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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность исследования 

Биологические ритмы у живых организмов возникли как адаптивный 

механизм, позволяющий не просто реагировать на циклически 

изменяющиеся параметры окружающей среды, но заблаговременно 

готовиться к ним. У млекопитающих в течение суток изменяется уровень 

активности мозга (сон-бодрствование), артериального давления, 

температуры тела, синтеза и секреции гормонов, иммунных реакций, 

пролиферации клеток и апоптоза в некоторых тканях [55, 237]. Основную 

роль в регуляции суточных ритмов играет супрахиазматическое ядро 

гипоталамуса (СХЯ); «гормон темноты» мелатонин (МТ) выполняет 

функцию синхронизации центрального (СХЯ) и периферических 

осцилляторов. 

Биологические часы на клеточном уровне реализуются 

осцилляциями транскрипции генов Bmal1,2, Clock и Npas2, Per1–3, Cry1, 2, 

возникающими благодаря нескольким транскрипционно-трансляционным 

контурам обратной связи между уровнями продуктов этих генов и их 

активности. В результате осцилляций в системе этих часовых генов (ЧГ) и 

белков в клетке с суточной периодичностью происходит транскрипция 

многих других генов, ремоделирование хроматина [145], пост-

транскрипционный процессинг [117, 154] и трансляция мРНК [98]. Свет 

является важнейшим фактором синхронизации циркадианных ритмов у 

млекопитающих, а нарушение режима освещения негативным образом 

сказывается не только на поддержании суточных ритмов активности, но и 

на поведении, метаболизме, синтезе и секреции различных гормонов [108]. 

Свет, поступающий на сетчатку ночью, блокирует синтез мелатонина - 

гормона эпифиза, ответственного за синхронизацию суточных ритмов, а 

также обладающего антиоксидантным, антигонадотропным и 

противоопухолевым действием [5]. Нарушение циркадианных ритмов, 
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вызванное световым загрязнением в больших городах, а также изменением 

ритма жизни (сменная работа, круглосуточный доступ к телевидению и 

интернету), является важной проблемой современного общества. Доказано, 

что освещение ночью увеличивает риск развития многих заболеваний, в 

т.ч. онкологических [6]. Как в эпидемиологических исследованиях, так и в 

эксперименте доказана связь нарушений режима освещения с повышением 

частоты развития опухолей молочной железы, простаты и прямой кишки 

[151]. 

Показано, что в различных опухолях человека нарушается 

согласованная экспрессия ЧГ; во многих случаях экспрессия репрессоров 

транскрипции Per и Cry снижается, а экспрессия активаторов 

транскрипции Bmal и Clock повышается [196, 255]. При этом 

экспериментальные данные о ритме экспрессии часовых генов в опухолях 

не позволяют выявить общих тенденций [146, 229].  

Доказано, что МТ влияет на различные характеристики опухоли 

через множественные механизмы [49, 226]. In vivo торможение роста 

опухолей МТ у лабораторных животных показано на многих моделях, в 

том числе и при нарушении суточных ритмов [163, 262]. Возможности 

фармакологической коррекции нарушений циркадианных ритмов в 

опухолях, а также влияние нарушения режима освещения и введения МТ 

на клеточные «часы» в них остаются недостаточно изученными, причем 

эти вопросы не могут быть полноценно исследованы в 

эпидемиологических и клинических наблюдениях. Кроме того, в 

некоторых экспериментах описано противоопухолевое действие 

мелатонина в условиях стандартного и постоянного освещения [38, 203], 

тогда как в других работах показано, что МТ не угнетает канцерогенез при 

нарушении суточных ритмов [10, 163], поэтому данный вопрос нуждается 

в дальнейшем изучении. 

Таким образом, изучение влияния МТ на канцерогенез при 

нарушении суточных ритмов, а также оценка суточного ритма экспрессии 
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часовых генов и белков у животных с опухолями представляются 

актуальной задачей. 

 

Степень разработанности темы 

Изучение связи между нарушением суточных ритмов и опухолевым 

процессом ведется уже несколько десятилетий. Доказано, что клеточные 

«часы» участвуют в регуляции таких фундаментальных процессов, как 

пролиферация, дифференцировка и апоптоз, которые, как правило, 

нарушаются при возникновении опухолей [207]. К настоящему времени на 

клиническом материале описаны изменения экспрессии основных часовых 

генов в опухолях различных локализаций [196, 272]. Однако, материал 

клинических исследований не позволяет оценивать суточные ритмы 

экспрессии ЧГ в опухолях и влияние на них различных факторов 

окружающей среды. Экспериментальные данные в этой области на 

сегодняшний день немногочисленны. В нескольких работах показано, что 

ритмы в опухолевой ткани по сравнению с нормальной нарушаются [93, 

146, 214], тогда как результаты, полученные на других моделях, 

свидетельствуют о сохранении суточных ритмов в опухолевых клетках 

[182, 229, 254]. Кроме того, в последние годы опубликовано несколько 

работ, посвященных влиянию опухолей на суточные ритмы организма или 

дистантных тканей, не затронутых опухолевым процессом [93, 146]. 

Несмотря на большое количество экспериментальных исследований, 

посвященных частным аспектам изучения взаимосвязи циркадианных 

ритмов и опухолевого процесса, наблюдается недостаток комплексных 

исследований, в частности таких, где оценивались бы одновременно 

влияния нарушений суточных ритмов и введения МТ на систему часовых 

генов и белков. 
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Цель исследования:  

Оценка влияния постоянного освещения и введения мелатонина на 

химически индуцированный канцерогенез у мышей; оценка экспрессии 

часовых генов и их белковых продуктов в опухолях различных 

локализаций.  

Задачи исследования: 

1. Изучить влияние постоянного освещения и введения мелатонина 

на химически индуцированный канцерогенез легкого у мышей SHR. 

2. Изучить влияние постоянного освещения и введения мелатонина 

на химически индуцированный канцерогенез кожи у мышей SHR. 

3. Изучить влияние постоянного освещения и введения мелатонина 

на экспрессию часовых генов и содержание часовых белков в опухолевой 

и нормальной тканях легкого у мышей SHR. 

4. Изучить влияние постоянного освещения и введения мелатонина 

на содержание часовых белков в опухолевой и нормальной тканях кожи у 

мышей SHR. 

5. Оценить суточные колебания экспрессии часовых генов в 

опухолевой и нормальной ткани молочной железы, СХЯ и печени у мышей 

линии FVB/N дикого типа и трансгенных по HER2/neu. 

6. Оценить суточные колебания пролиферативной активности 

опухолей молочной железы и кишечного эпителия у мышей линии FVB/N, 

трансгенных по HER2/neu. 

     

Научная новизна 

Экспериментальное исследование влияния режима освещения в 

сочетании с введением МТ на канцерогенез и экспрессию часовых генов и 

белков проведено впервые.  Показано, что содержание часовых белков в 

опухолях кожи и легкого изменяется по сравнению с нормальной тканью, в 

опухолях двух локализаций разного гистогенеза продемонстрировано 

увеличение содержания часовых белков-активаторов транскрипции. 
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Показано влияние постоянного освещения и введения мелатонина как на 

показатели канцерогенеза, так и на систему часовых генов и белков. 

Впервые показано, что развитие спонтанных опухолей молочной 

железы влияет на ритм экспрессии часовых генов в тканях, не затронутых 

непосредственно опухолевым процессом – печени и центральном 

осцилляторе организма. 

 

Теоретическая и практическая значимость 

В результате экспериментального исследования выявлено, что 

нарушение суточных ритмов способствует канцерогенезу, а опухолевый 

процесс влияет на ритм экспрессии генов не только в окружающей 

опухоль ткани, но и в СХЯ, которое регулирует суточные ритмы всего 

организма. В связи с этим целесообразно дальнейшее изучение препаратов 

с хронобиотической активностью на экспериментальных моделях 

различных опухолей. Применение хронобиотиков в лечении 

онкологических пациентов потенциально может не только повысить 

эффективность лечения, но и улучшить качество жизни за счет 

стабилизации суточных ритмов. Помимо этого, полученные данные 

расширяют теоретические представления о роли часовых генов и белков в 

развитии опухолевого процесса. 

 

Методология и методы исследования 

Исследование проведено с использованием трех экспериментальных 

моделей опухолей:  

1)  химически индуцированный канцерогенез легкого у мышей SHR; 

2) химически индуцированный канцерогенез кожи у мышей SHR; 

3) спонтанные опухоли молочной железы у мышей FBV/N, 

трансгенных по HER2/neu. 

В каждом эксперименте использовано достаточное для получения 

статистически значимых результатов число животных; предусмотрены 
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необходимые для обоснования наблюдаемых эффектов контрольные 

группы мышей. На каждой модели опухолей проводили измерения 

новообразований, затем проводили расчет их частоты и множественности. 

Для оценки часовых генов использован метод полимеразной цепной 

реакции в режиме реального времени, позволяющий оценить уровень 

экспрессии исследуемого гена по отношению к гену домашнего хозяйства. 

Для оценки содержания часовых белков в опухолях и неопухолевых 

тканях использован метод иммуногистохимии, который позволяет оценить 

уровень содержания белка с использованием полуколичественных 

методик, а также его локализацию в клетках. Для обработки полученных 

данных использованы адекватные статистические критерии. Полученные 

результаты исследований обобщены, подвергнуты анализу и сопоставлены 

с результатами, описанными в мировой литературе.    

 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. Нарушение светового режима способствует развитию химически 

индуцированных опухолей легкого и кожи. Введение мелатонина тормозит 

канцерогенез при постоянном освещении, тогда как в условиях смены дня 

и ночи у животных его введение не влияет на число и размеры опухолей 

обеих локализаций. 

2. Содержание часовых белков в опухолях изменяется по сравнению с 

нормальной тканью. Содержание белков-активаторов транскрипции 

BMAL1 и CLOCK возрастает в доброкачественных и злокачественных 

опухолях по сравнению с соответствующей нормальной тканью.  

3. Нарушение светового режима, так же как экзогенный мелатонин, 

могут влиять на экспрессию часовых генов и содержание часовых белков в 

опухолевых и нормальных тканях. 

4. В спонтанных опухолях молочной железы у мышей, трансгенных 

по HER-2/neu отсутствуют суточные колебания экспрессии часовых генов. 

При этом суточные колебания экспрессии ЧГ в центральном осцилляторе 
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организма (СХЯ), печени и молочной железе при опухолевом процессе 

нарушаются. 

5. У мышей, трансгенных по HER-2/neu суточная динамика 

пролиферации в кишечном эпителии прогрессивно нарушается с 

увеличением объема опухолевой ткани. 

 

Степень достоверности и апробация работы 

Результаты проведенного исследования достоверны и обоснованы, 

что обусловлено достаточным количеством экспериментальных животных, 

использованных в опытах (270 мышей), включением необходимых 

контрольных групп, оценкой нескольких экспериментальных моделей и 

применением современных морфологических и молекулярных методов 

исследования. 

Материалы диссертации доложены и обсуждены на следующих 

мероприятиях: II Российский симпозиум с международным участием 

«Световой режим, старение и рак» (Петрозаводск, 2013), VIII 

Всероссийский съезд онкологов (Санкт-Петербург, 2013), 4 Всероссийский 

симпозиум с международным участием (Екатеринбург, 2013), конференция 

молодых ученых «Актуальные проблемы патофизиологии» (Санкт-

Петербург, 2014), Всероссийская конференция молодых ученых-онкологов 
«Актуальные вопросы экспериментальной и клинической онкологии» 

(Томск, 2014), Всероссийская конференция молодых ученых-онкологов в 

рамках II форума молодых ученых U-NOVUS (Томск, 2015), 

международная конференция «Молекулярная онкология. Итоги и 

перспективы» (Москва, 2016), I, III и IV Петербургский международный 

онкологический форум "Белые ночи (Санкт-Петербург, 2015; 2017  и 

2018). 

Публикации 

По материалам диссертации опубликовано 15 печатных работ, в том 

числе 4 статьи в журналах, рекомендованных  ВАК. 
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экспериментальных исследований, работе с животными, взятии материала, 

проведении патоморфологического анализа, ПЦР, ИГХ, статистической  

обработке результатов и подготовке публикаций.  

 

Соответствие диссертации паспорту научной специальности 

Диссертационная работа «Влияние постоянного освещения и 

введения мелатонина на канцерогенез и экспрессию часовых генов в 

опухолях у мышей», представленная на соискание ученой степени 

кандидата биологических наук, соответствует специальности 14.01.12 – 
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материалов и методов исследования, изложения результатов собственных 

исследований, заключения и обсуждения результатов, выводов и списка 

литературы. Диссертационная работа изложена на 163 страницах, 
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литературы включает в себя 273 источника, из них 261 на иностранных 

языках. 
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1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Циркадианные ритмы 

1.1.1. Физиологические механизмы поддержания суточных 
ритмов 

Практически все процессы в организме млекопитающих подвержены 

суточным колебаниям: локомоторная активность, сон-бодрствование, 

синтез и секреция гормонов и нейромедиаторов, поддержание 

температуры тела, различные метаболические процессы, экспрессия генов 

и др. [190, 264]. Смена дня и ночи является одним из важнейших 

периодически повторяющихся изменений в окружающей среде, и 

суточные ритмы необходимы для того, чтобы не просто реагировать на эти 

изменения, но предвосхищать их, т.е. заранее включать необходимые 

поведенческие или другие программы. Предполагается, что суточные 

ритмы появились уже у древнейших одноклеточных организмов, чтобы 

ограничить репликацию ДНК темным временем суток и тем самым 

защитить ее от повреждений, вызванных ультрафиолетовым излучением 

солнца [14]. У многоклеточных организмов, включая млекопитающих, 

суточные ритмы поддерживаются на клеточном уровне благодаря 

ритмической экспрессии часовых генов, а системные сигналы позволяют 

синхронизировать ритмы клеток, тканей и целого организма с 

окружающей средой.  

Суточный, или циркадианный (от латинского circa diem – около 

суток), ритм предполагает, что некий процесс (а) имеет собственный 

период примерно в 24 часа; (б) может регулироваться адекватными 

внешними стимулами; (в) проявляет температурную компенсацию [190]. 

Следует подчеркнуть, что циркадианные ритмы являются эндогенными, 

поэтому сохраняются, если организм поместить в постоянные условия. 

Впервые это было показано в XVIII веке французским ученым де 

Мейреном, описавшим суточный ритм движения листьев растения, 
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которое поместили в темную комнату. Такой ритм, лишенный внешних 

факторов синхронизации, называют свободнотекущим. Интересно, что 

период такого ритма практически никогда не равен 24 часам. Еще в 1960-х 

гг. ХХ века Колин Питтендрих и Юрген Ашофф, которых считают 

основателями хронобиологии, показали, что это позволяет организму 

ежедневно подстраивать биологические часы под астрономическое 

время[20]. И если в постоянных лабораторных условиях биологические 

часы постепенно «уйдут вперед» или «отстанут», то в естественных 

условиях смена дня и ночи определяет 24-часовой период. Было показано, 

что у человека и других дневных животных в постоянной темноте 

циркадианный период удлиняется, а у ночных, напротив, сокращается 

[159]. Эта закономерность называется «правилом Ашоффа».  

Физиологический «центр управления» суточными ритмами был 

обнаружен несколько позже. В 1972 году две группы американских 

физиологов выяснили, что разрушение ядра мозга, лежащего над 

оптической хиазмой, вызывает нарушение суточных ритмов у мышей [90]. 

Трансплантация супрахиазматического ядра (СХЯ), как было показано 

позже, восстанавливает суточную ритмичность [221]. СХЯ работает как 

мультифункциональный таймер, регулируя ритмы периферических 

осцилляторов через нейроэндокринную систему. Нейронные проекции из 

СХЯ идут в различные области мозга, включая эпифиз [105].   

При наличии светового стимула, нейроны СХЯ подают 

ингибирующие стимулы пинеалоцитам (железистым клеткам эпифиза), в 

то время как в течение темнового периода стимуляция СХЯ светом 

отсутствует и происходит синтез и секреция мелатонина клетками 

эпифиза. Мелатонин эволюционно появляется значительно раньше, чем 

собственно эпифиз, и обнаруживается уже у одноклеточных эукариотов. 

Этот гормон синтезируется из триптофана преимущественно в ночной 

период у видов с дневной и ночной активностью. Поскольку стимуляция 

СХЯ светом блокирует синтез мелатонина, его часто называют «гормоном 
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темноты». Мелатонин способствует синхронизации периферических 

осцилляторов с центральным. Кроме того, мелатонин обладает прямым 

антиоксидантным действием и нейтрализует активные формы кислорода и 

азота [5, 184].  

В организмах млекопитающих существуют множественные 

периферические осцилляторы, частично независимые от центрального. 

Каждая ткань реализует собственные механизмы синхронизации 

функционирования отдельных единиц через паракринное и межклеточное 

взаимодействие [120, 223]. Например, функционирование печени как ткани 

с высокой метаболической активностью ограничено временем поступления 

питательных веществ; одновременно выводятся токсичные компоненты. У 

лабораторных грызунов, помещенных в условия ограниченного 

кормления, когда питание доступно только 1-2 часа в день, печень 

устанавливает свои молекулярные часы в зависимости от времени 

кормления, а ритм СХЯ регулируется светом, как и в обычных условиях 

[153]. Таким образом, центральный осциллятор не является строгим 

регулятором для периферических. Периферические ткани имеют 

собственный ритм, когда как СХЯ синхронизирует их.  

Различные стимулы способны синхронизировать биологические 

часы включая температуру, время приема пищи, физические нагрузки и 

некоторые фармакологические препараты. Тем не менее, самым значимым 

является естественное или искусственное освещение [201].  

Таким образом, циркадианные ритмы присущи практически всем 

живым организмам; смена дня и ночи необходима для «подстройки» 

биологических часов. У млекопитающих основную роль в регуляции 

суточных ритмов играет СХЯ; «гормон темноты» мелатонин выполняет 

функцию синхронизации центрального и периферических осцилляторов. 
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1.1.2. Молекулярные механизмы функционирования 

клеточных «часов» 

1.1.2.1. Биологические «часы» на клеточном уровне 

На клеточном уровне суточные ритмы поддерживаются с помощью 

осцилляций экспрессии часовых генов и их белковых продуктов. У 

млекопитающих часовые гены включают несколько семейств генов-

паралогов: Bmal1,2, Clock и Npas2, Per1–3, Cry1, 2 [172]. Между 

экспрессией часовых генами и действием их белковых продуктов (далее – 

часовые белки) можно выделить несколько транскрипционно-

трансляционных контуров обратной связи. BMAL1 и CLOCK (или NPAS2) 

являются активаторами транскрипции. Эти белки включают в себя домены 

PAS (Period-ARNT-single-minded), необходимые для белок-белковых 

взаимодействий, и домены bHLH (basic helix-loop-helix), позволяющие 

белкам взаимодействовать с ДНК. Bmal и Clock (или Npas2) в цитоплазме 

клетки образуют гетеродимеры, кроме того, показано, что молекулы Bmal1 

могут формировать гомодимеры [252]. Белки в составе таких комплексов 

активируются, транслоцируются в ядро и связываются со специфической 

последовательностью ДНК из 6 нуклеотидов (E-box). BMAL1 и CLOCK 

привлекают ацетилтрансферазы и метилтрансферазы гистонов к сайтам 

связывания с ДНК, что ведет к ремоделированию хроматина и разборке 

нуклеосом [236]. Таким образом, энхансерные и кодирующие 

последовательности генов становятся доступны для других 

транскрипционных факторов, коактиваторов транскрипции, РНК-

полимеразного комплекса [155]. В результате запускается транскрипция 

ряда генов, включая часовые. Когда в цитоплазме образуется достаточно 

молекул белков Per и Cry, они образуют комплексы, которые 

транслоцируются в ядро, связываются с комплексами CLOCK-BMAL1-

ДНК и подавляют транскрипцию [224]. Кроме того, PER и CRY 

привлекают гистон-деацетилазы и деметилазы, которые возвращают 

хроматин в неактивное состояние [40]. Per и Cry подвергаются 
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фосфорилированию, что ведет к протеасомной деградации [241]. Таким 

образом, комплекс BMAL1-CLOCK освобождается от репрессоров и 

может запустить новый суточный цикл экспрессии генов. 

У мышей активация BMAL1-CLOCK происходит в дневное время, 

что ведет к транскрипции и накоплению белковых продуктов генов Per и 

Cry к началу темновой фазы [130]. 

Активация транскрипции собственных репрессоров белками Bmal и 

Clock является основным контуром обратной связи. В клетке есть 

несколько дополнительных регуляторных механизмов, необходимых для 

более точной подстройки «часового механизма».  

Димер BMAL1-CLOCK индуцирует транскрипцию генов Nr1d1 и 

Nr1d2, белковые продукты которых обозначаются как RORa и REV-ERBa, 

соответственно. Эти белки являются транскрипционными факторами, 

которые конкурентно связываются со специфической 

последовательностью RORE в промоторах различных генов, включая 

Bmal1 [260]. Кроме того, в регуляции суточных ритмов транскрипции 

генов участвуют белки, взаимодействующие с последовательностью D-box 

в промоторах. Эти транскрипционные факторы включают активаторы DBP 

(D-box binding protein), TEF (thyrotroph embryonic factor), HLF (hepatic 

leukemia factor) и репрессор NFIL3 (Nuclear Factor, Interleukin 3 Regulated) 

или E4BP4, которые формируют дополнительный транскрипционно-

трансляционный контур обратной связи [116]. 

Посттрансляционные модификации часовых белков являются еще 

одним важным механизмом регуляции суточного цикла в клетке. К таким 

модификациям относятся фосфорилирование казеин-киназами гликоген-

синтазы (GSK3α/β) и дефосфорилирование [241]. 

Фосфорилирование разных сайтов часовых белков регулирует их 

внутриклеточную локализацию, стабильность и активность; 

гиперфосфорилирование ведет к убиквитин-зависимой протеасомной 

деградации белков [44].  
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Таким образом, биологические часы на клеточном уровне 

реализуются через несколько транскрипционно-трансляционных контуров 

обратной связи, которые возникают вследствие ритмической транскрипции 

генов Bmal1,2, Clock и Npas2, Per1–3, Cry1, 2. В результате осцилляций в 

системе часовых генов и белков в клетке с суточной периодичностью 

происходит транскрипция многих генов, ремоделирование хроматина 

[145], пост-транскрипционный процессинг мРНК [117, 154] и трансляция 

[98].  

 

1.1.2.2. Регуляция суточных ритмов экспрессии генов на 

уровне организма 

Экспрессия часовых генов обнаружена практически во всех тканях 

организма. Соответственно, в различных периферических тканях описан 

суточный ритм экспрессии часовых и многих других генов. Считается, что 

экспрессия генов синхронизирована в пределах тканей и органов. СХЯ 

является центральным осциллятором и передает периферическим тканям 

информацию об освещенности, но периферические осцилляторы 

сохраняют определенную степень автономии и в некоторых случаях могут 

синхронизироваться другими стимулами.  

Часовые гены у млекопитающих ритмически экспрессируются в 

большинстве тканей, включая мозг, сердце, печень, тимус, эндокринные 

железы [259]. Более того, при культивировании ex vivo многие ткани 

сохраняют ритмическую экспрессию часовых генов в течение нескольких 

циркадианных циклов. Этот вопрос был подробно изучен на крысах, 

несущих трансген Period1-люфицераза, у которых экспрессия люциферазы 

находится под контролем промотора Period и имеет такую же цикличность. 

Циркадианный ритм биолюминесценции сохранял устойчивость как 

минимум до 6 дня культивирования тканей СХЯ ex vivo в среде, 

содержащей люциферин, хотя амплитуда сигнала несколько снижалась со 

временем [20]. Ткани скелетной мышцы, легкого и печени, 
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культивируемые ex vivo, также сохраняли циркадианные ритмы экспрессии 

на протяжении 2-7 суточных циклов. Эти исследования подтвердили факт 

существования нескольких осцилляторов у млекопитающих. Было 

обнаружено, что циркадный ритм экспрессии генов в СХЯ быстро 

подстраивался к новому циклу свет-темнота, в то время как ритмы 

периферических тканей вовлекались в новый цикл смены «дня» и «ночи» 

только через несколько дней [253]. Важным фактом также является то, что 

скорость подстройки различных периферических органов к новому циклу 

может варьировать.  

Есть данные о том, что до 10 % транскриптома в пределах какой-

либо ткани имеет суточный ритм экспрессии [154, 259]. При анализе 

суточных изменений в транскриптоме была обнаружена цикличность 

экспрессии более половины всех генов, по крайней мере в пределах одной 

ткани; важным является то, что многие из ритмически экспрессирующихся 

генов кодируют биологические мишени различных лекарственных 

препаратов [259]. Интересно, что в различных периферических тканях 

значительно различается набор генов, имеющих суточный ритм 

экспрессии, хотя все они регулируются системой часовых генов и белков. 

К примеру, в бета-клетках островков Лангерганса поджелудочной железы 

и печени мышей было обнаружено совпадение 40% генов, 

идентифицированных как прямые мишени связывания BMAL1. По-

видимому, в разных органах мышей связывание часовых белков с ДНК 

локализуется в регуляторных областях различных генов, что подтверждает 

наличие тканеспецифичной регуляции циркадных ритмов [174]. 

Многочисленные исследования подтверждают, что для поддержания 

гомеостаза периферических тканей в них должен сохраняться «часовой 

механизм». Так, тканеспецифическое выключение гена Bmal1 в различных 

тканях ведет к нарушению их нормального функционирования, несмотря 

на сохранение системных ритмических сигналов. Например, у мышей, с 

тканеспецифическим нокаутом Bmal1 в сетчатке глаза, также как у полных 
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нокаутов по Bmal1, нарушена обработка зрительных сигналов и 

отсутствует циркадианный ритм электрического отклика на свет во 

внутреннем ядерном слое сетчатки. Это свидетельствует о том, что 

локальные клеточные часы регулируют восприятие света глазами 

млекопитающих [216]. 

Также описаны разнообразные нарушения обмена веществ у мышей 

с тканеспецифичным нокаутом Bmal1 в органах, ответственных за 

метаболизм: в печени [127], скелетных мышцах [81], поджелудочной 

железе [144]. Вероятно, наиболее тяжелые последствия наблюдаются у 

мышей с тканеспецифическим выключением Bmal1 в кардиомиоцитах, 

которые характеризуются укороченной продолжительностью жизни [257].  

Вопрос о независимости периферических осцилляторов от 

центрального был изучен на различных моделях. На моделях повреждения 

СХЯ и тканеспецифического нокаута Bmal1 в головном мозге 

(затрагивающего в том числе СХЯ) подтверждена гипотеза о том, что СХЯ 

координирует фазы периферических осцилляторов. Суточный ритм 

экспрессии часовых генов в периферических тканях сохранялся, но 

амплитуда колебаний снижалась; кроме того, наблюдались сдвиги фаз 

ритмов периферических тканей по сравнению с контрольными животными 

[97, 222]. Было доказано, что роль в поддержании суточного ритма 

экспрессии генов в печени играют и СХЯ, и локальные клеточные часы. С 

использованием мышей, у которых экспрессия гена RevErb в печени 

зависела от доксициклина (в отсутствие антибиотика нарушалось 

функционирование часовых генов в гепатоцитах) было показано, что 

экспрессия большей части циркадианного транскриптома зависит от 

локальных молекулярных «часов». При этом ритмическая экспрессия 31 

гена, в число которых входил Per2 (порядка 10 % циркадианного 

транскриптома), сохранялась при выключении клеточных часов в печени 

[123]. Вышеприведенные факты убедительно свидетельствуют о том, что  
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молекулярные часы периферических тканей лишь частично зависят от 

системных сигналов.  

Таким образом, клеточные часы в периферических тканях находятся 

под контролем центрального осциллятора, что необходимо для 

согласованной работы различных систем в пределах организма в 

соответствии  с ритмическими изменениями параметров окружающей 

среды. При этом они сохраняют определенную степень автономии, что, 

вероятно, позволяет осуществлять более точную настройку «часов» и 

включение тканеспецифических генов. 

 

1.1.3. Роль света в регуляции часовых генов и циркадианных 
ритмов 

Свет является важнейшим стимулом для синхронизации суточных 

ритмов организма и окружающей среды. Свет регулирует активность 

нейронов СХЯ и синтез мелатонина, который является одним из основных 

факторов, координирующих биологические часы в различных тканях и 

органах с суточным ритмом освещенности. 

Для оценки уровня освещенности в сетчатке, помимо палочек и 

колбочек, существуют специальные светочувствительные ганглионарные 

клетки, не участвующие в визуальном восприятии. Данная популяция 

клеток несет особый фотопигмент меланопсин, с помощью которого они 

воспринимают свет с длиной волны 460 – 484 нм (синий свет) [175, 200]. 

СХЯ через ретиногипоталамический тракт получает импульсы от сетчатки, 

которые способны сбросить настройки системных биологических часов 

вне зависимости от текущей фазы цикла. Показано, что мутантные мыши 

math5−/−, у которых нарушено развитие ганглионарных клеток сетчатки и 

наблюдается гипоплазия зрительного нерва, не способны 

синхронизировать суточные ритмы с циклами освещения-темноты [247]. 

Помимо ганглионарных клеток в синхронизации суточных ритмов 

участвуют палочки и колбочки сетчатки, т.к. было показано, что мыши с 
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дефектным геном меланопсина все еще способны «подстраивать» 

биологические часы, но мыши, мутантные по меланопсину с дисфункцией 

палочек и колбочек, теряют эту способность [83]. 

Когда стимулы от сетчатки достигают нейронов СХЯ, на их 

мембранах активируются рецепторы, связанные с G-белками и различные 

ионные каналы. В результате в нейронах запускаются сигнальные каскады, 

включая активацию протеинкиназ РКА, PKC и PKG, Са+-кальмодулин-

зависимой протеинкиназы (СаМ) и митоген-активируемых протеинкиназ 

(MAPK) [84, 152]. Эти сигнальные пути сходятся на цАМФ-зависимом 

транскрипционном факторе (CREB), который фосфорилируется по Ser133 

и Ser142. Фосфорилирование активирует CREB, который транслоцируется 

в ядро и связывается с цАМФ-чувствительными элементами (CRE), 

расположенными в промоторах часовых генов, а также генов, кодирующих 

пептиды AVP и VIP, которые участвуют в регуляции циркадианных 

ритмов [84, 129].  

Каждый отдельный нейрон в СХЯ способен генерировать свой 24-

часовой ритм экспрессии часовых генов, однако эти ритмы могут быть 

синхронизированы изменениями. Нейроны в СХЯ координируют свою 

активность посредством паракринной секреции нейропептидов [82]. 

Было показано, что нарушение активности нейропептидных сигналов  

приводит к потере ритмичности СХЯ. Так, мыши, нокаутные по VIP или 

его рецептору 2 типа (VPAC2), имеют аритмичный фенотип [82].  

СХЯ подразделяется морфологически и функционально на две части 

– «ядро», расположенное в дорсомедиальной части СХЯ и «оболочку» - 

вентролатеральную часть СХЯ [157]. «Ядро» является фотореципиентной 

структурой, т.к. большинство проекций ретиногипоталамического тракта 

идет именно в него. Нейроны «ядра» передают сигнал об уровне 

освещенности в эпифиз, в результате чего блокируется синтез мелатонина, 

и в «оболочку». Нейроны «оболочки» более синхронизированы между 

собой и более ритмичны, чем нейроны «ядра», а также медленнее 
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отвечают на сдвиг фазы ритма освещенности [202]. Таким образом, 

изменения уровня освещенности детектируются и обрабатываются 

дорсомедиальной частью СХЯ, затем сигнал передается в 

вентролатеральную часть СХЯ, что необходимо для адаптивного ответа 

всей нейронной сети СХЯ. 

Нервные импульсы из СХЯ идут в базальные ядра переднего мозга, 

таламус и гипоталамус [105]. Из переднего мозга и таламуса сигнал 

передается в кору больших полушарий, лимбическую систему, гиппокамп, 

базальные ганглии; таким образом СХЯ регулирует суточные изменения 

внимания, сенсомоторные и психомоторные процессы, память, эмоции 

[215]. Импульсы, идущие через гипоталамус, далее передаются в эпифиз, 

гипофиз и ретикулярную формацию; в результате СХЯ участвует в 

регуляции суточных ритмов синтеза различных гормонов, включая 

мелатонин, температуры тела, метаболизма, циклов сна-бодрствования 

[213]. Таким образом, изменения режима освещения влияют на различные 

физиологические и психические функции организма. Точные механизмы 

передачи сигналов от СХЯ подчиненным осцилляторам, расположенным в 

других тканях, остаются до сих пор не до конца понятными. Известно, что 

кроме нервных импульсов в регуляции ритмов периферических тканей 

принимают участие гормоны и другие гуморальные факторы, важнейшим 

из которых является мелатонин [150].  

Хроническое нарушение суточных ритмов из-за нарушения режима 

освещения негативно сказывается на функционировании всех систем 

организма. У человека такое нарушение ритмов, как правило, возникает 

вследствие работы в ночные смены и частой смены часовых поясов (джет-

лаг). Также риску подвержены жители крупных городов и высоких широт; 

кроме того, использование электронных устройств в темное время суток 

также способно провоцировать нарушение суточных ритмов. В 

лабораторных условиях нарушение суточных ритмов моделируют с 

использованием различных протоколов: постоянное освещение, тусклый 
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свет ночью, хронический джет-лаг и отличные от 24 часов циклы 

освещенности. Многие исследования подтверждают, что нарушение 

режима освещения не только изменяет ритм сна-бодрствования и 

локомоторной активности, но и влияет на экспрессию генов, метаболизм, 

синтез и секрецию различных гормонов. К примеру, при постоянном ярком 

освещении у мышей нарушается ритм локомоторной активности, 

температуры тела, снижается пик секреции кортизола, снижается 

чувствительность к инсулину и наблюдается прибавка массы тела [34, 52, 

159]. Содержание мышей при постоянном освещении вызывает 

десинхронизацию электрической активности нейронов СХЯ [161] и 

нарушение ритма экспрессии гена Per2 и его белкового продукта [220]. У 

крыс постоянное освещение, вызывающее подавление синтеза мелатонина, 

ведет к нарушению ритма активности, а также вызывает снижение 

активности СХЯ. На поведенческом уровне у этих животных были 

выявлены маркеры депрессивного и тревожного поведения [232]. Тусклое 

освещение (5 Лк или 20 Лк) ночью у мышей слабо влияет на ритм 

локомоторной активности, но вызывает изменение ритма экспрессии 

часовых генов в гипоталамусе и периферических тканях [53, 208]. У 

сибирских хомячков хроническое воздействие тусклого света ночью 

вызывает снижение амплитуды суточного ритма секреции кортизола и 

экспрессии часовых генов в СХЯ и гипоталамусе [11]. Хронический джет-

лаг у крыс приводит к нарушению не только локомоторной активности, но 

и снижению противоопухолевого иммунного ответа и изменению 

экспрессии часовых генов в NK-клетках [139]. У мышей хронический 

джет-лаг приводит к сдвигу фазы ритма экспрессии ЧГ в СХЯ и 

периферических тканях [96]; у старых мышей, подвергнутых таким 

условиям содержания, увеличивается смертность [39]. Отличные от 24-

часовых циклы освещения также влияют на ритмы локомоторной 

активности, температуры тела, экспрессии циркадианных генов, 

метаболизм и поведение лабораторных животных [108, 162]. 
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Таким образом, свет является важнейшим фактором синхронизации 

циркадианных ритмов у млекопитающих, а нарушение режима освещения 

негативным образом сказывается не только на поддержании суточных 

ритмов активности, но и на поведении, метаболизме, синтезе и секреции 

различных гормонов. Такие нарушения различных физиологических 

функций ускоряют инициацию, прогрессию и метастазирование 

злокачественных новообразований (подробно в разделе1.2.1). 

 

1.1.4. Роль мелатонина в регуляции часовых генов и 
циркадианных ритмов 

Мелатонин (N-Ацетил-5-метокситрипрамин, Cas № 73-31-4) – 

индольный гормон, который продуцируется в эпифизе млекопитающих в 

темное время суток. Кроме того, мелатонин синтезируется в таких органах 

как желудочно-кишечный тракт, кожа, сетчатка, костный мозг [33, 121]. 

Уровень синтеза данного гормона, помимо светового режима, зависит от 

возраста, пола, времени года и физиологического состояния организма. 

Мелатонин отвечает за регуляцию суточного ритма, а также имеет 

иммуномодуляторный, противовоспалительный, антиоксидантный и 

онкостатический эффекты [5, 185]. 

Влияние мелатонина на клеточный сигналинг реализуется с 

помощью специфических мембранных рецепторов, связанных с G-

белками. У млекопитающих имеется два гена, кодирующих рецепторы к 

мелатонину MT1 и МТ2 (гены MTNR1 и MTNR2, соответственно), тогда 

как у птиц и рептилий данное семейство генов включает также МТ3 [41]. 

Связывание мелатонина с МТ1 или МТ2 запускает два сигнальных пути в 

клетке – ингибирование аденилат-циклазы и активацию фосфолипазы С. 

Это вызывает открытие и закрытие различных ионных каналов, активацию 

протеин-киназ и изменения в экспрессии генов. 

Ранее предполагалось, что мелатонин имеет также ядерные 

рецепторы из суперсемейства ретиноидных рецепторов, семейств ROR и 
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RZR. На эту тему было опубликовано множество противоречивых работ, 

но позже было показано, что ни RORa, ни RORg не связывают мелатонин 

[211, 212]. Влияние мелатонина на транскрипционную активность ROR 

может быть обусловлено непрямым действием через мембранные 

рецепторы и регулируемые ими сигнальные каскады или же другие, еще не 

изученные сигнальные пути. 

Также был обнаружен сайт связывания мелатонина у фермента 

хинонредуктазы 2, однако этот белок нельзя считать рецептором 

мелатонина, поскольку их связывание не запускает никаких сигнальных 

каскадов [142]. Есть данные о связывании мелатонина с кальретикулином, 

кальмодулином и комплексом кальмодулин-кальмодулинкиназа2 [75, 239]. 

На сегодняшний день физиологическое значение взаимодействия 

мелатонина с этими белками остается неясным.  

Рецепторы к мелатонину обнаружены в СХЯ, других отделах мозга и 

многих периферических тканях [42]. Описано два механизма воздействия 

мелатонина на центральный осциллятор – ингибирование электрической 

активности нейронов и сдвиг фазы суточных ритмов. Ингибирование 

электрической активности клеток СХЯ происходит в результате активации 

G-белок-связанных калиевых каналов внутреннего выпрямления и 

обусловлено главным образом активацией рецептора MT1 [76, 136]. МТ2, в 

свою очередь, отвечает за сдвиг фазы активности нейронов СХЯ [94]. Так, 

у мышей, нокаутных по рецептору МТ1, мелатонин не оказывает 

ингибирующего эффекта на активность нейронов СХЯ, хотя вызванный 

введением мелатонина сдвиг фазы активности у таких мышей наблюдается 

[136]. У мышей, нокаутных по МТ2, наблюдается противоположная 

картина [102]. Введение мелатонина сдвигает фазу экспрессии часовых 

генов, но, в отличие от сдвига фазы активности нейронов, фаза экспрессии 

генов изменяется не сразу. 

 Существует ряд исследований, в основу которых положена гипотеза 

о том, что СХЯ чувствительно к мелатонину во время субъективных 
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сумерек. В исследованиях ex vivo на срезах СХЯ крыс, содержавшихся при 

режиме освещения 12/12, показано, что кратковременное воздействие 

мелатонина на выделенные ткани СХЯ приводит к повышению пика 

электрохимической активности клеток, полученных от доноров в течение 

позднего субъективного дня и субъективной ночи, но не в течение 

светового дня [149]. Использование мелатонина на препаратах СХЯ крыс в 

период субъективных сумерек (около 10 часов после включения света, 

ZT10), существенно увеличивает экспрессию Per1 и Per2, но не влияет на 

экспрессию Bmal1. При обработке мелатонином препаратов СХЯ, 

полученных в период субъективного дня (ZT 6) подобный эффект не 

наблюдался. Также в данном исследовании было показано, что 

индуцированная мелатонином перезагрузка молекулярных часов в сумерки 

подавлялась при предварительной обработке срезов мозга 

антисмысловыми олигодезоксинуклеотидами (αODN) к Per1 и Per2. [106]. 

В основе этого явления, вероятнее всего, лежит суточный ритм экспрессии 

генов рецепторов к мелатонину и уровня содержания соответствующих 

белков в нейронах СХЯ. Имеются данные, что плотность рецептора МТ1 

на мембранах нейронов СХЯ достигает максимума именно в период 

сумерек [242]. Мелатонин изменяет фазу клеточных часов путем 

активирования протеинкиназы С (PKC) [150]. Показано, что 

специфический ингибитор PKC, хелеритрина хлорид (CC), блокирует 

индуцированные мелатонином изменения в Per1 и Per2 мРНК [106]. 

Следовательно, мелатонин, активация рецептора MT1, активация PKC и 

индукция мРНК Per1 и Per2 через E-box представляют собой сигнальный 

каскад, реализация которого приводит к изменению фазы циркадианного 

ритма в сумерки (ZT10).  

Показано, что применение  мелатонина может модулировать 

экспрессию часовых генов в сетчатке у мышей [87], в pars tuberalis 

гипофиза у мышей [62], в сердце у крыс [258]. 
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Следует отметить, что хотя у лабораторных мышей описаны 

циркадианные ритмы, у большинства линий отсутствует выработка 

мелатонина в эпифизе [109]. При этом функциональные рецепторы к 

мелатонину у этих животных экспрессируются во многих тканях [103]. 

Кроме того, показано, что у мышей мелатонин может вырабатываться в 

других тканях, таких как костный мозг, и, таким образом, компенсировать 

дефицит эпифизарного мелатонина [69]. Также показано, что введение 

экзогенного мелатонина вызывает сдвиг суточных ритмов у мышей [12].   

Таким образом, мелатонин является важнейшим гормональным 

фактором для синхронизации суточных ритмов в большинстве тканей 

организма млекопитающих.  
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1.2. Нарушение циркадианных ритмов и опухолевый процесс 

1.2.1. Взаимосвязь часовых генов и ключевых характеристик 
рака 

Опухолевые клетки и ткани фундаментальным образом отличаются 

от нормальных. Концепция ключевых признаков злокачественных 

опухолей (hallmarks of cancer) была впервые отражена в работе Д. Ханаана 

и Р. Вайнберга в 2000 г., в 2011 г. она была дополнена и пересмотрена [79]. 

Выделяют 10 отличительных особенностей рака:  

1) Самоподдержание пролиферации; 
2) Избегание факторов, угнетающих опухолевый рост; 
3) Подавление апоптоза; 
4) Репликативное бессмертие; 
5) Индукция ангиогенеза;  
6) Активация инвазии и метастазирования; 
7) Геномная нестабильность и мутации; 
8) Изменения клеточного метаболизма; 
9) Избегание противоопухолевого иммунного ответа; 
10) Воспаление, промотирующее опухолевый рост. 

Система часовых генов и белков участвует в регуляции 

пролиферации, апоптоза, репарации ДНК, экспрессии теломеразы, 

клеточного метаболизма, транскрипции многих генов, в т. ч. 

ответственных за ангиогенез, инвазию, метастазирование, воспаление и 

иммунный ответ [70, 128, 207, 224]. Нарушение клеточных часов является 

либо одной из причин, либо следствием злокачественной трансформации 

клеток. Некоторые исследователи предлагают добавить в список ключевых 

признаков рака выход из циркадианного контроля [45]. 

Часовые гены и белки не являются прямыми регуляторами 

пролиферации, но связь между временем циркадианного цикла и временем 

клеточного цикла была показана в нескольких исследованиях [15, 50]. 

Обнаружены молекулярные связи между этим двумя осцилляторами, 

включая циркадианную регуляцию транскрипции  ключевых факторов 
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клеточного цикла Wee1, p21,  циклинов B1 и D1) [73, 147]. Транскрипция 

Wee1 может прямо активироваться белками BMAL1 и CLOCK и 

подавляться белками семейства PER или CRY [147]. Циркадианные часы 

также могут иметь опосредованное влияние на регуляцию клеточного 

цикла путем модулирования сигнальных каскадов, активируемых PI3K 

(фосфатидилинозитол 3-киназами), которые влияют на динамику 

клеточного цикла [3]. Генно-инженерные модификации часовых генов, как 

правило, приводят к изменению уровня пролиферации опухолевых клеток, 

однако, результаты подобных экспериментов не вполне согласуются друг с 

другом и не позволяют отнести часовые гены к промоторам или 

супрессорам опухолевого роста [122, 218, 230]. 

Избегание факторов, угнетающих опухолевый рост, как правило, 

происходит за счет выключения анти-онкогенов (р53, Rb, Pten и др.) в 

опухолях, потери чувствительности к контактному ингибированию, 

нарушению сигнала от TGF-beta [79, 180]. PER2 напрямую 

взаимодействует с белком p53 и предотвращает его посттрансляционное 

преобразование с помощью убиквитинлигазы E3 (MDM2), в результате 

чего данный транскрипционный фактор сохраняет стабильность в клетках 

с высоким уровнем экспрессии PER2. Кроме того, предполагается, что 

PER2 модулирует транслокацию p53 в ядро. [71].  Показано, что клеточные 

часы регулируют TGF-beta-опосредованный сигналинг [28], а TGF-beta 

влияет на экспрессию часовых генов [63]. 

Избегание апоптоза опухолевыми клетками реализуется в основном 

путем сверхэкспрессии молекул, препятствующих апоптозу (Bcl-2 и Birc5/ 

survivin) [17]. К примеру, было показано, что в перевиваемой ОМЖ 

MA13/C, в отличие от нормальных тканей мышей, отсутствует ритм 

экспрессии анти-апоптотического белка Bcl-2 [72]. Выключение гена Per2, 

экспрессия которого часто утрачивается в опухолях, ведет к повышению 

экспрессии гена Bcl-2 и повышению экспрессии Bax [218]. Уменьшение 

экспрессии Clock снижает уровень содержания белков c-MYC и 
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CYCLINB1 и увеличивает уровень P53 в клетках глиомы, таким образом 

увеличивая уровень апоптоза. [244] Анти-апоптотический фактор 

Birc5/survivin имеет суточный ритм экспрессии в нормальном эпителии 

толстой кишки мышей; его выключение с помощью si-РНК в клетках 

карциномы толстой кишки сенситизирует их к противоопухолевым 

препаратам – ингибиторам циклин-зависимых киназ [209].   

Репликативное бессмертие злокачественных клеток предполагает 

активацию экспрессии генов, кодирующих субъединицы теломеразы, и ее 

ферментативную активность [79, 205]. Известно, что экспрессия гена Tert 

находится под контролем CLOCK/BMAL1 и имеет суточный ритм в 

нормальных тканях млекопитающих [27]. При этом нарушение 

циркадианных ритмов (сменная работа у человека или выключение гена 

Clock у мышей) приводит к потере ритма экспрессии Tert [24, 27]. 

Индукция ангиогенеза является одним из важнейших факторов 

прогрессии опухолей [79]. Показано, что функционирование системы 

часовых генов и белков необходимо для поддержания ритмической 

экспрессии VEGF в ходе нормального ангиогенеза [100]. Выключение 

часовых генов Per2 и Bmal1 приводит к нарушению формирования сосудов 

клетками-предшественниками эндотелиоцитов [4, 243]. Выключение Per2 в 

клеточной линии плоскоклеточного рака человека и сверхэкспрессия Clock 

в клетках рака толстой кишки приводят к повышению уровня экспрессии 

VEGF [218, 246]. Интересно, что некоторые опухоли сохраняют 

ритмичность ангиогенеза. В работах на модели перевиваемых опухолей у 

мышей (саркома 180, карцинома Льюиса и меланома В16) и на клетках 

рака толстой кишки человека показан суточный ритм экспрессии VEGF 

[59, 124]. 

Инвазия и метастазирование опухолей происходят за счет 

эпителиально-мезенхимального перехода, при котором клетки 

приобретают способность к миграции [79, 226]. Сверхэкспрессия Bmal1 в 

клетках рака молочной железы человека увеличивает активность 
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матриксной металлопротеиназы 9 и способность клеток к миграции [245]. 

В другом исследовании было показано, что выключение гена Bmal1 

увеличивает способность к инвазии раковой клеточной линии, но не 

нормальных клеток молочной железы [122]. При исследовании роли Bmal1 

в клетках рака поджелудочной железы, напротив, было показано, что 

сверхэкспрессия данного гена снижает пролиферацию и инвазию, а его 

выключение вызывает увеличение скорости пролиферации [101]. 

Интересно, что при исследовании роли Clock в инвазии и 

метастазировании различных линий клеток рака толстой кишки также 

были получены противоречивые результаты. Сверхэкспрессия этого гена в 

клетках рака толстой кишки линии SW480 приводила к увеличению 

инвазивной способности, а его инактивация в клетках линии SW620 

увеличивала их метастатический потенциал [246]. По-видимому, влияние 

системы часовых генов и белков на инвазию и метастазирование 

опухолевых клеток зависит от молекулярного «контекста», типа клеток и 

других факторов. 

Геномная нестабильность в опухолевых клетках ведет к 

возникновению большого числа мутаций, в том числе и в онкогенах, и 

является одним из важнейших факторов прогрессии опухолей [79]. 

Репарация ДНК в нормальных клетках находится под контролем 

клеточных часов; помимо этого, существуют циркадианные ритмы 

чувствительности ДНК к различным типам повреждения [128]. Так, кожа и 

волосяные фолликулы мыши проявляют максимальную чувствительность 

к повреждению ДНК, вызванному ультрафиолетовым или ионизирующим 

излучением, в ночной период . При этом ритмы чувствительности к 

повреждению утрачиваются у мышей с выключенным Bmal1 в 

кератоцитах или у двойных нокаутов по Cry1 и Cry2 [67, 178]. Помимо 

этого, в нескольких исследованиях продемонстрирован суточный ритм 

содержания в клетках активных форм кислорода, которые могут быть 

причиной повреждения ДНК [67, 111, 118]. Часовые гены вовлечены в 
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регуляцию ответа на повреждение ДНК [67, 107, 178, 244]. В частности, 

повышение экспрессии генов Per сенситизирует раковые клетки к 

ионизирующей радиации и замедляет их рост [57, 65]. 

Клеточный метаболизм в опухолях часто сдвигается в сторону 

анаэробного гликолиза (эффект Варбурга) вследствие повышения 

экспрессии транскрипционных факторов HIF1 и с-Myc [37, 79]. Часовые 

гены регулируют экспрессию данных факторов, а также многих генов, 

ответственных за метаболизм [70, 166]. Показано, что онкоген Myc 

конкурирует с часовыми белками за связывание с Е-боксами, поэтому 

нарушает работу клеточных «часов» и суточный ритм метаболизма на 

клеточном уровне [1, 188]. Обнаружено, что выключение гена Bmal1 в 

клетках рака толстой кишки ведет к повышению уровня гликолиза и 

изменению экспрессии генов, ответственных за метаболизм глюкозы [58]. 

В другом исследовании показано, что в клетках рака легкого с мутацией в 

гене Per2 наряду с повышением экспрессии с-Myc повышается уровень 

захвата глюкозы и глутамина, а также секреции лактата [166]. 

Связь между часовыми генами и двумя последними ключевыми 

признаками рака (избегание противоопухолевого иммунного ответа и 

воспаление, промотирующее опухолевый рост) пока недостаточно хорошо 

изучена. При этом хорошо известны суточные ритмы функционирования 

иммунной системы в физиологических условиях. Показано, что в течение 

суток у лабораторных животных и человека осциллируют содержание 

различных клеток иммунной системы в крови, уровень многих цитокинов, 

пролиферация и мобилизация клеток-предшественников из костного мозга, 

активность фагоцитоза и др. [197]. В последние годы показано, что 

часовые гены необходимы для сохранения суточного ритма и 

антиоксидантной функции клеток иммунной системы [112].  

Таким образом, доказана связь между ключевыми признаками рака и 

нарушением клеточных «часов». 
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1.2.2. Нарушение экспрессии часовых генов в опухолях 

Система часовых генов и белков необходима для согласованной 

регуляции экспрессии множества генов, в т. ч. ответственных за клеточный 

цикл, апоптоз, метаболизм и другие ключевые признаки рака. 

Предполагается, что избегание циркадианного контроля промотирует 

размножение, рост и инвазию клеток опухоли [45]. Экспрессия часовых 

генов в опухолях человека и лабораторных животных изучается на 

протяжении последних двух десятилетий, и этой теме посвящено 

несколько тысяч публикаций [265].  

В солидных опухолях человека различных локализаций часто 

наблюдается аберрантная экспрессия часовых генов, при этом паттерна, 

общего для всех опухолей и даже для опухолей одной локализации, не 

наблюдается [255]. В таблице (Таблица 1) приведены данные об 

изменениях уровня экспрессии часовых генов в опухолях человека. В 

большинстве исследований описано снижение экспрессии генов семейств 

Per и Cry, белковые продукты которых являются репрессорами 

транскрипции [26, 134, 255]. Эти гены часто позиционируют как 

опухолевые репрессоры по нескольким причинам. Известно, что 

выключение этих генов в опухолевых клетках в экспериментальных 

условиях промотирует их пролиферацию и инвазивные свойства [65, 166]. 

Напротив, сверхэкспрессия генов Per в опухолевых клетках подавляет их 

рост, индуцирует апоптоз и сенситизирует клетки к терапевтическим 

воздействиям [57, 65]. Помимо этого, животные, нокаутные по генам Per и 

Cry, более склонны к канцерогенезу [110, 128]. Гены Bmal1 и Clock, 

белковые продукты которых активируют транскрипцию генов, 

содержащих Е-бокс в промоторе, теоретически могут промотировать 

опухолевый рост. В литературе есть данные как о повышении, так и о 

снижении их экспрессии в опухолях различных локализаций [19, 134]. 

Известно, что во многих случаях репрессия транскрипции часовых генов в 

опухолях происходит вследствие гиперметилирования промоторов [26, 



 35 
126, 135, 256]. Также были установлены связи между некоторыми 

полиморфизмами в часовых генах и риском возникновения рака молочной 

железы и других локализаций [13, 261]. Помимо этого, есть данные о 

корреляции между уровнем экспрессии некоторых часовых генов и 

клинико-патологическими характеристиками опухолей молочной железы и 

толстой кишки [54, 134]. 

Поскольку провести оценку суточных ритмов экспрессии часовых 

генов в опухолях человека можно только в прижизненном материале, 

получение которого ограничено лечебно-диагностическими 

манипуляциями, вопрос о наличии таких ритмов долгое время оставался 

открытым. Кроме того, сравнение опухолевой ткани с нормальной может 

быть корректным, если фазы экспрессии часовых генов в них совпадают.  
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Рисунок 16 – Микрофотографии опухолей легкого, 
индуцированных уретаном у мышей SHR, окрашенных антителами к 
CLOCK (×400). А – аденома, Б – аденокарцинома 

 

Оценку проводили полуколичественным методом с использованием 

3-балльной шкалы (1 балл – слабое окрашивание, 2 балла – умеренное, 3 

балла - интенсивное). Оценивали каждую опухоль легких целиком при 

увеличении ×200. Далее сравнивалась средняя интенсивность окрашивания 

доброкачественных и злокачественных опухолей. Данные представлены на 

рисунке (Рисунок 17). 
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Рисунок 17 – Интенсивность окрашивания аденом (левый 

столбец) и аденокарцином (правый столбец) легкого, индуцированных 
уретаном у мышей SHR,  антителами к CLOCK (M ± m) 

* p≤0,05 при сравнении с аденомами в той же группе, U-критерий 
Манна-Уитни 

 

В данном эксперименте не обнаружено статистически значимых 

различий между опытными группами (тест Тьюки). В то же время, 

интенсивность окрашивания аденокарцином во всех группах была 

статистически значимо выше, чем в аденомах. Так, в группе LD 

интенсивность окрашивания аденом составляла в среднем 1,29±0,20 

баллов, аденокарцином – 2,58±0,16 баллов (p=0,0001, U-критерий Манна-

Уитни). Для группы LL эти значения составили 1,50±0,33 и 2,54±0,15, 

соответственно (p=0,0053, U-критерий Манна-Уитни). Введение 

мелатонина не влияло на данный показатель: так, для группы LDMT 

получены значения в 1,33±0,41 балла для аденом и 2,67±0,18 для 

аденокарцином (p=0,0018, U-критерий Манна-Уитни), а для группы LLMT 

– 1,83±0,18 и 2,83±0,18, соответственно (p=0,0085, U-критерий Манна-

Уитни). 

Таким образом,  в злокачественных опухолях легкого по сравнению с 

доброкачественными новообразованиями повышается уровень содержания 

белков-активаторов транскрипции BMAL1 и CLOCK. 
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3.5. Содержание часовых белков в опухолях кожи, 

индуцированных ДМБА и ТФА у мышей 

 

Было проведено иммуногистохимическое окрашивание образцов 

кожи и папиллом кожи антителами к часовым белкам BMAL1, CLOCK и 

CRY1. Оценку окрашивания проводили путем подсчета доли позитивно 

окрашенных ядер базального слоя кожи и папиллом. Окрашивание 

антителами к  PER2 не проводили, поскольку  наблюдалось 

неспецифическая реакция антител на образцах кожи. Результаты подсчета 

позитивно окрашенных ядер клеток базального слоя эпидермиса 

приведены на графиках (Рисунок 19, Рисунок 21, Рисунок 23). На рисунках 

представлены средние значения (содержание окрашенных ядер, 

выраженное в процентах от всех ядер); погрешности представлены в виде 

стандартных отклонений. В тексте значения приведены в формате M±m 

(ошибка среднего). При анализе данных использовали попарное сравнение 

относительного содержания белков в различных тканях у животных одной 

группы с помощью t-критерия Стьюдента; при оценке межгрупповых 

различий в пределах одной ткани использовали апостериорный тест 

Тьюки.  

Относительное содержание белка BMAL1 

В эпидермисе наблюдалось ядерное окрашивание антителами к 

BMAL1 в базальном и шиповатом слоях кожи, в опухолях также 

выявлялось большое число позитивно окрашенных ядер (Рисунок 18).   
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Рисунок 18 – Окрашивание антителами к BMAL1 кожи мышей 
SHR с места аппликации ДМБА и ТФА (А) и папилломы кожи (Б) 
(×400) 

 

Процент ядер базального слоя, позитивно окрашенных  антителами к 

BMAL1 (ПЯ), во всех группах был снижен в коже с места введения 

канцерогена по сравнению с соответствующим контролем (Рисунок 19). 

Статистически значимые различия получены для процента ПЯ в коже 

животных контрольной группы (81,1±1,4) и коже с зоны аппликации 

канцерогена от животных групп LD (62,2±2,1, р=0,00006, тест Тьюки) и LL 

(69,2±1,9, р=0,0085, тест Тьюки). 

 



 

 

90 

 
Рисунок 19 - Доля  ядер базального слоя эпидермиса кожи 

мышей, экспрессирующих BMAL1 в опыте с ДМБА и ТФА 
индуцированным канцерогенезом кожи, M(SD) 

* p≤0,05 при сравнении с LD, тест Тьюки; 
#  p≤0,05 при сравнении с LL,  тест Тьюки; 
○  p≤0,05 при сравнении c LDMT, тест Тьюки; 
& p≤0,05 при сравнении c kLL, тест Тьюки; 
◊  p≤0,05 при сравнении c kLD, тест Тьюки 

 

Процент позитивно окрашенных ядер в коже с места аппликации 

канцерогена у животных в группе стандартного освещения (LD) составил 

62,2±2,1, а в группе постоянного освещения (LL) значение данного 

показателя было статистически значимо выше – 69,2±2,0 (р=0,025, тест 

Тьюки). Аналогично, процент ПЯ в опухолях животных группы LD был 

статистически значимо ниже, чем в опухолях животных группы LL: 

получены значения 65,3±2,3 и 72,5±1,8 для групп LD и LL, соответственно 

(р=0,024, тест Тьюки). При этом между группами LDMT и LLMT 

значимых различий по данному показателю выявлено не было. 

Значимых различий в относительном содержании белка BMAL1 

между кожей с места аппликации канцерогена и опухолями кожи в данном 

эксперименте выявлено не было (t-тест Стьюдента). 

 

* 
* 
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Относительное содержание белка CLOCK 

В коже ядерное окрашивание антителами к CLOCK наблюдалось 

только в базальном слое, при этом в папилломах иммунопозитивные ядра 

обнаруживались в нескольких слоях клеток, прилежащих к базальной 

мембране (Рисунок 20).  

  
А Б 

Рисунок 20 – Окрашивание кожи мышей SHR с места 
аппликации ДМБА и ТФА (А) и папилломы кожи (Б) антителами к 
CLOCK (×400) 

 

При анализе окрашивания  антителами к CLOCK не было выявлено 

значимых различий между образцами кожи от животных из контрольных и 

опытных групп (Рисунок 21). Процент позитивно окрашенных ядер в 

опухолях составил 44,1±4,2 в группе LD, а в группе постоянного 

освещения LL достигал значений 62,8±2,2 и был статистически значимо 

выше (p=0,024, тест Тьюки). В группах, получавших мелатонин, значения 

данного показателя были 64,0±2,6 и 71,1±1,3 в группах LDMT и LLMT, 

соответственно, что статистически значимо превышало значения у 

животных, не получавших мелатонин (р=0,002; р=0,004 для различий 

между LDMT и LD; LLMT и LL, соответственно, тест Тьюки). 

В группах LDMT, LL, LLMT были обнаружены статистически 

значимые различия между процентом окрашенных ядер в образцах 

опухолей и кожи в той же группе, причем во всех случаях интенсивнее 
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были окрашены опухоли (Оп), чем кожа (К). Так, для группы LDMT были 

получены значения Оп=64,0±2,6 и К=50,2±1,8 (р=0,0003, t-тест 

Стьюдента), для группы LL – Оп=62,8±2,2 и К=53,0±3,4 (р=0,0106, t-тест 

Стьюдента) и для группы LLMT – Оп=71,1±1,3 и К=51,6±1,9 (р<0,000001, 

t-тест Стьюдента). 

 

 
Рисунок 21 – Доля ядер базального слоя эпидермиса кожи 

мышей, экспрессирующих CLOCK в опыте с ДМБА и ТФА 
индуцированным канцерогенезом кожи, M(SD) 

* - p≤0,05 при сравнении тканей в той же группе, t-тест Стьюдента; 
# - p≤0,05 при сравнении с LL, тест Тьюки; 
○ - p≤0,05 при сравнении c LDMT,  тест Тьюки 

 

 

Относительно содержание белка CRY1 

Позитивное окрашивание антителами к CRY1 наблюдалось в  

небольшой части ядер эпидермиса (Рисунок 22). 
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Рисунок 22 – Окрашивание  кожи мышей SHR с места 
аппликации ДМБА и ТФА (А) и папилломы кожи (Б) антителами к 
CRY1 (×400) 

 

При оценке CRY1 (Рисунок 23) было обнаружено, что во всех 

опытных группах процент позитивно окрашенных  ядер статистически 

значимо снижался по сравнению с контролем при соответствующем 

режиме освещения. Так, в группах стандартного освещения LD и LDMT 

значения данного показателя для кожи составили 25,0±0,9 и 29,3±1,3, 

соответственно, в то время как у контрольных животных группы kLD были 

получены значения 41,0±2,1 (р=0,0002; р=0,001 при сравнении групп LD и 

LDMT, соответственно, с группой контроля, тест Тьюки). В коже 

животных, содержавшихся при постоянном освещении, обнаружены 

следующие значения: 28,3±0,8 (LL), 24,4±0,8 (LLMT) и 39,0±1,6 (kLL); 

различия между животными, получавшими и не получавшими канцероген, 

статистически значимы (р=0,001 и р=0,004 при сравнении групп LL и 

LLMT, соответственно, с контролем, тест Тьюки). 

Помимо этого, в образцах кожи с места аппликации канцерогена в 

группе LLMT наблюдалось значимое снижение данного показателя по 

сравнению с LDMT и  LL (р=0,0038 и р=0,0024, соответственно, тест 

Тьюки). 
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Опухоли животных всех опытных групп характеризовались 

сниженным на 27-34% содержанием CRY1 по сравнению с образцами 

кожи с места аппликации канцерогена у животных той же группы 

(Рисунок 22) (р<0,005 для групп, получавших мелатонин, и р<0,001 для 

групп, не получавших мелатонин, t-тест Стьюдента).  

 
Рисунок 23  – Доля  ядер базального слоя эпидермиса кожи 

мышей, экспрессирующих CRY1 в опыте с ДМБА и ТФА 
индуцированным канцерогенезом кожи, M(SD) 

* p≤0,05 при сравнении с LD, тест Тьюки; 
#  p≤0,05 при сравнении с LL, тест Тьюки;  
○  p≤0,05 при сравнении c LDMT, тест Тьюки;  
&  p≤0,05 при сравнении c kLL, тест Тьюки;  
◊  p≤0,05 при сравнении c kLD, тест Тьюки; 
@  p≤0,05 при сравнении c LDMT, тест Тьюки; 
 ●  - p≤0,05 при сравнении тканей в той же группе, t-тест Стьюдента  

 
Таким образом, в коже, подвергнутой воздействию ДМБА и ТФА, а 

также в папилломах кожи уровень содержания часовых белков BMAL1 и 

CRY1 снижается по сравнению с кожей мышей контрольной группы. В 

случае белка CLOCK наблюдается повышение уровня его содержания в 

опухолях кожи. 
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3.6. Суточные изменения экспрессии часовых генов и белков 

в нормальных тканях и спонтанных опухолях молочной 

железы мышей линии FBV и линии FBV, трансгенных по 

HER2/neu 

 

Анализ экспрессии часовых генов Bmal1, Clock, Cry1 

Был проведен анализ экспрессии генов Bmal1, Clock, Cry1 методом 

RT-PCR в образцах мозга, печени, опухолевой и нормальной ткани 

молочной железы, взятых в 08:00 (ZT0), 14:00 (ZT6), 20:00 (ZT12) и 02:00 

(ZT18). Данные представлены в виде средних значений; погрешности 

представлены в виде ошибок среднего (M ± m).  

При анализе данных использовали попарное сравнение 

относительного уровня экспрессии генов в различных временных точках у 

животных одной группы с помощью U-критерия Манна-Уитни; при оценке 

межгрупповых различий использовали апостериорный тест Тьюки. 

В образцах мозга, содержащих СХЯ (Рисунок 24, Рисунок 25, Рисунок 

26), у мышей дикого типа наблюдался выраженный пик экспрессии Bmal1 

(Е= 0,137± 0,034),  Clock (Е= 1,715±0,58),  и Cry1 (Е= 0,211±0,069) в 

середине темновой фазы (ZT18). У 6-месячных мышей, трансгенных по 

HER2/neu, значение уровня экспрессии в данной временной точке 

оказалось достоверно снижено: ЕBmal1= 0,016±0,004 (р<0.0001, тест Тьюки), 

EClock = 0,25±0,11 (р=0,0009, тест Тьюки), ECry1= 0,16±0,005 (р=0,033, тест 

Тьюки). У мышей группы HER2/neu 9 месяцев экспрессия часовых генов в 

СХЯ характеризовалась бОльшим разбросом данных, чем в группе 

HER2/neu 6 месяцев, и статистически значимые различия с FVB/N в точке 

ZT18 выявлены только для гена Clock(EClock = 0,65±0,40, р=0,029, тест 

Тьюки). В случае гена Bmal1 в точке ZT18 получены значимые различия 

между группами HER2/neu 6 месяцев (ЕBmal1= 0,016±0,004) и HER2/neu 9 

месяцев (ЕBmal1=0,079±0,03, р=0,04, тест Тьюки). В СХЯ у мышей всех 
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групп значение уровня экспрессии часовых генов в точках ZT0, ZT6, ZT12 

,было низким, и значимых различий между группами не выявлено. 

 

 
Рисунок 24 - Суточные изменения экспрессии гена Bmal1 в СХЯ 

у мышей FVB/N и мышей FVB/N, трансгенных по HER2/neu 

* -p≤0,05 при сравнении с FVB/N, тест Тьюки 
 # - p≤0,05 при сравнении с HER2/neu 6 месяцев, тест Тьюки 

 

 

Рисунок 25 - Суточные изменения  экспрессии гена Clock в СХЯ 
у мышей FVB/N и мышей FVB/N, трансгенных по HER2/neu 

* -p≤0,05 при сравнении с FVB/N, тест Тьюки 
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Рисунок 26 - Суточные изменения экспрессии гена Cry1 в СХЯ у 
мышей FVB/N и мышей FVB/N, трансгенных по HER2/neu 

* -p≤0,05 при сравнении с FVB/N, тест Тьюки 
 
В печени у мышей всех групп значение уровня экспрессии часовых 

генов, как и в СХЯ, в точках ZT0, ZT6, ZT12 ,было низким, и различий 

между группами не наблюдалось. У мышей FVB/N значение этого 

показателя составило: ЕBmal1=0,038±0,015, EClock=1,01±0,049, 

ECry1=0,188±0,07.  

Статистически значимое снижение экспрессии часовых генов Clock и 

Cry1 в точке ZT18 наблюдалось в печени у мышей, трансгенных по 

HER2/neu, 6 месяцев по сравнению с FVB/N: EClock=0,07±0,02 (р<0,0001, 

тест Тьюки), ECry1=0,016± 0,004 (р=0,0002, тест Тьюки). 

У мышей HER2/neu, 9 месяцев выявлено снижение экспрессии гена 

Clock в точке ZT18 по сравнению с FVB/N: EClock=0,41±0,30 (р=0,0067, тест 

Тьюки). 

В случае гена Bmal1 в точке ZT18 не было выявлено различий между 

группами FVB/N(ЕBmal1=0,038±0,015) и HER2/neu 9 месяцев 

(ЕBmal1=0,0096±0,004). При этом значение, полученное для мышей 

HER2/neu, 9 месяцев, значимо превышало значение уровня экспрессии в 
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других группах: ЕBmal1=0,247±0,15 (р=0,021 по сравнению с FVB/N, р=0,006 

по сравнению с HER2/neu 6 месяцев).  

 
 

 
Рисунок 27 - Суточные изменения экспрессии гена Bmal1 в 

печени у мышей FVB/N и мышей FVB/N, трансгенных по HER2/neu 

* -p≤0,05 при сравнении с HER2/neu 6 месяцев, тест Тьюки  
# - p≤0,05 при сравнении с HER2/neu 9 месяцев, тест Тьюки 
 

 

Рисунок 28 – Суточные изменения экспрессии гена Clock в 
печени у мышей FVB/N и мышей FVB/N, трансгенных по HER2/neu 

* -p≤0,05 при сравнении с FVB/N, тест Тьюки 
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Рисунок 29 - Суточные изменения экспрессии гена Cry1 в печени 
у мышей FVB/N и мышей FVB/N, трансгенных по HER2/neu 

* -p≤0,05 при сравнении с FVB/N, тест Тьюки 
 

В образцах ткани молочной железы статистически значимых различий 

в случае Bmal1 между группами выявлено не было. Причиной был 

относительно низкий уровень экспрессии и большой разброс данных 

(Рисунок 30) 

 

Рисунок 30 - Суточные изменения экспрессии гена Bmal1 в 
молочной железе у мышей FVB/N и мышей FVB/N, трансгенных по 
HER2/neu 
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Уровень экспрессии гена Clock в ткани молочной железы мышей 

FVB/N  был выше, чем в обеих группах мышей HER2/neu в точках ZT6 и 

ZT18, однако различия достигали уровня статистической значимости 

только в точке ZT18 (EClock=2,78±1,71, р=0,018 по сравнению с HER2/neu 6 

месяцев, р=0,015 - с HER2/neu 9 месяцев, тест Тьюки, Рисунок 31).  

 

Рисунок 31 – Суточные изменения экспрессии гена Clock в 
молочной железе у мышей FVB/N и мышей FVB/N, трансгенных по 
HER2/neu 

* -p≤0,05 при сравнении с HER2/neu 6 месяцев, тест Тьюки  
# - p≤0,05 при сравнении с HER2/neu 9 месяцев, тест Тьюки 

 

Уровень экспрессии гена Cry1 в ткани молочной железы мышей 

FVB/N был выше, чем у мышей HER2/neu в точке ZT6 и составил 

0,473±0,30 (р=0,023 по сравнению с HER2/neu 6 месяцев, р=0,029 - с 

HER2/neu 9 месяцев, тест Тьюки, Рисунок 32).  
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Рисунок 32 - Суточные изменения экспрессии гена Cry1 в 

молочной железе у мышей FVB/N и мышей FVB/N, трансгенных по 
HER2/neu 

* -p≤0,05 при сравнении с HER2/neu 6 месяцев, тест Тьюки  
# - p≤0,05 при сравнении с HER2/neu 9 месяцев, тест Тьюки 
Анализ экспрессии генов Bmal1, Clock и Cry1в образцах опухолей 

молочной железы мышей HER2/neu  показал, что эти гены в опухолевой 

ткани имеют относительно низкий уровень экспрессии, и его суточные 

колебания не наблюдаются (Рисунок 33, Рисунок 34, Рисунок 35). 

 

Рисунок 33 - Суточные изменения экспрессии гена Bmal1 в 
опухолях молочной железы мышей FVB/N, трансгенных по HER2/neu 
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Рисунок 34 - Суточные изменения экспрессии гена Clock в 
опухолях молочной железы мышей FVB/N, трансгенных по HER2/neu 

 

Рисунок 35 - Суточные изменения экспрессии гена Cry1 в 
опухолях молочной железы мышей FVB/N, трансгенных по HER2/neu 
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Оценка содержания белков BMAL1 и CLOCK 

На образцах опухолевой и нормальной ткани молочной железы 

мышей, взятых в разное время суток, была проведена оценка 

интенсивности специфического окрашивания ДАБ c помощью программы 

ImageJ. Суточной динамики содержания данного белка выявлено не было 

ни в нормальной, ни в опухолевой  ткани, поэтому данные от всех 

временных точек для дальнейшего анализа были объединены в пределах 

групп. Интенсивность окрашивания статистически значимо не различалась 

между тканью МЖ мышей линии FBV (1,26±0,02), и трансгенных мышей 

(1,23±0,02). При этом у мышей, трансгенных по HER2/neu  различия между 

тканью и опухолями МЖ носили значимый характер, в опухолях 

интенсивность окрашивания в относительных единицах составляла 

1,30±0,02 (р=0,0002, t-тест Стьюдента). 

 

 

  
А Б 

Рисунок 36 - Микрофотографии нормальной и опухолевой ткани 
молочной железы мышей, трансгенных по HER2/neu, окрашенных 
антителами к BMAL1(x400). А – проток молочной железы, Б – 
аденокарцинома молочной железы (×400) 
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Рисунок 37 – Относительный уровень содержания белка BMAL1 

в молочной железе и опухолях молочной железы мышей FVB/N, 
трансгенных по HER2/neu 

* - р=0,0002 при сравнении с тканью молочной железы мышей 
HER2/neu, t-тест Стьюдента 
 
 
При окрашивании антителами к белку CLOCK протоков и опухолей 

молочной железы мышей, трансгенных по HER2/neu, наблюдалось ядерное 

окрашивание части клеток. В образцах опухолевой и нормальной ткани 

молочной железы оценивали процент иммунопозитивных ядер (ПЯ) в 

эпителии протоков и опухолевых клетках. В протоках молочной железы в 

точке ZT12 этот показатель составлял 9,31±0,89% и был статистически 

значимо выше, чем в точке ZT 18 (4,08±0,71%, р=0,0012, тест Тьюки). В 

опухолях не было выявлено значимых различий ПЯ между различными 

временными точками. При этом в опухолях во всех временных точках ПЯ 

был выше, чем в протоках: в опухолях и протоках в точке ZT0 значение 

данного показателя составило, соответственно 22,11±1,03% и 5,21±1,44 

(р<0,0001, U-критерий Манна-Уитни), в точке ZT6 – 23,8±1,88% и 

6,24±1,17% (р<0,0001, U-критерий Манна-Уитни), в точке ZT12 – 

24,62±1,44% и 9,31±0,89% (р<0,0001, U-критерий Манна-Уитни), в точке 
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ZT18 – 25,77±1,39% и 4,08±0,71% (р<0,0001, U-критерий Манна-Уитни). 

Таким образом, в опухолях выявлено не только повышение уровня синтеза 

активатора транскрипции CLOCK, но и потеря суточных колебаний 

синтеза и\или деградации этого белка. 

Рисунок 38 - Микрофотография нормальной и опухолевой ткани 

молочной железы мышей, трансгенных по HER2/neu, окрашенных 

антителами к CLOCK (x400) 
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Рисунок 39 – Суточные изменения доли ядер, позитивно 

окрашенных антителами к CLOCK в молочной железе и опухолях 
молочной железы мышей FVB/N, трансгенных по HER2/neu 

# - р=0,0012, апостериорный тест Тьюки при сравнении между ZT12 и 
ZT18,  

*- p<0,0001, U-критерий Манна-Уитни при сравнении с протоками 

молочной железы в той же временной точке 

 

Оценка относительного содержания белков PER2 и CRY 

В опухолях и эпителии молочной железы белковых продуктов генов 

PER2 и CRY выявлено не было. В случае PER2 специфическое 

окрашивание наблюдалось только в нейронах СХЯ мозга, причем только в 

середине темновой фазы суток (Рисунок 40). 
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Рисунок 40 - Окрашивание СХЯ мыши линии FVB/N, 

трансгенной по HER2/neu, антителами к Per2 (группа 6 месяцев, 
ЦВ18) (×400). 

 

3.7 . Суточные изменения митотической активности спонтанных 

опухолей молочной железы мышей FBV/N, трансгенных по 

HER2/neu 

Для оценки наличия или отсутствия суточной динамики 

пролиферации опухолей молочной железы был взят материал от 

животных, подвергнутых эвтаназии в разное время суток. На препаратах, 

окрашенных гематоксилином-эозином, подсчитывали индекс 

митотической активности опухолей (Таблица 13).  

Таблица 13 – Митотический индекс в опухолях молочной железы 
мышей линии FVB/N, трансгенных по HER2/neu 

№ Шифр группы Время суток, час 
14:00 (ZT6) 20:00 (ZT12) 02:00(ZT18) 08:00(ZT0) 

1 HER-2/6м 1,35±0,06 
*р<0,0001 

1,41±0,13 
*р<0,0001 

0,73±0,06 1,29±0,07 
*р<0,0001 

2 HER-2/9м 1,41±0,08 
#p=0,0063 

1,28±0,11 1,01±0,06 1,38±0,08 
#p=0,0128 

*- р<0,05 по сравнению с FVB/N/6м ZT18,  

# - р<0,05 по сравнению с FVB/N/9м, ZT18  
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В группах мышей в 6 месяцев в опухолях наблюдался статистически 

значимый спад митотической активности в точке ZT18 по сравнению со 

всеми другими временными точками. В группах мышей в 9 месяцев также 

наблюдалось снижение индекса митотической активности в ZT18, но 

значимые различия наблюдались только между группами ZT6– ZT18 и 

ZT0– ZT18 (Рисунок 41).  

 

  
А Б 

Рисунок 41 - Опухоли молочной железы мышей линии FVB/N/N, 
трансгенных по HER-2/neu (митотические фигуры обозначены 
стрелками): А - HER-2/6м, 14:00; Б - HER-2/6м, 02:00 (×400)  
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3.8. Суточные изменения пролиферации и апоптоза в кишечном 

эпителии мышей FBV, трансгенных по HER2/neu 

На препаратах тощей кишки мышей FVB/N дикого типа и 
трансгенных по HER2/neu, подвергнутых эвтаназии в разное время 
суток, было подсчитано среднее число митозов ( 

Таблица 14) и апоптотических клеток на крипту (Таблица 15). 
 

Таблица 14 – Среднее число митотических фигур в криптах 
тощей кишки мышей линии FVB/N и линии FVB/N, трансгенных по 
HER-2/neu 

№ Шифр группы 
Время суток, час 

14:00 (ZT6) 20:00 (ZT12) 02:00(ZT18) 08:00(ZT0) 

1 FVB/N/6м 1,49±0,09 
*р<0,0001 

1,28±0,09 
*р<0,0001 

1,39±0,09 
*р<0,0001 

2,05±0,09 

2 HER-2/6м 1,54±0,1 1,32±0,08 
#p=0,0029 

1,42±0,08 

#p=0,0346 
1,76±0,11 

3 HER-2/9м 1,28±0,09 1,27±0,09 1,39±0,09 1,46±0,08 

ар<0,0001 

*- р<0,05 по сравнению с FVB/N/6м 08:00,  
# - р<0,05 по сравнению с FVB/N/6м 08:00    
а - р<0,05 по сравнению с FVB/N/6м  
 

У мышей FVB/N, которые служили контролем, наибольший уровень 

пролиферации в кишечном эпителии наблюдался в начале световой фазы 

(точка ZT0, 2,05±0,09 митозов на крипту). Значения данного показателя 

были статистически значимо ниже во временных точках ZT6 (1,49±0,09, 

р<0,0001), ZT12 (1,28±0,09, р<0,0001) и ZT18 (1,39±0,09, р<0,0001). У 

мышей HER2/neu в возрасте 6 месяцев наибольшее число митозов на 

крипту также было выявлено в точке ZT0 (1,76±0,11). Значимые различия с 

этим значением получены для временных точек ZT12 (1,32±0,08, р=0,0029) 

и ZT18 (1,42±0,08, р=0,0346), но не для 08:00. У мышей HER2/neu в 

возрасте 9 месяцев значимых различий между временными точками не 

обнаружено; значение в точке ZT0 значимо ниже по сравнению с группой 

FVB/N/6м/К (1,46±0,08, р<0,0001). Таким образом, у мышей HER2/neu в 

возрасте 6 месяцев, имевших по 2-3 небольших опухоли молочной железы 
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на момент эвтаназии, незначительно изменяется суточная динамика 

пролиферации в кишечном эпителии, тогда как у 9-месячных мышей, 

имевших на момент эвтаназии множественные крупные опухоли, суточные 

колебания пролиферации в кишечных криптах отсутствуют [270]. 

 

Таблица 15 – Среднее число апоптотических клеток в криптах 
тощей кишки мышей линии FVB/N и линии FVB/N, трансгенных по 
HER-2/neu 

№ Шифр группы 
Время суток, час 
14:00 (ZT6) 20:00 (ZT12) 02:00(ZT18) 08:00(ZT0) 

1 FVB/N/6м 0,33±0,03 0,31±0,03 0,34±0,04 0,31±0,04 
2 HER-2/6м 0,35±0,03 0,36±0,03 0,40±0,03 0,33±0,05 
3 HER-2/9м 0,36±0,05 0,38±0,03 0,39±0,04 0,36±0,05 

 

Среднее число апоптотических клеток в криптах тощей кишки не 

различалось между группами мышей. Кроме того, не выявлено суточных 

изменений данного показателя 
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4. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ СОБСТВЕННЫХ 

ИССЛЕДОВАНИЙ 

4.1. Влияние режима освещения и введения мелатонина на 

канцерогенез легких, индуцированный уретаном у 

мышей 

В опыте по исследованию влияния режима освещения и введения 

мелатонина на химически индуцированный канцерогенез легкого у мышей 

была подтверждена гипотеза о том, что постоянное освещение будет 

промотировать канцерогенез легкого, а введение экзогенного мелатонина – 

тормозить канцерогенез и нивелировать влияние постоянного освещения. 

Такие опыты с опухолями других локализаций проводились ранее, 

но их результаты противоречивы.   

Экспериментальные исследования подтверждают, что нарушение 

суточных ритмов может играть роль в прогрессировании рака легкого. В 

частности, на модели опухолей легкого, индуцированных путем 

интратрахеальной инъекции вирусного вектора, несущего ген Cre-

рекомбиназы у мышей, мутантных по K-ras и p53, было показано, что и 

хронический джет-лаг, и выключение часовых генов Per2 или Bmal1 

приводят к увеличению площади опухолей и повышению их 

злокачественности [167]. 

По результатам нашего исследования, частота и множественность 

новообразований легкого, а также соотношение 

доброкачественных/злокачественных опухолей статистически значимо не 

различались между группами LD и LL. При этом частота крупных (более 2 

мм в диаметре) опухолей была статистически значимо выше в группе LL 

по сравнению с LD. Таким образом, мы наблюдали либо ускорение роста 

опухолей, либо более раннее их появление у мышей, подвергнутых 

влиянию постоянного освещения.  

Число работ, посвященных влиянию мелатонина на канцерогенез 

легкого in vivo, невелико [156, 267]. Показано, что у мышей с перевитой 
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карциномой легкого Льюиса применение мелатонина ведет к уменьшению 

частоты метастазирования только в условиях стресса [156]. 

В нашем опыте получение мышами мелатонина при нормальном 

освещении не оказывало статистически значимого влияния на параметры 

канцерогенеза. Эффект от введения мелатонина наблюдался в группе 

LLMT, в которой число крупных опухолей было значимо ниже, чем в 

группе LL. Таким образом, результаты опыта подтверждают выдвинутую 

гипотезу.  

На модели опухолей легкого, индуцированных уретаном у мышей 

SHR/u, Веснушкиным Г.М. и соавт. было проведено исследование влияния 

мелатонина на канцерогенез [267]. Авторы наблюдали выраженный 

антиканцерогенный эффект мелатонина при стандартном режиме 

освещения. Возможно, различия в полученных результатах обусловлены 

дивергенцией между популяциями мышей SHR, особенностями условий 

содержания и другими внешними факторами. 

Полученные нами результаты в целом согласуются с данными, 

описанными в мировой литературе. Показано, что сменная работа, которая 

ведет к нарушению суточных ритмов и продукции мелатонина, 

увеличивает частоту различных типов рака легкого у человека [168]. 

Помимо этого, показано, что мелатонин угнетает рост некоторых 

клеточных линий рака легкого [47] и повышает чувствительность раковых 

клеток к воздействию химиотерапевтических препаратов [119, 177] 

  



 

 

113 
 

4.2. Влияние режима освещения и введения мелатонина на 

канцерогенез кожи, индуцированный ДМБА и ТФА у 

мышей SHR 

Постоянное освещение, вызывающее нарушение синтеза мелатонина 

и суточных ритмов, промотировало химический канцерогенез кожи. 

Введение экзогенного мелатонина в ночное время ингибировало 

канцерогенез кожи.  

Опыт, в котором одновременно исследовалось влияние нарушения 

суточных ритмов и введения экзогенного мелатонина на канцерогенез 

кожи, был проведен впервые [269]. Других работ, в которых описано 

влияние режима освещения на канцерогенез кожи, в доступной литературе 

не обнаружено. При этом связь между циркадианными ритмами и 

канцерогенезом кожи представляется очевидной. Хорошо описаны 

суточные ритмы чувствительности эпидермиса к повреждающему 

воздействию УФ лучами [179]. Установлено, что часовые гены участвуют 

в поддержании ритма чувствительности кожи к УФ излучению [67]. Также 

показано, что облучение лишенных шерсти мышей SKH-1 в ночное время 

приводит к уменьшению латентного периода и увеличению 

множественности опухолей по сравнению с облучением в дневное время 

[61]. Таким образом, циркадианные ритмы играют важную роль в 

канцерогенезе кожи, что согласуется с наблюдаемым в нашем 

исследовании повышением частоты опухолей и уменьшением латентного 

периода их появления при постоянном освещении.  

У человека связь между нарушением суточных ритмов из-за сменной 

работы и канцерогенезом в коже не выявлена [168, 198]. Вместе с тем  

показано, что медсестры, регулярно работающие в ночные смены не менее 

10 лет, меньше подвержены риску развития опухолей кожи, включая 

меланомы [199]. Это может быть связано с тем, что при такой работе люди 

меньше подвергаются действию прямых солнечных лучей. 
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Влияние мелатонина на канцерогенез кожи в нашем исследовании 

было выявлено только при постоянном освещении. При стандартном 

освещении параметры канцерогенеза не различались у мышей, 

получавших и не получавших мелатонин. В то же время в работах [125, 

268] описано угнетающее влияние мелатонина на канцерогенез кожи при 

стандартном освещении.  

Полученные в данном опыте результаты хорошо согласуются с 

результатами предыдущего опыта, а также с данными других 

исследователей, полученными с использованием моделей химически 

индуцированных опухолей молочной железы [204, 228], печени [85], 

толстой кишки [262], перевиваемых опухолей молочной железы [38, 203]. 

 

4.3. Экспрессия часовых генов в опухолях легких, 

индуцированных уретаном у мышей SHR 

Исходя из многочисленных данных об изменении экспрессии часовых 

генов в опухолях человека, включая рак легкого, мы предполагали, что 

экспрессия этих генов будет изменена в опухолях легкого у мышей.  

Предположение подтвердилось в случае содержания животных при 

постоянном освещении: у мышей группы LL обнаружено значимое 

снижение экспрессии Bmal1 и Cry1 в опухолевой ткани легкого по 

сравнению с нормальной. При этом экспрессия этих генов в ткани легкого 

была значимо выше, чем при стандартном освещении. Вероятно, при 

постоянном освещении произошел сдвиг пика экспрессии Bmal1 и Cry1 в 

ткани легкого. Это согласуется с результатами эксперимента, в котором 

наблюдали изменения экспрессии основных часовых генов в ткани легкого 

в условиях хронического джет-лага [77]. 

Мы не обнаружили различий в экспрессии гена Clock между 

нормальной и опухолевой тканью, а также не выявили влияния 

постоянного освещения или мелатонина на его экспрессию. В 
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злокачественных опухолях легкого человека повышенная экспрессия гена 

Clock описана [167].  

Данных об экспрессии часовых генов в экспериментальных 

опухолях легкого в литературе пока нет, однако известно, что выключение 

генов Per2 или Bmal1 у мышей с генетически индуцированными 

аденокарциномами легкого промотирует канцерогенез [167]. Кроме этого, 

на другой модели химически индуцированных опухолей (опухоли толстой 

кишки) показано, что уровень экспрессии Bmal1, Per1, Per2 и Rev-Erbα 

снижен  в опухолях по сравнению с окружающей нормальной тканью по 

крайней мере в некоторых временных точках [214] 

Известно, что в злокачественных опухолях легкого человека 

экспрессия часовых генов нарушается, причем уровень их экспрессии 

коррелирует с прогнозом пациентов [167, 183]. Кроме того показано, что 

согласованная ритмическая экспрессия часовых и многих других генов 

нарушается в опухолях легкого по сравнению с нормальной тканью [206].  

Таким образом, найденное нами снижение экспрессии Bmal1 и 

Cry1 в опухолевой ткани легкого по сравнению с нормальной у мышей 

группы LL может быть объяснено как снижением общего уровня 

экспрессии, так и сдвигом суточного ритма экспрессии данных генов в 

опухолях. 

 

4.4. Экспрессия часовых белков в опухолях легкого, 

индуцированных уретаном у мышей SHR 

После оценки иммуногистохимического окрашивания препаратов 

легких с опухолями, индуцированными введением уретана, была 

подтверждена гипотеза о том, что в опухолях по сравнению с нормальной 

тканью будет повышено содержание белков-активаторов транскрипции 

BMAL1 и CLOCK.  

На уровне экспрессии генов существенного повышения Bmal1 и 

Clock не обнаружено, тогда как иммуногистохимическое окрашивание 
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позволило выявить повышение содержания этих белков в аденомах по 

сравнению с нормальной тканью, а также в аденокарциномах по 

сравнению с аденомами. Вероятно, механизмы пост-трансляционных 

модификаций, которые приводят к деградации белков, изменены в 

опухолевых клетках по сравнению с нормальными. Bmal1 и Clock 

активируют экспрессию многих генов, в том числе участвующих в 

регуляции клеточного цикла и пролиферации. Возможно, что наблюдаемое 

нами накопление этих транскрипционных факторов в ядрах опухолевых 

клеток способствует поддержанию высокого уровня пролиферации. 

 Для гена Cry1 и соответствующего белка ситуация обратная – при 

наличии экспрессии гена окрашивание антителами к белку CRY1 не 

позволило выявить детектируемого его количества. Наиболее вероятно, 

что отбор образцов в единственной временной точке не позволяет выявить 

некоторые часовые белки. 

  

4.5. Экспрессия часовых белков в опухолях кожи, 

индуцированных ДМБА и ТФА у мышей SHR 

Исходно предполагалось, что, как и в предыдущем опыте, в ходе 

канцерогенеза будет выявлено более высокое содержание белков-

активаторов транскрипции, а именно  BMAL1 и CLOCK, и сниженное 

содержание CRY1. Однако доля BMAL1-позитивных ядер в базальном 

слое кожи с места аппликации канцерогена (в гиперпластическом 

эпидермисе) была значимо снижена по сравнению с нормальной кожей, а 

доля CLOCK-позитивных ядер статистически значимо не изменялась. 

Только в случае белка CRY1 наблюдалась закономерное снижение его 

содержания в коже с места аппликации канцерогена и в папилломах кожи 

по сравнению с гиперпластическим эпидермисом.  

Осцилляция экспрессии часовых генов в нормальной коже мышей 

[179, 231] и крыс [194] описана. Также известно, что белковый продукт 

гена Per2 обнаруживается в кератоцитах и эпителии волосяных 
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фолликулов только в ночные часы [231]. Показано, что данный осциллятор 

зависит от системных сигналов, т.к. при разрушении СХЯ ритмическая 

экспрессия часовых генов в коже нарушается [231].  

Экспрессия часовых генов и белков в экспериментальных опухолях 

кожи пока остается мало изученной. При этом роль клеточных «часов» в 

развитии опухолей, происходящих из плоского эпителия, представляется 

весьма важной. Здесь следует вторично упомянуть работы  [61, 67], 

процитированные в разделе 4.2. Кроме этого, показано, что выключение 

гена Per2 в клеточной линии плоскоклеточного рака приводит к более 

быстрому росту опухолей при перевивке бестимусным мышам и 

повышению уровня экспрессии некоторых генов, промотирующих 

опухолевый рост (Ki-67, MDM2, c-Myc, Bcl-2, MMP2, VEGF) [218].  

Таким образом, полученные в нашем опыте результаты позволяют 

расширить представление о роли часовых генов и белков в канцерогенезе 

кожи. 

 

4.6. Экспрессия часовых генов в опухолях молочной железы 

и неопухолевых тканях мышей FVB/N, трансгенных по 

HER2/neu 

В ходе данного эксперимента была проведена оценка 

наличия/отсутствия суточных колебаний экспрессии часовых генов и 

пролиферации в аденокарциномах молочной железы у мышей и оценка 

влияния опухолевого процесса на экспрессию часовых генов в тканях, не 

затронутых опухолями.  

Полученные данные об отсутствии суточных колебаний экспрессии 

часовых генов Bmal1, Clock и Cry1 в опухолях молочной железы у мышей 

частично согласуются с результатами других исследований циркадианных 

ритмов в опухолях. Так, в работе Sotak et al. (2013) было показано, что 

амплитуда ритма экспрессии Per1, Per2, Rev-Erba и Dbp снижена в 

опухолях кишечника у мышей, индуцированных 1,2-диметилдиазен 1-
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оксидом (азоксиметаном) по сравнению с нормальными тканями 

кишечника, а ритм Bmal1 полностью отсутствует. Huisman et al. (2015) 

обнаружили в печеночных метастазах рака кишечника C26 у мышей 

ритмичную экспрессию Cry1, в то время как для  Rev-Erbα, и Bmal1 ритм 

отсутствовал [93]. В клетках меланомы B16 у мышей описаны ритмичные 

изменения экспрессии Per1 и Bmal1, хотя в данном исследовании 

относительная экспрессия была значительно снижена в большинстве 

временных точек по сравнению с нормальной кожей, в том числе 

прилегающей к опухоли [8].  

Нарушения  в системе часовых генов в опухоли могут происходить 

под влиянием экспрессии онкогенов, в частности, Myc. Было показано, что 

эктопическая экспрессия Myc в синхронизированной культуре клеток 

остеосаркомы вызывает нарушение ритма часовых генов [1].  В то же 

время, существуют данные о сохранении ритмов в опухолевых клетках. 

Так, исследования на модели карциномы слизистой оболочки щеки, 

индуцированной диметилбензантраценом (ДМБА) у золотистых хомячков, 

показали ритмичность генов Per1 и Per2, а также некоторых генов, 

находящихся под контролем часовых (VEGF, C-MYC, P53, Cyclin D1 and 

CDK1), в опухолевых и предраковых тканях. По мере прогрессирования 

процесса малигнизации ритм Per1, Per2 и p53 ослабляется; отсутствие 

ритма было показано для Ki67 и CyclinB1 [229, 254]. Такие неоднозначные 

результаты могут объясняться различиями между моделями опухолей, 

использованными в исследованиях. Химически индуцированные 

аутохтонные опухоли кишечника и слизистой оболочки щеки являются 

медленно прогрессирующими и могут сохранять автономно или системно 

регулируемую ритмичность экспрессии часовых генов. В 

противоположность этому, штаммы перевиваемых опухолей и модель рака 

молочной железы,  использованная в нашем исследовании, являются 

низкодифференцированными [8, 93]. Спонтанные опухоли у трансгенных 

мышей линии HER2-neu фактически не имеют стадии «предрака» и 
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микроскопически выглядят  как солидные аденокарциномы с момента 

появления видимого узла.  

Но в целом, полученные нами и описанные в литературе данные 

поддерживают гипотезу о нарушении регуляции клеточных «часов» в 

злокачественных опухолях. 

Далее, в нашем исследовании было выявлено изменение суточных 

колебаний экспрессии часовых генов в СХЯ, печени и молочной железе 

мышей с опухолями. Мы наблюдали пики Bmal1, Clock и Cry1 в точках 

ZT18 или ZT6у контрольных мышей, тогда как у мышей с опухолями 

такие пики отсутствовали. В работе [8] сообщалось о том, что ритм Per1 в 

СХЯ у мышей с меланомой В16 не изменялся, экспрессия Per1 во 

временной точке ZT 14 в печени животных с опухолью превышала 

таковую у нормальных животных, а в легких – была ниже. Также 

отмечалась потеря пика Bmal1 в СХЯ, печени и легких во временной точке 

ZT2. Hojo et al. (2017) показали, что перевивка карциномы молочной 

железы 4T1 животным вызывает существенные изменения в экспрессии 

часовых генов. Эти изменения выражались в снижении пиковых значений 

и некотором сдвиге фазы для Rev-Erba, Bmal1 и Per2; при этом паттерн 

экспрессии Clock изменялся полностью [89]. 

Противоположные закономерности описаны в исследовании Sotak et 

al. (2013): более выраженные пики экспрессии были зафиксированы в 

печени мышей с опухолью кишечника, индуцированной азоксиметаном; 

при этом ритмы Bmal1, RevErbα, Dbp и Wee1 были смешены по фазе, но 

сохраняли амплитуду [214]. Другие авторы (Huisman et al.) также 

сообщают о смещении фазы в печени и легких мышей в опухолью [93].  

В наших экспериментах оценка часовых генов и белков проводилась 

4 раза в течение суток, как и в исследовании [8], тогда как в опытах 

Huisman et al. и Sotak et al использовалось 6 точек отбора. Четырех 

временных точек может быть недостаточно для выявления некоторых 

пиков экспрессии генов. В отличие от всех вышеупомянутых работ и 
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наших результатов, Masri et al. не обнаружили различий в ритме 

двигательного и пищевого поведения у мышей с аденокарциномой легкого 

и интактных животных. Интересно, что в этой работе было показано 

влияние опухолей легких на циркадный ритм транскриптома и 

метаболизма печени [146]. Также имеются сведения о 

перепрограммировании транскриптомов дистальных тканей (печени, 

почек, легких и сердца) при опухолевом процессе [89]. Следует отметить, 

что у онкологических пациентов выявлены нарушения суточных ритмов 

сна-бодрствования и секреции некоторых гормонов [173]. Вероятно, 

описанные в экспериментах изменения транскрипции генов в 

неопухолевых тканях постепенно ведут к системному нарушению работы 

циркадианной системы. 

Нами выявлено отсутствие суточных колебаний экспрессии часовых 

генов в опухолях молочной железы. Эти данные согласуются с 

результатами других экспериментальных работ [8, 93, 214]. Описано [89, 

93] негативное влияние опухоли на ритм экспрессии генов в других 

тканях, что подтверждено в нашей работе. Поскольку нарушения суточных 

ритмов происходят у онкологических пациентов [173], изучение ритма 

экспрессии часовых генов и возможностей их коррекции на моделях 

опухолей у животных имеет практическое значение.  

 

4.7.  Суточная динамика пролиферации в опухолях 

молочной железы и кишечном эпителии мышей FVB/N, 

трансгенных по HER2/neu 

У мышей была проведена оценка суточных изменений 

пролиферации в опухолях молочной железы и оценка влияния опухолевого 

процесса на суточную динамику пролиферации кишечного эпителия.  

Было показано, что в опухолях молочной железы количество 

клеток, проходящих митоз, значимо снижено в ночное время по сравнению 

с другими точками. История изучения суточных ритмов пролиферации в 
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различных опухолях насчитывает несколько десятилетий. Известно, что 

суточная динамика пролиферации многих опухолей имеет вид 

двухвершинной кривой [266], тогда как другие опухоли не имеют такого 

ритма [22]. Мы полагаем, что спонтанные опухоли молочной железы 

мышей FVB/N, трансгенных по HER2/neu, выраженного ритма 

пролиферации не имеют, а спад в ночное время вызван системными 

сигналами. 

Суточная динамика пролиферации эпителия тонкого кишечника у 

мышей показана в нашем исследовании и описана во многих работах [9, 

22]. При этом влияние опухолевого процесса на  динамику пролиферации 

кишечного эпителия описано лишь в единичных публикациях; в частности, 

показано, что перевиваемая гепатокарцинома вызывает сдвиг фазы ритма 

пролиферации энтероцитов [189]. Вместе с тем описано негативное 

влияние опухоли на суточный ритм содержания различных транскриптов и 

метаболитов в тканях, непосредственно не затронутых опухолью [89, 93, 

146]. Полученные нами данные о негативном влиянии  опухоли на 

динамику пролиферации в кишечнике согласуются с описанным в 

предыдущем разделе снижением суточных колебаний экспрессии часовых 

генов в печени и СХЯ, а также с результатами, описанными в мировой 

литературе. 

Вопрос о влиянии опухолевого процесса на интенсивно 

пролиферирующие ткани остается недостаточно изученным, несмотря на 

то, что сдвиг фазы или потеря ритма пролиферации могут повлиять на 

чувствительность таких тканей к противоопухолевым препаратам. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Анализ литературных данных и полученные результаты 

свидетельствуют о взаимосвязи нарушения суточных ритмов и 

опухолевого процесса, а также об антиканцерогенном эффекте 

мелатонина. В эксперименте выявлено, что постоянное освещение 

промотирует развитие химически индуцированных опухолей легкого и 

кожи, а введение мелатонина тормозит канцерогенез только при 

постоянном освещении. 

Установлено, что в опухолях легкого и молочной железы содержание 

белков-активаторов транскрипции BMAL1 и CLOCK возрастает по 

сравнению с нормальной тканью, тогда как повышения уровня экспрессии 

соответствующих генов в опухолях не было выявлено. Таким образом, 

нельзя ограничиваться только анализом уровня экспрессии часовых генов 

в опухолях. Вопрос об активности данных транскрипционных факторов в 

опухолях требует дальнейшего изучения.    

У мышей HER-2/neu обнаружено нарушение суточной динамики 

экспрессии часовых генов в спонтанных опухолях молочной железы, СХЯ 

и печени. Таким образом, подтверждено негативное влияние опухолей на 

циркадианные ритмы всего организма. Вопрос о возможностях и 

целесообразности фармакологической коррекции циркадианных ритмов в 

экспериментах и у онкологических пациентов нуждается в дальнейшем 

изучении. 
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ВЫВОДЫ 

1. Показано, что постоянное освещение промотирует индуцированный 

уретаном канцерогенез легкого у мышей SHR. Так, частота крупных 

опухолей в группе LL была на 12% выше, чем в LD (p=0,0245). Введение 

мелатонина угнетает канцерогенез легкого только при постоянном 

освещении, частота крупных опухолей в группе LLMT на 6,5% ниже, чем в 

LL (р=0,0001).  

2. Показано промотирующее влияние постоянного освещения на 

развитие химически индуцированных опухолей кожи у мышей SHR 

(частота животных с опухолями в группе LL выше, чем в LD, на 30%, 

р=0,038). Торможение канцерогенеза кожи с помощью мелатонина 

наблюдалось только в условиях постоянного освещения (частота 

животных с опухолями в группе LLMT на 29% ниже, чем в LL, р=0,048). 

3. Выявлено повышение уровня экспрессии часовых генов Bmal1 и 

Cry1 в нормальной ткани легкого у мышей, содержавшихся при 

постоянном освещении по сравнению с контролем (LD) в 3,1 (p=0,02) и 3,6 

(p=0,0002) раза, соответственно. Опухоли легкого у животных этой группы 

характеризовались сниженной экспрессией Bmal1 (в 2,6 раза, р=0,0345) и 

Cry1 (в 2,9 раза, p=0,0005) по сравнению с нормальной тканью. 

Содержание часового белка BMAL1 существенно повышалось в 

аденокарциномах легкого по сравнению с аденомами в группах животных, 

содержащихся в условиях постоянного освещения (в LD – в 2 раза, 

р=0,0048, в LDMT – в 2,4 раза, р=0,0437). Содержание белка CLOCK было 

значимо выше в аденокарциномах по сравнению с аденомами во всех 

группах (2,54 – 2,83 балла и 1,29 – 1,83 балла, соответственно, р<0,005). 

 4. На модели канцерогенеза кожи выявлены разнонаправленные 

изменения содержания часовых белков BMAL1, CLOCK и CRY1  в 

гиперпластическом эпителии и в опухолях кожи по сравнению с 

нормальной тканью. При этом содержание BMAL1 и CLOCK в опухолях 

повышалось под влиянием постоянного освещения на 7% (р=0,024) и 19% 
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(р=0,024). В опухолях кожи во всех группах животных, кроме LD, 

выявлено повышение содержания белка CLOCK на 10 – 21% (р<0,05) а 

содержание CRY1 на 27-34% ниже в опухолях, чем в эпидермисе, во всех 

группах мышей (р<0,005).   

5. На модели спонтанного канцерогенеза  у мышей FVB/N, 

трансгенных по HER2/neu, выявлено, что наибольший уровень экспрессии 

часовых генов Bmal1, Clock и Cry1 в супрахиазматическом ядре и печени 

контрольных животных (мыши FVB/N) наблюдается в середине темнового 

периода (ZT18). У животных с опухолями в супрахиазматическом ядре и 

печени такой пик не определяется, а экспрессия часовых генов в данной 

точке снижена в 2,6 – 14,4 раза (р<0,05). В молочной железе мышей FVB/N 

наивысший уровень экспрессии Clock выявлен в ZT18, Cry1 – в ZT6; у 

мышей HER2/neu в этих точках экспрессия Clock и Cry1 снижена в 5,8 – 

23,2 раза (р<0,05). В спонтанных аденокарциномах молочной железы  

суточных колебаний экспрессии часовых генов и содержания часовых 

белков не обнаружено.  В опухолях молочной железы выявлено 

повышение содержания белка BMAL1 на 0,07 относительных единиц 

(р=0,0002) и доли CLOCK-позитивных ядер в 2,6 -  6,3 раза (р<0,0001). 

6. В спонтанных аденокарциномах у мышей FVB/N, трансгенных по 

HER2/neu, выявлено снижение митотического индекса в 1,38 (р<0,05) – 

1,93 (р<0,0001) раза в середине темнового периода по сравнению с 

другими точками. При этом в кишечнике мышей с опухолями наблюдается 

потеря суточной динамики митотической активности; у мышей с 

крупными опухолями в точке ZT0 (пик митотической активности у 

контрольной группы) число митозов на крипту в тощей кашке снижено на 

29,9% по сравнению с контролем (р<0,0001).   
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 СОКРАЩЕНИЯ И УСЛОВНЫЕ ОБОЗНАЧЕНИЯ  

 

Г-Э – гематоксилин-эозин 

ДАБ – диаминобензидин  

ДМБА – диметилбензантрацен 

ДМГ - диметилгидразин 

ДЭНА - диэтилнитрозамин  

МАИР - международная ассоциация по изучению рака 

МТ – мелатонин 

ОМЖ – опухоль молочной железы 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

СХЯ – супрахиазматическое ядро 

ТФА - О-тетрадеканоилфорболовый эфир 

ЧБ – часовые белки 

ЧГ – часовые гены 

LD – стандартное освещение (12:12) 

LL – постоянное освещение 

M – среднее значение показателя 

m – стандартная ошибка среднего 

n – число животных в группе 

SD – среднеквадратичное (стандартное) отклонение 

ZT  - zeitgeber time, время (в часах) после начала светового дня 
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