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ZEGAR BIOLOGICZNY I RYTMIKA OKOLODOBOWA

Zaklad Amin Biogennych PAN w Lodzi

The rhythmic structure of biological systems
can be considered a principle
complementary to that of homeostasis

Jurgen Aschoff (1979)

Ziemia, bedac integralng czesciag Wszechswiata, podlega wszystkim prawom
jakie warunkuja jego istnienie. W odniesieniu do naszej planety, dzialanie ,,sil
kosmicznych” ujawnia si¢ w takich zjawiskach jak obieg Ziemi wokdél Slonca,
obrot Ziemi dokola wlasnej osi, czy obieg Ksigzyca wokol Ziemi. Zjawiska te
wykazuja czasowg cykliczno$¢ i maja zasadniczy wplyw na wigkszo$¢ organi-
zmow zywych wystepujacych na naszej planecie.

Ruchy rotacyjne Ziemi leza u podstaw dobowych i rocznych fluktuacji natu-
ralnego $rodowiska planety, wyrazajacych si¢ przede wszystkim zmianami
w natg¢zeniu $wiatla i temperatury. Obrét Ziemi dokola wlasnej osi powoduje
wystepowanie dnia i nocy, natomiast obieg planety wokol Slofica, w powigzaniu
z nachyleniem osi Ziemi w stosunku do ekliptyki', warunkuje nastgpstwo por
roku. Sezonowa i dobowa zmienno$¢ srodowiska naturalnego zmusza organi-
zmy zywe do cyklicznego przestrajania swoich proceséow fizjologicznych tak,
aby zapewni¢ im wlasciwy dla pory dnia i roku poziom metabolizmu i odpo-
wiednig funkcj¢. W konsekwencji, obserwujemy wystepowanie réznorodnych
rytméw biologicznych w funkcjonowaniu zaréwno naszego organizmu, jak tez
organizmow zwierzgcych i roslinnych; rytmy te dotycza niemalze wszystkich
procesow zyciowych. Cecha charakterystyczna wigkszosci rytmow biologicz-
nych jest ich endogenne pochodzenie. Oznacza to, ze przebieg rytmu jest

! Sezonowe zmiany klimatyczne zwigzane sy z tym, Ze 0§ obrotu Ziemi nie jest pionowa,
lecz lekko nachylona (o 23,5°) w stosunku do plaszezyzny jej obiegu dokola Slonca. W wyniku
takiego nachylenia w czasie ruchu dokola Stonca — jeden obrot w ciagu calego roku — oéwietle-
nie Ziemi nie jest jednakowe: promienie sloneczne padajgq na jej poélnoeng i poludniowg pol-
kulg badz bardziej prostopadle — latem, badz bardziej ukosnic — zima.
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niezmienny w tak zwanych stalych warunkach $rodowiskowych, np. w utrzy-
mujacej si¢ przez okres co najmniej kilku dni ciemnosci lub ekspozycji na §wia-
tlo. Utrzymywanie si¢ rytmow biologicznych u zwierzat pozbawionych informacji
o zmianach zachodzacych cyklicznie w §rodowisku, np. zmianach nat¢zenia
oswietlenia, implikuje rolg zegara biologicznego (oscylatora) odmierzajgcego
czas w oparciu o dotychczasowe informacje Srodowiskowe. Zewngtrzng wska-
zOowka synchronizujaca rytm endogennego oscylatora moze by¢ przebieg jedne-
go lub wigcej rytmow w srodowisku. Zatem rytmy Srodowiskowe (nazywane
réwniez rytmami egzogennymi) sa naturalnymi synchronizatorami, albo ,,wska-
zowkami czasu™ (ang. time cues), albo ,dawcami czasu” (Zeitgebers;
z niemieckiego: Zeit — czas, Geber — dawca) dla endogennego oscylatora?

W toku ewolucji zycie na Ziemi rozwinglo szereg systeméw zegarowych zdol-
nych do pomiaru czasu w cyklu dobowym, rocznym, a takze cyklu lunarnym
(odpowiedzialnym za rytmy plywowe). Przykladami zjawisk wystgpujacych
u kregowcow i przebiegajacych w rytmie sezonowym sa, np. cykl wzrostu i re-
produkcji, migracje (spotykane u wielu gatunkéw nizszych krggowcow — takich
jak ryby czy gady, ptakéw, a nawet ssakow), czy sen zimowy (hibernacja) wy-
stepujacy u nicktorych ssakow. Natomiast przykladem zjawiska przebiegajace-
go w rytmie okolodobowym (albo cirkadialnym: circa - okolo, dies — dzien)
jest rytm snu i czuwania. Mozna przyjac, ze wigkszo$¢ z czynnoSci wykonywa-
nych w warunkach naturalnych przez istoty zywe (wyjatkiem — ale tylko do
pewnego stopnia — moze by¢ czlowiek wspoélczesny, ktéry zdolal si¢ wyeman-
cypowaé z naturalnych uwarunkowan), shuzy ,.czasowej” organizacji funkcji
tkanek, narzadéw, a takze calych organizméw w odniesieniu do cyklicznego
nastepstwa dnia i nocy. Ten fakt, pomimo calej swej oczywistosci, jest najistot-
niejszym elementem chronobiologii — nauki zajmujacej si¢ badaniem zjawisk
cyklicznych w §wiecie zywym. W niniejszym opracowaniu uwage skupimy na
rytmice okolodobowej i mechanizmach zegara biologicznego zawiadujacego taka
rytmika w swiecie krggowcow, ze szczegolnym uwzglednieniem ssakow.

Rytmy okolodobowe
A self-sustained oscillator with an inherent frequency
underlies human 24-hour periodicity

Jurgen Aschoff (1965)

Roézne procesy biochemiczne, fizjologiczne i funkcje behawioralne,
u praktycznie wszystkich organizméw - od struktur jednokomoérkowych do

 Przytoczone terminy: synchronizator, wskazowki czasu, dawcey czasu, sg stosowane wy-
miennie; termin Zeitgeber(s) zaproponowany przez wybitnego niemieckiego chronobiologa Jurgena
Aschoffa prawie 40 lat temu jest terminem uzywanym czesto (a nawet preferencyjnie) przez
duzg czeéé badaczy rytmow okolodobowych.
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czlowieka — zyjacych w warunkach naturalnych, charakteryzujg si¢ rytmika oko-
lodobowa uwarunkowana przede wszystkim zmianami oswietlenia srodowiska
wynikajacymi z nast¢pstwa dnia i nocy (ryc.1). Wigkszos¢ obserwowanych ryt-
méw utrzymuje si¢ takze u osobnikéw przebywajacych w érodowisku pozba-
wionym synchronizatorow czasowych, np. w warunkach stalej ciemnosci.
W warunkach bezsygnalowych rytm okolodobowy ulega stopniowemu przesu-
waniu si¢ w czasie przy zachowanej amplitudzie zmian (tzw. dryfowanie ryt-
mu). Taki dryfujacy rytm nazywamy rytmem swobodnie biegnacym (ang.
free-running rhythm)(Aschoff, 1963, 1965, Pittendrigh, 1965; Menaker i wsp.,
1978; Brady, 1982; Arendt, 1983; Jacklet, 1985; Minors i Waterhouse, 1986;
Rusak, 1989; Touitou i Haus, 1992; Turek, 1994; Hastings, 1995).
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Ryc. 1. Okolodobowy rytm pozioméw melatoniny i aktywnosci gléwnego enzymu regulacyjnego
w torze biosyntezy hormonu — serotoninowej N-acetylotransferazy w szyszynce kregowcdw. Przed-
stawione dane pochodza z badan wiasnych wykonanych na kurczgtach (utrzymywanych w 12-godz.
cyklu o$wietlenia $wiatlo-ciemno$é, pogrubione kreski oznaczaja fazy ciemne cyklu) i sq repre-
zentatywne dla praktycznie wszystkich zwierzat i czlowieka

O rytmie okolodobowym (cirkadiailnym) méwimy wéwczas, gdy rytmika
procesu utrzymuje si¢ w warunkach bezsygnalowych, np. kiedy organizmy
zywe przbywaja przez okres co najmniej kilku dni w srodowisku calkowicie
zaciemnionym.
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Cecha charakterystyczna rytmu okolodobowego jest jego wrazliwo$¢ na $wiatlo
(i rzadziej temperaturg)®. Jakiekolwiek przesunigcia w diugosci trwania fazy
jasnej cyklu o$wietleniowego spowoduja przesunigcia fazy rytmu — przyspie-
szenie (ang. phase-advance) lub opdznienie (ang. phase-delay). Do zaklocen
rytmu moze dojs¢ rowniez wtedy, kiedy w czasie fazy ciemnej niespodziewanie
pojawi si¢ $wiatlo, nawet w formie krotkiego pulsu. Czgsto krétkotrwaly bo-
dziec $wietlny moze zakloci¢ przebieg badanego parametru w danym cyklu (tzw.
efekt ,,ostry” swiatla), nie powodujac jednoczesnie przesunigcia faz rytmu oko-
lodobowego. W tym aspekcie decydujace znaczenie ma czas trwania i nat¢zenie
bodzca $wietlnego, oraz moment jego zadzialania (wzgledem faz rytmu). Me-
chanizmy lezace u podstaw ,,0strego” i ,,przesuwajacego fazy rytmu” (,,synchro-
nizujacego”) efektu swiatla sa na ogol rézne. Kontrola biosyntezy melatoniny
w siatkdwcee kurczecia stanowi dobry przyklad dwojakiego dzialania §wiatla na
rytm okolodobowy. Supresyjny ,,0stry” efekt impulsu §wietlnego na rytm pro-
dukcji hormonu wiaze si¢ z szybkim uruchomieniem syntezy dopaminy w sub-
populacji komérek amakrynowych siatkowki. Po uwolnieniu z miejsc syntezy
i dotarciu do komérek fotoreceptorowych (gdzie zachodzi synteza siatkéwko-
wej melatoniny) neuroprzekaznik laczy si¢ ze specyficznymi dla siebie recepto-
rami D, powodujac zahamowanie kolejno: dokomorkowego naplywu Ca**, zaleznej
od Ca*/kalmoduliny produkcji cAMP (niezbgdnej dla podtrzymania syntezy
melatoniny) i, w konsekwencji, do gwaltownego spadku poziomu hormonu (Nowak
i Zawilska, 1994). Mechanizmy dopaminergiczne nie uczestnicza natomiast
w ,.synchronizujacym” efekcie $wiatla, tj. w dzialaniu przesuwajacym okolo-
dobowy rytm biosyntezy siatkowkowej melatoniny (Zawilska, 1994). Przypu-
szcza Si¢, ze u podstaw tego zjawiska leza utrzymujace si¢ w czasie zmiany
jonowe we wngtrzu fotoreceptora, ktore posrednio prowadza do ekspresji odpo-
wiednich gendéw i zmian w rytmie dobowym generowanym przez oscylator (Ca-
hill i Besharse, 1995).

Zwierzgta prowadzace nocny tryb zycia (np. szczury) sa znacznie bardziej
wrazliwe na bodZce $wietlne niz zwierzgta o dziennym trybie zycia (np. nie-
ktére gatunki ptakow). Dane dotyczace czlowieka nie sa spdjne — rozbieznosci
jednakze moga wigza¢ si¢ z warunkami eksperymentu. Lewy i wsp. (1980) do-
nosili, ze wysokie nocne poziomy melatoniny w osoczu ulegajg obnizZeniu do
niskich dziennych wartoéci po 2-godzinnej ekspozycji na $wiatlo o nat¢zeniu
>1500 luks, natomiast Laakso i wsp. (1993) podobng supresj¢ obserwowali po
1-godzinnym bodZcu $wietlnym o natgzeniu 500 luks. Z kolei, badania Boivina
1 wsp. (1996) dotyczace okolodobowego rytmu temperatury ciala wykazaly

? Nieznane sa mechanizmy, na drodze ktdrych dochodzi do funkcjonalnego ,,odwrécenia”
rytmu aktywnosci bioelektrycznej zwojow gornych szyjnych (superior cervical ganglia, SCG)
wzgledem SCN. Szlak laczacy SCN z SCG jest szlakiem polisynaptycznym, a substancje sy-
gnalowe wykorzysiywane przez poszczegolne neurony tego szlaku w duzej czgsci nie sg ziden-
tyfikowane.
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znamienne przesuni¢cie fazy rytmu po zastosowaniu trzykrotnej 5-godzinnej eks-
pozycji pacjentéw na swiatlo o natgzeniu 180 luks.

Na rycinie 2 przedstawiono wplyw bodzca swietlnego zastosowanego w pierw-
szej 1 drugiej polowie fazy ciemnej cyklu o$wietleniowego na okolodobowy rytm
aktywnosci serotoninowej N-acetylotransferazy (kluczowego enzymu regula-
cyjnego w torze biosyntezy melatoniny) w szyszynce, powodujacego odpowie-
dnio opoznienie i przyspieszenie fazy rytmu.,
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Rye. 2. Synchronizujgcy efekt pulsu $wietlnego na okolodobowy rytm aktywnosci serotoninowe;j
N-acetylotransferazy w szyszynce kregowcow (badania wiasne)
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W $wiecie roélin i zwierzat rytm aktywnosci zyciowej zwiazanej z nastgp-
stwem dnia 1 nocy jest zwykle bardziej wyrazny i regularny niz analogiczny
rytm u czlowieka. Niemniej jednak organizm czlowieka wspolczesnego (§wia-
domie wymykajacego si¢ spod kontroli uwarunkowan naturalnych) wytwarza
roznorodne rytmy biologiczne — metaboliczne, hormonalne, czynnosciowe, co
niezbicie wskazuje na zachowang funkcj¢ dobowego oscylatora (Brady, 1982;
Minors i Waterhouse, 1986). Dotyczy to zaréwno ludzi o typie aktywnosci po-
rannej (ludzie ,,skowronki™), jak i aktywnosci wieczorno-nocnej (ludzie ,,sowy™),
albowiem to wlasnie endogenny zegar biologiczny wyznacza u nas por¢ aktyw-
nosci psychofizycznej (wlaczajac w to sprawnos¢ intelektualna) i rytmike oko-
lodobowa wielu parametréw metaboliczno-czynnosciowych (np. temperatura
ciala, poziomy wielu hormon6éw — m.in. kortyzolu i melatoniny we krwi).

Zegar biologiczny — lokalizacja, budowa i funkcja

The clocks are accounted for as ,, open systems”
depending upon subtle geophysical rhythms
Frank A. Brown, Jr. (1959)

Koncepcja zegara biologicznego ma swojg dluga histori¢. By¢ moze jej po-
myslodawca byl Karol Linneusz, ktéry w latach 30. XVIII wieku, w oparciu
o znane mu dobowe rytmy zakwitania réznych gatunkéw kwiatéw, ,,skonstruo-
wal” zywy zegar dzialajacy na ksztalt falujacego w miar¢ uplywu dnia dywanu
kwiatowego. Jeszcze nie tak dawno pojgcie zegara biologicznego stanowilo ro-
dzaj ,,czarnej skrzynki”, ktora reagujac na zmiany gtéwnie oswietlenia $rodo-
wiska odmierza czas astronomiczny i w sposob dla siebie wlasciwy przekazuje
te informacje¢ do organizmu. W miar¢ uplywu lat i poszerzania naszej wiedzy
z zakresu fizjologii i biochemii pojgcie zegara biologicznego stawalo si¢ coraz
bardziej sprecyzowane. Wyniki dowodza, ze u zwierzat za regulacj¢ rytmow
okolodobowych odpowiadaja okreslone struktury osrodkowego ukladu nerwo-
wego (OUN) pelniace funkcj¢ dobowych oscylatorow*.

Obecnie wiadomo, ze wsrod kregowcow lokalizacja zegara biologicznego
jest rézna. U ryb, gadow i ptakow dobowy oscylator znajduje si¢ w szyszynce
(np. Takahashi i wsp., 1989; Zatz, 1989; Ali, 1991); u plazéw, ptakdéw i ssakéw
podobny zegar wystepuje takze w fotoreceptorach siatkowki (Underwood i wsp.,
1990; Reme i wsp., 1991; Zawilska 1 Wawrocka, 1993; Zawilska, 1994; Cahill
i Besharse, 1995; Tosini i Menaker, 1996). Rowniez u slimakow zegar biolo-
giczny zlokalizowano w oku (Jacklet, 1985; Block i wsp., 1993). U ssakéw rolg

4 Termin ,,zegar biologiczny” nie precyzuje jednostek odmierzanego czasu (dzien, miesige,
rok, itd.); jednakze w duzej czgsci specjalistycznych publikacji jest on utozsamiany z zegarem
pracujacym w rytmie dobowym. W takim znaczeniu termin ten jest stosowany wymiennie z innymi
terminami, np. dobowy oscylator, rozrusznik (ang. pacemaker).
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nadrzgdnego zegara biologiczneg‘o pelnia parzyste jadra nadskrzyzowaniowe (ang.
the suprachiasmatic nuclei; SCN), zlokalizowane w mézgu w okolicy przed-
niego podwzgorza (Meijer i Rietveld, 1989; Klein i wsp., 1991).

Pojecie i lokalizacja zegara biologicznego zostaly zdefiniowane: u krggow-
cow oscylatorem okolodobowym jest okreslona struktura o$rodkowego
ukladu nerwowego wytwarzajaca samoutrzymujacy si¢ w stalych warun-
kach rytm aktywnos$ci o okresie trwania ok. 24 godzin.

SCN u ssakow zawiera, w zaleznosci od gatunku, od 8 do 13 tysiecy gesto
upakowanych malych neuronéw. Struktura ta odpowiada za regulacj¢ prak-
tycznie wszystkich — behawioralnych, fizjologicznych i biochemicznych — ryt-
mow 24-godzinnych. Sposrod wielu danych doswiadczalnych, przemawiajacych
za kluczowa rola SCN jako zegara biologicznego, najbardzicj przekonujacego
argumentu dostarczaja badania z przeszczepianiem tej struktury mézgu. Zni-
szczenie SCN za pomoca lezji powoduje arytmicznos$é zwierzat. Przeszczepie-
nie takim zwierzgtom embrionalnego SCN prowadzi do ponownego pojawienia
si¢ u nich rytmiki okolodobowej, przy czym rejestrowane rytmy reprezentujq
rytm eksplantu macierzystego organizmu (embriona). Powyzsze doswiadczenia
dowodza, Zze charakterystyka przywrdconego rytmu okolodobowego zalezy
wylacznie od fenotypu transplantowanego SCN, a nie od fenotypu reszty cale-
go zwierzecia (Ralph i Lehman, 1991).

Badania elektrofizjologiczne prowadzone na skrawkach SCN szczura i cho-
mika, oraz na preparatach komérkowych uzyskanych z SCN, sugeruja, ze ryt-
my okolodobowe moga by¢ wytwarzane przez pojedyncze neurony (Bos
i Mirmiran, 1990, Welsh i wsp., 1995). Nie wiemy, czy wszystkie neurony SCN
posiadaja endogenne oscylatory, czy tez istnieja specjalne komoérki (badz grupy
wspolpracujacych ze sobg komorek) generujace rytmike okolodobowa, przeka-
zywang nastepnie na sasiednie neurony. Nalezy podkresli¢, ze aktywnos¢ bio-
elektryczna pojedynczych neuronéw SCN (rejestrowana w warunkach in vitro)
nie jest skoordynowana i dlugo$¢ jednego cyklu rytmu waha si¢ w szerokich
granicach 16-32 godzin. W warunkach in vivo SCN - jako calo$¢ - wytwarza
tylko jeden zsynchronizowany sygnal okolodobowy, ktory reguluje cyklicznosé
przebiegu okreslonych zjawisk w organizmie (Bos i Mirmiran, 1990; Bouskila
i Dudek, 1995).

U ssakow zegar biologiczny jest funkcjonalnie wkomponowany w tzw. sy-
stem okolodobowy, skladajacy si¢ z trzech elementéw: nadrzgdnego oscylato-
ra (SCN), szyszynki i siatkéwki. Wspdlpraca w/w elementdéw jest konieczna
dla generacji zsynchronizowanego rytmu i autokontroli jego przebiegu (na za-
sadzie sprzgzen zwrotnych), jak rowniez stwarza mozliwo$¢ propagacji
w organizmie informacji o rytmie oscylatora poprzez cyklicznie — zgodnie
z wytycznymi SCN - produkowany i uwalniany do krwiobiegu hormon szy-
szynkowy — melatoning (ryc. 3). U ssakow, w przeciwienstwie do ptakow i nizszych
kregowcow, jedynym narzadem wyspecjalizowanym do odbioru sygnaldw swie-
tlnych jest siatkowka; u zwierzat ze zdegenerowanymi fotoreceptorami, lub
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Rye. 3. Szlak przeplywu informacji $wietlnej od siatkowki do szyszynki u ssakéw. Trzy wymie-
nione struktury: siatkowka, jadra nadskrzyzowaniowe podwzgorza (SCN; glowny zegar biolo-
giczny) i szyszynka tworza tzw. system okolodobowy

przecigtym nerwem wzrokowym, wytwarzany przez SCN rytm okolodobowy
jest rytmem swobodnie biegnacym, a wige niczsynchronizowanym z warunkami
$wietlnymi srodowiska. Takie rytmy wystepuja np. u ludzi niewidomych.

Szlaki aferentne SCN — czyli jak sygnal $wietlny dociera do zegara
biologicznego

Jak wspomniano wczesniej, zegar biologiczny — pomimo genetycznie zako-
dowanego rytmu aktywnosci 24-godzinnej (patrz dalej), nie pracuje w warun-
kach in vivo niezaleznie od dobowych zmian w $rodowisku. Wyznaczone przez
24-godzinne obroty Ziemi dokola wlasnej osi zmiany w o$wietleniu planety,
manifestujace si¢ nastgpstwem dnia i nocy (a w eksperymencie nastepstwem
odpowiednio fazy jasnej i fazy ciemnej dobowego sztucznego cyklu o$wietle-
niowego, np. 12 godzin $wiatla i 12 godzin ciemnosci), stanowia czynnik syn-
chronizujacy (Zeitgeber) aktywnos¢ endogennego oscylatora.

U ssakow, informacja o warunkach oswietlenia srodowiska jest rejestrowa-
na przez siatkowke oka i dociera do SCN bezposrednim szlakiem siatkowkowo-
-podwzgorzowym (ang. the retino-hypothalamic tract; RTH), utworzonym
z aksonow komérek zwojowych siatkdwki (ryc. 4). Neuroprzekaznikiem w tym
szlaku neuronalnym jest aminokwas pobudzajacy — kwas glutaminowy (Ebling,
1996). Brak zaleznej od $wiatla impulsacji glutaminianergicznej docierajacej
do SCN powoduje utrate synchronizacji rytmu aktywnosci SCN z naturalnym
(dzien-noc) badz sztucznym ($wiatlo-ciemnos$¢) cyklem oswietlenia srodowiska.
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Rytm aktywno$ci SCN zaczyna wowczas dryfowac (rytm swobodnie biegna-
cy), wykazujac tendencje w kierunku wydluzania czasokresu jednego cyklu (>24
godziny). Przywrocenie sygnalow srodowiskowych (badz skoordynowanej im-
pulsacji glutaminianergicznej) powoduje zsynchronizowanie pracy oscylatora
do nowych warunkow $wietlnych (badz zdeterminowanych farmakologicznie),
co wyraza si¢ odpowiednim przestrojeniem regulowanej przez SCN rytmiki
okolodobowe;j.

Nowsze badania sugeruja, iz synchronizacja rytmu zegara biologicznego
z warunkami $rodowiskowymi (a wigc z rytmem egzogennym) jest bardziej skom-
plikowana, niz sadzono pierwotnic. Pomimo tego, ze do uzyskania pelnej ak-
tywnosci SCN wystarcza sygnalizacja przebicgajaca szlakiem RTH,
prawdopodobnic inne szlaki neuronalne takze uczestnicza w procesie przekazy-
wania informacji $srodowiskowych do zegara biologicznego. Okazalo sie, ze lc-
zje tzw. cial kolankowatych bocznych (ang. the lateral geniculate complex,
LGC) - struktury zlokalizowanej w obrgbie wzgorza, pomimo zachowanej cia-
glosci RTH, uniemozliwialy uzyskanie synchronizacji rytmu aktywnosci SCN
z cyklem o$wietlenia srodowiska. Obserwacje te staly si¢ podstawa hipotezy
o istnieniu projekcji neuronalnej laczacej LGC z SCN, tzw. szlak kolankowato-
-podwzgdrzowy (ang. the geniculo-hypothalamic tract, GHT). Dalsze badania
wykazaly, ze GHT bierze poczatek z funkcjonalnie i morfologicznie odrgbnej
populacji komérek LGC, zwanej listkiem migdzykolankowatym (ang. the inter-
geniculate leaflet, IGL). Glownym neuroprzekaznikiem neuronow tego szlaku
jest neuropeptyd Y (NPY).

Badania elektrofizjologiczne i immunocytochemiczne wskazuja na kolcj-
ng funkcjonalnic istotna projekcj¢ neuronalna wplywajaca na aktywnos¢ SCN
- szlak laczacy twor siatkowaty (a wlasciwie dwa jadra szwu — srodkowe
1 grzbietowe) z SCN (ang. the raphe-hypothalamic tract, RaHT). Neuro-
przekaZznikiem tego szlaku jest serotonina (5-hydroksytryptamina; 5HT).
Wydaje si¢, ze szlak ten moze posredniczy¢ w przekazywaniu informacji
o oswietleniu srodowiska albowiem - jak wykazaly badania elektrofizjolo-
giczne — neurony tej struktury zywo reaguja na sygnaly $wictlne. W istocie,
wystepowanie projckcji bezposrednio laczacej siatkdwke z tworem siatko-
watym opisano juz u kilku przedstawicieli ssakéw, z naczelnymi wlgcznie
(Nakagawa i wsp., 1988).

Wyniki intensywnie prowadzonych badan wskazuja, ze gléwne neuroprze-
kazniki oméwionych powyzej szlakéw neuronalnych, a wigc kwas glutamino-
wy (Shigenobu i wsp., 1994; Ebling, 1996), ncuropeptyd Y (np. Weber i Rea,
1997) i serotonina (Medanic i Gillette, 1992; Meyer-Bernstein i wsp., 1997),
w sposob wyrazny i okreslony wplywaja na rytmike zegara biologicznego, do-
wodzac tym samym zasadnicza rolg transmisji RHT, GHT i RaHT w generacji
sygnalu okolodobowego.

Rycina 4 schematycznie przedstawia szlaki aferentne, a wigc dochodzace do
SCN, u ssakow.
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Sygnaly wzrokowe
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Ryec. 4. Szlaki neuronalne docierajgce do nadrzgdnego zegara biologicznego (zlokalizowanego
w jadrach nadskrzyzowaniowych podwzgérza (SCN) u ssakow. RHT - szlak siatkéwkowo-
-podwzgorzowy, GHT - szlak kolankowato-podwzgorzowy, RaHT - szlak laczacy twor siatko-
waty z podwzgérzem, LGN — jadra kompleksu kolankowatego bocznego, IGL - listek migdzyko-
lankowaty

Wtorne przekazniki informacji i funkcja zegara biologicznego

Cykliczny 3°,5°-adenozynomonofosforan (cAMP), cykliczny 3°,5-guanozy-
nomonofosforan (cGMP) i jony wapniowe (Ca?") odgrywaja bardzo wazna role
w wielu procesach komérkowych u praktycznie wszystkich organizmow zywych.
Mozna zatem sadzi¢, ze wymienione widrne przekazniki informacji beda petnié
istotng rol¢ w mechanizmach zegara biologicznego. Jednakze uzyskiwane wy-
niki w tym zakresie wskazuja na istnienie zasadniczych réznic migdzygatunko-
wych. Cykliczny AMP wydaje si¢ regulowaé rytm aktywnosci bioelektrycznej
dobowego oscylatora u tak réznych organizméw jak Neurospora i gryzonie,
natomiast w szyszynce ptakow jego rola wydaje si¢ by¢ bardziej zwigzana
z mechanizmami efektorowymi (jak np. rytmiczna synteza melatoniny) niz
z rozrusznikiem jako takim.

W badaniach wykonanych na skrawkach przedniego podwzgérza szczura
(zawierajacych SCN) wykazano, ze dodanie do srodowiska inkubacyjnego nie-
hydrolizujacych analogow cAMP powodowalo szybka synchronizacje rytmiki
okolodobowej aktywnosci bioelektrycznej neuronow SCN. Podobne wyniki uzy-
skiwano po zastosowaniu zwigzkéw podnoszacych poziom cAMP na drodze
stymulacji jego syntezy i zahamowania katabolizmu - odpowiednio, forskoliny
- bezposredniego aktywatora cyklazy adenylanowej, i inhibitora cAMP-fosfo-
diesterazy (Gillette i Prosser, 1988,1989). Wplyw cAMP na rytm pracy zegara
obserwowano tylko w okreslonych przedzialach czasowych w odniesieniu do
cyklu o$wietleniowego, w ktoérym przebywaly zwierzeta przed pobraniem SCN.
Wyniki te wskazuja na fazowa zalezno$¢ reakcji oscylatora na zastosowany
bodziec chemiczny i przypominaja podobng reakcj¢ dobowego rozrusznika na
bodziec swietlny (Prosser i Gillette, 1989, Gillette, 1991). Badania wykonane
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na tym samym modelu wykazaly, ze takze cGMP indukuje przesunigcia faz
rytmu aktywnosci bioelektrycznej neuronéw SCN, przy czym efekty tego nu-
kleotydu, w przeciwiefistwie do cAMP, byly widoczne tylko wowczas, kiedy
zwiazek zastosowano w godzinach nocnych. Ponadto, podanie chomikom inhi-
bitora zaleznej od cGMP kinazy biatkowej zapobiegalo efektowi przyspieszenia
fazy okolodobowego rytmu aktywnosci ruchowej zwierzat wywolanemu przez
impuls $wietlny (Weber i wsp., 1995). Wyniki te wskazuja, ze CAMP i cGMP
wplywaja na rytm aktywnosci bioelektrycznej SCN poprzez rézne mechanizmy
zachodzace w obrgbie zegara biologicznego, sugerujac regulacyjna rol¢ obu
wtornych przekaznikow w generacji rytmu okotodobowego oscylatora.

W kontekscie powyzej przedstawionych danych warto nadmienié, ze szeroko
zakrojone badania dwoch grup amerykanskich kierowanych przez M. Zatza
i J.S. Takahashi’ego nie potwierdzaja roli cCAMP w generacji rytmu okolodo-
bowego oscylatora w pinealocytach kurczat, wskazujac jednakze na doniosle
znaczenie tego nukleotydu w wytwarzaniu okolodobowego rytmu biosyntezy
melatoniny (np. Takahashi i wsp., 1989; Zatz, 1989). W szyszynkach kurczat
CAMP wydaje si¢ funkcjonowaé jako tzw. sygnal wyjsciowy (ang. output si-
gnal) zegara biologicznego, nie natomiast jako sygnal wejsciowy (ang. input
signal) regulujacy jego endogenng rytmike.

Badania nad rola Ca** w mechanizmach zegara biologicznego réwniez nie sa
jednobrzmiace. Wyniki niektérych prac wskazuja na udzial tych jonéw w pro-
cesach odpowiedzialnych za synchronizacj¢ rytmu oscylatora w szyszynce kur-
czat (Zatz i Heath, 1995), natomiast inne wyniki, uzyskane na tym samym modelu,
sugeruja funkcje Ca?* jako sygnalu wyjsciowego (Nikaido i Takahashi, 1996).
Szereg danych doswiadczalnych uzyskanych dla szyszynki i siatkéwki kurczat
wskazuje na to, ze mechanizmy wapniowe moga regulowaé wewnatrzkomaorko-
we poziomy cAMP, a zatem i procesy zalezne od tego nukleotydu (Iuvone i wsp.,
1991; Zatz, 1992; Zawilska i wsp., 1992). Dane dotyczace roli Ca?*
w mechanizmach synchronizujacych rytm oscylatora u $limakow (Colwell i wsp.,
1992) oraz innych organizméw zajmujacych niskie szczeble filogenezy (Edmunds,
1992) sa nigjednolite i nie upowazniaja do wyciagnigcia definitywnych wnioskow.

Molekularne mechénizmy zegara biologicznego

Badania mechanizméw molekularnych zawiadujacych rytmika pracy dobo-
wego oscylatora u ssakow nastrgczaja sporo trudnosci technicznych; dlatego
tez postgp dotyczacy szczegolowej wiedzy o zjawiskach rytmicznych u tych
zwierzat dokonywal si¢ stosunkowo powoli. Znacznie wigcej informacji na ten
temat pochodzi z doswiadczen wykonanych na bardziej prymitywnych organi-
zmach, takich jak jednokomorkowe glony (Gonyaulax polyedra), grzyby (np.
plesn chlebowa — Neurospora crassa), morskie §limaki (Aplysia californica,
Bulla gouldiana), czy owady (np. muszka owocowa — Drosophila melanoga-
ster). Dla zrozumienia istoty zegara biologicznego fundamentalne znaczenie mialy
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dwie obserwacje: (/) pojedyncze komérki (reprezentujace niezalezne organi-
zmy albo nalezace do tzw. systemu okolodobowego u organizmoéw zlozonych)
moga wytwarza¢ rytmy o okresic trwania cyklu ~ 24 godzin oraz (2) cykliczna
biosynteza bialek jest niezb¢dna dla utrzymania sinusoidalnego, rozciagnietego
w czasie rytmu okolodobowego. Te obserwacje nasungly przypuszczenie, ze
tajemnica rytmiki okolodobowej lezy w genach. W istocie, badania ostatnich
kilku lat wykazaly, ze w obrgbie systemu okolodobowego wystepuje rytmiczna
aktywacja badz supresja ckspresji okreslonych gendéw. Sadzi si¢, ze na poczat-
ku cyklu dobowego sygnal $wietlny aktywuje indukcje pewnych genow tzw.
wczesnej odpowiedzi komorkowej (ang. immediate early genes, 1IEGSs); po uplywie
pewnego czasu produkty ich ckspresji — w procesie zaleznym od rytmu oscyla-
tora — stymuluja badz hamuja ckspresj¢ innych gendw.

Swiatlo reguluje ekspresje genoéw wczesnej odpowiedzi komorkowej (IEGs)

W wielu doswiadczeniach wykonanych na Neurospora i Aplysia, a takze
niektoérych ssakach (szczur, chomik), zaobserwowano, ze inhibitory biosyntezy
bialka hamowaly przesunigcia faz rytmu wywolane ekspozycja organizméw na
$wiatlo, sugerujgc tym samym istotna rol¢ ekspresji genow w dzialaniu syn-
chronizujacym $wiatla na rylmik¢ okolodobowa. Podobne wyniki uzyskano
w badaniach zaleznej od $wiatla ekspresji IEGs w SCN ssakow (Kornhauser
1wsp., 1994). Wéréd aktywowanych przez swiatlo genéw wymienia si¢ m.in.
c-fos, jun-B, NGFI-A (znany takze jako egr-1) i NGFI-B (nur77). Prawdopo-
dobnie lista aktywowanych przez Swiatlo genow bedzie si¢ wydluza¢ w miarg
uzyskiwania nowych wynikéw. Produkty bialkowe ekspresji wszystkich wymie-
nionych genéw sa czynnikami transkrypcyjnymi, a wige czasteczkami reguluja-
cymi ekspresj¢ innych gendw.

Wigkszos¢ zgromadzonych danych do$wiadczalnych dotyczy indukowanej
przez $wiatlo ekspresji IEGs genu c-fos u gryzoni. Uzyskiwane wyniki stano-
wig istotny krok naprzod w zrozumieniu molekularnych podstaw rytmiki oko-
todobowej. Ustalono bowiem, ze: (/) wywolana przez bodziec §wietlny indukcja
c-fos wystepowala najintensywniej w subrejonach SCN i IGL, do ktorych do-
chodza aksony komorek zwojowych siatkowki (szlaki neuronalne RTH i GHT);
(2) ekspresja c-fos zachodzila tylko w tych przedzialach czasowych cyklu,
w ktorych swiatlo zmienialo fazy okolodobowego rytmu aktywnosci ruchowe;j
zwierzat; (3) zalezna od zegara biologicznego (i swiatla) indukcja c-fos podle-
gala regulacji przez tzw. CREB (ang. cAMP response-binding protein); (4) $wiatlo
indukowalo zdolnos¢ AP-1, heterodimeru utworzonego z bialek Fos i Jun-B (lub
innym z t¢j serii), do wiazania si¢ z DNA. Sadzi si¢, ze ekspresja bialek Fos
i Jun-B, jak réwniez zdolnos¢ AP-1 do wigzania si¢ z odpowiednimi rejonami
DNA, sa integralnymi skladowymi zlozonego mechanizmu lezacego u podstaw
zaleznej od swiatla synchronizacji endogennego rytmu oscylatora z egzogen-
nym rytmem srodowiska.
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Jak zegar biologiczny kontroluje rytmy okolodobowe

Systemy neuroprzekainikowe w obrebie SCN

Pomimo stosunkowo niewielkiej liczby komérek skladajacych si¢ na SCN,
struktura ta wykonuje szereg skomplikowanych zadan. Oprocz odbioru i anali-
zy informacji o o$wietleniu $rodowiska (warunkujacych powstanie zsynchroni-
zowanego okotodobowego rytmu aktywnosci bioelektrycznej neuronow zegara
biologicznego), SCN otrzymuje i integruje sygnaly z réznych czgsci mozgu (ryc.
41 5). Sygnaly te sa niezwykle wazne dla funkcji oscylatora albowiem zawiera-
ja ,,informacje” o stanie funkcjonalnym wielu struktur osrodkowego ukladu ner-
wowego (komunikacja transsynaptyczna) i wielu narzadéw obwodowych
(komunikacja hormonalna).

SWIATLO

Srodowisko hormonalne Srodowisko wewngtizne
(Melatonina) (Podwzgdrze)

—
\

T
T

Stan pobudzenia Informacja sensoryczna
(Limbiczna czg$c (Twér siatkowaty)
przodomozgowia)

RYTMY

Ryc. 5. Zegar biologiczny (okolodobowy oscylator) umiejscowiony w jadrach nadskrzyzowanio-
wych podwzgorza (SCN) otrzymuje informacje zarowno ze $rodowiska zewnetrznego jak
i wewngtrznego. Wypadkowsa oddzialywan i interakeji dochodzacych informacji jest wytwarza-
ny przez oscylator sygnal okolodobowy narzucajacy rytmike okolodobowa wielu parametréw
funkejonalnych w organizmie

Badania anatomiczno-histochemiczne wykazaly obecno$¢ szlakéw neuronal-
nych laczacych SCN z niemalze wszystkimi funkcjonalnie zdefiniowanymi ob-
szarami mozgowia, m.in. ze strukturami limbicznymi (stanowigcymi anatomiczny
substrat dla reakcji emocjonalnych), tworem siatkowatym (regulujacym stan
snu i czuwania), oraz wieloma jadrami podwzgorza (zaangazowanymi w regu-
lacj¢ czynnosci trzewnych). Badania receptorowe, wykorzystujace techniki au-
toradiografii i specyficznego wiazania receptorowo-selektywnych ligandéw
znakowanych trytem [H?] i/lub jodem [I'*], pozwolily na wykazanie obecnosci
i komoérkowej lokalizacji receptorow dla uznanych neuroprzekaznikéw,
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modulatorow i hormonow. Uwzgledniajac liczbe neurondw tworzacych SCN (ok.
10 tysigey) 1 liczbg synaps przypadajacych na jeden neuron w obrgbie SCN (ok.
1200-1400) mozna przypuszczaé, ze laczna pula receptoréw dla substancji sy-
gnalowych w obszarze zegara biologicznego jest nadzwyczaj duza. Badania
immunocylochemiczne wykazaly obecnos¢ przynajmniej 25 ukladéw neuroprze-
kaznikowych funkcjonujacych w obr¢gbie SCN. Wéréd nich wymienia sig¢
takie substancje sygnalowe jak: scrotonina (5-hydroksytryptamina), kwas
v-aminomaslowy (GABA), acctlylocholina, dopamina, noradrenalina, kwas glu-
taminowy, histamina, jak réwniez szereg substancji peptydowych, m.in. wazo-
presyna, neurofizyna, enkefalina, naczyniowo-aktywny peptyd jelitowy (VIP),
ncuropeptyd Y (NPY), hormon adrenokortykotropowy (ACTH), substancja P (SP),
cholecystokinina (CCK), somatostatyna (SS) i prolaktyna. Zgromadzone dane do-
$wiadczalne na temat neuromodulatoréw SCN wskazuja, Zze wszystkie w/w sub-
stancje (oraz prawdopodobnic szereg innych) tworza bogata sie¢ polaczen i interakgji
interneuronalnych w obrgbic SCN - sa funkcjonalnie istotne dla funkcji zegara
biologicznego, pelnige rolg albo sygnalow wejsciowych (ang. input signals) do,
albo sygnalow wyjsciowych (ang. output signals) z dobowego oscylatora.

Z przytoczonych danych wynika, ze SCN jest struktura o niezwyklej kom-
plcksowosci anatomicznej i funkcjonalnej, umozliwiajacej jednoczesne wyko-
nywanic wiclu zadan o typic analizy, integracji, oraz wytwarzania rytmu i jego
synchronizacji zarowno wewngtrznej, jak i do warunkéw $rodowiska. Przypu-
szcza si¢, ze sygnal okolodobowy wyilworzony przez SCN jest nastgpnie prze-
noszony wzdluz szlakéw eferentnych SCN, laczacych zegar biologiczny
z cfcktorowymi strukturami OUN. W strukturach tych, np. w szyszynce, do-
chodzi do przetworzenia rytmicznego sygnalu neuronalnego (wytworzonego
w SCN) w rytmiczny i charakterystyczny dla typu i funkcji struktury docelo-
wej rytmiczny sygnal efektorowy (np. neuroendokrynny w szyszynce).

Ekspresja genow kontrolowana przez zegar biologiczny

Dotychczas opisano szereg genow, ktorych ekspresja jest regulowana przez
zegar biologiczny, np. u kregowcdw — gen jodopsyny w komorkach fotorecepto-
rowych (Pierce i wsp., 1993), gen kodujacy fotoreceptorowe bialko ,,nocturnin”
(Green 1 Besharse, 1996), gen kodujacy fotoreceptorowa i szyszynkowa hydro-
ksylaze tryptofanowg (Florez i wsp., 1996; Green i wsp., 1995), czy zidentyfiko-
wany w roku 1997 gen kodujacy kluczowy enzym regulacyjny z toru biosyntezy
melatoniny — serotoninowa N-acetylotransferazg (NAT)(Bernard i wsp., 1997a,b).
Ekspresja tego ostatniego genu charakteryzuje si¢ silnie wyrazonym rytmem oko-
lodobowym, ze szczytami w fazie ciemnej naturalnego badz narzuconego (sztucz-
nego) cyklu oswietleniowego srodowiska. Produkt ekspresji — enzym NAT — jest
szczegodlnic istotny dla funkcji zegara biologicznego, bowiem od jego obecnosci
(a pojawia si¢ on tylko w fazie ciemnej cyklu oswietleniowego) zalezy rytmiczna
w ciggu doby produkcja hormonu melatoniny, o przebiegu réownoleglym z rytmem
dobowegj aktywnosci NAT (patrzryc. 1). Wyprodukowana w szyszynce melatonina
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spelnia podwdjna rolg: z jednej strony jest clementem systemu okolodobowego
(ogniwo sprz¢zenia zwrotnego z mechanizmami dobowego oscylatora — patrz dalej),
z drugiej zas — sygnalem informujacym organizm o porze dnia i roku. Rola mcla-
toniny jako chemicznego zegara i kalendarza opicra si¢ na cyklicznym pojawia-
niu si¢ tego zwiazku w organizmic. Poziomy melatoniny sa niskic w ciagu dnia
i wysokie w nocy, przy czym czasokres podwyzszonych poziomow hormonu jest
proporcjonalny do dlugosci nocy (w zimic — dlugic noce oznaczaja dluzsza w ciagu
doby produkej¢ hormonu, natomiast w lecic — krétkic noce — krotszy czasokres
syntezy zwiazku). Ponadto, sygnal melatoninowy dostarcza informacji o zblizajacej
si¢ porze roku (wydluzajacy si¢ dzien i proporcjonalne obnizenie produkcji mcla-
toniny w sekwencji: zima—wiosna—lato, i odwrotnic, wydluzajaca si¢ noc
1 proporcjonalne zwigkszenie syntczy hormonu w sckwengcji: lato—jesien—zima).
‘Ten ostatni aspekt ma ogromne znaczenie dla fizjologii wszystkich zwicrzat.

Melatonina — ogniwo mechanizmu sprieienia Zwrotnego w systemie
okotodobowym

Melatonina (N-acetylo-5-metoksytryptamina) jest syntetyzowana z amino-
kwasowego prekursora L-tryptofanu gléwnie w szyszynce i, w mniejszym stop-
niu, w siatkowee (ryc.6). Hormon szyszynkowy zostaje wydziclony do krwiobiegu

Tryptofan = CH,CH(NH)COOH

5-Hydroksytryptofan = HO CH.CH(NH,JCOOH
H :

Serotonina (5HT);
5-Hydroksytryptamina =

N-Acetyloserotonina = HO CH,CH,NHCOCH,

H

SAMe
SAH

Melatonina = CHsO CH,CH,NHCOCH,
H

Ryc. 6. Biosynteza melatoniny z aminokwasowego prekursora L-tryptofanu
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(i plynu moézgowo-rdzeniowego) i dociera nastgpnie do wszystkich narzadéw
w organizmie; jego inaktywacja zachodzi przede wszystkim w watrobie (Rei-
ter, 1991; Nowak i Zawilska, 1998). Z kolei melatonina zsyntetyzowana w siat-
kowce oka podlega szybkiej lokalnej degradacji, co jest zgodne z powszechnie
akceptowana teza o jej roli jako siatkéwkowego neuromodulatora (Zawilska
i Nowak, 1992). W obu strukturach produkcja melatoniny przebiega w sposob
rytmiczny, osiagajac wysokie poziomy w nocy i niskie w dzien. W dzialaniach
biologicznych melatoniny posrednicza specyficzne dla niej receptory o nazwach
Mel, , Mel , i Mel,_(Zawilska i Nowak, 1997b) i ich obecnos¢ decyduje o re-
aktywnosci komérki (narzadu) na hormon.

Receptory melatoninowe maja zréznicowane rozmieszczenie tkankowe (Za-
wilska i Nowak, 1997b). W OUN ssakow wystepowanie receptoréw melatoni-
nowych jest ograniczone tylko do pewnych struktur, wsréd ktérych trzy zasluguja
na wyréznienie ze wzgledu na duza gestosé receptordéw: czgsé guzowata (pars
tuberalis) przysadki mozgowej, siatkowka i SCN. Obecnos¢ receptoréw mela-
toninowych w SCN determinuje wrazliwo$¢ zegara biologicznego na dzialanie
hormonu.

Wyré6zniamy dwa rodzaje oddzialywan melatoniny na spontaniczng aktyw-
nos¢ bioelektryczna neuronéw SCN, ktére przypominaja efekty pulsu $wietlne-
g0, a mianowicie: efekt ,,ostry” — polegajacy na supresji aktywnosci bioelektrycznej
1 metabolicznej neuronéw SCN (np. Stehlei wsp., 1989; Liui wsp., 1997) i efekt
~synchronizujacy” — a wigc przesuwajacy fazy rytmu aktywnosci SCN (np.
Cassone i wsp., 1986; Lewy i wsp., 1992; Benloucif i Dubocovich, 1996; Liu
i wsp., 1997). W wyniku supresyjnego dzialania melatoniny na aktywnos¢ neu-
ronéw SCN dochodzi do ich uniewrazliwienia na ewentualne uboczne sygnaly
o typie ,,synchronizujacym”, mogace si¢ pojawi¢ zardwno w organizmie (sy-
gnaly endogenne, np. uwolnienie odpowiedniego neuroprzekaznika w wyniku
przypadkowej aktywacji systemu sygnalowego), jak i w §rodowisku (sygnaly
egzogenne, np. halas wzmagajacy czujnos$¢ zwierzat, uruchamiajacy w OUN
kaskade okreslonych proceséw neurochemicznych). Efekt ,,synchronizujacy”
uwazany jest za element systemu determinujacego ($wiatlo) i korygujacego
(melatonina) okolodobowy rytm oscylatora z aktualnym rytmem egzogennym.
Istota tego systemu polega na zharmonizowanym, lecz roznym w czasie, wspol-
dzialaniu dwoch czynnikéw: §wiatta — w dzieni, i melatoniny — w nocy. Wymie-
nione efekty hormonu pojawiajq tylko w waskim przedziale czasowym — pod
koniec fazy jasnej cyklu oswietleniowego, a wigc wowczas, kiedy gestosé re-
ceptoréw melatoninowych jest najwyzsza. W tym kontekscie warto nadmienic,
Ze np. u szczura czy chomika melatonina wywiera najsilniejszy wplyw na oko-
lodobowy rytm aktywnosci ruchowej po jej wstrzyknigciu wlasnie pod koniec
fazy jasnej dobowego cyklu oswietleniowego.

Dwie obserwacje wskazuja na to, ze dzialanie ,,synchronizujace” melatoniny
wynika z jej bezposredniego oddzialywania na SCN: (/) efekt hormonu byl wi-
doczny w badaniach in vitro na skrawkach przedniego podwzgorza zawierajacych
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SCN (McArthur i wsp., 1991,1997; Starkey 1996) oraz (2) SCN gryzoni za-
wiera duza liczbg receptoréw melatoninowych (Dubocovich i wsp., 1994), ktorych
gestosé oscyluje w zaleznosci od cyklu o$wietleniowego Srodowiska, w ktorym
przebywaja zwierz¢ta (Laitinen i wsp., 1989).

Ostatnie badania wykonane w zespole S.M. Repperta na ,normalnych”
myszach (ktérych SCN zawiera dwa typy receptorow: Mel , i Mel, ) i mutan-
tach nie posiadajacych receptora Mel,  wykazaly, ze efekt ,,ostry” melatoniny
wymaga obecnosci receptora Mel, , natomiast efekt ,,synchronizujacy”™ - recep-
tora Mel,, (Liu i wsp., 1997). Zatem, dwa funkcjonalnie rézne oddzialywania
melatoniny na zegar biologiczny wynikaja z uruchomienia odr¢bnych mechani-
zmow zwiagzanych z pobudzeniem dwoch podtypoéw receptoréw melatoninowych.

Nasza wiedza nt. funkcjonowania zegara biologicznego i roli melatoniny jako
regulatora w systemie okolodobowym staje si¢ coraz bogatsza. W oparciu
0 aktualne dane mozna nakresli¢ zarys obrazu mechanizméw ,,zegarowych” u ssa-
koéw wraz z interakcja: melatonina —> oscylator (ryc. 7).

SWIATLO

SZYSZYNKA
[ MELATONINA Je— MELATONINA

OKO )
SIATK‘LO'WKA \ (+)
| +)
MELATONINA X SCN
v pd

Oscylator OSCYLATOR
\ MELATONINA
? A
(#) SCG Narzady obwodowe

Ryc. 7. Interakcje irola melatoniny w obrebie systemu okolodobowego kregoweow. SCN ~ ja-
dra nadskrzyzowaniowe podwzgorza, SCG — zwéj gorny szyjny. Objasnienia w tekscie

Neurony SCN generuja uwarunkowane genetycznie rytmy aktywnosci bio-
elektrycznej i metabolicznej o okresie trwania pelnego cyklu 16-32 godziny.
W wyniku interakcji interneuronalnych w obrebie zegara dochodzi do czeécio-
wego zsynchronizowania rytméw (do okresu ~ 24 godzin). Pelna synchroniza-
cja rylméw z rytmem egzogennym, wytyczanym przez nastepstwo dnia i nocy,
jest zwiazana z rytmicznie pojawiajacym si¢ sygnalem $wietlnym odbieranym
przez fotoreceptory siatkéwki. U ssakow spontaniczna aktywno$¢ bioelektrycz-
na i metaboliczna neuronéw SCN jest najwyzsza w fazie jasnej dobowego cy-
klu oswietleniowego. W tej samej fazie impulsacja szlaku wspélczulnego laczacego
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(unerwiane przez SCN) zwoje gérne szyjne (SCG) z szyszynka jest znikoma®.
W konsekwencji, wydzielanie neuroprzekaznika noradrenaliny (NA) z zakon-
czen wspoélczulnych unerwiajacych pinealocyty jest w tej fazie bardzo niskie.
Z nastaniem nocy dochodzi do odwrocenia o 180° natezenia wymienionych pa-
rametrow. Pojawienie si¢ NA w szczelinie synaptycznej- powoduje jednoczesne
pobudzenie szyszynkowych receptoréow adrenergicznych typu p (dodatnio sprze-
zonych z cyklaza adenylanowa) oraz typu a, (sprz¢zonych z fosfolipaza C), co
prowadzi do uruchomienia we wngtrzu pinealocytow kaskady procesow (w upro-
szczeniu): zwiekszenie produkcji cAMP —T aktywnosci cAMP-zaleznej kinazy
biatkowej (PKA) -1 ekspresji genu kodujacego aktywnos¢ serotoninowej N-
-acetylotransferazy (NAT) —7T produkcji melatoniny. Wydzielona (w nocy)
z miejsc syntezy do krwiobiegu i plynu mézgowo-rdzeniowego melatonina do-
ciera do SCN, gdzie wchodzi w interakcj¢ z receptorami Mel, | — prowadzac do
supresji aktywnosci bioelektrycznej i metabolicznej neurondéw zegara biologicz-
nego, i receptoréw Mel,, — zwiazanych z dzialaniem ,,synchronizujacym” hor-
monu. Wydaje si¢ prawdopodobne, ze sygnal melatoninowy pojawiajacy si¢
w okreslonym czasokresie doby koordynuje — na zasadzie ujemnego sprzgzenia
zwrotnego — rytmy aktywnos$ci okotodobowej neuronéw SCN, przyczyniajac
si¢ do powstania jednolitego rytmu zegara biologicznego. Ponadto, zalezny od
dhugosci fazy ciemnej cyklu o$wietleniowego wzrost syntezy i poziomdéw mela-
toniny, wraz z jej oddzialywaniem supresyjnym-na aktywno$¢ neuronéw ,,zega-
rowych”, bedzie utrzymywatl neurony SCN w stanie niewrazliwym na uboczne
sygnaly ,,synchronizujace” — zaréwno endogenne, jak i egzogenne (patrz wy-
zej). Gestos¢ receptoréw melatoninowych w SCN wykazuje rytm dobowy z faza
odwrotna do poziomow hormonu; nasilajacej si¢ w czasie (od chwili nastania
nocy) syntezie melatoniny towarzyszy spadek ilosci receptorow. Zjawisko to
najprawdopodobniej lezy u podstaw zachowania homeostazy informacyjnej: me-
latonina — SCN. Nalezy pamigtaé, ze w warunkach naturalnych przejscie dnia
w noc (i odwrotnie) nie jest procesem naglym (jak to najczgsciej ma miejsce
w warunkach eksperymentu), ale zachodzi stopniowo. W czasie zmierzchu i §witu
stopniowo uruchamiaja si¢ mechanizmy wiasciwe dla okreslonej pory dnia
1 wlasnie w tych przedziatach czasowych - jak si¢ przypuszcza — rola ,,powsta-
jacej” melatoniny jako sygnalu zwrotnego dla SCN bedzie najistotniejsza.
Inng wazna rola melatoniny, o ktorej nalezy pamigta¢ w kontekscie interakcji
z zegarem biologicznym, jest jej rola jako dawcy czasu dla plodu. Melatonina
latwo penetruje przez blony biologiczne; zatem hormon pochodzacy od matki
bez trudu przechodzi przez lozysko i po dotarciu do tkanek ptodu pelni

3 Nieznane sq mechanizmy, na drodze ktérych dochodzi do funkcjonowania ,,odwrécenia”
rytmu aktywnosci bioelektryczne) zwojow gornych szyjnych (superior cervical ganglia, SCG)
wzgledem SCN. Szlak laczacy SCN z SCG jest szlakiem polisynaptycznym, a substancje sy-
gnalowe wykorzysiywane przez poszczegélne neutrony tego szlaku w duzej czesci nie sa ziden-
tyfikowane.
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role chemicznego informatora (synchronizatora) dla ksztaltujacych si¢ rytmow
we wzrastajacym organizmie; ta funkcja melatoniny jest szczegdlnie istotna
w koficowym okresie rozwoju embrionalnego (ryc. 8).

MATKA
- OKO\ el Y W MELATONINA
SCN 77~ SYGNAL
WYJSCIOWY
s ,,
PLOD

Ryc. 8. Rola melatoniny jako sygnatu okolodobowego dla rozwijaja;ccgo si¢ plodu wionie matki

Poznanie roli melatoniny jako jednego z sygnaléw kontrolujacych rytmike
dobowego oscylatora (efekty ,,ostre” i ,,synchronizujace” — przesuwajace fazy
rytmu) ma rowniez aspekt praktyczny. Dostarczony do organizmu o odpowie-
dniej porze doby hormon (w postaci np. tabletek, kapsulek, lingwetek), badz
zwiazek agonistyczny wobec receptoréw melatoninowych (np. S-20098; Marti-
net i wsp., 1996), bedzie dzialal podobnie jak zwigzek endogenny. Melatonina,
jako jeden z podstawowych czynnikéw kontrolujacych okolodobowe rytmy bio-
logiczne, gléwnie rytm sen-czuwanie, moze zatem stanowi¢ podstawg terapii
tych zaburzen snu, u podstaw ktérych lezy dysfunkcja zegara biologicznego.
Daleko zaawansowane badania kliniczne dowodza, Ze melatonina jest skutecz-
nym lekiem w terapii tzw. chronobiologicznych zaburzen snu, a wigc takich jak:
zespol opdznionej/przyspieszonej fazy snu, zaburzenia snu w przebiegu pracy
zmianowej, u oséb niewidomych i pacjentow geriatrycznych (wlacznie z pacjen-
tami cierpiacymi na chorobg Alzheimera), zaburzenia snu (oraz innych rytmow
biologicznych) powstalych na skutek szybkiego przekraczania stref czasowych
(tzw. choroba ,,dlugu czasowego™ albo ,transatlantycka”; ang. jer-lag), zabu-
rzenia snu u dzieci autystycznych (Nowak i Zawilska, 1996, 1998; Zawilska
i Skalski, 1996; Zawilska i Nowak, 1997a).

Identyfikacja genow ,,zegarowych” u Drosophila i Neurospora
— molekularny model funkcjonowania dobowego oscylatora

W roku 1971 Ronald J. Konopka i Seymour Benzer jako pierwsi wykryli
u muszki owocowej Drosophila gen ,,zegarowy” odpowiedzialny za wyznaczanic
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dlugosci okresu rytmu aktywnosci ruchowej i rytmu wylegu z poczwarek; nadali
mu nazwg¢ period (per). Poddajac zwierzg¢ta dzialaniu mutagenow autorzy za-
obserwowali wystapienie trzech mutacji genu per; mutacji per® powodujacej
skrécenie okresu rytmu do 19 godzin, mutacji per” — odpowiedzialnej za wydlu-
Zenie rytmu do 29 godzin, oraz mutacji per® — powodujacej calkowity zanik
rytmiki. Wyizolowanie w I polowie lat 80. genu per zaowocowalo licznymi
dalszymi badaniami w dziedzinie biologii molekularnej rytmiki okolodobowej.
Wykazano, ze poziomy per-RNA jak i produktu ekspresji genu per, tj. biatka
PER, w istocie wykazuja okolodobowe oscylacje zgodne z cyklami $wietlnymi
srodowiska, jak rowniez oscylacje swobodnie biegnace w warunkach srodowi-
ska bezsygnalowego. Wykazano réwniez, ze w obecnosci PER dobowe oscyla-
cje PER-mRNA ulegaly splaszczeniu, a nawet eliminacji (przy odpowiednio
wysokim stezeniu bialka), wskazujac na istnienie mechanizmu ujemnego sprz¢-
Zenia zwrotnego lezacego u podstaw omawianego rytmu. Rownolegle do badan
na muszce owocowej prowadzone byly inne badania nad rytmami okolodobo-
wymi u Neurospora, uwieficzone opisaniem u tych organizméw genu ,,zegaro-
wego” 0 nazwie frequency (frq) (Aronson i wsp., 1994); jego ekspresja wykazuje
rytmike podobna do rytmiki ekspresji genu per. Te pionierskie badania defini-
tywnie wykazaly, ze PER-mRNA i FRQ-mRNA kodujace bialka ,,zegarowe”
PER i FRQ sa produkowane w regularnym cyklu 24-godzinnym; w przypadku
Drosophila procesy te zachodza w tych komoérkach mézgu, ktére u muszki pel-
nia funkcj¢ dobowego oscylatora. Zaréwno PER jak i FRQ okazaly si¢ by¢
czynnikami transkrypcyjnymi, a wigc bialkami regulatorowymi kontrolujacy-
mi ckspresje innych genéw.,

Intensywnie prowadzone badania nad rytmami okolodobowymi u Drosophi-
la doprowadzily zaledwie kilka lat temu do wykrycia nowej mutacji zlokalizo-
wanej na chromosomie 2 nazwanej timeless (tim), ktéra wywoluje zachowania
arytmiczne i — co istotne — powoduje supresj¢ okolodobowych oscylacji
PER-mRNA. Mutacja tim hamowala ekspresj¢ per, ale przede wszystkim regu-
lowala translokacj¢ bialka PER do jadra komdrkowego (Sehgal i wsp.., 1994,
1995; Vosshall i wsp., 1994; Myers i wsp., 1995; Gekakis i wsp., 1995). Wy-
izolowanie genu ,,zegarowego” tim i wykazanie funkcjonalnej interakcji pomig-
dzy tim i per rzucilo nowe $wiatlo na mechanizmy zegara biologicznego (Barinaga,
1995; Hall, 1995; Reppert i Sauman, 1995; Sehgal i wsp., 1996). Rycina 9
w duzym uproszczeniu przedstawia zaleznosci per-tim w konteksécie rytmiki oko-
lodobowej i dobowego cyklu oswietleniowego srodowiska.

Geny per i tim, oraz produkty ich ekspresji — bialka PER i TIM, sa integral-
nymi elementami molekularnymi mechanizmu zegarowego u Drosophila.
W procesie transkrypcji obu genow powstaja odpowiednie lancuchy PER-mRNA
i TIM-mRNA, ktore po opuszczeniu jadra komoérkowego uruchamiaja w cyto-
solu procesy syntezy bialka PER i1 TIM. Bialko PER jest supresorem trans-
krypcji zarowno genu per jak i genu tim (podobna rola bialka TIM nie jest jak
dotychczas definitywnie dowiedziona). Jednakze, zanim dojdzie do zahamowania
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Ryc. 9. Mechanizmy zegara biologicznego na poziomie genow u muszki owocowej Drosophila
melanogaster — model funkcjonowania dobowego oscylatora

przez PER ekspresji obu gendw, biatko to musi wnikna¢ do jadra komoérkowe-
. go. Proces ten nast¢puje w $cisle okreslonym czasokresie cyklu okotodobowego
i znajduje si¢ pod kontrola biatka TIM. Ponadto, translokacja PER jest poprze-
dzona czgsciowym ufosforylowaniem jego czasteczki. Sadzi si¢, Zze nadmierne
ufosforylowanie PER moze by¢ sygnalem uruchamiajacym procesy proteoli-
tyczne odpowiedzialne za szybka degradacje bialtka pod koniec cyklu okotodo-
bowego. Zalezna od TIM kontrola stezenia (i dzialania) PER polega na
heterodimeryzacji w cytosolu obu bialek, co w specyficzny sposéb warunkuje
wejscie PER do jadra komorkowego. Pojawienie si¢ biatka TIM w zdefiniowanym
(przez czynniki §rodowiskowe — patrz dalej) czasokresie doby, oraz interakcja
pomiedzy TIM i PER, decyduje zatem nie tylko o cytosolowej kumulacji PER,
ale takze o cyklicznej translokacji PER do miejsca jego dzialania, a wigc decy-
duje o jego jadrowej lokalizacji. Zasadnicza czgécia molekularnej maszynerii
lezacej u podstaw wytwarzania rytmu jest wystgpowanie opoznienia pomigdzy
ekspresja odpowiednich genéw a hamowaniem transkrypcji przez wlasne pro-
dukty biatkowe (bez tego opoznienia ekspresja genow osiagn¢laby stan réwno-
wagi, zatracajac zdolno$¢é wytworzenia sygnalu okolodobowego). Zalezna od
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st¢zenia heterodimeryzacja PER-TIM, tak istotna dla uruchomienia ujemnego
sprzg¢zenia zwrotnego w odniesieniu do procesu transkrypcji, staje si¢ funkcjo-
nalnym substratem dla takiego opdznienia.

Regulacyjna rola tim polcga réwnicz — a moze przede wszystkim — na tym,
ze dobowe oscylacje TIM podlegaja precyzyjnej regulacji przez warunki oswie-
tlcnia $rodowiska. Ot6z, poziomy TIM ulegaja obnizeniu pod koniec nocy (albo
fazy ciemnej sztucznego cyklu oswietleniowego swiatlo-ciemnosc) — znamien-
nic wezesniej niz poziomy PER — i utrzymuja si¢ na niskim pulapie przez okres
calego dnia. Ponadto, stymulacja $wietlna zastosowana o kazdej porze doby
powoduje zahamowanie ekspresji tim w neuronach ,,zegarowych” muszki owo-
cowej, {j. w tzw. ncuronach bocznych glowy oraz w komorkach fotoreceptoro-
wych. Ekspresja ,,fotoreceptorowa” zanika w ciagu 30 min., podczas gdy ekspresja
tim w ncuronach bocznych utrzymuje si¢ dluzej, jednakze z reguly nie przekra-
cza 90 min. (Hunter-Ensor i wsp., 1996).

Opisana zaleznos¢ ckspresji tim od $wiatla jest najprawdopodobniej najwaz-
nicjszym czynnikiem w tworzeniu opéznienia pomig¢dzy poziomami TIM-mRNA
i PER-mRNA z jednej strony a szczytowymi poziomami TIM i PER - z drugie;j.
Biorac pod uwagg dwa fakty: (/) niezb¢dno$¢ TIM dla utrzymania stabilnosci
PER (Price i wsp., 1995) oraz (2) wrazliwos¢ ekspresji fim na $wiatlo, mozna
przyja¢, zc synieza i kumulacja zaréwno PER, jak i1 TIM moze odbywac si¢
tylko pod koniec dnia i na poczatku nocy. Wzrosty pozioméw mRNA koduja-
cych oba bialka obserwuje si¢ juz w polowie dnia (lub fazy jasnej sztucznego
cyklu o$wictleniowego). Akumulacja PER i TIM jest zatem zdecydowanie opdznio-
na w czasie (opdznienie potranskrypcyjne) w stosunku do odpowiadajacych im
czasteczek mRNA. Innymi slowy, tim wydaje si¢ regulowa¢ okolodobowe ryt-
my transkrypcji per i tim na drodze mechanizmu ograniczajacego kumulacjg
PER-mRNA i bialka PER do okreslonych czasokresow cyklu okolodobowego.

Powyzszy schemat molekularnych mechanizméw ,,zegarowych” z pewnoécia
nic jest ostateczny i nalezy oczekiwac, ze nowe dane do$wiadczalne bedg za-
rowno uzupelniac, jak i weryfikowaé dotychczasowy obraz zjawisk. Aktualnie
prowadzone sg intensywne badania na réznych modelach, wsrod nich na hodo-
wanych komorkach szyszynki ptakéw — pinealocytach (gléwnie kurczat; np.
Bernard i wsp., 1997a,b), oraz na preparatach eye-cups zaby (Green i Beshar-
se, 1996), jak rowniez na hodowanych fotoreceptorach siatkowki kurczat (Ber-
nard i wsp., 1997b). Dotychczas zidentyfikowane mechanizmy ,,zegarowe”
u ptakéw i plazow wykazuja wiele wspolnych cech biochemicznych i czynno-
$ciowych, oraz wiele podobienstw z mechanizmami opisywanymi u gryzoni.
Jednakze, kwestia najbardziej interesujaca nas i wigkszo$¢ chronobiologow jest
to, czy procesy obserwowane u organizméw zajmujacych niskie szczeble drabi-
ny ewolucyjnej moga by¢ przekladane na mechanizmy zachodzace u zwierzat
charakteryzujacych si¢ zlozona budowa i duza specjalizacja funkcji. Wydaje
si¢ bardzo prawdopodobne, ze odrebno$¢ gatunkowa i rozwdj filogenetyczny
beda rzutowaé na szczeg6ly, natomiast ogdlna zasada dzialania zegara biolo-
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gicznego moze by¢ podobna u wszystkich przedstawicieli Swiata ozywioncgo,
z ludzmi wlacznie.

Prég do jakosciowo nowej ery badan rytmiki okolodobowej u ssakdéw juz
zostal przekroczony. Tym progiem bylo sklonowanie przez grupg Josepha S.
Takahashi’ego z Evanston (USA.) genu ,,zegarowego” clock u myszy (Vitater-
nai wsp., 1994; King i wsp., 1997). U zwierzat tych wykryto dwa geny o duzym
stopniu homologii z genem per muszki owocowej, ktére nazwano Per/ i Per2.
Ekspresja tych gendw wykazywala rytmikg okolodobowa i wystgpowala w SCN
oraz w oczach (Shearman i wsp., 1997). Obecnos$¢ Per! i Per2 stwierdzono
rowniez w tkankach czlowieka (Shearman i wsp., 1997). Ostatnic prace dono-
sza, ze ekspresja genu vgf wyizolowanego z SCN m6zgu chomika podlega regu-
lacji $wietlnej 1 wykazuje rytmike okolodobowa (Wisor i Takahashi, 1997). By¢
moze vgf jest wlasnie genem ,,zegarowym” u chomika; chociaz, z drugiej stro-
ny, gen ten moze by¢ czgscia mechanizmu efektorowego zegara biologicznego.
Najblizsze badania t¢ kwesti¢ rozstrzygna. Biorac pod uwagg niebywalg inten-
sywno$¢ prowadzonych badan mozna mie¢ nadziejg, ze by¢ moze juz w niedlugim
czasie poznamy ludzki odpowiednik genow clock i vgf, ktore, razem z genami
Perl i Per2, beda decydowaé o funkcji zegara biologicznego w naszym
organizmie.

Podsumowanie i perspektywy

The biological clock: it’s all in the genes
Joseph S. Takahashi (1995)

Pomiar czasu w systemach biologicznych interesowal ludzko$é od dawna;
jednakze zasadniczy postgp w zrozumieniu mechanizmow zawiadujacych funk-
cja zegara biologicznego nastapil w ostatnim ¢wieréwieczu. W tym czasie poje¢-
cie zegara biologicznego (okolodobowego oscylatora, rozrusznika), zyskalo
konkretng podbudowg neuroanatomiczna, molekularng i czynnosciowa. Prowa-
dzone przez liczne rzesze naukowcow — chronobiologéw — badania umozliwiaja
dokonanie pewnych ogdlnych ustalen dotyczacych kregowcow:

1. Pomimo ogromnego zrdznicowania organizacji systemu okolodobowego
na poziomie fizjologicznym, tylko kilka struktur OUN pelni funkcje oko-
lodobowego oscylatora. Sa to: jadra nadskrzyzowaniowe podwzgorza (SCN)
- u ssakow, szyszynka — u ptakow, i siatkowka — u plazéw. U ssakow, te
trzy struktury wspolpracuja ze soba tworzac okolodobowy system odpo-
wiedzialny za regulacj¢ rytméw behawioralnych.

2. Zdolno$¢ pojedynczych komorek: neurondow SCN, pinealocytow szyszynki
i fotoreceptoréw siatkowki, do wytwarzania okolodobowej rytmiki bio-
elektrycznej i metabolicznej sugeruje komorkowy charakter zegara bio-
logicznego. Nalezy podkresli¢, ze pinealocyty ptakow i nizszych kregowcow
oraz fotoreceptory wielu gatunkow zwierzat (z ssakami wlacznie),
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posiadajac zdolno$¢ do jednoczesnej fotorecepcji, odmierzania czasu
i biosyntezy melatoniny, funkcjonuja jak jednokomorkowe systemy oko-
lodobowe.

3. Endogenny okolodobowy rytm zegara biologicznego podlega synchroni-
zacji z egzogennym dobowym rytmem (badz rytmami) srodowiska. Naj-
waznigjszym synchronizatorem (dawca czasu) jest bodziec §wietlny, ktory
w warunkach naturalnych jest zdeterminowany nastepstwem dnia i nocy.
Informacja o warunkach o$wietlenia $rodowiska jest przekazywana do
zegara biologicznego w rozny sposob, jednakze charakterystyczny dla
gatunku (szlakiem siatkowkowo-podwzgorzowym u ssakow, czy w wyniku
bezposredniej percepcji u np. ptakow).

4. Melatonina, hormon szyszynkowy, produkowana tylko w nocy (lub w fazie
ciemnej dobowego cyklu o$wietleniowego: $wiatlo-ciemnos¢) wydaje sie
petni¢ role sygnalu zwrotnego w systemie okolodobowym. Melatonina
wywiera dwa rozne dzialania na pracg SCN: efekt ,,ostry” supresyjny na
aktywnos¢ bioelektryczna i metaboliczng neuronéw SCN, oraz efekt ,,syn-
chronizujacy”, a wigc przesuwajacy fazy rytmu aktywnosci zegara.

5. Wyniki badan prowadzonych na organizmach reprezentujacych rozne szcze-
ble filogenezy wskazuja na uniwersalno$¢ zasad funkcjonowania zegara
biologicznego.

6. Okolodobowe wytwarzanie rytmu zegara biologicznego wymaga cyklicznej
syntezy bialka i jest uwarunkowane rytmiczna ekspresja okreslonych ge-
now, np. genow ,.zegarowych” frq, per, tim, clock, Perl 1 Per2 zidentyfi-
kowanych u réznych organizmoéw.

Wyniki wielu badan, szczegdlnie tych ostatnich — prowadzonych z zastoso-
waniem technik biologii molekularnej — wskazuja, ze tajemnica zegara biolo-
gicznego tkwi w genach. Druga polowa lat 80. i lata 90. to okres nieslychanego
przyspieszenia badan chronobiologicznych. Poznajemy coraz wigcej szczegolow
z zakresu organizacji molekularnej zegara biologicznego, a zasada jego dziala-
nia staje si¢ bardziej wyrazista i zrozumialta. Niewatpliwym imperatywem do
intensyfikacji dalszych badan jest powszechno$¢ rytmow okotodobowych i ich
fundamentalne znaczenie dla funkcji kazdego organizmu i kontynuacji szeroko
pojetego zycia na Ziemi. Nie dziwi zatem fakt, iz chronobiologia (wraz z jej
rozgal¢zieniami w postaci chronofizjologii, chronofarmakologii czy chronopa-
tologii) przezywa nienotowany dotychczas rozkwit. Taki stan rzeczy nie moze
dziwi¢ rowniez i z tego powodu, ze czlowiek wspoélczesny — cywilizowany §wia-
domie wymyka si¢ z uwarunkowan naturalnych, co moze by¢ (a u wielu z nas
juz jest) zroédlem réznorodnych patologii i dysfunkcji organizmu. Bowiem pra-
widlowy odbidr i wlasciwa interpretacja narzuconych przez Wszech$wiat zmien-
nych $rodowiskowych przez kazdy organizm ma zasadnicze znaczenie dla
przebiegu takich procesow fizjologicznych, ktére sa odpowiednie dla danej pory
dnia i roku — zgodnie z wytycznymi natury.
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