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Streszczenie: Rotacja ziemi wokol wlasnej osi prowadzi do zmian intensywnosci $wiatta oraz temperatu-
ry, ktore okreslaja cykl dzief-noc. Wigkszos¢ organizmdéw koordynuje wlasny cykl zyciowy poprzez
dostosowanie przebiegu proceséw metabolicznych do zmian w srodowisku. Synchronizacja tempa pro-
cesow fizjologicznych z cyklicznymi zmianami w $rodowisku osiggana jest za pomoca wewngtrznego
mechanizmu kontrolujacego uplyw czasu — zegara biologicznego. Zegar ten jest endogennym mechani-
zmem generujacym rytmy o okresie w przyblizeniu 24-godzinnym, ktéry umozliwia dostosowanie
metabolizmu do dziennych oraz sezonowych zmian w srodowisku. Zegar okotodobowy moze by¢
rozpatrywany, jako mechanizm tlumaczacy sygnaty pochodzace ze srodowiska na informacje, ktdre
rytmicznie koordynuja metabolizm i fizjologi¢. Rytmy okotodobowe umozliwiajq zachodzenie poszcze-
gblnych biologicznych proceséw w najbardziej odpowiednich porach cyklu dziefi-noc, co umozliwia
prawidtowe funkcjonowanie organizmu. Zegar okotodobowy reguluje wiele proceséw u roslin, wliczajac
w to ruchy lisci, otwieranie szparek, fotosynteze, wzrost, a takze kwitnienie. Rytmy okotodobowe sa
generowane przez centralny oscylator, ktdry u Arabidopsis thaliana sktada si¢ z sieci czynnikow
transkrypcyjnych zorganizowanych we wzajemnie potaczone petle negatywnych sprzg¢zen zwrotnych,
obejmujace wiele elementow. Sa to gtownie geny TOC! (TIMING OF CAB EXPRESSIONI), CCAl
(CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATEDI) oraz LHY (LATE ELONGATED HYPOCOTYL). Biatko TOC1
indukuje transkrypcj¢ i translacj¢ gendw LHY i CCA 1, co zwrotnie hamuje ekspresj¢ TOC|. Istotng cecha
centralnego oscylatora jest to, ze moze on zosta¢ nastawiony przez dzienne zmiany $wiatla i temperatu-
ry. Uzupelnieniem pelnego modelu zegara okotodobowego sa szlaki wyjsciowe umozliwiajace potaczenie
centralnego oscylatora z r6znymi biologicznymi procesami, ktore podlegaja jego kontroli. Unikalng cechg
dzialania centralnego oscylatora jest kompensacja temperatury — stabilnos¢ dlugosci trwania petnego
cyklu w szerokim zakresie temperatur fizjologicznych oraz utrzymywanie si¢ rytméw w przypadku
braku sygnatow ze srodowiska. Istnieje ponadto dwukierunkowa, wzajemna regulacja mi¢dzy szlakami
transdukcji sygnatu hormonoéw roslinnych, m.in. auksyn, kwasu abscysynowego i cytokinin, a szlakami
interakcji komponentdw centralnego oscylatora. Hormony roslinne i centralny oscylator wspolnie kon-
troluja przebieg wielu procesow fizjologicznych, a dodatkowo istnieja dowody na rownolegta regulacje
ekspresji wspolnej puli genow. Regulacja dziatania mechanizmow centralnego oscylatora odbywa si¢ nie
tylko na poziomie inicjacji transkrypcji genow kodujacych jego poszczegolne elementy. Wykazano, ze
wplyw na ekspresj¢ genow kodujacych czynniki transkrypcyjne, stanowiace elementy centralnego oscy-
latora odbywa si¢ rowniez na poziomie stabilnosci transkryptow, alternatywnego wycinania intronow
lub mikroRNA. Kolejnym poziomem regulacji ekspresji genow centralnego oscylatora jest kontrola de-
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gradacji kodowanych biatek, ktérej pierwszym etapem jest ich fosforylacja. Odr¢bnym i wciaz stabo
poznanym zagadnieniem jest regulacja ekspresji genow centralnego oscylatora poprzez zmiany architek-
tury chromatyny zawierajacej sekwencje kodujace i regulatorowe tych genow.

Stowa kluczowe: cykl okotodobowy, zegar okotodobowy, centralny oscylator, sprz¢zenie zwrotne, czynniki
transkrypcyjne.

Summary: The rotation of earth around its axis leads to environmental changes in light intensity and
temperature that predictably define day-night cycle. Most organisms coordinate their life cycle in antici-
pation of these environmental fluctuations. The measurement of time and synchronization with the
environment are achieved by an internal time-keeping mechanism — biological clock. The circadian clock is
an endogenous mechanism that generates rhythms with an approximately 24-h period and enables plants
to adapt to daily and seasonal changes in their environment. The circadian clock can be considered as a
mechanism that translates environmental signals into temporal information in order to rhythmically
coordinate metabolism and physiology. Circadian rhythms enable biological processes to occur at the
most appropriate times during the day-night cycle, which confers a advantage to organisms. Circadian
clock regulates many processes in plants, including leaf and stomatal movements, photosynthesis and
growth and contributes to photoperiodism. Circadian rhythms are generated by molecular oscillators that
in Arabidopsis thaliana have been shown to consist of network of transcription factors arranged in
interlocking negative-feedback loops involving a number of elements. Circadian clock is based on the
feedback loop involving the genes TOC (TIMING OF CAB EXPRESSIONI), CCA1 (CIRCADIAN CLOCK
ASSOCIATEDI) and LHY (LATE ELONGATED HYPOCOTYL). Protein TOC1 induces the transcription
of genes LHY1 and CCA1, which are translated into proteins that repress the expression of 70CI. An
important characteristic of circadian oscillators is that they can be entrained by cues from the environ-
ment, such as daily changes in light and temperature, transduced via input pathways. The last compo-
nents of circadian clock model are the output pathways that provide a link between the oscillator and the
various biological processes and their rhythms, which are controlled by circadian clock. A unique property
of circadian oscillator's mechanism is temperature compensation — the stability of the period of the clock
over a wide range of physiological temperatures and the persistence of thythms in the absence of environ-
mental signals. Bidirectional, mutual regulation is known between plant hormones' (auxin, abscisic acid,
cytokinin) signaling pathways and grid of interactions of central oscillator's compounds. Plant hormones
and central oscillator together control many physiological processes, and additionally, parallel regulation
of common pool of genes was reported. Mechanism of central oscillator is regulated not only during
initiation of transcription of genes encoding oscillator's compounds. It was shown that influence on the
expression of oscillator's genes encoding transcription factors is exerted at the level of transcript stability,
alternative splicing or miRNA as well. Control of degradation of oscillator's proteins, through their
phosphorylation as a first step, is yet another level of genes expression regulation. Distinct and still not
fully elucidated aspect of expression of central oscillator's genes is its regulation through alterations of
chromatin architecture.

Key words: circadian rhythm, circadian clock, central oscillator, feedback mechanism, transcription factors.

HISTORIA BADAN

Pierwsze zapiski odnoszace si¢ do okolodobowych rytmoéw roslin pochodza z IV
wieku p.n.e. Grecki filozof, Androstenes, opisal woéwczas wlasne spostrzezenia
dotyczace ruchdw lisci Tamarindus indicus, ktoére zaobserwowal na wyspie Tylos
(obecnie Bahrajn) w Zatoce Perskiej podczas przemarszu wojsk Aleksandra
Wielkiego [38]. Nie podejrzewano, ze przyczyna tych cyklicznych zmian moze mie¢
charakter endogenny. Dopiero prawie dwa tysiace lat p6zniej zostato to ekspery-
mentalnie potwierdzone. W 1729 roku francuski astronom de Mairan oglosit, iz
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dobowe ruchy heliotropicznej rosliny (prawdopodobnie Mimosa pudica) utrzymuja si¢
w warunkach ciaglej ciemnosci, demonstrujac w ten sposéb wewnetrzna nature tego
procesu [14, 38]. Prawie wiek pdzniej, okres (czyli czas trwania pelnego cyklu) ruchow
lisci zostat doktadnie zmierzony. Rytmy te byly w przyblizeniu 24-godzinne, co sprawilo,
ze przypisano im nazwe okolodobowe. Pojawily sie rowniez sugestie dotyczace ich
endogennego pochodzenia oraz skomplikowanego sposobu odpowiedzi na bodzce
zewngtrzne. Doswiadczenie przeprowadzone w kosmosie na grzybie Neurospora
crassa na poczatku lat osiemdziesiatych ubieglego wieku ostatecznie potwierdzito teze
de Mairana i obalilo przypuszczenia dotyczace kierowania omawianego rytmu przez
subtelne i niewykrywalne geofizyczne czynniki zwiazane z rotacja ziemi wokot wlasnej
osi. Cykliczno$¢ i okresowos¢ rytmow zaobserwowanych przez Franza Halberga
zainspirowala go do wprowadzenia w 1859 roku terminu cirkardialny, czyli
okotodobowy, od facinskich stéw circa — okoto i1 dies — dzien [38].

CHARAKTERYSTYKA CYKLI OKOEODOBOWYCH ROSLIN

Wiele aspektow zwiazanych z metabolizmem, fizjologia i zachowaniem organiz-
méw zmienia si¢ w ciagu dnia i nocy. Przewazajaca czgs¢ organizmow aktywnie
zmienia swdj metabolizm antycypujac pojawienie si¢ wraz ze Switem bodzca
swietlnego. Rosliny, jak wszystkie Eukaryota i czg$¢ Prokaryota, rozwinglty wyszu-
kane mechanizmy majace na celu przewidywania zmian w s$rodowisku, ktore
powstaja na skutek rotacji Ziemi wokot wilasnej osi.

Zjawiska regularnie powtarzajace si¢ w czasie okreslane sa mianem rytmu.
Wystepuja one w procesach na poziomie metabolicznym, jak np. subtelne rytmy w
procesie fotosyntezy oraz na poziomie wzrostowo-rozwojowym, jak otwieranie
kwiatow, ruchy lisci. Okres, czestotliwosci, amplituda i faza sa parametrami charak-
teryzujacymi kazdy rytm (ryc. 1) [38]. Okres rytmu, czyli czas potrzebny do
zakonczenia jednego kompletnego cyklu moze by¢ rézny, od sekund do wielu lat.
Czestotliwosc¢ jest liczba okreséw pojawiajacych si¢ w jednostce czasu. Wielkosé
wahan intensywnos$ci proceséw rytmicznych, np. rozpigtos¢ miedzy najwigksza a
najmniejszg intensywnos$cia oddychania lub fotosyntezy, to dwie amplitudy. Faza to
chwilowy stan oscylacji rytmu w czasie trwania okresu. Okresowos$¢ procesow
biologicznych poz-wala dostosowaé cykl rozwojowy organizméw do zmian warunkow
srodowiska. Cykliczne zmiany czynnikow zewnetrznych moga wywolaé periodycz-
nos$¢ rytmu, aczkolwiek wiele zjawisk rytmicznych powstaje w wyniku wspdlnego
dziatania czynnikdéw zewngtrznych i wewnetrznych. Zmiany rytmu w procesach
metabolicznych moga wystepowaé nawet w przypadku niewykazywania przez
warunki srodowiskowe zmiennosci zsynchronizowanej z tym rytmem [14].

Cykl okotlodobowy jest najbardziej znanym przykladem rytméw wystepujacych u
roslin. Nie kazdy endogenny rytm moze by¢ uznawany za dobowy. Okres takiego
rytmu dobowego powinien wynosi¢ ok. 24 godziny z (wahaniami w zakresie 20-28
godzin). Druga wlasciwoscia rytmow okotodobowych jest ich wystgpowanie i
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RYCINA 1. Parametry charakteryzujace rytm. Okres rytmu, czyli czas potrzebny do zakonczenia jednego
kompletnego cyklu moze by¢ rézny, od sekund do wielu lat. Czgstotliwos¢ jest liczbg okresow
pojawiajacych si¢ w jednostce czasu. Wielko$¢ wahan intensywnosci procesoéw rytmicznych np. rozpigtosé
migdzy najwigksza a najmniejsza intensywnoscia oddychania lub fotosyntezy to dwie amplitudy. Faza
to chwilowy stan oscylacji rytmu w czasie trwania okresu [wg 55, zmodytikowane]

FIGURE 1. Parameters characterizing rhythm. Period of the rhythm, defined as the time needed to end
one complete cycle, may be different and could last seconds as well as many years. Frequency is the
number of periods occurring in a time unit. Dimension of intensity fluctuation of rhythmic processes such
as e.g. difference between the minimum and maximum value of cellular respiration and photosynthesis
intensity, is marked as 2 amplitudes. Phase is the temporary state of rhythm oscillation occurring during
the period [according to 55, modified].

utrzymywanie si¢ w sposob samopodtrzymujacy si¢ (ang. self-sustaining) w statych
warunkach o$wietlenia i temperatury. W takich kontrolowanych warunkach organizm
pozbawiony wszelkich zewngtrznych czynnikéw mogacych informowac go o porze
doby wykazuje periodyczno$é cyklu wynoszaca w przyblizeniu 24 godziny. Bodzce
zewngtrzne nie sa niezbedne do funkcjonowania cyklu okotodobowego, aczkolwiek
cyklicznie zmieniajace si¢ czynniki zewngtrzne, takie jak: $wiatlto, ciemnos¢,
temperatura, moga modyfikowaé i przesuwaé fazg rytmu. Kolejna cecha cykli
okotodobowych jest niezmienno$¢ rytmu w szerokim zakresie temperatur fizjolo-
gicznych, warunkowana w procesie kompensacji temperatury [37].

Najprostszy model opisujacy zegar okotodobowy (ang. circadian clock) sktada
si¢ z sygnaldw wejsciowych, nastawiajacych centralny oscylator, ktéry generuje
rytmiczne sygnaly wyjsciowe (ryc. 2). Jest to jednak nadmierne uproszczenie,
poniewaz wiele komponentow zwiazanych ze szlakami wejsciowymi moze podlegaé
regulacji sterowanej przez szlaki wyjsciowe, a rytmiczne sygnaty wyjsciowe moga

Swiatlo —

| & IR Centralny Rytmiczne
Sciezka wejsciowa Sciezka wyjsciowa procesy
Temperatura —* oscylator

fizjologiczne

RYCINA 2. Uproszczony schemat zegara okotodobowego [wg 20, zmodyfikowane]

FIGURE 2. Simplified scheme of circadian clock [according to 20, modified]
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Bramkowanie sygnatéw wejéciowych Sprzezenie zwrotne
- <
Swiatto ~—, Scioska weikci Sciotkawyjch Cykliczne
cleZKa we|sclowa —’ —" CleZKa o)V — i
Temperatura — ? it zmiany

metaboliczne

Wielokrotne petle sprzezen zwrotnych

Rytmiczne zmiany w poziomie transkrypcji gendw kodujacych komponenty szlakdw wejsciowych
RYCINA 3. Szczego6towy schemat zegara okolodobowego [wg 20, zmodytikowane]

FIGURE 3. Detailed scheme of circadian clock [according to 20, modified]

oddzialywaé przez sprzezenie zwrotne na centralny oscylator (ryc. 3). Uwaza sie,
ze ze wzgledu na zdecentralizowana organizacj¢ budowy roslin, centralny oscylator
zlokalizowany jest w kazdej komorce roslinnej [14].

Endogenny okres rytmu okolodobowego Arabidopsis thaliana waha sie w
zakresie od 22 do 28 godzin w zaleznosci od warunkow wzrostu [20]. W celu
synchronizacji ze srodowiskiem, roslinny zegar biologiczny ma szereg mechanizmow
dostarczajacych informacji ze srodowiska zewnetrznego do centralnego oscylatora,
ktére reguluja jego faze i utrzymuja periodycznos¢ na poziomie bliskim 24 godzin
[20, 55, 60]. Prawidlowe nastawienie zegara przy udziale sygnatéw $wietlnych jest
zalezne od jego wrazliwosci na bodzce zewngtrzne o réznej porze doby. W pewnych
punktach cyklu okotodobowego impulsy swiatta przyspiesza faze zegara, a w innych
zostanie ona opo6zniona [14, 60]. Mechanizm stanowiacy podstawe nastawiania
zegara wydaje si¢ niejasny. Centralny oscylator moze zostaé¢ zresetowany tylko w
niektorych czegsciach doby. Dodatkowo czas trwania sygnatu swietlnego musi by¢
relatywnie wydtuzony w celu wykasowania jego wczesniejszych ustawien. Ta
wlasciwo$¢ zapewnia niemoznos¢ wyzerowania oscylatora przez bodzce o obnizonej
intensywnosci, na przyklad swiatlo ksigzyca lub krotkim czasie trwania, jak np.
btyskawice podczas burzy [14].

Zegar biologiczny jest ciagle regulowany przez intensywnos¢ i dtugos¢ trwania
bodzca swietlnego, aczkolwiek tylko fazowo-specyficzne dziatanie moze zapewnié
jego wyzerowanie. Jest bardzo prawdopodobne, ze odpowiednia synchronizacja i
utrzymywanie rytmow okolodobowych polega zarowno na reakcjach zwiazanych z
odpowiednia faza cyklu, jak i ciaglym mechanizmie kasujacym ustawienia zegara.
Bramkowanie (ang. gating), czyli regulowanie przekazywania niektorych sygnatow,
pozwala roslinom lepiej reagowac na szeroki zakres i intensywnos¢ sygnatow pocho-
dzacych ze srodowiska, ktorym nieustannie podlegaja. Zmiana wrazliwosci na rdézne
bodzce srodowiskowe umozliwia roslinom odpowiedzi na nie tylko wtedy, kiedy jest
to dla nich korzystne. Przykladem takiego zjawiska jest hamowanie elongacji fodygi
przez wiatr w czasie dnia [20]. Narazenie Cosmos bipinnatus na podmuchy
powietrza w roznych porach doby skutkowato odmiennymi efektami zwiazanymi ze
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wzrostem. Najintensywniejsze efekty byly obserwowane, kiedy mechaniczny bodziec
w postaci wiatru zostal zastosowany podczas dnia [12]. Podobnie, mechaniczne
hamowanie wydtuzania todygi Phaseolus vulgaris wykazywalo wyzsza wartosé¢
na poczatku dnia. Badania te sugeruja rytmiczna wrazliwo$¢ na mechaniczne bodzce
wielu gatunkéw roslin. Centralny oscylator moze blokowaé drogi sygnatow poprzez
bezposredni mechanizm, w ktorym sygnaly wyjsciowe generowane przez niego sa
czescig takiej sygnalizacji. Mechanizm posredni polega na regulacji dodatkowego
specyficznego szlaku, modulujacego poszczegolne etapy transdukcji sygnatu bodzca.
Mozliwe jest rowniez bramkowanie bodzcow rownoczesnie w sposob posredni, jak
i bezposredni [20].

Zdolnos¢ do przewidywania cyklicznych zmian srodowiska moze przynosic¢
korzysci organizmom. U sinic zdolno$¢ do przezywania w konkretnym $rodowisku
zalezy od zgodnosci miedzy endogennym okresem rytmu okolodobowego a dtugoscia
dnia. Formy dzikie rosng lepiej niz mutanty o wydtuzonym lub skréconym okresie
rytmu w warunkach 24-godzinnego cyklu (12/12 godzin $wiatlo lub ciemnos¢) [38].
W cyklu 30 godzinnym (15/15 godzin $wiatlo lub ciemno$¢) mutanty o endogennym
okresie 30 godzin rosna lepiej niz formy dzikie (okres 24-godzinny) [23, 38].
Mutanty A. thaliana o okresie rytmu wynoszacym 28 godzin maja mniejsza
biomase niz te ze skréconym okresem (20 godzin), kiedy przebywaja w warunkach
20-godzinnego cyklu okotodobowego (10/10 godzin $wiatto lub ciemnos¢) [38].
Réznice w wielkosci biomasy wynika¢ moga z modyfikacji procesoéw fizjologicznych,
na przyktad obnizenia tempa syntezy chlorofilu i wigzania wegla [6].

CYKLE OKOLODOBOWE INNYCH ORGANIZMOW —
WYSTEPOWANIE I CHARAKTER

Kontrola wielu procesdw, regulowana przez zegar okotodobowy, jest kluczowa
dla wszystkich organizmoéw [2]. Pomimo zasadniczo odmiennego pochodzenia
filogenetycznego i ogromnych réznic w zlozonosci mechanizméw regulacyjnych u
organizméw wykazujacych okolodobowa rytmiczno$¢ rdzen zegara stanowi przynaj-
mniej jeden, wewnetrzny i autonomiczny centralny oscylator. Komponenty zegara
okolodobowego nie wykazuja zachowawczosci migdzy krolestwami w toku ewolucji
[14]. W przypadku roslin, centralny oscylator zawiera elementy pozytywnej i
negatywnej regulacji, tworzace samoregulujaca si¢ petle sprzgzenia zwrotnego, w
wielu przypadkach generujaca 24-godzinne rytmy. Komponenty takiej petli otrzymuja
informacje bezposrednio ze Srodowiska w postaci bodzcow pozwalajacych na
synchronizacje zegara, ktéra reguluje rytmiczng ekspresj¢ genow CCG (Clock-
Controled Genes) oraz przebieg procesow biologicznych. Jednokomoérkowe organiz-
my maja zegary okotodobowe programujace 24-godzinne rytmy w wielu procesach.
Bardziej ztozone organizmy wielokomdrkowe, zawierajace zréznicowane tkanki, w
celu utrzymywania skoordynowanych i precyzyjnych rytmow moga rozdzielaé
funkcje zegara miedzy rdzne typy komorek. Tak zréznicowane grupy organizméw,
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jak: sinice, ptaki, a takze ssaki, zawieraja w swoich komoérkach wyspecjalizowany
oscylator pacemaker, funkcjonujacy niezaleznie od innych oscylatorow, ktory
odpowiada na sygnaly pochodzace ze srodowiska i generuje sygnaly wyjsciowe
regulujace bezposrednio odpowiedz fizjologiczng lub inne podleglte mu oscylatory. U
ssakow na przyklad, centralny oscylator znajduje si¢ w wyspecjalizowanych komor-
kach jadra nadskrzyzowaniowego — SCN (ang. SupraChiasmatic Nucleus) w
moézgu. SCN steruje i narzuca rytm podleglym, poétautonomicznym oscylatorom
wystepujacym w przyleglych tkankach [2, 14]. Taka sie¢ potaczonych oscylatorow
wydaje sie zapewniac stabilno$¢ i precyzyjnos¢ zegara okolodobowego umozliwiajac
indywidualnym oscylatorom w komorkach i tkankach kontrolowanie réoznorodnych,
rytmicznych proceséw [2].

CZYNNIKI WPLYWAJACE NA CYKL OKOLODOBOWY

Rola $wiatta w funkcjonowaniu cyklu okotodobowego — budowa i funkcja
fotoreceptoréw i mechanizm interakcji z elementami szlaku cyklu
okotodobowego

Swiatlo jest prawdopodobnie najistotniejszym bodzcem dla ro$lin. Zestaw
fotowrazliwych barwnikow umozliwia optymalny rozwdj w szerokim zakresie
warunkow swietlnych [14]. Barwniki absorbujace $wiatlo dalekiej czerwieni i
czerwieni reguluja wiele procesow morfogenetycznych i fizjologicznych. Percepcja
sygnalow swietlnych z naturalnego otoczenia odgrywa istotna role u wszystkich
organizmow, szczegdlnie u roslin, ktore nie maja mozliwosci migracji. W efekcie,
swiatlo wplywa na wiele aspektow rozwoju rosliny poczawszy od kietkowania, przez
deetiolacj¢ siewek, fototropizm az do kwitnienia. Rosliny rozwingty grupe fotorecep-
toréw przetwarzajacych informacje o ilosci i wlasciwosciach $wiatta. Do fotorecep-
toréw naleza fitochromy (Phy), ktore absorbuja swiatlo czerwone (j = 660 nm)
i dalekiej czerwieni (4 = 730 nm) oraz kryptochromy (Cry) i fototroplny (Phot)
pochtlaniajace, odpow1edmo swiatto UV-A i niebieskie / = 490 nm. Ostatnie
badania wskazuja na udzial promieniowania UV-B oraz $wiatla zielonego w proce-
sach rozwoju, ale mechanizm stanowiacy podstawe tej odpowiedzi nie zostat jeszcze
wyjasniony [22]. Wykazano natomiast, ze zielone $wiatlo / = 560 nm oddziatuje
na rosliny poprzez szlaki zalezne i niezalezne do kryptochromu [14].

Fitochrom jest rozpuszczalna w wodzie chromoproteing o charakterystycznym
btekitnym zabarwieniu, ktora wystepuje w dwoch formach Pr i Pfr, rozniacych sig
miedzy soba wlasciwosciami spektralnymi i mogacych si¢ wzajemnie przeksztatcaé
z jednej formy w druga w procesie zwanym fotokonwersja. Naswietlenie rosliny
$wiattem czerwonym powoduje konwersje formy Pr w Pfr, a Swiatto dalekiej
czerwieni przeksztalca czasteczke Pfr w forme Pr. Badania genetyczne przeprowa-
dzone na A. thaliana pozwolily poznaé rolg pieciu typow fitochromow: PhyA, PhyB,
PhyC, PhyD, PhyE oraz trzech rodzajow kryptochroméw: Cryl, Cry2 i Cry3 w
percepcji sygnatow wejsciowych zegara biologicznego [22, 46]. Swiatto-labilny PhyA
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jest dominujacym fotoreceptorem absorbujacym wiazke swiatta czerwonego i niebieskiego
o niewielkiej intensywnosci, natomiast PhyB i Cryl odpowiadaja za pochtanianie $wiatla
o wysokiej intensywnosci z zakresu fal czerwonych i niebieskich [46].

Do procesow fizjologicznych regulowanych dzialaniem fitochroméw naleza m.in.
kietkowanie, rozwoj liscieni, elongacja hypokotyla oraz kontrola czasu kwitnienia [22].
Kryptochrom reguluje wiele procesow morfogenetycznych, takich jak: hamowanie
elongacji siewek, stymulacja rozwoju liscieni, lisci i korzeni, indukcja kwitnienia, synteza
chlorofilu i antocyjanéw oraz proces programowanej $mierci komorki. Kryptochrom
reguluje rytmy okolodobowe u wielu organizméw, rowniez u ssakoéw [66].

Aktywnos¢ fotoreceptorow jest kontrolowana przez zmiany wlasciwosci Swiatla.
Ekspresja genow kodujacych fotoreceptory jest konstytutywna, a regulacja ich
funkcji opiera sie glownie na potranslacyjnych modyfikacjach. Swiatlo moze
modulowaé aktywnos¢ fotowrazliwych barwnikow przez indukowanie zmian ich
lokalizacji komorkowej. Fitochrom jest syntetyzowany w nieaktywnej formie Pr, ktora
absorbujac $wiatlo czerwone ulega konwersji w aktywna forme Pfr. Fotokonwersja
fitochromu doprowadza do przemieszczenia Pfr z cytoplazmy do jadra komoérkowego,
umozliwiajac jego wspdldziatanie z r6znymi komponentami szlaku transdukcji sygnatu,
co skutkuje inicjacja kaskady transdukcyjnej. Biatko Cry2 A. thaliana jest stale
zlokalizowane w jadrze komérkowym, podczas gdy Cryl w czasie ciemnos$ci znajduje
si¢ w jadrze komdrkowym, a w warunkach dostgpnosci swiatta w wigkszosci w
cytoplazmie. Kryptochromy znajdujace si¢ w jadrze oddziatuja blisko z chromatyna.
Cry3 zlokalizowany w mitochondriach i chloroplastach posredniczy w transdukcji
sygnaldw do tych organelli. Sugeruje si¢, ze jego potencjalng rola jest regulacja
transkrypcji [22]. Fototropiny 4. thaliana sa zwiazane gtéwnie z blona plazmatyczna,
lecz $wiatlo indukuje przemieszczenie czesci tych biatek do cytoplazmy. Wkiad
fototropin w regulacje transkrypcji jest relatywnie znikomy ze wzgledu na matg ilosé
gendéw bedacych pod ich kontrola.

Aktywnos¢ fotoreceptorow jest zalezna od poziomu ich fosforylacji. Fosforylacja
PhyA moduluje jego wlasciwosci — kontroluje lokalizacje komdrkowa, stabilnos¢ i
wplywa na kontrole transdukcji sygnaldw [54]. Fitochromy prawdopodobnie petnia
role kinaz, wykazujac wigksza aktywnos¢ jako formy Pfr, ktore zaangazowane sa
w transdukcje sygnatow zwiazanych ze swiattem [1]. Autofosforylacja Cryl i Cry2
u A. thaliana jest réwniez istotna dla ich wlasciwego funkcjonowania [22].
Aktywacja N-koncowego regionu Cryl — CNT (ang. CRY N-terminal domain)
Swiatlem przypuszczalnie indukuje zmiany konformacji domeny CCT (ang. CRY
C-terminal domain), pozwalajac tym samym na autofosforylacj¢, dimeryzacje i
mozliwos¢ interakcji z innymi biatkami [58]. Bialka fototropin réwniez wykazuja
aktywno$¢ kinazy. Swiatlo niebieskie przyczynia si¢ do autofosforylacji tych
fotoreceptorow, inicjujac kilka szlakow transdukcji sygnatow [22]. Aktywacja
fotoreceptorow, gtéwnie fitochroméw i kryptochroméw ma znaczny wplyw na
transkrypcj¢ wielu genow centralnego oscylatora [14].
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Kompensacja temperatury

Pierwsze badania wplywu temperatury na dtugos¢ okresu cyklu okotodobowego
nie przyniosty oczekiwanych rezultatéw. Przewidywano, ze podobnie jak w innych
procesach chemicznych funkcjonowanie centralnego oscylatora powinno wykazywaé
zmiany w zaleznosci od temperatury. Szybkos¢ reakcji chemicznej podwaja sie w
przypadku podwyzszenia temperatury o 10°C (Q, = 2). Okres ruchow lisci
Phaseolus coccineus wykazuje przyspieszenie wynoszace tylko 1,2. Zjawisko to
znane jako kompensacja temperatury zostalo zaobserwowane u wielu gatunkéw roslin
i zwierzat [38, 49]. Zegar biologiczny moze zosta¢ nastawiony przez cykliczne zmiany
temperatury rozniace si¢ co najmniej o 4°C migdzy dniem i noca. Rytmiczna
ekspresja gtownych elementéow stanowiacych rdzen centralnego oscylatora 70C1
(TIMING OF CAB EXPRESSIONI), CCAl (CIRCADIAN CLOCK
ASSOCIATED 1) i LHY (LATE ELONGATED HYPOCOTYL) réwniez moze zostaé
zmieniona przez cykliczne zmiany temperatury (ryc. 4).

Analiza mutantow A. thaliana doprowadzita do wniosku, ze bialka PRR7
(PSEUDO RESPONSE REGULATOR?7) i PRR9 blisko zwiazane z oscylatorem maja
istotny wplyw na nastawianie zegara. Podwojne mutanty prr7prr9 wykazuja
zaburzony okres oscylacji elementéw centralnego oscylatora w przypadku nastawia-
nia zegara jedynie przez temperature, przy pominieciu cyklicznych zmian $wiatla.
Oscylacje poziomu transkryptéw gendéw kodujacych elementy oscylatora A. thaliana
sq uwarunkowane zmianami temperatury [49, 56]. Amplituda oscylacji poziomu
transkrypcji genu TOC1 jest znacznie wigksza w temperaturze 27°C niz 17°C, a
amplitudy oscylacji elementéw LHY i CCAI sa odpowiednio zmniejszone w
przypadku wyzszych temperatur. Biatko LHY ma istotng funkcje w utrzymywaniu
niezmiennego okresu oscylacji poziomu transkryptéw genu CAB2 (Chlorophyll
a/b-binding protein 2) w 27°C i CCAI w temperaturze 12°C. U mutantow genu
GI (GIGANTEA) zjawisko kompensacji temperatury nie jest obserwowane. Mutanty
te wykazuja zmiany w dtugosci okresu rytmow ruchdw lisci i ekspresji genu CAB2
w szerokim zakresie wysokich i niskich temperatur, ktére znacznie przewyzszaja
wartosci obserwowane u form dzikich [15]. Funkcja biatka GIGANTEA jest
przypuszczalnie utrzymywanie rytmow okotodobowych w warunkach temperatury
réznych od 17°C ze wzgledu na znikoma jego role w tej temperaturze [49].

RELACJE MIEDZY CYKLEM OKOLODOBOWY
A CYKLEM ROZWOJOWYM

Zegar okotodobowy kontroluje wiele procesow rozwojowych zachodzacych
w ciagu calego zycia rosliny. Jedne z nich maja codzienny charakter i sa bezpos-
rednio regulowane przez zegar. Inne zdarzaja si¢ w odstepach rocznych i sa
kontrolowane przez zmiany dlugosci dnia (fotoperiod) wykrywane przez centralny
oscylator. Juz w najwczesniejszych stadiach rozwoju system okotodobowy moze
regulowaé kietkowanie nasion. U wielu gatunkow roslin miedzy innymi Betula
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RYCINA 4. Kompensacja temperatury zegara okotodobowego A. thaliana. Bialka sa symbolizowane
przez prostopadlosciany z nazwa w $rodku. Ciagle linie zakonczone grotami symbolizujg pozytywna
aktywnos¢ biatek. Poprzeczne kreski konczace ciagle linie oznaczaja negatywna aktywnosc¢ biatek. Linie
przerywane oznaczajg interakcje niepotwierdzone eksperymentalnie. Wielkos¢ figur oznacza wzgledny
udzial biatka w procesie kompensacji we wskazanej temperaturze [wg 73, zmodytikowane].

FIGURE 4. Temperature compensation of the 4. thaliana circadian clock. Proteins are depicted as rectan-
gular prism with the protein name within the shape. Positive protein activity is indicated with solid lines
ending in arrowheads. Lines ending in perpendicular dashes indicate negative activity. Dashed lines denote
hypothetical interactions. Size of boxes indicates the relative contribution of each protein in compensa-
tion at the indicated temperatures [according to 73, modified]
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pubescens, Diapensia lapponica i Chamaedaphne calyculata kielkowanie jest
zalezne od fotoperiodu. Obecnos¢ fotoperiodycznej kontroli tego procesu sugeruje
aktywnos¢ zegara okolodobowego w kietkujacych nasionach, przynajmniej u niektérych
gatunkow. Absorpcja wody przez nasiona A. thaliana powoduje synchronizacje
ekspresji genéw bedacych pod kontrolg centralnego oscylatora. Suche nasiona Allium
cepa wykazuja okotodobows rytmicznos¢ w procesach wymiany gazowej w warunkach
ciaglej ciemnosci. Wskazuje to na prawdopodobne funkcjonowanie oscylatora réwniez
w nasionach niekietkujacych. Elongacja hipokotylu A. thaliana zwiazana jest z
dzialalnoscia centralnego oscylatora. Szybkos¢ wzrostu hipokotylu jest najwieksza
wieczorem, a minimalna w godzinach porannych. Swiatlo moze nastawi¢ jego zegar
biologiczny nawet przed wykielkowaniem. Podobne zaleznosci dotyczace elongacji
zaobserwowano u dorostych osobnikow Lycopersicum esculentum i Chenopodium
rubrum. Ruchy lisci i liScieni sa regulowane u A. thaliana oraz roslin straczkowych
przez centralny oscylator [68]. Mechanizmy zmian turgoru komorki oraz zréznicowa-
nego wzrostu komorkowego, kontrolujace ruchy roslin réznia sie migdzy gatunkami.
Szybkos¢ zachodzenia ruchow nastycznych todyg znajduje si¢ rowniez pod kontrola
zegara okotodobowego i jest najwyzsza w czasie switu [45]. Proces unikania zacie-
nienia regulowany przez oscylator, a polegajacy na wykrywaniu zagrozen zwiazanych
z brakiem $wiatta, pozwala roslinom zapoczatkowa¢ odpowiednie zmiany w tempie i
kierunku wzrostu, zanim dojdzie do kompletnego zacienienia. Wsrod szeregu mecha-
nizméw nazwanych ,.syndromem unikania zacienienia” zaobserwowano zmiany
dotyczace wydtuzania si¢ todyg i szyputek lisci czesto kosztem rozwoju samych lisci
oraz organéw magazynujacych [68].

Najlepiej scharakteryzowanym zjawiskiem regulowanym przez zegar okotodobowy
jest kwitnienie. Wedtug modelu zewngtrznej zgodnosci, centralny oscylator kontroluje
ekspresje gendw regulujacych odpowiedz na czynnik $wietlny. Odpowiednie warunki
$wietlne oraz poziom niektdrych czynnikdw, np. biatka CO (CONSTANS) w lisciach
stymuluja kwitnienie ro$lin. 4. thaliana jest fakultatywnie wrazliwa na dlugos¢ dnia,
zakwita wczesniej] w okresie dlugiego niz krotkiego fotoperiodu. Analizy wielu
mutantéw pozwolily zidentyfikowaé biatko GI jako komponent zegara regulujacy
indukcje kwitnienia [14, 36, 41, 65].

Zegar okotodobowy kontroluje réwniez zapylenie, ktore jest niezbedne dla
prawidlowego wytworzenia nasion. Reprodukcja wielu gatunkdw roslin jest uzalez-
niona od organizmow zapylajacych, ktére sa aktywne tylko w pewnych porach dnia.
Niektore gatunki roslin w celu maksymalizowania prawdopodobienstwa skutecznego
zapylenia i minimalizacji zniszczen reguluja otwieranie kwiatow przez centralny
oscylator tylko w tym okresie dnia, ktory koreluje z aktywnoscia tych organizméw.
Platki korony kwiatow A. thaliana otwieraja si¢ rano, a zamykaja w potudnie,
podczas gdy gatunek Cestrum nocturnum otwiera swoje kwiaty wieczorem i
zamyka okoto $witu [68].

Kolejng istotna cecha w relacjach na linii roslina-owad sa charakterystyczne
zapachy wydzielane przez rosliny bedace kombinacja unikalnych, lotnych zwiazkow
chemicznych. Emitowanie niektorych z nich jest regulowane przez centralny oscylator
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w odpowiedniej fazie zgodnej z aktywnoscia owadow-zapylaczy. Przykladowo u
Antirrhinum majus, ktérego kwiaty zapylane sq przez pszczoly, emisja benzoesanu
metylu, mirceny i (E)-3-ocimeny jest wysoka w ciagu dnia. Dla kontrastu benzoesan
metylu jest emitowany w ciagu nocy przez kwiaty Nicotiana suaveolens i Petunia
x hybryda w celu przyciagania ciem. Rytmicznos$¢ tych procesow zwigzana jest z
aktywnoscia centralnego oscylatora i prawdopodobnie jest rezultatem okotodobowych
oscylacji na poziomie mRNA genow zwiazanych z wytwarzaniem zapachow oraz
zmian aktywnosci enzymdw uczestniczacych w ich biosyntezie, a takze ilosci
dostepnych substratow. Wydzielanie nektarow jest dodatkowym czynnikiem mogacym
wplywaé na skuteczne zapylenie. Odpowiedni czas sekrecji nektaru wabigcego
potencjalnych zapylaczy u niektérych gatunkéw Compositae jest sterowany przez
centralny oscylator [68].

U niektorych podgatunkéw roslin uprawnych, np. Solanum tuberosum ssp.
andigena tworzenie bulw jest zalezne od fotoperiodu, a ortolog genu CONSTANS
moze by¢ rowniez zaangazowany w ten proces. Innym procesem zaleznym od
fotoperiodu jest przechodzenie roslin drzewiastych w stan spoczynku zimowego.
Geny centralnego oscylatora Castanea sativa wydaja si¢ czesciowo bra¢ udzialt w
regulowaniu tego procesu [S1]. Zegar okotodobowy moze kontrolowa¢ réwniez
procesy na poziomie pojedynczej komorki. Aparaty szparkowe A. thaliana otwieraja
si¢ w dzien, a rosliny typu C4 maja szparki otwarte w nocy. Fotosynteza i wiazanie
CO, sa dwoma istotnymi procesami majacymi miejsce w ciagu dnia. Ekspresja wielu
genow A. thaliana bioracych udziat w funkcjonowaniu kompleksu zbierajacego
energie swietlna podczas fotosyntezy, m.in. genow LHCA/LHCB (Light-Harvesting
Complex A/Light-Harvesting Complex B) kodujacych polipeptydy wiazace chlorofil
a i b w fotosystemach I/Il (PSI/II) oraz genéw RBCS (RUBISCO SMALL
SUBUNIT) i RCA (RUBISCO ACTIVASE) bioracych udzial w wiazaniu CO,, jest
pod kontrola centralnego oscylatora [68]. Niektore geny kodujace biatka zaangazo-
wane w fotooddychanie, transport i metabolizm cukréw moga by¢ réwniez pod
kontrola zegara okolodobowego [34]. Centralny oscylator moze takze regulowaé
ekspresje gendw kodujacych enzymy katalizujace biosynteze pigmentéw chroniacych
rosliny przed swiatlem. Poziom mRNA niektérych genéw odpowiedzi na patogeny
u A. thaliana moze rowniez by¢ modulowany przez system okolodobowy [68].

MOLEKULARNE PODSTAWY FUNKCJONOWANIA
CENTRALNEGO OSCYLATORA

Sygnatly wejsciowe

Najistotniejszym bodzcem wplywajacym na dzialanie centralnego oscylatora jest
swiatlo [14, 60]. Pomimo zZe rola fotoreceptoréw w funkcjonowaniu zegara okoto-
dobowego zostala dobrze opisana, w dalszym ciggu mato wiadomo na temat
transdukcji sygnatow swietlnych do centralnego oscylatora. Ekspresja gendw CCA1/
LHY, GI, ELF4 i PRR9 stanowiacych rdzen zegara jest indukowana przez $wiatto



MOLEKULARNY MECHANIZM RYTMOW OKOLODOBOWYCH U ROSLIN 733

[10, 26, 32]. Jednym z elementdéw taczacych sygnaly Swietlne z oscylatorem jest
PIF3 (PHYTOCHROM-INTERACTING FACTOR 3), czynnik transkrypcyjny
wspotdziatajacy z PhyA i PhyB. Wykazano, ze bialko PIF3 tworzy kompleks z
elementem G-box biatek CCA1/LHY oraz aktywna forma fitochromu (Pfr)
absorbujaca $wiatto dalekiej czerwieni [20]. Indukcja $wiatlem czerwonym jest
ostabiona w niektorych liniach, w ktorych ekspresji ulegaja antysensowne transkrypty
genu PIF3. Sugeruje to zaangazowanie biatka PIF3 w regulacje ekspresji gendéw
CCAI/LHY. Jak wykazala analiza dwuhybrydowa, u drozdzy biatko PIF3 wchodzi
w interakcje z biatkiem TOCI, jednakze genetyczne modyfikacje ekspresji genu PIF3
przez nadekspresje¢ jego sekwencji antysensownej nie wywieraly zadnego wplywu
na okresowos¢ lub zmiane fazy zegara, co sugeruje, ze PIF3 nie petni zadnej istotnej
roli w tych aspektach funkcjonowania zegara okotodobowego [64]. Swiatlo moze
wplywaé réwniez na centralny oscylator przez produkt genu DETI (DE-ETIOLATED
1), a biatko o tej samej nazwie jest negatywnym regulatorem sygnatéw zwiazanych
z receptorami Phy i Cry. Mutant A. thaliana detl ma skrocony okres rytmu
okotodobowego, prawdopodobnie z powodu hamowania degradacji biatka LHY. Biatko
COP1 (CONSTITUTIVELY PHOTOMORPHOGENIC 1) przypuszczalnie bierze
udziat w transdukcji sygnatéw swietlnych do centralnego oscylatora, podobnie jak
DET1. Mutant copl-6 wykazuje skrdcona okresowos¢ rytmu okotodobowego [20,
61]. Geny FHY (FAR-RED ELONGATED HYPOCOTYL 1) oraz FHY3 koduja
czynniki uczestniczace w przekazywaniu sygnatow z fotoreceptora PhyA, niezbedne
do zmiany fazy rytmu ruchow lisci w odpowiedzi na bodzce swietlne z zakresu
dalekiej czerwieni [20]. Mutacja genu SPAI (SUPPRESSOR OF PHYAI), ktory
jest rowniez zaangazowany w transdukcje¢ sygnatéw z PhyA do centralnego oscyla-
tora, prowadzi do niewielkiego skrocenia okresu ekspresji genow TOCI/LHY [21].
Mutacja genu SRRI (SENSITIVITY TO RED LIGHT REDUCED 1I) zwiazanego
z przekazywaniem sygnatow z PhyB podobnie jak SPA/ i FHY3 powoduje skrocenie
okresu oscylacji ruchéw lisci oraz wptywa na periodycznos¢ ekspresji 7OC1 i CCA1
— komponentow centralnego oscylatora. Pewne szlaki sygnalow wejsciowych do
centralnego oscylatora podczas §witu sa bramkowane, co powoduje mniejsza wrazli-
wos¢ zegara biologicznego podczas tej fazy dnia. Proces ten jest zalezny od genu
ELF3 (EARLY FLOWERING3). Bramkowanie sygnalow jest konieczne dla prawid-
lowego nastawienia zegara w czasie diugiego fotoperiodu oraz dla kontynuowania
oscylacji w ciaglym swietle. Biatko ELF3 moze wchodzi¢ w interakcje z fotorecep-
torem PhyB hamujac jego funkcje w godzinach porannych [20].

Prawdopodobnie takze inne fotoreceptory poza kryptochromami i fitochromami
moga bra¢ udzial w nastawianiu centralnego oscylatora. Fototropiny sa kandydatami
do transdukcji sygnatow swietlnych w zakresie swiatta niebieskiego, jednak ich rola
nie zostala jeszcze gruntownie zbadana [14]. Alternatywna mozliwoscia jest posred-
niczenie w przesylaniu sygnaléw Swietlnych przez biatka ZTL (ZEITLUPE) i LKP2
(LOV/KELCH PROTEIN 2). ZTL nalezy do rodziny biatek zawierajacych trzy
charakterystyczne domeny: centralng kaset¢ F-box, domene LOV (LIGHT, OXY-
GEN, VOLTAGE), ktéra wykazuje podobienstwo z domena przylaczajaca chromofor
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fototropin oraz szesciu terminalnych powtorzen KELCH. Domena LOV zmienia
swoja konformacje w czasie ekspozycji na $wiatlo niebieskie w warunkach in vitro
[20]. Wszystkie opisane mutacje genu Z7L powoduja wydtuzenie okresu rytmu
okotodobowego nie tylko w ciaglym $wietle, ale rowniez w ciaglej ciemnosci, co
sugeruje, ze $wiatlo nie musi by¢ istotnym regulatorem Z7L [24].

Wielokrotne petle sprzezen zwrotnych

Centralny oscylator u 4. thaliana sklada si¢ z elementéw zorganizowanych w
wielokrotne petle sprzezen zwrotnych (ryc. 5) [10, 14]. Interakcje genéow TOCI,
LHY i CCAI stanowia podstawe gldwnego sprzezenia zwrotnego. Gen CCAI ma
wysoki stopien podobienstwa do innego genu centralnego oscylatora LHY [69]. Geny
CCAI i LHY koduja czynniki transkrypcyjne typu MYB-like, ktére wiaza si¢ do
podobnych sekwencji DNA. Nadekspresja obu genow zwigksza amplitude rytmu
okotodobowego, co wskazuje, ze sa one komponentami oscylatora i odgrywaja
czesciowo uzupetniajace sie funkcje w jego dziataniu [14]. Biatka kodowane przez
geny CCAI i LHY wiaza si¢ z promotorem genu 7OCI. Transkrypcja i translacja
genu 7OCI promuje ekspresje gendw CCAI i LHY przez nieznany mechanizm [5,
9, 14, 15, 32, 35, 38, 40, 44]. llos¢ transkryptow CCAI i LHY jest najwigksza
podczas switu. Biatka CCA1 i LHY sa produkowane w ciagu 2—3 godzin i hamuja
ekspresje genu 7OC1, przylaczajac sie do jego sekwencji promotorowej [14]. To
powoduje stopniowy spadek ilosci biatka TOC1, a w konsekwencji obnizenie
produkcji protein CCA1 i LHY. Po zmniejszeniu si¢ ich poziomu, represja ekspresji
genu TOC1 jest zniesiona i cykl zostaje wznowiony.

Wydaje sig, ze biatko TOC1 jest niewystarczajace do zainicjowania ekspresji
genéw CCAI i LHY. Ekspresja kilku innych gendw, wliczajac w to GI, ELF3, ELF4
(EARLY FLOWERING 4) i LUX (LUX ARRYTHMO) jest wymagana do ekspresji
gendw CCAI i LHY [19]. Przynajmniej dwie inne petle sa powiazane ze sprzezeniem
zwrotnym genoéw TOCI, LHY i CCAI [38]. Wiele biologicznych badan opierajacych
si¢ na analizach matematycznych wykazato niekompletnos¢ modelu uwzgledniajacego
jedna petle sprzezenia zwrotnego. Wymagat on modyfikacji w celu pehiejszego
wyjasnienia mechanizméw rzadzacych cyklem okotodobowym. Czas, w ktérym
rozpoczyna si¢ transkrypcja CCAIl i LHY, nie zgadza si¢ z czasem, w ktorym
translacja 7OC1 osiaga swoj maksymalny poziom [20, 32]. Jest to dowdd na istnienie
dodatkowych elementow centralnego oscylatora. Modelowanie komputerowe pozwo-
lito na ustalenie dodatkowych hipotetycznych komponentéw X i Y [32]. Element X
odpowiada za opdznienie migdzy ekspresjg genow TOCI i LHY/CCAI. Biatko Y
pozytywnie reguluje ekspresje genu 7OC1, a transkrypcja genu Y jest hamowana
przez biatka TOC1, LHY i CCA1 [33, 36]. Wzor ekspresji G/ jest bardzo podobny
do charakterystyki elementu Y [20, 32, 41]. Czynniki transkrypcyjne CCA1l i LHY
negatywnie reguluja ekspresje genéow TOCI i GI [36].

Ekspresja genu LUX, ktérego produkt biatkowy ma domeng MYB wiazaca DNA,
jest skorelowana z ekspresja genu 7OCI. Rosliny, u ktorych wystepuje nadekspresja
genu LUX, staja si¢ stopniowo arytmiczne w ciaglym swietle lub w ciaglej ciemnosci.
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RYCINA 5. Molekularny model dziatania centralnego oscylatora 4. thaliana. Geny sg symbolizowane
przez prostokaty z nazwa odpowiedniego genu po lewej stronie. Biatkom odpowiadaja owalne i podtuzne
ksztalty zawierajace nazwe¢ wlasciwego biatka w srodku. Przerywane linie oznaczaja transkrypcje i
translacje¢. Ciagle linie zakonczone grotami symbolizuja pozytywna aktywnos¢ biatek. Poprzeczne kreski
konczace ciagte linie oznaczaja negatywna aktywnos¢ biatek. Sprzezenie zwrotne gendw CCAI/LHY/
TOC1 bgdacych rdzeniem centralnego oscylatora jest zaznaczone kolorem zielonym. Fosforylacja biatek
LHY i CCA1 przez CK2 jest symbolizowana przez liter¢ P w kole. Zacieniony obszar okresla elementy,
ktorych maksymalna aktywno$¢ nastgpuje w nocy. Bialy obszar zawiera elementy, ktérych fazg
maksymalnej aktywnosci jest dzien [wg 55, zmodyfikowane]

FIGURE 5. A molecular model of the A. thaliana circadian oscillator's activity. Genes are indicated by
solid boxes with the gene names at the left. Proteins are depicted as oval and oblong shapes, with the
protein name within the shape. Transcription and translation are indicated by dashed lines. Protein
activity is indicated with solid lines, with lines ending in arrowheads indicating positive action and lines
ending in perpendicular dashes indicating negative action. The core CCA1/LHY/TOC1 feedback loop is
highlighted in green with thick lines and closed shapes. Phosphorylation of LHY and CCA1 by CK2 is
indicated with circled Ps. Shaded area indicates activities peaking in the subjective night. White area
indicates activities peaking during the subjective day [according to 55, modified]
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Mutant Jux! wykazuje brak oscylacji w obu warunkach. Sugeruje to centralng rolg
genu LUX w generowaniu rytmow [19, 47].

Gen ELF4, ktorego ekspresja wystepuje w tej samej fazie co 7OC1, moze by¢
elementem kolejnego sprzezenia zwrotnego. Jest on niezbedny do normalnego
funkcjonowania zegara okotodobowego [40]. Mutacja elf4 obniza amplitude rytmu
okotodobowego, co sprawia, ze gen ten jest zaliczany do glownych komponentow
tworzacych centralny oscylator [26, 40]. Ekspresja ELF4 indukowana jest $wiatlem
i wymaga interakcji z genami CCAI i LHY, za$ bialko ELF4 niezbedne jest do
rozpoczgcia ekspresji CCA1 i LHY [20]. Mutanty elf4-1 wykazuja niski poziom
ekspresji genow CCAI i LHY, podczas gdy ekspresja TOC1 jest wysoka [26, 40],
co sugeruje negatywng regulacje ekspresji genu 7OC! przez biatko ELF4 [38].

Geny CCAI i LHY sa pozytywnymi regulatorami ekspresji grupy gendéw PRR
(PSEUDO RESPONSE REGULATORS): PRR5, PRR7, PRRY, do ktorej nalezy
rowniez TOC1 [10, 17, 42]. Bialka PRR5/7/9 negatywnie reguluja ekspresj¢ genow
CCAI i LHY. Maksymalny poziom transkrypcji genow PRR7 i PRRY nastepuje w
momencie spadku ekspresji CCAI/LHY, prawdopodobnie dzigki bezposredniemu
zaangazowaniu bialek PRR7 i PRR9 w hamowanie ekspresji elementow CCAI i
LHY. Zdolno$¢ do specyficznego wiazania si¢ czynnika transkrypcyjnego CCAI z
sekwencjami promotorowymi genow PRR7/9 oraz fakt, ze faza maksymalnej ilosci
bialek CCA1/LHY nastepuje na kilka godzin przed pojawieniem si¢ mRNA
PRR7/9, sugeruja bezposrednia regulacj¢ transkrypcji genow PRR7 i PRR9 przez
biatka CCA1 i LHY [10].

Biatko ZEITLUPE (ZTL) majace domene F-box przylacza sie do biatka TOCI
przyczyniajac si¢ do jego degradacji przez kuling (COLLINI) wchodzaca w sklad
kompleksu funkcjonalnego SCF. ZTL reguluje rowniez degradacje biatka PRR1 przez
bezposrednie przytaczenie [18, 25, 35]. Interakcje migdzy biatkami TOC1 i ZTL
zapobiegaja interakcjom na poziomie TOCI1/PRR3 prowadzac do hamowania
degradacji biatka TOC1 w tkankach waskularnych [11, 35, 48]. Dodatkowo ZTL
jest stabilizowane przez bezposrednie oddziatywanie z biatkiem GI podczas wzrostu
w niebieskim swietle [27, 35, 53].

Sygnaly wyjsciowe i mechanizm sprzezenia zwrotnego

Sygnaly wyjsciowe generowane przez centralny oscylator prowadza do tworzenia
rytméw obejmujacych takie procesy, jak: fotosynteza, ruchy lisci, elongacja hypo-
kotyla, otwieranie szparek [45]. Mechanizmy przesytania impulséw wytworzonych
przez centralny oscylator i regulujacych fizjologi¢ nie zostaly jeszcze dokladnie
opisane. Mozna wyr6zni¢ przynajmniej trzy sposoby regulacji transdukcji sygnatow
generowanych przez centralny oscylator: kontrola ilosci wytworzonego biatka,
regulacja aktywnosci enzymatycznej, zmiany w poziomie metabolitow. Zegar
okotlodobowy moze regulowac ilos¢ bialek zaangazowanych w Sciezki metaboliczne
poprzez kontrole transkrypcji genow, stabilnos¢ mRNA, tempo translacji i regulacje
degradacji biatek. Biatka regulatorowe wykazujace rytmicznos¢ moga regulowaé
aktywnos¢ bialek powiazanych ze Sciezkami metabolicznymi [20]. Ustabilizowany
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poziom ilosci transkryptu genu wchodzacego w sktad centralnego oscylatora moze
inicjowa¢ powstanie sygnatlu wyjsciowego. Wiele czynnikow transkrypcyjnych
reguluje bezposrednio ekspresje genow bioracych udzial w dalszej czesci procesu.
Biatko CCA1 aktywuje ekspresje gendw LHC i hamuje ekspresje kilku innych genow
przytaczajac si¢ do ich sekwencji promotorowych [14]. Oscylator reguluje réwniez
ekspresje gendw kodujacych kluczowe czynniki transkrypcyjne, ktore z kolei wplywaja
na ekspresj¢ gendow zwigzanych z rdzeniem zegara okotodobowego. W przyblizeniu
od 2 do 16% wszystkich transkryptow A. thaliana wykazuje oscylacje. Transkrypty
te koduja bialka zaangazowane w syntezg flawonoiddw, lignin, kwitnienie, elongacje
komorek, metabolizm wegla, wiazanie azotu, asymilacje zwiazkéw mineralnych i
fotosynteze [9, 14]. Wiele z nich koduje bialka regulatorowe, takie jak kinazy i
fosfatazy. Prawdopodobnie ilo$¢ transkryptéw bedacych pod kontrolg zegara okoto-
dobowego jest wieksza, niz sugerowalaby to przytoczona wczesniej wartos¢ procen-
towa. Geny kodujace biatka biorace udzial w powiazanych ze soba procesach
podlegaja wspolnej regulacji w specyficznych fazach cyklu. Dla przyktadu jednoczes-
na ekspresja genow, ktore koduja biatka bedace komponentami kompleksu zbieraja-
cego $wiatlo LHC, nastepuje w Srodkowej czesci dnia, kiedy intensywnos¢ swiatla
jest najwigksza [20]. Podobnie maksymalny poziom ekspresji genow zwiazanych ze
wzrostem wydluzeniowym nastgpuje podczas popotudnia. Badania wskazuja, ze
rytmiczne oscylacje transkryptow stanowia podstawe wielu procesow fizjologicznych
u A. thaliana [14].

Sygnaty wejsciowe moga bazowac na zmianach w koncentracji uwolnionego w
cytozolu Ca** ([Ca%] W 16, 13]. U 4 thaliana koncentracja cytozolowego Ca*"
wykazuje oscylacje okoiodobowe w ciaglym $wietle i w czasie trwania cyklu dzien/
noc. Dzienne oscylacje wolnego, cytozolowego Ca®" przypuszczalnie niosa sygnaly
zwiazane z fotoperiodem, a natura tego procesu jest obszarem aktywnych badan
[7, 28, 63, 67]. Jony Ca®* sq istotnym wtornym przekaznikiem i dlatego okotodobowe
modulacje koncentracji [Ca’ ] . moga wptywa¢ na fizjologi¢ komorki [14]. Funkcje
[Ca%] w rytmicznych oscylaCJach okotodobowych nie zostaly jeszcze ustalone.
Zaproponowano natomiast udziat tych jonow w reakcjach roslin na §wiatlo, ruchach
lisci i fotosyntezie typu C4 [6, 13]. Identyfikacja roli [Ca2+]Cyt jest utrudniona ze
wzgledu na problemy techniczne przy pomiarze oscylacji na poziomie pojedynczej
komorki [28].

Obecno$¢ u A. thaliana dodatkowej petli zwiazanej z sygnalizacja matej cyklicznej
molekuty cADRP (cykliczny adenozynodifosforan rybozy) podkresla znaczenie
wplywu zegara biologicznego na procesy majace miejsce w cytozolu [8, 52]. U
ssakow cADPR jest waznym wewnatrzkomdorkowym posrednikiem uwalniajacym
Ca”". Kofaktorem cyklazy ADP rybozy, przeprowadzajacej reakcje metabolizowania
cADPR jest NAD (dinukleotyd nikotynamidoadeninowy), a produkt uboczny —
nikotynoamid hamuje produkcje¢ cADPR. Rosliny reaguja na cADPR uwalniajac
zasoby Ca”*" z wakuoli oraz retikulum endoplazmatycznego. Receptory i enzymy
zaangazowane w produkcje cADPR nie zostaly jeszcze scharakteryzowane na
poziomie molekularnym. cADPR jest zwiazany z kilkoma odpowiedziami roslin na
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stres [52]. Okotodobowe oscylacje cADPR sg kierowane przez transkrypcyjne petle
zwrotne centralnego oscylatora. Hamowanie produkcji cADPR przez nikotynoamid
znosi okotodobowe oscylacje cytozolowego Ca*" oraz wydhiza okres ekspresji genow
CCAl, LHY, TOCI, CAB2 i okres ruchow lisci. Wskazuje to, ze cADPR jest
wymagany do kierowania oscylacjami [Ca%]cyt oraz moduluje petle zwrotne. Istnienie
petli transdukcji sygnalu w cytozolu, sScisle zwiazanej z centralnym oscylatorem
wzmacnia jego stabilno$¢ i pozwala zaréwno na jego modulacje przez stres oraz
regulacje odpowiedzi na ten czynnik. Cytoplazmatyczne stezenie Ca®* i cADPR
bierze udzial w przesytaniu sygnalow zaleznych zaréwno od streséw biotycznych,
jak i abiotycznych [8].

ROLA HORMONOW
W FUNKCJONOWANIU ZEGARA OKOLODOBOWEGO

Hormony wplywaja na wigkszos¢ znanych procesow kontrolowanych przez zegar
okotodobowy, a w niektdrych przypadkach funkcjonuje on dzigki zmianom w poziomie
hormonéw i ich percepcji. Sygnaly generowane przez oscylator oraz szlaki hormonalne
zazgbiaja sie¢ wskazujac na udzial hormonow w cyklu okotodobowym. Jak zauwazono
juz w 1937 roku, wrazliwos¢ roslin na dziatanie auksyn zmienia si¢ w ciggu dnia [52].
Ma to zwiazek z bramkowaniem sygnalizacji auksyn przez centralny oscylator [4].
Auksyny sa regulatorem wzrostu i rozwoju roslin [30]. Poziomy IAA (kwas indolilo-
3-octowy) i jego skoniugowanej formy IAA-kwas aspartamowy wahaja si¢ w ciagu
doby u A. thaliana. Ekspresja gendw zaangazowanych w transport i biosynteze
auksyn, odpowiedz na auksyny i ich percepcj¢ kontrolowana jest przez centralny
oscylator [4, 52]. Interakcje na poziomie hormon-zegar okotodobowy nie sa ograniczone
tylko do auksyn, ale dotycza roéwniez ABA (kwas abscysynowy), cytokinin i etylenu.
ABA reguluje wiele procesow, migdzy innymi kietkowanie oraz kontroluje procesy
wegetatywne 1 generatywne. Kwas abscysynowy jest zaangazowany w odpowiedzi
rosliny na liczne stresy, wliczajac w to deficyt wody, niedotlenienie, zasolenie i wpltywa
na odpowiedzi podczas zranienia lub ataku patogenow. Centralny oscylator reguluje
wiele z tych procesow. Wystepuje znaczaca ilos¢ genéw, ktorych ekspresja jest
regulowana przez oscylator i przez ABA [43]. Dla kontrastu grupa genow, ktorych
ekspresja regulowana jest przez etylen, cytokininy, gibereliny i brasinosteroidy, nie
pokrywa si¢ z grupa gendw bedacych pod kontrola cyklu okotodobowego [8, 43, 52].
Otwieranie szparek jest przyktadem fizjologicznego procesu regulowanego zarowno
przez centralny oscylator, jak i kwas abscysynowy. Aktywacja kanatéw wptywu jonow
K" do komorki powoduje otwieranie szparek [29]. Podczas deficytu wody ABA
zmniejsza otwarcie szparki. Otwieranie szparek umozliwiajace pobieranie CO, w
chlodne poranki, kiedy transpiracja jest najmniejsza oraz zamykanie ich w czasie
goracego popoludnia moze by¢ zwiazane z bramkowaniem przez centralny oscylator
sygnalow wywolanych przez ABA [52]. Sygnalizacje ABA i centralnego oscylatora
sa w wysokim stopniu powigzane, ABA wplywa na okresowos¢ zegara okoto-
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dobowego. Okres rytmicznych oscylacji genéw CCAI, CAB2 i GRP7/CCR2
(Glycine-rich RNA-binding protein7/Cold, Circadian Rhythm RNA-binding 2)
wydluza sie w przypadku podania egzogennego ABA w ciaglym swietle [16]. Wplyw
ABA na koncentracje cADPR moze tlumaczy¢ efekty tego hormonu zwiazane z
wydhluzaniem okresu cyklu okotodobowego, lecz zmiany w ilosci cADPR w znikomy
sposob oddziatuja na oscylator [8, 52].

Cytokininy przyspieszaja podzialy komorkowe oraz odpowiadaja za formowanie
pedow. Egzogenna aplikacja cytokinin wpltywa na faze, ale nie na okres zegara
okolodobowego i zwigksza transkrypcje genow CCAI, LHY oraz TOCI [16, 57,
70]. Uwaza sie, ze gen odpowiedzi na cytokiny ARR4 (ARABIDPOSIS RESPONSE
REGULATOR4) posredniczy w regulowaniu dziatania rdzenia centralnego oscylatora
[52, 57]. Mutant arr4 jest niewrazliwy na cytokininy [70], a linia ARR4-ox, ktéra
wykazuje nadekspresj¢ tego genu, cechuje si¢ nadwrazliwoscia na ten hormon [16].

Oscylacje ilosci etylenu w ciagu dnia zwigzane sa z regulowaniem przez centralny
oscylator poziomu transkryptu genu syntazy ACC (kwas 1-aminocyklopropano-1-
karboksylowy) przeksztalcajacej S-adenozylometioning w ACC, ktory jest bezposred-
nim prekursorem etylenu. Etylen prawdopodobnie nie ma wplywu na oscylator i
generowanie sygnatlow wyjsciowych, jednakze odgrywa rol¢ w reakcjach na stres
biotyczny i abiotyczny [52].

TRANSKRYPCYJNE, TRANSLACYJNE I POTRANSLACYJNE
MODYFIKACJE ELEMENTOW CENTRALNEGO OSCYLATORA

Kontrola transkrypcyjna jest prawdopodobnie jednym z najistotniejszych mechanizméw
regulacji proceséw zwiazanych z rozwojem, fizjologia i metabolizmem roslin. Badania
przeprowadzone na myszach, Drosophila melonogaster i Neurospora crassa wykazaly,
ze duzy procent genomu réznych organizmow jest pod kontrolg zegara okotodobowego
[68]. Genom cyjanobakterii Synechococcus elongates PCC 7942 jest w zdecydowanej
wigkszosci pod kontrola centralnego oscylatora. System przesylania sygnatéw, zbudowany
z dwoéch komponentow wydaje sie by¢ jednym z mechanizméw, dzigki ktérym zegar
okotodobowy cyjanobakterii reguluje transkrypcje [39, 62].

U A. thaliana 36% genomu jest kontrolowane przez centralny oscylator, ktérego
przynajmniej dwa elementy sa czynnikami transkrypcyjnymi (biatka CCA1 i LHY)
bezposrednio kontrolujacymi ekspresje wielu genow [9, 68, 69]. Kilka charakterysty-
cznych motywdw zostato zidentyfikowanych w sekwencjach promotorowych genow
regulowanych przez biatka zwiazane z centralnym oscylatorem. Jeden z nich o
sekwencji zasad AAATATCT znany réwniez jako EE (Evening Element) jest bogato
reprezentowany w promotorach genéw centralnego oscylatora, ktérych ekspresja
wykazuje najwyzsza wartos¢ wieczorem [68]. Badania in vitro pokazaly, ze biatka
CCA1 i LHY mogg bezposrednio przylacza¢ si¢ do elementu EE [17, 19]. Co wigcej,
sztucznie stworzony promotor zawierajacy cztery tandemowo powtdrzone sekwencje
EE oddzielone szesnastoma przypadkowymi nukleotydami zapewnia ekspresj¢ genu
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reporterowego LUC w fazie wieczornej cyklu. Sekwencja EE determinuje w ten
sposob ekspresje genu zgodna z faza rytmu [17]. Mutacje w sekwencji EE powoduja
zmiang w okotodobowym wzorze ekspresji. Wiele genow regulowanych przez zegar
okolodobowy, ktorych ekspresja nastgpuje wieczorem, nie zawiera w swoich
sekwencjach promotorowych motywu EE, podczas gdy jego obecnosé¢ zostata
odkryta w promotorach genow, ktorych najwyzszy poziom ekspresji zachodzi w
godzinach rannych [68].

Tylko jedna para zasad azotowych rozni kolejny istotny motyw zwigzany z
regulacja transkrypcji genow centralnego oscylatora. Motyw CBS (CCAI-Binding
Site) o sekwencji AAAAATCT po raz pierwszy zostal scharakteryzowany w 1997
roku przez Wanga i wspolpracownikow w promotorze genu CABI, do ktorego
przyfacza si¢ biatko CCA1 [68]. CBS nie jest nadmiernie reprezentowany w sekwen-
cjach promotorowych genow centralnego oscylatora. Istnieja jednak sprzeczne
informacje dotyczace roli elementu CBS w determinacji fazy ekspresji gendw. Zmiana
jednej zasady, powodujaca przeksztalcenie si¢ elementu EE w CBS w sztucznej
sekwencji promotorowej, bazujacej na rzeczywistym promotorze genu CCR2, nie
miata wplywu na fazg maksymalnej ekspresji tego genu [17, 68]. Dla kontrastu
zamiana elementu EE w promotorze genu CAT3 (CATALASE 3) w CBS nie
powodowata zmiany fazy maksymalnej ekspresji genu z wieczornej na poranna.
Prawdopodobnie inne elementy w sekwencji promotorowej genu CAT3 sa wymagane
do determinacji fazy jego ekspresji. Same sekwencje EE i CBS obecne w promoto-
rach genow bedacych pod kontrolg centralnego oscylatora sa niewystarczajace do
wyjasnienia wszystkich mechanizmow rzadzacych systemem okotodobowym. Rozne
kombinacje poznanych i jeszcze niepoznanych motywow w sekwencjach promo-
torowych sa niezbedne do prawidlowej ekspresji w odpowiedniej fazie. Zidenty-
fikowana sekwencja AACCACGAAAAT moze mie¢ udzial w determinacji ekspresji
gendéw fazy porannej [17]. Przylacza si¢ do niej nieznany jeszcze czynnik
transkrypcyjny. Innym motywem jest sekwencja G-box (CACGTG) aktywowana
Swiatlem oraz zwiazany z nig element Hex, aczkolwiek nie zostaly one jeszcze
zbadane eksperymentalnie [68].

Transkrypty genow zwiazanych z centralnym oscylatorem A. thaliana wykazuja
wysoka niestabilnos¢ zwigzana z obecnoscia w ich sekwencjach elementoéw DST
(ang. destabilizing downstream) w rejonach 3'UTR (ang. wuntranslated region).
Eksperymenty na mutantach z zaburzong funkcja destabilizacji transkryptéw regulo-
wang przez DST wykazaly, ze okotodobowa regulacja czasu potowicznej degradacji
transkryptow funkcjonuje w catej roslinie [31, 37]. Wyniki te sugeruja, ze szlaki
degradacji mRNA moga czgsciowo regulowac cykl okotodobowy u roslin. Bardziej
specyficzne badania genu CCAI wykazaly, ze $wiatto reguluje stabilnos¢ jego
transkryptu. mRNA genu CCAI jest stabilne w ciemnosci, ale w $wietle czerwonym
i niebieskim czas jego polowicznej degradacji jest krotszy. Okreslono lokalizacje
miejsc odpowiedzialnych za niestabilnos¢ tego transkryptu, ktére znajduja si¢ w
regionach kodujacych [37, 69]. Regulacja transkrypcji genu CCAI przez swiatlo, a
takze degradacja jego mRNA sg istotne dla doktadnego zsynchronizowania zegara
okotodobowego ze srodowiskiem [37].
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Oscylator moze rowniez regulowaé modyfikacje potranskrypcyjne. Biatko GRP7,
ktére wigze RNA, ilustruje kolejny przyktad potranskrypcyjnej regulacji elementow
centralnego oscylatora. Konstytutywna nadekspresja genu GRP7 promuje alterna-
tywny splicing wlasnego pre-mRNA, prowadzac do wytworzenia krétszego wariantu
mRNA. Gen GRP7 reguluje oscylacje wlasnego transkryptu dzieki mechanizmowi
sprzezenia zwrotnego. Biatko GRP7 wiaze si¢ specyficznie do dwoch sekwencji
obecnych we wlasnym mRNA [37]. Negatywna autoregulacja moze wystgpowaé
dzigki bezposrednim kontaktom migdzy biatkiem a jego wlasnym pre-mRNA. Okresy
polowicznej degradacji transkryptow genow CCL (CCR-LIKE) i SEN1 (SENE-
SCENCE ASSOCIATED GENE 1) wykazuja wigksza intensywnos¢ rano niz w
poludnie, nawet w warunkach stalej temperatury i ciaglego Swiatla [31, 68].

Interesujacym obszarem nowych badan sa mikroRNA (miRNA) mogace funkcjo-
nowa¢ jako sekwencje wyciszajace (ang. silencers) ekspresje gendw poprzez
degradacje mRNA lub hamowanie translacji. Wyniki ostatnich badan scharaktery-
zowaly funkcjonalng role dwoch czasteczek miRNA w resetowaniu fazy zegara
okolodobowego ssakéw. Centralny oscylator u roslin moze by¢ regulowany przez
podobne mechanizmy [3, 37].

Kontrola translacyjna moze by¢ istotnym czynnikiem wprowadzajacym opdznienie
pomigdzy produkcja transkryptéw bedacych skladnikami centralnego oscylatora a
synteza odpowiednich protein. Kontrola degradacji biatek jest integralnym mechaniz-
mem utrzymujacym silne oscylacje okolodobowe na poziomie bialek. Degradacje
przynajmniej jednego kluczowego biatka bedacego elementem centralnego oscylatora
zaobserwowano u cyjanobakterii, N. crassa, D. melanogaster, A. thaliana i ssakow.
Fosforylacja bialek poprzedzajaca ich degradacje wydaje si¢ by¢ bardzo istotna cecha
charakteryzujaca wszystkie powyzsze organizmy. W wielu przypadkach CKI1
(Casein Kinase 1) i CK2 moga by¢ gléwnymi kinazami biatkowymi odpowiedzial-
nymi za ten proces. Przylaczenie do bialka specjalnego znacznika, ktérym jest
fancuch ubikwityny, powoduje przeznaczenie tego biatka do hydrolitycznej degradacji.
W procesie tym, poza samg ubikwityna i proteasomem, uczestniczy réwniez
dodatkowy enzym bedacy kompleksem funkcjonalnym SCF, w ktérego skiad
wchodza biatka Skpl (S-phase kinase associated proteinl), kulina oraz polipeptyd
zawierajacy kaset¢ F [14]. Rozne biatka typu F-box moga wchodzi¢ w sktad
kompleksu SCF degradujac w ten sposob rozne elementy centralnego oscylatora,
wliczajac w to TOCI1 A. thaliana.

Transkrypcyjne i potranskrypcyjne modyfikacje elementéw centralnego oscylatora
sa istotne, ale najnowsze badania rzucily nowe swiatto na mechanizmy regulujace
cykl okotodobowy. Zmiany w strukturze chromatyny moga mie¢ wplyw na ekspresje
genoéw zwiazanych z zegarem. Architektura chromatyny zmienia si¢ podczas jej
kondensacji i dekondensacji, a kontrola tych zmian jest powiazana z regulacja
specyficznych funkcji komérki. Remodeling chromatyny, a wiec zmiany w jej
strukturze, indukowane sa przez potranslacyjne modyfikacje N-koncowych fragmen-
tow histonow [37, 50]. Takie modyfikacje chromatyny moduluja dostepnos¢ genomu,
tym samym reguluja ekspresj¢ genow. Hiperacetylacja histondw powoduje relaksacje
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wiokien chromatyny i aktywacj¢ transkrypcji genow, za$ hipoacetylacja wywoluje
kondesacj¢ chromatyny i hamowanie transkrypcji [59]. Dynamiczne zmiany w
strukturze chromatyny sa $cisle zwiazane z funkcjonowaniem centralnego oscylatora
A. thaliana [50].

PODSUMOWANIE

W ciagu ostatnich osiemnastu lat zostal poczyniony znaczacy postep dotyczacy
zrozumienia mechanizmoéw rzadzacych zegarem okotodobowym, jednakze wiele z
nich pozostaje jeszcze niejasnych. Zarys budowy centralnego oscylatora jest znany,
ale model ten pozostaje nadal nickompletny. Wydaje sig¢, ze model wzajemnie
powiazanych petli zwrotnych tworzacych centralny oscylator jest prawidlowy, lecz
nie wszystkie jego komponenty zostaly zidentyfikowane, a szczegoly dotyczace
funkcjonowania prawie kazdego elementu centralnego oscylatora sa niezupetnie
poznane. Nie ma zadnych watpliwosci, ze zegar okolodobowy odgrywa istotng role
w zyciu roslin, a takze innych organizméw. Wbrew temu znaczeniu i pomimo
znacznych postepéw w zrozumieniu funkcjonowania centralnego oscylatora i szlakow
wejsciowych nadal mato wiadomo, jak zegar jest w stanie bardzo precyzyjnie
regulowa¢ tak wiele réznorodnych procesow. Rozszyfrowanie mechanizmoéw, dzigki
ktérym te procesy sa kontrolowane, moze pozwoli¢ na modyfikacje¢ specyficznych
procesow, ktore sa regulowane przez zegar biologiczny. Umozliwi to réwniez lepsze
zrozumienie wielu aspektow fizjologii roslin. Priorytetem przyszlych badan powinna
by¢ identyfikacja nowych komponentéow centralnego oscylatora, jak rowniez wyjas-
nienie interakcji miedzy nimi. Postepy w zrozumieniu mechanizméw regulujacych
system okolodobowy moga pomodc wyjasni¢ zawilosci funkcjonowania zegara i
przyczyni¢ si¢ do blizszego zrozumienia fizjologii i metabolizmu roslin.
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