki
Malpighiego miedzy owadami dwoéch grup
dzikiego szczepu D. melanogaster, hodowa-
nych w odwrdoconych fotoperiodach (GIEBUL-
TOWICZ i wspolaut. 2000). Owady pierwszej
grupy stanowily ,dawcoéw” narzadow, ktore
wszczepiano do jamy ciala owadow drugiej
grupy, czyli ,biorcow”. Grupa owadoéw ,bior-
coOw” byla nastepnie hodowana przez kilka
dni w stalej ciemnoSci, a ich wlasne oraz
transplantowane cewki Malpighiego co kilka
godzin analizowano metodami immunohi-
stochemicznymi pod wzgledem zawartoSci i
lokalizacji komorkowej bialek PER oraz TIM.
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Eksperyment ten jednoznacznie wykazal, ze
fazy rytmOow akumulacji i translokacji do ja-
dra komoérkowego obu bialek sa przesunicte
o ok. 12 godzin w cewkach owad6éw ,bior-
coOw” w stosunku do ,dawcow”. Nalezy za-
tem przyjac, ze profil rytmu oscylatora mole-
kularnego w badanych narzadach utrzymuje
si¢ niezaleznie od Srodowiska, w ktorym one
przebywaja, wykluczajac wplyw czynnikow
natury humoralnej na cykl ekspresji poszcze-
g0lnych genow zegarowych. Charakteryzujac
oscylator peryferyczny w cewkach Malpi-
ghiego, badacze zwrocili uwage na jeszcze
jeden fakt. Zauwazyli duze podobiefstwo
dobowych profili ekspresji genow zegara w
tych narzadach oraz w neuronach tworza-
cych centralny oscylator na terenie mozgu
owada. Obserwacje te staly si¢ podstawa hi-
potezy o podobienstwie, czy wrecz identycz-
nej strukturze mechanizmu obu oscylatorow
u D. melanogaster. Wkrotce okazalo sie¢, ze
koncepcja ta jest stuszna tylko w pewnym
stopniu. Badania porownawcze obu oscyla-
torow wykazaty bowiem ich wrazliwosS¢ na
Swiatto za sprawa bialka CRY (IVANCHENKO i
wspotaut. 2001). Stwierdzono, ze zalezna od
CRY degradacja TIM jest tak samo uposledzo-
na w cewkach Malpighiego, jak w neuronach
lateralnych moézgu mutantow cry®, u ktérych
biatko CRY jest niefunkcjonalne. Bardziej
szczegOotlowa analiza obydwu oscylatorow
molekularnych odstonitla jednak zasadnicze
roznice ich budowy. W cewkach Malpighiego
biatko CRY pelni role czynnika niezbednego
do utrzymania rytmu zmian poziomu PER
i TIM w warunkach statej ciemnoSci, czego
nie stwierdzono w przypadku neuronow la-
teralnych. Dlatego tez postuluje si¢, ze CRY
jest integralnym elementem mechanizmu ze-

gara molekularnego w cewkach, analogicznie
jak w czulkach. Druga réznica dotyczy me-
chanizmu odbioru informacji o Swietle przez
oscylator w mozgu i w cewkach. Wykazano,
ze biatko CRY najprawdopodobniej nie jest
jedynym fotowrazliwym elementem oscyla-
tora peryferycznego cewek, na co wskazuje
wyrazny rytm zmian poziomu PER i TIM w
tych narzadach u mutantow cry”, ale tylko,
gdy sa hodowane w warunkach LD. Do dzi$
nie wiadomo co pelni role tego dodatko-
wego fotoreceptora. Na pewno, inaczej niz
w przypadku neuronéw lateralnych mozgu,
jego wrazliwos¢ na Swiatlo nie jest zalezna
od aktywnosci fosfolipazy C (PLC), kodowa-
nej przez gen no receptor potential (norpA).
Ustalono to na podstawie wynikOw badan
porownawczych, wykonanych na podwoj-
nych mutantach norpA?*;,cry® hodowanych
w warunkach LD, u ktérych poziom PER i
TIM zmienial sie rytmicznie w cewkach, ale
nie w neuronach lateralnych.

Przedstawione powyzej informacje na te-
mat oscylatora peryferycznego w narzadach
wydalniczych D. melanogaster nie wystar-
czaja do pelnego zrozumienia mechanizmu
jego dziatania. Trudno je takze uogolnic¢, bo
dotychczas u zadnego innego gatunku owada
oscylator ten nie byt badany. Brak jest row-
niez jakichkolwiek informacji na temat jego
roli fizjologicznej. Mozna si¢ jednak spodzie-
wac, ze zagadnienie to wkrotce doczeka sic
szerszego opracowania, ze wzgledu na coraz
wiegksze zainteresowanie problemem udzialu
zegara biologicznego w metabolizmie i de-
toksyfikacji ksenobiotykéw, a w tym insek-
tycydow u owadow. Cewki Malpighiego sa
bowiem obok ciata tluszczowego glownym
narzadem, zaangazowanych w te procesy.

ZEGAR W PRZEWODZIE POKARMOWYM

Dotychczas bardzo niewiele uwagi po-
Swiecono zegarowi biologicznemu w prze-
wodzie pokarmowym owadow. Pierwsze
wzmianki na ten temat pochodza z zakro-
jonych na szeroka skale badan, ktorych ce-
lem byla identyfikacja narzadow z ekspresja
per u dorostych D. melanogaster, do kto-
rej wykorzystano hybrydyzacj¢ in situ oraz
owady transgeniczne z genem reportero-
wym B-galaktozydazy o ekspresji zaleznej
od per (LU i wspotaut. 1988). Na tej pod-
stawie ustalono, ze wspomniany gen zegara
jest aktywny transkrypcyjnie w komorkach

nabtonka przetyku, jelita Srodkowego oraz
najbardziej dystalnyego odcinka jelita tylne-
go, czyli rectum. W tym samym czasie inny
zespol, za pomoca metody immunohisto-
chemicznej, wykazat obecnos¢ biatka PER w
przewodzie pokarmowym D. melanogaster
(StwickI i wspotaut. 1988). Ekspresje genow
zegara opisano takze w jelicie Srodkowym
Gryllus bimaculatus (per, tim) i Dianemo-
bius nigrofasciatus (cyc) oraz B. mori (cyc)
(MARKOVA i wspolaut. 2003, SHAO i wspot
aut. 2008, URYU i TOMIOKA 2010). Oczywi-
Scie samo stwierdzenie ekspresji genu, czy
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obecnosci kodowanego przez niego biatka
nie jest niewystarczajacym dowodem, upraw-
niajacym do wyciagniecia wniosku o aktyw-
noSci oscylatora biologicznego w komorkach
budujacych narzady. Dlatego znacznym osia-
gnieciem bylo wykazanie, ze co najmniej w
rectum u D. melanogaster ekspresja per oraz
tim jest rytmiczna i utrzymuje si¢ podczas
kilkudniowej hodowli organotypowej tego
narzadu (GIEBULTOWICZ i wspotaut. 2000).
Analogicznie, jak ma to miejsce w przypad-
ku cewek Malpighiego, w rectum aktywnoS¢
transkrypcyjna obu genéw jest zachowana
in vitro, zar6wno w warunkach LD, jak i w
statej ciemnosci, co Swiadczy o jego znacznej
autonomii. Skrajnie innych dowodoéw na ten
temat dostarczyly badania A. pernyi (SAUMAN
i REPPERT 1998). U mlodych larw tego gatun-
ku zaobserwowano wyrazny rytm akumula-

¢ji biatkka PER w jadrach komorek nabltonka
wyscielajacego jelito Srodkowe, ktory zanika
po przerwaniu polaczeni nerwowych miedzy
mozgiem a reszta ciala. Przyktady D. mela-
nogaster i A. pernyi wskazuja, ze autonomia
zegara peryferycznego w przewodzie pokar-
mowym owadow moze by¢ bardzo rdzna.
Niemniej liczba danych na ten temat jest na
tyle mata, ze nie uprawniaja one do wyciaga-
nia bardziej uogolnionych wnioskow, szcze-
goOlnie ze w kazdym przypadku zastosowano
zupelnie inne procedury badawcze, analizom
poddano funkcjonalnie rézne odcinki prze-
wodu pokarmowego i co najistotniejsze, ba-
dano r6zne stadia rozwojowe owadow. Na
wyjaSnienie oczekuje takze rola fizjologiczna
zegara obecnego w ukladzie pokarmowym
tych zwierzat.

ZEGAR W MESKIM UKLADZIE ROZRODCZYM

Po raz pierwszy zegar biologiczny w me-
skim uktadzie rozrodczym opisano u Ana-
gasta kuehniella, a nastepnie potwierdzono
jego obecnos¢ u innych przedstawicieli Le-
pidoptera (GIEBULTOWICZ 1999, 2001; GIEBUL-
TOWICZ i BEBAS 2005). Badania, ktore dopro-
wadzity do jego odkrycia mialy zupetnie inny
charakter niz w przypadku omowionych po-
wyzej oscylatorow, bo opieraly si¢ o analiz¢
zjawisk fizjologicznych, a nie proceséw mo-
lekularnych. Dlatego zegar ten byt charakte-
ryzowany glownie z perspektywy pelnionej
funkcji. Pierwsza i zarazem kluczowa obser-
wacja bytlo stwierdzenie, ze u Lepidoptera
plemniki sa uwalniane z jader do nasienio-
wodow w sposob rytmiczny. U wszystkich
przebadanych pod tym wzgledem gatunkow,
proces ten podzielony jest na dwa etapy. W
godzinach wieczornych plemniki zaczynaja
opuszczac jadro (u Lepidoptera jest to poje-
dynczy narzad) i gromadza sie¢ w pierwszym
odcinku nasieniowodu (okreSlanym mianem
gornego nasieniowodu). Uwalnianie trwa
przez pierwsza potowe nocy. Po zakonczeniu
tego etapu, plemniki pozostaja w gornym na-
sieniowodzie az do rana, kiedy rozpoczyna
sie drugi etap procesu, czyli ich transport
do pecherzykOw nasiennych. Badajac roz-
ne gatunki stwierdzono, ze rytm uwalnia-
nia plemnikéw ma endogenne podloze, bo
zachowany jest przez dlugi czas u samcow
hodowanych w stalej ciemnoSci. Stwierdzo-
no rowniez, ze jest on niemal natychmiast
zaburzany, gdy owady zostana umieszczone

w statym Swietle. Juz pierwsze badania A.
kuehniella dowiodly, ze oscylator generuja-
cy omawiany rytm jest zlokalizowany poza
oSrodkowym ukladem nerwowym, gdyz cy-
kliczne uwalnianie plemnikéw utrzymuje
sic w izolowanych odwlokach poczwarek.
Zakrojone na znacznie wicksza skale bada-
nia tego problemu przeprowadzono kilka lat
pOZniej, uzywajac jako gatunku modelowego
Lymantria dispar. Hodujac in vitro przez
kilka dni czeSci meskiego uktadu rozrodcze-
g0, zaangazowane w uwalnianie plemnikoéw
(jadra wraz z gornymi nasieniowodami i pe-
cherzykami nasiennymi), dostarczono niezbi-
tych dowodow na obecnos¢ oscylatora biolo-
gicznego wlasnie w budujacych je tkankach
(GIEBULTOWICZ i wspotaut. 1989). Generowat
on rytm uwalniania plemnikOw poza organi-
zmem zarOwno w warunkach LD, jak i statej
ciemnoSci oraz reagowal na zmiane fotope-
riodu przesuwajac faze tego rytmu. Obser-
wacje te dowiodly, ze badany oscylator jest
w pelni autonomiczny i niezalezny od osrod-
kowego ukladu nerwowego oraz czynnikOw
humoralnych. Z kolei badania prowadzo-
ne na hodowlach organotypowych meskich
uktadow rozrodczych innego gatunku d¢my,
Spodoptera littoralis, wykazaly jego duza
wrazliwos¢ na state Swiatlo, ktora objawia si¢
zanikiem rytmu oraz silnym hamowaniem sa-
mego transferu plemnikéw z jader do nasie-
niowodow (BEBAS i wspotaut. 2001). Dalsza
charakterystyka tego oscylatora objeta: (i) po-
szukiwania w ukltadzie rozrodczym komorek,
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na terenie ktorych zachodzi ekspresja genow
zegara biologicznego, (ii) analize rytmicz-
nych zmiany struktury komoérkowej uktadu
rozrodczego, od ktorych zalezy uwalnianie
plemnikOow oraz (iii) badanie skutkow wyni-
kajacych z zaburzenia funkcji tego oscylatora
u owadow hodowanych w stalym Swietle.
Rytmiczna ekspresje genu per stwierdzo-
no w jadrach oraz gornych nasieniowodach
Cydia pomonella i S. littoralis (GVAKHARIA i
wspotaut. 2000, KOoTwicA i wspotaut. 2009).
U drugiego z wymienionych gatunkéw ob-
serwowano rytmiczne zmiany poziomu bial-
ka PER w somatycznych komorkach otaczaja-
cych plemniki na terenie jadra (tzw. komor-
kach cyst plemnikowych), w nabtonkowe;j
barierze, ktora oddziela Swiatlo gonady i
nasieniowodéw oraz w cylindrycznych ko-
morkach jednowarstwowego nablonka wy-
Scielajacego gorny odcinek nasieniowodu
(Kortwica, dane niepublikowane). Wyciszajac
ekspresje per przy pomocy RNAi ustalono, ze
dzialanie oscylatora molekularnego w komor-
kach gonady jest warunkiem koniecznym do
uwalniania plemnikéw oraz rytmicznej pro-
dukcji co najmniej jednego z biatek plynu
nasiennego przez somatyczne komorki cyst
plemnikowych (KoTtwicA i wspotaut. 2010).
Charakteryzowany oscylator ma réwniez klu-
Czowe znaczenie w reorganizacji cytoszkie-
letu aktynowego réznych typow komorek w
jadrze, co jest niezbedne dla samej inicjacji
uwalniania plemnikéw podczas kazdego cy-
klu. Opisanie endogennego rytmu ekspresji
per w nablonku wysScielajacym gorny nasie-
niowod rozszerzylo spektrum badan, ktore
mialy na celu okreSlenie wplywu zidenty-
fikowanego oscylatora peryferycznego na
ptodnos¢ samcow. Jak sie okazato, odpowia-

da on za cykliczna aktywnoS$¢ wydzielnicza
tej tkanki, ksztaltujac tym samym sklad oraz
wlasciwosci chemiczne tworzacego sie w
gornym nasieniowodzie pltynu nasiennego
(GIEBULTOWICZ i BEBAS 2005). Obserwacje te
staly si¢ podstawa hipotezy tlumaczacej ni-
ska ptodnos¢ samcow hodowanych w staltym
Swietle. Zgodnie z nia, wystawienie owadow
na ciagle oSwietlenie zaburza dzialanie oscy-
latora obecnego w ich uktadach rozrodczych,
co ma destrukcyjny wplyw na dojrzewanie
plemnikow. Dzieje si¢ tak za sprawa braku
skoordynowania dwoch proceséw, groma-
dzenia plemnikéw w nocy na terenie gorne-
go nasieniowodu i wzrastajacej w tym czasie
aktywnosci sekrecyjnej nabtonka, ktory pro-
dukuje biatka wiazace si¢ z plemnikami.

Oscylator peryferyczny w meskim ukla-
dzie rozrodczym opisano takze u D. melano-
gaster. W oparciu o analize¢ ekspresji genow
reporterowych zaleznych od promotora per i
tim oraz na podstawie wystepowania trans-
kryptow Clk, zidentyfikowano go u podsta-
wy jader i na terenie pecherzykoOw nasien-
nych (BEAVER i wspotaut. 2002). Autonomie
tego oscylatora oraz jego wrazliwoS¢ na
Swiatlo wykazano badajac meski uktad roz-
rodczy tego owada w hodowlach in vitro.
Przedstawiono takze dowody, ktore wskazu-
ja, ze mutacje genow zegara biologicznego,
wyrazajace si¢ zaburzeniem rytmu aktywno-
Sci ruchowej owadow, moga wplywac tak-
ze na oscylator w ich ukladzie rozrodczym.
Konsekwencja takiego stanu jest zmniejszona
ptodnos¢ mutantéw, w porownaniu z dzikim
szczepem oraz z owadami, ktorym przywro-
cono funkcjonalny oscylator metodami gene-
tycznymi.

OSCYLATORY U OWADOW, O KTORYCH WIEMY NAJMNIE]

Zjawisko rytmicznego odkladania warstw
nowotworzonej kutikuli opisano u kara-
czanoOw. Cykl ten zachowany jest w stalej
ciemnos$ci w hodowli in vitro fragmentéw
nabtonka (epidermy) wydzielajacego jej
sktadniki, co wskazywalo na kontrole proce-
su przez endogenny zegar peryferyczny. Wy-
korzystujac do badan D. melonogaster jako
gatunek modelowy, ustalono, ze oscylator
generujacy ten rytm znajduje si¢ w komor-
kach epidermy i buduja go te same elemen-
ty, co oscylator w osSrodkowym uktadzie ner-
wowym (ITO i wspotaut. 2008). Informacje,
ktore uzyskano analizujac role kryptochromu

we wrazliwo$ci omawianego zegara na Swia-
tto dowodza, ze pelni on faktycznie role fo-
toreceptora, ale nie jest sktadnikiem mecha-
nizmu zegara molekularnego, jak ma to miej-
sce w cewkach Malpighiego i czulkach.
Niedawno opisany zegar w ciele thuszczo-
wym D. melanogaster okazal si¢ pelic za-
sadnicza role w regulacji metabolizmu tego
narzadu, jak rOwniez wplywac na rytm pobie-
rania pokarmu, iloS¢ zjadanego pozywienia
oraz wrazliwo$¢ owadow na gltodzenie (XU i
wspotaut. 2008). Badania dotyczace mechani-
zmu samego oscylatora molekularnego w ko-
morkach ciala ttuszczowego wskazuja na jego
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podobiefnistwo do oscylatora obecnego w mo-
zgu. Ciekawe sa dowody wskazujace na praw-
dopodobna wspotprace obu oscylatorow w
utrzymaniu homeostazy metabolicznej organi-
zmu. W sytuacji, gdy zaburzenie funkcji zega-
ra w ciele tluszczowym objawia si¢ spadkiem
produkgji glikogenu w budujacych go komor-
kach oraz zwicksza wrazliwoS¢ na glodzenie,
owady z niefunkcjonalnym zegarem w mozgu
wykazuja przeciwstawny fenotyp. Nadal nie-
znane pozostaja jednak mechanizmy lezace u
podstaw komunikowania si¢ obu zegaréw.
Samice D. melanogaster skladaja jaja w
SciSle okreslonej porze dnia, o zmierzchu, a
proces ten jest kontrolowany przez endogen-
ny zegar biologiczny (HOWLADER i SHARMA
2000). Nie wiadomo jednak, w ktorym na-
rzadzie zegar ten jest zlokalizowany. Podczas
jego poszukiwan duze nadzieje pokladano w
badaniach samych jajnik6w. Bylo to uzasad-
nione licznymi doniesieniami wskazujacy-
mi na wysoki poziom ekspresji genOw oraz
obecnos¢ biatek zegara w komorkach foliku-
larnych otaczajacych dojrzewajacy oocyt i po-
laczone z nim komorki siostrzane. Jednak w
odr6znieniu od innych narzadéw, na terenie
ktorych identyfikowano zegary peryferyczne,
jajniki wykazuja ceche szczegolna — dotych-
czas nie wykazano, aby ekspresja ktoregokol-
wiek z genow zegara i synteza kodowanych
przez nie bialek miala charakter rytmiczny.
W komorkach folikularnych biatka PER i TIM
obserwowano permanentnie w cytoplazmie
i o zadnej porze doby nie stwierdzano ich
translokacji do jader komorkowych. Obser-
wagcje te wraz z danymi o braku ekspresji cry
w jajnikach wskazuja, ze bialka zegara nie
pehia roli elementow oscylatora molekular-
nego w tych narzadach, a okreslenie ich zna-
czenia wymaga dalszych badan.
Podsumowujac rozwazania nad zegarami
biologicznymi u owadow mozna jednoznacz-

nie stwierdzi¢, ze nasza wiedza na ich temat
jest bardzo fragmentaryczna. Sa one badane
pod katem zrozumienia mechanizméw mole-
kularnych tylko jednego z budujacych je ele-
mentow, czyli oscylatora, a relatywnie mato
uwagi posSwieca si¢ analizie roli, jaka petnia w
organizmie. Niewiele tez wiadomo o ich wza-
jemnych powiazaniach w regulacji procesow
warunkujacych utrzymanie homeostazy. Z ko-
lei, zapoznajac sie¢ z literatura dotyczaca zega-
row peryferycznych, mozna odnieS¢ wrazenie,
ze badania sa ukierunkowane przede wszyst-
kim na okreSlenie poziomu autonomii tych ze-
garow. Powodem takiego stanu wiedzy jest w
duzym stopniu dobor obiektow badawczych.
Drosophila melanogaster, jako organizm mo-
delowy, idealny do analizy procesOw moleku-
larnych, jest bardzo niewdzieczny do badan
zjawisk fizjologicznych (ze wzgledu na swe
rozmiary oraz relatywnie duza specyficznos¢
gatunkowa wielu procesow). Pewne nadzie-
je budza prowadzone (lub ukonczone) prace,
ktorych celem jest poznanie genomow innych
gatunkow owadow. Zdobyta dzieki nim wie-
dza niewatpliwie przyspieszy realizacje projek-
tow zmierzajacych do rozszyfrowywania me-
chanizmoéw zegaréow tych gatunkéw. Pozwoli
takze ukierunkowac¢ badania na droge, ktora
doprowadzi do zrozumienia sensu biologiczne-
go systemu wielozegarowego u owadow, jako
sieci wzajemnie wspoOtpracujacych ze soba ele-
mentow.
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BIOLOGICAL CLOCKWORK MECHANISMS IN INSECTS — HOW MANY CLOCKS TICK IN THEIR
BODIES?

Summary

Insects display a rich variety of circadian behav-
ioral rhythms. Many cellular and molecular process-
es also vary as a function of time of day. All these
rhythms appear to be controlled by a common clock
mechanism, which consists of molecular feedback
loops that involve several clock genes and their pro-
teins. The roles of many clock genes have been well
established in the fruit fly, Drosophila melanogaster,
and their orthologs have been found in other in-
sects. Clock genes are expressed in the central nerv-

ous system and clock-positive neurons regulate be-
havioral rhythms in insects. In addition, clock genes
are widely expressed in peripheral tissues implying
that they perform important physiological functions.
In this paper, the recent progress in the understand-
ing of the biological clock mechanism and its func-
tions in insect life are reviewed. How our knowl-
edge about circadian systems of insects has devel-
oped during the past decade is also discussed.
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