
сі живі організми мають досить
надійну багаторівневу систему
регуляції їхньої життєдіяльно�
сті та захисту від негативних
впливів зовнішніх факторів, що
забезпечує їх виживання та
збереження генотипу, а також
певну адаптацію до змін ото�
чуючого середовища. В остан�
ні роки детально вивчаються
молекулярні основи вищих рів�
нів регуляції найважливіших
метаболічних процесів у кліти�
нах різних організмів, голов�
ним чином тих, що визначають
циклічний характер перебігу
основних процесів життєдіяль�
ності та поведінку організмів. У
більшості живих істот вироби�
лась здатність до автономних
коливань у поведінці та перебі�
гу фізіологічних і біохімічних
процесів з періодом, близьким
до 24 годин синхронно з обер�
танням Землі навколо своєї
осі, які називають циркадіаль�
ними ритмами, що генерують�
ся у гіпоталамусі на молеку�
лярному рівні циркадіальним
годинником. Циркадіальний
годинник — це група взаємо�
пов'язаних генів, які кодують
синтез важливих факторів ре�
гуляції транскрипції великої
групи генів і які одержали наз�
ву циркадіальних (Per1, Per2,

Per3, Clock, BMal1, Cry тощо)
[1�3]. Функціонування циркаді�
ального годинника контролю�
ється низкою протеїнкіназ та
фосфатаз, активність яких, у
свою чергу, залежить від ба�
гатьох факторів [2�4]. Біль�
шість основних фізіологічних
та метаболічних процесів в ор�
ганізмі має циклічний характер
і контролюється низкою цир�
кадіальних генів, основними з
яких є Clock, BMal1, Per1 та
Per2, які кодують синтез ва�
жливих факторів регуляції
транскрипції досить великої
групи генів, що контролюють
перебіг основних метаболіч�
них процесів [5�11]. Ці факто�
ри є ключовими регуляторами
метаболізму як у нормі, так і
при багатьох патологічних ста�
нах. Циркадіальні гени щоден�
но змінюють циркадіальні рит�
ми різноманітних фізіологічних
процесів, причому у різних ор�
ганізмів виявлено індивідуаль�
ні особливості експресії цир�
кадіальних генів, що відповіда�
ють різним типам циркадіаль�
них ритмів. Зокрема, на лім�
фоцитах крові виявлено існу�
вання різних хронотипів ек�
спресії циркадіальних генів у
людей [4]. Крім того, встано�
влено, що циркадіальний ха�
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ЦИРКАДИАЛЬНЫЕ ГЕНЫ КАК ЧУВСТВИТЕЛЬНЫЕ МАРКЕРЫ БИООПАСНОСТИ
Минченко А.Г., Яворовский А.П., Паустовский Ю.A., Минченко Д.А., Завгородний И.В.
Нарушения регуляции и течения циркадиальных процессов в организме есть одной из причин
возникновения ряда патологических процессов, в том числе и злокачественных
новообразований. Наиболее важными генами, регулирующими протекание циркадиальных
процессов в норме и при патологических состояниях, являются циркадиальные гены Per2,
BMal1 Clock и ряд других. Данные экспериментальных исследований указывают на то, что
экспрессия циркадиальных генов и генов некоторых протеинкиназ существенно изменяется в
клетках различных органов животных под влиянием экологически опасных токсических
соединений, в частности метил*третбутилового эфира. Изменения в экспрессии этих
регуляторных генов могут приводить к нарушению сигнальных каскадов в клетках и развитию
патологических состояний, в том числе и к возникновению злокачественных новообразований.
В связи с этим исследования экспрессии циркадиальных генов и генов ряда протеинкиназ,
контролирующих основные метаболические процессы в организме, могут служить
чувствительными показателями биоопасности, в том числе и вредного действия на организм
химических веществ, загрязняющих окружающую среду. 

Ключевые слова: протеинкиназы, циркадиальные гены, маркеры биоопасности.
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рактер регуляції процесів жит�
тєдіяльності зумовлений від�
повідним коливанням експре�
сії генів циркадіального годин�
ника. Наведені вище дані пе�
реконливо свідчать про існу�
вання популяцій людей з різ�
ним типом перебігу циркаді�
альних процесів. Більше того,
роботами багатьох дослідників
доведено, що при ряді захво�
рювань мають місце порушен�
ня у регуляції експресії цирка�
діальних генів, які можуть бути
причетними також і до вини�
кнення та прогресії злоякісних
пухлин [6, 8, 12�20]. Останнім
часом виявлено залежність ек�
спресії низки циркадіальних
генів від гіпоксії, що також
значною мірою може призво�
дити до змін у функції цих генів
та сприяти прогресії більшості
пухлин [21]. Експресія більшо�
сті циркадіальних генів та
функція білкових факторів, що
кодуються ними, контролюєть�
ся протеїнкіназами, зокрема
казеїнкіназою�1ε, яка також
бере участь у регуляції низки
інших надзвичайно важливих
процесів [22�33]. Так, було
встановлено, що казеїнкіназа�
1ε зв'язується з Per1, Per2 та
Per3 і фосфорилює їх, що іс�
тотним чином змінює функціо�
нування генів, які контролюють
цикл поділу клітин (Cyclin D1,
Cyclin A, Mdm�2, c�myc і
Gadd45alpha) та онкогенів, а
також генів, що пригнічують
ріст пухлин [16, 22, 23, 25, 29,
34]. Ця протеїнкіназа бере
участь у дестабілізації β�кате�
нін�деградуючого комплексу
[30], у функціонуванні TGF�β
сигнального каскаду [27], в
інактивації білка bid через його
розщеплення каспазою 8 [32],
фосфорилює Р53, білок, що
пригнічує ріст пухлин [33], не�
гативно регулює фосфо�Akt
через PTEN [26]. Крім того, для
циркадіальних факторів у
ссавців характерне явище
зворотного зв'язку у механіз�
мах регуляції, що надзвичайно
важливо для точної і чіткої ро�
бити циркадіального годинни�
ка [24, 35�38]. 

Нині встановлено, що сон і
циркадіальні ритми мають
сильний вплив на енергетич�
ний обмін, а їх порушення є
важливим компонентом меха�
нізмів поширення епідемій
ожиріння та цукрового діабету
[6, 39]. Більше того, ці епідемії
є взаємно доповнюючими,
суттєво впливаючи одна на

одну. Система циркадіального
годинника відіграє фундамен�
тальну роль в енергетичному
обміні як на функціональному
рівні, так і на молекулярному.
Не дивлячись на те, що ці дос�
лідження ще тільки почина�
ються, вони є надзвичайно ва�
жливим концептуальним та
експериментальним підґрун�
тям для розуміння молекуляр�
них основ метаболічних захво�
рювань [39]. 

Молекулярні механізми до�
бової ритміки базуються на си�
стемі саморегуляторних тран�
скрипційних, пост�транскрип�
ційних та трансляційних і пост�
трансляційних зворотних зв'яз�
ків, які складають основу цир�
кадіального годинника і мають
як позитивні, так і негативні
елементи [2, 41]. Комплекси з
двох позитивних елементів, які
є транскрипційними фактора�
ми, активують транскрипцію
генів негативних елементів. До
позитивних елементів нале�
жать White Collar�1 і 2 (WC�1 і
WC�2) у Neurospora crassa,
dClock і Cycle у Drosophila me�
lanogaster та Clock і BMal1 у
ссавців [42]. Ці фактори тран�
скрипції містять PAS (Per�Arnt�
Sim) та базальний HLH (basic
helix�loop�helix — спіраль�
петля�спіраль) структурні до�
мени. Формуючи гетеродиме�
ри (WC�1:WC�2, dClock:Cycle та
Clock:BMal1), вони активують
транскрипцію генів циркаді�
ального годинника. Транскрип�
ційний фактор Clock є дуже
важливим компонентом моле�
кулярного циркадіального го�
динника, який відіграє карди�
нальну роль в енергетичному
балансі ссавців. Було показа�
но, що гомозиготні нокаутні за
геном Clock миші мають знач�
но послаблений ритм денного
харчування. Для них характер�
не ожиріння та метаболічний
синдром: гіперлептінемія, гі�
перліпідемія, гіпоінсулінемія і
гіперглікемія. Крім того, було
встановлено, що у мутантних
за геном Clock мишей знижу�
ється експресія мРНК деяких
гіпоталамічних пептидів, які
відповідають за енергетичний
баланс [6]. 

Негативними елементами
виступають Frq (від frequency)
у Neurospora, Per (від рeriod) і
Tim (від timeless) у Drosophila і
Cry (від сryptochrome) у ссав�
ців. Негативні елементи супре�
сують транскрипційну актив�
ність позитивних, пригнічуючи

синтез відповідних білкових
продуктів. На відміну від пози�
тивних елементів, негативні не
мають загальної гомології у
структурі доменів. Проте, нез�
важаючи на варіабельність
своєї будови, їм притаманні дві
загальні властивості. По�пер�
ше, в їхній експресії спостері�
гається циркадіальна осциля�
ція накопичення транскрипцій�
них та білкових продуктів. По�
зитивні ж елементи демон�
струють відносно низькі флу�
ктуації чи взагалі відсутність
ритму у своїй експресії. По�
друге, деякі негативні елемен�
ти, зокрема Frq і Per, здатні
фосфорилюватися залежно від
періоду доби, що призводить
до зміщення їхньої електрофо�
ретичної рухливості. За фос�
форилювання негативних еле�
ментів відповідають каль�
цій/кальмодулінзалежна кіназа
(CaMK), казеїн кіназа І (СКІ) та
казеїн кіназа ІІ (СКІІ) у Neuros�
pora та Drosophila, СКІε і СКІδ у
ссавців Dbt (від double�time),
що є гомологом СКІε та Shaggy,
що є гомологом глюкозосин�
тазної кінази 3β (GSK3β) ссав�
ців [43�48].

Крім наведеного механізму,
існують додаткові зв'язки, які
допомагають підтримувати ос�
циляції в організмі. У ссавців
білок BМal1 також виступає не�
гативним регулятором власної
експресії. Транскрипцію BМal1
підсилюють негативні елемен�
ти Per2 і Cry. Ядерні орфанові
рецептори ретиноєвої кислоти
Rev�erbα і Rorα супресують ек�
спресію Clock і BMal1. Тран�
скрипційні фактори Dес1 та
Dес2, що містять bHLH домен,
також регулюються циркаді�
альним годинником, інгібуючи
транскрипцію, яка була індуко�
вана комплексом Clock:BMal1.

У ссавців обидва позитивні
елементи Clock і BМal1 висту�
пають транскрипційними фак�
торами, що містять PAS та
bHLH структурні домени. Clock
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і BМal1 формують гетероди�
мер, який зв'язується з Е�бокс�
енхансерним елементом (по�
слідовність CACGTG) генів per і
cry, активуючи при цьому їхню
транскрипцію [26]. 

Мутації у гені сlock призво�
дять до надзвичайно довгого
циркадіанного періоду у по�
стійній темряві (DD). Мутант�
ний білок Clock, подібно до
нормального, здатний форму�
вати з BМal1 гетеродимери,
що зв'язуються з ДНК, але не
можуть активувати транскрип�
цію. У стані такого дефіциту у
супрахіазматичних ядрах (СХЯ)
гомозиготних сlk мутантних
мишей суттєво вкорочуються
періоди коливання рівня мРНК
Per1, Per2, Per3 і Cry1. BMal1 —
нокаутні миші у постійній тем�
ряві (DD) також стають аритмі�
ками. Всі ці дані підтверджу�
ють, що Clock і BMal1 виступа�
ють важливими компонентами
циркадіального годинника,
який функціонує за рахунок їх�
ньої транскрипційної активно�
сті. Е�бокс локалізований у
промоторній ділянці всіх генів
Per, a Clock:BМal1 гетероди�
мер активує їхню транскрипцію
in vitro. Більше того, різке зни�
ження рівня мРНК Per та Cry у
Clock�мутантів і BMal1�нокаут�
них мишей свідчить, що гете�
родимер Clock:BMal1 активує
транскрипцію негативних еле�
ментів Per і Cry in vivo.

Останні дослідження показа�
ли, що нейрони СХЯ гомози�
готних Clock�мутантних мишей
(сlk/сlk) мають ритмічну елек�
тричну активність, циркадіаль�
ний період якої становить
близько 28 год. Цікаво, що
циркадіальні осциляції можуть
генеруватися без транскрип�
ційної активності Clock у ней�
ронах СХЯ. За однією з гіпотез,
інший транскрипційний фактор
компенсує втрачену функцію
Clock. Таким фактором може
виступати NPAS2 (представник
родини Clock білків), який, як
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було показано, здатний фор�
мувати гетеродимер з BMal1 і
активувати транскрипцію шля�
хом взаємодії з Е�боксом, по�
дібно до Clock. Оскільки NPAS2
не експресується у СХЯ, то мо�
жливо інший представник
Clock родини експресується і
утворює комплекси з BMal1.

Чіткі циркадіальні ритми
BMal1спостерігаються у СХЯ,
хоча амплітуда осциляцій знач�
но нижча від амплітуди нега�
тивних елементів Per і Cry.
BMal1 і Clock фосфорилюють�
ся in vivo, а СКІε і МАР кінази�ε
фосфорилюють BMal1 in vitro
[5, 49]. 

Ссавці мають білки Per1,
Per2, Per3, Cry1 і Cry2, які про�
являють стійкі циркадіальні ос�
циляції рівня мРНК і білка, пік
яких припадає на середину
світлового періоду доби. Вони
здатні інгібувати транскрипцію
власних генів, впливаючи че�
рез Clock:BMal1 гетеродимер, і
є негативними елементами у
системі зворотних зв'язків
циркадіального годинника.

Двічі нокаутні миші cry1�/�,
cry2�/� втрачають циркадіальну
ритмічність у постійній темряві,
а рівень мРНК Per1 та Per2 у
цих мутантних мишей залиша�
ється досить високим [50]. Ці
результати вказують на те, що
Cry1 і Cry2 є невід'ємними ком�
понентами циркадіального го�
динника. Миші, нокаутовані ли�
ше за одним геном (cry1�/� чи
cry2�/�), виявляють циркадіальні
ритми з різними періодами
(cry1�/� миші мають період
22,5 год, cry2�/� — 24,5 год).
Cry1 і Cry2, ймовірно, викону�
ють різні ролі і компенсують
один одного. Відомо, що Cry1
та Cry2 пригнічують транскрип�
ційну активність Clock:BMal1
гетеродимеру, проте молеку�
лярний механізм інгібування
залишається ще нез'ясованим.

Необхідним компонентом
циркадіального годинника є
Per2. Хоча він виступає нега�
тивним елементом циркадіаль�
ної системи зворотних зв'язків,
дія Per2 не спрямована на
пригнічення експресії комплек�
су Clock:BMal1, оскільки рівень
мРНК per1 та cry1 знижується у
рer2 мутантів. Однією із запро�
понованих функцій Per2 є ста�
білізація білків Cry. Показано,
що формування комплексу
Per2:Cry захищає білки від убі�
квітинзалежного протеолізу
[51]. Крім того, рівень білка
Per2 у cry1�/�, cry2�/� у двічі но�

каутованих мишей значно ниж�
чий, ніж у нормальних, а кіль�
кість мРНК залишається на до�
сить високому рівні. Іншою мо�
жливою функцією Per2 є приг�
нічення транскрипційної актив�
ності гену BMal1.

Встановлено, що трансгенні
миші з мутантним геном per1
(Рer1Brdm та Per1ldc) мають різні
фенотипи. Per1ldc миші у темря�
ві поступово втрачають цирка�
діальну ритмічність, тоді як ге�
нотипи Рer1Brdm не втрачають. В
обох випадках у мутантів збері�
гаються нормальні осциляції
мРНК Per1, Cry1 та BMal1 у
СХЯ. Трансгенні миші за гена�
ми per1 і per2 відразу втрача�
ють свою поведінкову ритміч�
ність у темряві. Зважаючи на це
можна зробити припущення,
що Per1 відіграє важливу, про�
те не основну роль у механізмі
функціонування циркадіально�
го годинника. Миші з модифі�
кованим геном per3 зберігають
циркадіальну ритмічність, а
двічі нокаутні миші (за Рer2 та
Рer3) мають фенотип, схожий
на Рer2 трансгенних мишей.
Тому можна припустити, що
Per3 відіграє лише додаткову
роль у механізмі циркадіально�
го годинника.

Яким чином Per і Cry функ�
ціонують у системі транскрип�
ційних зворотних зв'язків, до�
тепер повністю ще не з'ясова�
но. Імуноферментний аналіз
показав, що Clock, BMal1,
Per1, Per2, Cry1, Cry2 та СКІε
здатні утворювати комплекси,
проте невідомо, в яких саме
комплексах знаходяться Per1,
Per2, Cry1 та Cry2. Було пока�
зано, що виключення гену cry2
у мутантних за геном per2 ми�
шей відновлює природну рит�
міку, тобто миші, трансгенні за
двома генами per2 і cry2, збе�
рігають природну ритміку, а за
генами per2 та cry1 — її втра�
чають [52].

СКІε контролює фосфорилю�
вання і деградацію білків Per [5,
49]. Мутації у гені dbt (гомолог
СКІε) призводять до різнома�
нітних порушень у циркадіаль�
ній поведінці дрозофіли, що
вказує на важливість даної кі�
нази у функціонуванні циркаді�
ального годинника. У ссавців
СКІε також включається у меха�
нізми генерації і синхронізації
циркадіальних ритмів. Tau му�
танти золотого хом'ячка, які
проявляють вкорочений цирка�
діанний період, мають точкову
мутацію у гені ck1ε. Ця зміна
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призводить до помітного зни�
ження фосфорилювання нега�
тивних регуляторів, що про�
являється підвищенням їхньої
стабільності. Більше того, му�
тація у СКІε�фосфорилюючому
сайті Per2 людини призводить
до зменшення періоду у циклі
"сон�бадьорість" (синдром
FASPS) [57]. У культурі тканин
СКІε зв'язує та фосфорилює всі
три білки Per, що приводить до
залежного від фосфорилюван�
ня переміщення Per1 та Per3,
але не Per2 в ядро. Встановле�
но також, що СКІε та СКІδ при�
четні до убіквітинування білків
Per [29]. Повідомлялося, що
СКІε здатна фосфорилювати
білки BМal1 і Cry, проте фізіо�
логічне значення даних реакцій
залишається ще нез'ясованим.
Різниця у ролях СКІε та СКІδ у
механізмі циркадіальних осци�
ляцій нині не цілком зрозуміла,
але припускають, що СКІδ мо�
же частково компенсувати
функцію СКІε.

У роботі циркадіального го�
динника бере участь і низка
фосфатаз, які дефосфорилю�
ють попередньо фосфорильо�
вані кіназами білки. Однак, на
відміну від кіназ, наші знання
про роль фосфатаз у підтри�
манні роботи циркадіального
годинника залишаються нез�
начними. Відомо, що се�
рин/треонінові фосфатази РР1
(протеїн фосфатаза 1) та РР2А
(протеїн фосфатаза 2А), а та�
кож їхні інгібітори впливають
на добові ритми у дінофлаге�
лят та Neurospora. У дрозофіли
функція РР2А пов'язана зі ста�
білізацією білка Clock. Руйну�
вання інтерферуючими РНК wi�
derborst та twins транскриптів
(вони кодують регуляторну су�
бодиницю РР2А) призводить
до підвищення деградації Per
шляхом Dbt фосфорилювання
[53]. Вперше продемонстро�
вано, що РР1 відіграє ключову
роль у стабілізації mPer2 шля�
хом дефосфорилювання [54].

Автори, використавши багато
різноманітних підходів та мо�
делей, довели, що саме РР1, а
не РР2А є ключовою для ста�
більності Per2 у мишей. Му�
тантна фосфатаза D95N (замі�
на аспарагінової кислоти на
аспарагін у 95 положенні)
взаємодіє з Per2, проте мута�
ція призводить до зменшення
рівня Per2. D95N фосфатаза
вкорочує період напівжиття
Per2 до 3�х годин, тоді як у кон�
тролі (наявність РР1 дикого ти�
пу) він удвічі довший. Таким
чином, баланс активностей
між кіназами та фосфатазами
визначає стабільність регуля�
торних елементів циркадіаль�
ного годинника.

Важливими регуляторними
елементами молекулярного
годинника, які утворюють до�
даткові петлі у системі зворот�
них зв'язків, виступають ядерні
орфанові рецептори ретиноє�
вої кислоти Rer�erbα і Rorα,
транскрипційні фактори Dес1,
Dес2, Е4bp4 та, можливо, Tim
білок [55]. Rev�erbα і Rorα, ак�
тивуючи транскрипцію Clock та
BМal1, індукують одну з голов�
них петель у механізмі циркаді�
альних осциляцій. Фактори
Rev�erbα і Rorα конкурують між
собою за зв'язування з послі�
довностями RORE (від retinoic
acid�related orphan receptor
response elements), які знахо�
дяться у промоторі гена BMal1.
Було показано, що представ�
ники Ror (α, β і γ) та Rev�erb (α і
β) мають здатність регулювати
транскрипцію BMal1, впливаю�
чи через RORE ділянки [56].
Ror активують транскрипцію
BMal1, тоді як Rev�erb репре�
сують транскрипційні процеси.
Відповідно, добові осциляції
BMal1 позитивно і негативно
регулюються ядерними рецеп�
торами ретиноєвої кислоти.

Ключовим моментом у
функціонуванні циркадіально�
го годинника є його здатність
адекватно реагувати на світ�

лові подразники. Таким світ�
лочутливим геном є е4bp4, що
кодує транскрипційний фак�
тор bZIP. Модель світлової ре�
гуляції базується на двох по�
ложеннях. По�перше, рівень
експресії е4bp4 у клітинах
шишкоподібного тіла зале�
жить від тривалості світлової
експозиції. По�друге, E4bp4,
формуючи димери, зв'язуєть�
ся з E4bp4�зв'язуючими ді�
лянками промотору per2 і ре�
пресує його транскрипцію.
Синтез Per2 розпочинається
лише за 4 години після почат�
ку освітлення. За цей час від�
бувається фосфорилювання
E4bp4 за допомогою СКІε і йо�
го деградація [29]. Крім того,
промотор гена е4bp4, крім
світлочутливих послідовно�
стей, містить ще RORE — еле�
мент, що робить його тран�
скрипцію чутливою до наявно�
сті Ror та Rev�erb білків [57].

Білок Timeless (Tim) ссавців
був ідентифікований завдяки
своїй подібності в аміноки�
слотній послідовності до білка
Tim у дрозофіли. Літературні
дані досить суперечливі щодо
ритмічної експресії tim, взає�
модії Tim білка з іншими білка�
ми молекулярного годинника
та його ролі у регуляції цирка�
діальної експресії генів. Існу�
ють певні труднощі у вивченні
функціонального значення Tim
in vivo, оскільки Tim�нокаутова�
ні миші гинуть протягом ем�
бріонального періоду. Така
рання і важлива роль білка Tim
свідчить про те, що він задія�
ний у процесах, більш кри�
тичних для життя, ніж меха�
нізм молекулярного годинни�
ка. Циркадіальний годинник
функціонує на значно пізнішо�
му етапі індивідуального ро�
звитку і не є життєво важливим
[58]. Для встановлення ролі
Tim білка у механізмі генерації
добових осциляцій у ссавців
необхідні додаткові дослід�
ження.

13*Е&H

CIRCADIAN GENES AS SENSITIVE MARKERS OF BIOINSECURITY
Minchenko O.H., Yavorovsky О.P., Paustovsky Y.О., Minchenko D.O., Zavgorodny I.V.
Disturbance the regulation of circadian processes leads to developing of different pathology and cancers in
particular. The Per2, BMal1, Clock and some other genes are important regulators which control the circadian
processes in normal and pathological conditions. There is data that toxic and ecologically dangerous chemical
compounds such as methyl*tretbutyl ether significantly changes the expression of Per2, BMal1, Clock genes
as well as some protein kinase genes responsible for the regulation of key metabolic processes. Disturbance
of these genes expression can destroy the cellular signal pathways and leads to developing of different patho*
logical processes and cancers in particular. Thus, investigation the expression of circadian genes as well as
some protein kinase genes responsible for the regulation of main metabolic processes can be sensitive mark*
ers of bioinsecurity and toxic action of ecologically dangerous chemical compounds in particular.
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У результаті експериментів з
трансплантації супрахіазма�
тичних ядер гіпоталамуса було
доведено, що вони є централь�
ним пейсмейкером добових
ритмів у ссавців. Подальші
дослідження показали, що
циркадіальний годинник авто�
номний і здатний до самопід�
тримки не лише у СХЯ, але й в
інших периферичних тканинах і
навіть ізольованих клітинах, що
викликало підвищений інтерес
до циркадіальних механізмів,
які існують у незалежних пери�
феричних осциляторах та до
ієрархії у циркадіальній системі
ссавців.

Більшість головних компо�
нентів молекулярного годин�
ника зберігає свою ритмічність
у СХЯ та у периферичних тка�
нинах. Деякі елементи зміню�
ють свої ритмічні властивості
залежно від тканини. Напри�
клад, рівень мРНК Clock ци�
клічно змінюється у перифе�
ричних тканинах, а у СХЯ Clock
експресується конститутивно.
Більше того, представники Ror
родини (α, β і γ) у різних ткани�
нах мають вражаюче різну ек�
спресію зі змінними добовими
піками [56, 59]. Зокрема, Rorα
проявляє стійкі циркадіальні
ритми у СХЯ, проте лише нез�
начні осциляції спостерігають�
ся у периферичних тканинах
[56]. Rorγ, що не експресуєть�
ся у СХЯ, має ритмічну експре�
сію на периферії і бере участь у
периферичному годинниково�
му механізмі [56]. Миші, в яких
відсутній функціональний Rorα
білок, мають нормальні ритми
у периферичних тканинах, у
тому числі у BMal1 мРНК рит�
мах. Тканинно�специфічна ре�
гуляція BMal1 є досить важли�
вою, і BMal1 — дефіцитні
(BMal1�/�) миші проявляють ве�
лике різноманіття фенотипів:
втрата добових ритмів, змен�
шення ваги тіла, безпліддя і
навіть вкорочення тривалості
життя [60].

Специфічний внесок кожного
компонента у транскрипційні
осциляції молекулярного го�
динника залежить від типу тка�
нини. Існує незначний вплив
дефіциту Clock білка на амплі�
туду осциляцій Rev�erbα у СХЯ,
тоді як амплітуда Rev�erbα
транскриптів помітно зменшу�
ється у печінці. З іншого боку,
мРНК Per1 у печінці Clock�де�
фіцитних мишей зберігає стій�
ку ритмічність з рівнем, що ціл�
ком відповідає нормі. Рівень
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Per1 у Clock�дефіцитних СХЯ
значно нижчий у своєму абсо�
лютному значенні, порівняно з
нормою.

Молекулярна модель цирка�
діального годинника передба�
чає, що центральна його ланка
генерується двома позитивни�
ми транскрипційними факто�
рами: Clock і BMal1. Після
транскрипції і трансляції Clock
та BMal1 формують гетероди�
мер і повертаються в ядро, де,
зв'язуючись з Е�боксами рer і
сry промоторів, регулюють їх
транскрипцію. Рer і Сry білки
утворюють комплекс з СКІε і
переміщуються в ядро для то�
го, щоб перешкодити комплек�
су Clock:BMal1 далі взаємодія�
ти з їхніми промоторами. Це
блокує транскрипцію регульо�
ваних генів. Ступінь фосфори�
лювання білків Рer і Сry казеїн
кіназою 1ε позначається на їх�
ній стабільності. Clock:BMal1
гетеродимер активує тран�
скрипцію rev�erb і ror генів,
продукти яких, взаємодіючи з
RORE елементами у Bmal1
промоторі, скеровують відпо�
відно його транскрипцію. Ще
одна петля утворюється деяки�
ми Clock�контрольованими ге�
нами (DBP), яка також контро�
люється позитивними елемен�
тами Clock і BMal1 та негатив�
ними Рer і Сry. Крім того, іс�
нують дві додаткові негативні
петлі, які тісно переплітаються
з основними. Перша з них ге�
нерується транскрипцією генів
dес1 та dес2. Петля позитивно
контролюється Clock:BMal1 ге�
теродимером, а негативно —
власними продуктами. Білок
Dес1, взаємодіючи з Е�боксом,
пригнічує транскрипцію генів
рer та сry. Другу додаткову пет�
лю формує ген е4bp4, фосфо�
рильовані продукти якого,
утворюючи димери, інгібують
експресію генів рer та сry. Сам
е4bp4 регулюється білками
Rev�erb та Ror.

Характерною особливістю
циркадіального годинника є
його здатність реагувати на
чинники зовнішнього середо�
вища. Механізми сприйняття
світла молекулярним годинни�
ком можуть суттєво відрізняти�
ся у різних видів організмів. У
дрозофіли фоторецепторною
молекулою циркадіального го�
динника виступає білок Сry.
Одним із компонентів циркаді�
ального годинника ссавців,
який відповідає на світловий
вплив, виявився білок BMal1.

Пік його накопичення припадає
на середину ночі. Він досить
швидко деградує під дією світ�
лової стимуляції. Ще одним
елементом, що реагує на світ�
ло, є ген е4bp4, який у своєму
промоторі, крім послідовності
RORE, містить ділянку LRE (light
response element). Досі не
встановлено, який саме регу�
ляторний білок зв'язується з
LRE і викликає транскрипцію.
Можливо, існує транскрипцій�
ний фактор, який не задіяний у
системі зворотних зв'язків мо�
лекулярного годинника, а лише
запускає механізм, впливаючи
на одну з його ланок.

Відомо, що багато генів ма�
ють циркадіальну ритмічність,
проте лише невелика кількість
генів може безпосередньо ре�
гулюватися гетеродимером
Clock:BMal1 [56]. Можливо,
Clock:BMal1 регулює експре�
сію низки транскрипційних
факторів, які у свою чергу
впливають на транскрипцію ін�
ших генів. 

На даний час відомо, що при
деяких захворюваннях спосте�
рігаються порушення у регуля�
ції експресії низки циркадіаль�
них генів, які можуть бути при�
чиною виникнення та прогресії
різного роду злоякісних пухлин
[6, 8, 12, 17�20, 62]. Було пока�
зано, що порушення циркаді�
альних ритмів у мишей значно
прискорювало ріст пухлин (як
Glasgow остеосаркоми, так і
панкреатичної аденокарцино�
ми) та смертність тварин, до
того ж циркадіальний годинник
пухлиноносія може відігравати
важливу роль у прогресії
пухлин [61, 62].

Крім того, було встановлено,
що експресія циркадіальних
генів та генів низки протеїн�
кіназ може бути чутливим мар�
кером негативних впливів еко�
логічно небезпечних токсич�
них хімічних сполук, зокрема
метил�третбутилового ефіру
[63�65]. Метил�третбутиловий
ефір є екологічно небезпечною
хімічною сполукою, що викори�
стовується для виробництва
неетильованих бензинів, яка
здатна накопичуватися у ґрун�
ті, що, у свою чергу, призво�
дить до забруднення цією
сполукою підземних джерел
водопостачання і можливого
отруєння людей [37]. Більше
того, враховуючи інтенсивність
використання бензинів з ме�
тил�третбутиловим ефіром та
високу стабільність цієї хімічної
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сполуки, можна вважати її до�
сить небезпечним глобальним
забруднювачем довкілля [37]. 

Було проведено детальне
вивчення можливих молеку�
лярних механізмів впливу цієї
екологічно небезпечної хіміч�
ної сполуки на лабораторних
тварин. Для цього досліджува�
ли дію метил�третбутилового
ефіру на експресію казеїнкіна�
зи�1ε, SNARK, PFKFB, Per2,
BMal1 та Clock у різних органах
лабораторних тварин (печінці,
легенях та серцевому м'язі).
Виявлені суттєві зміни в ек�
спресії генів Per2 та BMal1 у
різних органах щурів під впли�
вом метил�третбутилового
ефіру, але чітко виявлялася
залежність ефекту цієї токсич�
ної сполуки від її дози і про�
являлися по�різному у різних
органах тварин. Істотно пору�
шувалася експресія також ка�
зеїнкінази�1ε та SNARK кінази у
різних життєво важливих орга�
нах щурів за тривалої дії метил�
третбутилового ефіру, але і у
даному випадку чітко виявля�
лася залежність ефекту цієї
токсичної сполуки від її дози,
причому вираженість і напра�
вленість змін в експресії генів
цих протеїнкіназ мала органо�
специфічний характер.

Надзвичайно цікаві результа�
ти були отримані при дослі�
дженні впливу метил�третбути�
лового ефіру на експресію 6�
фосфофрукто�2�кінази/фрук�
тозо�2,6�бісфосфатази у різ�
них органах тварин. Виявлено
дозозалежні зміни в експресії
PFKFB�4, що свідчило про чут�
ливість її до токсичної дії еко�
логічно небезпечної сполуки —
метил�третбутилового ефіру.
Крім того, було виявлено де�
кілька нових альтернативних
сплайс�варіантів мРНК PFKFB�
4, які мають делеції або встав�
ки різної довжини у фруктозо�
2,6�бісфосфатазній частині
молекули зі зміною довжини та
рамки зчитування С�кінцевої
ділянки, але каталітичні доме�
ни для 6�фосфофрукто�2�кіна�
зи у них є ідентичними. Було
встановлено, що експресія
обох альтернативних сплайс�
варіантів мРНК PFKFB�4 має
органну специфічність і суттє�
во змінюється під впливом ме�
тил�третбутилового ефіру, еко�
логічно небезпечної сполуки.
Результати дослідження вказу�
ють на можливу роль сплайс�
ізоформ PFKFB�4 у тканино�
специфічній регуляції гліколізу

та чутливості процесів регуля�
ції альтернативного сплайсин�
гу до дії токсичних хімічних
сполук, зокрема метил�третбу�
тилового ефіру.

Таким чином, результати цих
досліджень переконливо свід�
чать про виражену дію метил�
третбутилового ефіру на ек�
спресію циркадіальних генів,
надзвичайно важливих факто�
рів регуляції транскрипції у та�
ких життєво важливих органах,
як печінка, легені та серце. От�
римані результати вказують,
що МТБЕ може порушувати
метаболізм у клітинах організ�
му, впливаючи на центральні
ланцюги системи регуляції об�
міну речовин, змінюючи ек�
спресію циркадіальних генів,
які контролюють більшість ме�
таболічних процесів в організ�
мі. Ці принципово нові дані що�
до впливу метил�третбутило�
вого ефіру є своєрідним фун�
даментом подальших наукових
досліджень молекулярних ме�
ханізмів токсичної та канцеро�
генної дії цієї хімічної сполуки,
низки інших екологічно небез�
печних сполук та пошуку шля�
хів нейтралізації їхніх негатив�
них впливів на організм. Вони
розкривають молекулярні ос�
нови дії на організм екологічно
небезпечних сполук на рівні
регуляції метаболічних проце�
сів і сприятимуть розробці
принципово нових молекуляр�
них підходів до їх діагностики,
профілактики та лікування.

Висновки
Тривала дія метил�третбути�

лового ефіру на організм приз�
водить до змін в експресії цир�
кадіальних генів Per2, BMal1 та
Clock, а також генів протеїнкі�
наз (казеїнкінази�1ε, SNARK та
PFKFB) у таких життєво важли�
вих органах, як печінка, легені
та серце. Порушення в експре�
сії циркадіальних генів та генів
протеїнкіназ, які контролюють
перебіг більшості метаболічних
процесів в організмі, можуть
бути причиною виникнення різ�
них патологічних станів і сприя�
ти виникненню злоякісних но�
воутворень.

У зв'язку з цим дослідження
експресії циркадіальних генів
та генів протеїнкіназ, що кон�
тролюють основні метаболічні
процеси в організмі, можуть
бути чутливими маркерами
біонебезпеки, у тому числі і по�
казником шкідливої дії на орга�
нізм хімічних забруднювачів
довкілля.
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