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ФІЗІОЛОГІЯ ТА БІОХІМІЯ РИБ

Розвиток сучасної генетики, відкрит-
тя нових генів та їх продуктів, встанов-
лення їх ролі у життєвому циклі клітини 
та проходженні різноманітних патологій, 
зокрема канцерогенезу, призводить до 
постійних змін в уявленнях про механіз-
ми життєдіяльності клітини та розвиток 
онкологічних захворювань.

Одним із найбільш вагомих транс-
крипційних факторів, здатних до регуля-
ції самодовільного поділу клітин та клі-
тинного життєвого циклу в цілому, є білок 
р53. У людини цей білок кодується геном 
ТР53, який міститься у 17-й хромосомі. 
В немутованому стані р53 виступає як 
супресор виникнення злоякісних пухлин. 
З іншого боку, приблизно в половині до-
сліджуваних онкопухлин спостерігались 
мутовані похідні р53, що свідчить про 
його протоонкогенні властивості.

Уперше білок p53 ідентифіковано у 
1979 р. у комплексі з великим Т-антиге-
ном SV40 [1–5]. Виявлення цього комп-
лексу в клітинах, які були трансформовані 
SV40, стало першим прикладом взаємо-
дії клітинних і вірусних білків. Пізніше 
встановили, що мутації, які виникають 
на різних стадіях функціонування гена 
р53, мають регуляторний потенціал. Це 
стало доказом супресорних властивос-
тей білка. [6]. Назву білок отримав від 
своєї молекулярної маси, визначеної за 
допомогою електрофорезу у поліакрил-
амідному гелі (53 кДа). Пізніше цей по-

казник був суттєво уточнений: сьогодні 
вважається, що молекулярна маса р53 
становить 43,7 кДа.

Структура р53. У людини білок р53 
має 5-доменну структуру з 393 амінокис-
лотних залишків. Кожен із доменів має 
свої функціональні особливості, обумов-
лені просторовою конфігурацією:

• N-кінцевий домен, активатор тран-
скрипції;

• ДНК-зв’язуючий домен, саме він 
зазнає більшості рецесивних мутацій під 
час ракової трансформації. Результатом 
таких процесів є нездатність білка р53 
зв’язуватись з ДНК, тобто його інакти-
вація;

• С-кінцевий домен, виступає як 
“від’єднувач” ДНК-кінцевого домену від 
ДНК;

• проліновий домен, відіграє провід-
ну роль в активації апоптичних власти-
востей р53;

• полімеризуючий домен, бере участь 
в олігомеризації білка. Результатом цього 
процесу є утворення тетрамеру р53: саме 
така його форма здатна до нативного 
функціонування. Полімеризуючий домен 
може зазнавати впливу домінантних мута-
цій, унаслідок яких утворюються димери 
з мутованого р53 і дикого білка. Така 
структура призводить до повної втрати 
функціональних властивостей.

Функції р53. За відсутності порушень 
у генетичному апараті білок р53 пере-
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буває у неактивному стані. Активація 
білка здійснюється при накопиченні 
певної кількості пошкоджень ДНК, по-
яві стимулів, що можуть призвести до 
руйнування генетичного апарату, або 
при переході клітини у стресовий стан. 
Активація р53 виникає як здатність до 
зв’язування з ДНК, запуск транскрип-
ції генів, зупинення реплікації ДНК і 
клітинного циклу та стимуляція апо- 
птозу клітини (у критичних випадках). 
Кінцевим результатом діяльності р53 
є виведення з реплікативного пулу по-
тенційно онкогенних клітин. У процесі 
функціонування білок р53 зазнає числен-
них мутацій та інших модифікаційних 
змін, що служать регуляторним фактором 
його активності.

Білок р53 є основним продуктом одно-
йменного гена-супресора і здатний до 
експресії в будь-яких клітинах організму 
[7]. Неактивний білок р53 накопичується 
в цитоплазмі, активний міститься, як 
правило, у клітинному ядрі. Після зник-
нення відповідних ушкоджень білок р53 
зазнає напіврозпаду, який здійснюється 
впродовж 5–20 хв.

Стабільність р53 регулюється біл-
ком Mdm2, який вперше ідентифіковано 
у клітинах мишей [8]. Цей показник є  
основним фактором активності білка р53: 
зростання ступеня стабільності призво-
дить до активації. Регуляція стабільності 
здійснюється шляхом зв’язування N-кін-
цевих доменів р53 і Mdm2, при цьому 
активність р53 значно знижується. Крім 
того, такий комплекс виявляє інгібуючу 
дію на процеси транскрипції.

Danio rerio як модельна система. Спо-
чатку фундаментальні дослідження р53 
було проведено на клітинах людини та 
миші, а пізніше опубліковані результати 
експериментів із використанням клітин 
щура, собаки та свині [9]. Однак останні-
ми роками виявлено, що ген-супресор р53 
акваріумної риби Danio rerio (zebrafish) є 
аналогічним людському, тому його часто 
використовують у генетиці та вірусології 
як модельний організм для дослідження 
генетичного апарату хребетних [10].

Популярність використання Danio 
rerio у дослідженнях з експериментальної 
біології пояснюється також стійкістю її 
молекулярної, генетичної та ембріологіч-
ної систем. Так, було проведено успішний 

аналіз раннього ембріонального розвитку 
хребетних на окремих клітинах та ткани-
нах Danio rerio [11]. Крім того, викорис-
тання Danio rerio є перспективним при 
вивченні генетики розвитку та фізіології. 
Застосування Danio rerio у генетичних та 
ембріологічних дослідженнях є цілком 
обґрунтованим: ембріони риби оптич-
но прозорі та розвиваються окремо від 
материнського організму, що дозволяє 
візуально спостерігати за різними ста-
діями раннього розвитку. Встановлено 
також аналогічність багатьох геномних 
ділянок Danio rerio та людини, тому ре-
зультати досліджень цього об’єкта можна 
проекціювати на організм людини.

На сьогодні методом аналізу подвій-
них фенотипів у Danio rerio ідентифіко-
вано дві основні великі послідовності 
(генетичні екрани), які складаються 
більш як із 600 генів, характерних для 
раннього ембріогенезу, і значну кіль-
кість невеликих послідовностей [12]. У 
великих послідовностях, в свою чергу, 
продовжують відкривати окремі ділянки, 
які відповідають за здійснення різних фі-
зіологічних процесів. Очевидно, що така 
широка інформаційна база генетичного 
апарату сприяє зручності використання 
Danio rerio у біологічних дослідженнях.

За допомогою генетичних методик 
можна одержати гаплоїдні ембріони Danio 
rerio, що дозволяє усувати одне або де-
кілька поколінь з перехрестних схем [13]. 
Це приводить до значної економії часу. 
Подібні дослідження дали можливість 
успішно ідентифікувати гени, як відігра-
ють важливу роль в ембріогенезі.

Таким чином, Danio rerio — це ефек-
тивна модельна система, яка дозволяє 
здійснити класичні генетичні досліджен-
ня з метою ідентифікації генів, що інтен-
сивно функціонують протягом ембріо-
нального розвитку хребетних, а також 
проаналізувати одержані фенотипи за 
допомогою новітніх ембріологічних ме-
тодик.

Окрім можливості ідентифікації генів 
та оцінки їх функціональних особливос-
тей, Danio rerio активно використовують 
у трансгенних технологіях. Наприклад, 
саме для цього об’єкта одержано транс-
генні лінії, що призводять до експресії 
репортерних генів. А в природному стані 
експресія таких генів перебуває під конт-
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ролем специфічних речовин-стимулято-
рів, які характерні лише для певного типу 
тканини [14, 15]. Крім того, нещодавно 
було продемонстровано успішну роботу 
системи GAL4-UAS у Danio rerio [16]. Як 
відомо, ця система була відкрита вперше у 
дрозофіл і довгий час використовувалась 
як надзвичайно ефективний аналітичний 
інструмент [17]. Можливість керувати 
просторовими і часовими конструкціями 
експресії гена або структурами репор-
терних систем у природних умовах є 
потужним засобом для аналізу функцій 
гена й узагальнення його ролі для інших 
систем. Швидкий розвиток таких методів, 
які стають суттєвим додатком до вже іс-
нуючих, висуває на перший план значну 
кількість генетичних методик, можливих 
у експериментах із Danio rerio [18].

Незважаючи на всі згадані перева-
ги Danio rerio як модельної системи у 
наукових дослідженнях, цей об’єкт має 
суттєвий недолік, а саме нездатність 
певних генів до мутації після відповід-
них рекомбінацій. Крім Danio rerio та 
мишей, дана технологія спрацьовує для 
всіх основних модельних систем генети-
ки. Такий недолік не є критичним, однак 
досить суттєвий, адже саме з допомогою 
описаної методики найбільш ефективно 
визначають функцію гена після відповід-
ного клонування.

Використання Danio rerio як модель-
ної системи значно сприяло вирішенню 
багатьох проблем розвитку хребетних. 
Нещодавно Danio rerio почали застосову-
вати при дослідженні механізмів перебігу 
хвороб людини. У результаті численних 
експериментів із використанням Danio 
rerio ідентифіковано низку генів, дія яких 
проявляється на різних етапах розвитку 
організму та при патологіях [19].

На особливу увагу заслуговують до- 
слідження Danio rerio, що дозволили 
визначити роль гена-супресора р53 у 
формуванні різних типів пухлин. Крім 
того, було виявлено, що продукти р53 та 
споріднені з ним гени відіграють суттєву 
роль у процесі ембріогенезу організму. 
Використання Danio rerio також дало змо-
гу визначити нові механізми регуляції р53 
та дослідити функціональні особливості 
цих механізмів у природних умовах.

Структура та функції р53 у Danio  
rerio. Ген р53 Danio rerio та ссавців ду-

же подібні як за структурою, так і за 
функціями. У Danio rerio амінокислотна 
послідовність, що утворює цей ген, на 
48% ідентична гену р53 людини [20]. 
Функціонування р53 в організмі Danio 
rerio починається на дуже ранніх стаді-
ях розвитку — вже через 1 годину після 
запліднення [21]. Приблизно такі самі 
процеси спостерігаються і в ембріонах 
мишей [22].

Функції р53 Danio rerio уперше опи-
сані у 2002 р. [10]. Ембріонам робили 
ін’єкцію антисенсорного морфоліну, що 
призводило до зменшення кількості р53. 
Такі ембріони за розвитком та функціями 
не відрізнялись від контрольних зразків, 
однак демонстрували значно знижену 
індукцію апоптозу у відповідь на фізичні 
(ультрафіолетове опромінення) та хімічні 
(інгібітор тропоізомерази камптотекін) 
пошкодження ДНК.

Подібні результати спостерігались 
і при штучних мутаціях ДНК-зв’язую-
чого домену р53 [23]. Наприклад, у зо-
вні нормально розвинених ембріонах 
із мутованим р53 практично не спосте-
рігалось апоптозів у відповідь на дію 
радіації. Деякі дані свідчать про те, що 
р53 регулює апоптичні процеси у від-
повідь на величезну кількість стимулів, 
які спрямовані на руйнування ДНК [10, 
23–25]. Таким чином було встановлено, 
що і у Danio rerio і в ссавців основною 
функцією р53 є медіація апоптозу.

Інші функції р53 у Danio rerio також 
є аналогічними до ссавців. Зокрема було 
показано, що взаємодія домену р53 з 
геном Mdm 2 призводить до зниження ак-
тивності р53 [21]. Ембріони зі зниженим 
вмістом Mdm 2 повільно розвивались та 
демонстрували високий рівень апоптозу 
клітин. На основі таких результатів зроб-
лено висновок, що Mdm2 у Danio rerio ви-
ступає як інгібітор функціональності р53. 
Такі самі закономірності були показані 
раніше в організмі мишей [26]. Однак 
останнім часом з’явились гіпотези про 
те, що високий рівень апоптозів у емб-
ріонах із недостатньою кількістю Mdm2 
є результатом його нецільових ефектів, а 
не підвищеної активності р53 [24]. Таким 
чином, питання про роль взаємодії р53 і 
Mdm2 залишається відкритим.

Відомо, що р53 у Danio rerio виступає 
також як регулятор транскрипції. При 
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цьому домени р53 здатні зв’язуватись, 
крім Mdm2, ще й з генами р21 та bax. 
Залежно від того, з яким геном зв’язуєть-
ся р53, змінюються його функціональні 
особливості [25]. Крім зазначених мож-
ливостей, останніми роками було також 
описано і нові функції р53 у Danio rerio, 
що відіграють важливу роль в онтогенезі 
вищих хребетних.

Взаємодія p53 Danio rerio з ракови-
ми пухлинами. Сьогодні не піддається 
сумніву важливість ролі p53 у процесах 
розвитку ракових пухлин. Це — ген-су-
пресор пухлини, який найчастіше видо-
змінюється в результаті взаємодії з нею. 
Більш як у половини твердих пухлин 
було знайдено мутовані форми р53, тим-
часом як у інших пухлинах інактивація 
цього гена здійснювалась не за рахунок 
мутації, а опосередкованим чином, на-
приклад шляхом зв’язування з Mdm2 
[27]. У літературі є дані про те, що при 
підвищенні кількості мутацій р53 людина 
має значний ризик захворіти на рак [28, 
29]. Подібна тенденція спостерігалась й 
у гомозиготних мишей [30]. У Danio rerio 
р53 також є супресором пухлин. Згідно 
із дослідженнями, у 28% гомозиготних 
особин розвиваються пухлини, причому 
у гетерозиготних та диких форм Danio 
rerio такий розвиток відбувається досить 
рідко [31].

Пухлини Danio rerio гістологічно є 
дуже подібними до злоякісних пухлин 
периферійної нервової оболонки люди-
ни. Різниця у структурі була показана 
на основі даних електронної мікроскопії 
[32]. Слід зазначити, що пухлини пери-
феричної нервової оболонки у ссавців 
утворюються досить рідко, а у Danio re-
rio будь-які пухлини мають саме таку 
структуру. Відмінності у будові пухлин 
Danio rerio та людини вчені пояснюють 
високою специфічністю тканин у різних 
класів тварин [23].

Очевидно, що мутації р53 суттєво 
впливають на процес утворення пухлин 
як у ссавців, так і в Danio rerio. Після серії 
досліджень злоякісних пухлин у мишей 
для Danio rerio було одержано подібні 
результати, які свідчили, що пухлина 
починає розвиватись після дисрегуляції 
р53 і під час подальших мутацій цього 
гена. Таким чином, Danio rerio є зручною 
модельною системою для встановлен-

ня причин регуляторних розладів р53, 
факторів та механізмів мутацій цього 
гена та вивчення альтернативних шляхів 
онкопатогенезу в хребетних. Зокрема, по-
казано, що мутації гена р53 у Danio rerio 
відіграють суттєву роль при утворенні 
меланом [33–35] та рабдоміосарком [36]. 
Вплив р53 на розвиток пухлин неракового 
характеру є окремою темою, яку ми не 
ставили за мету детально розглядати у 
даній роботі.

Регуляція р53 Danio rerio. Важливу 
роль р53 відіграє у контролі клітинно-
го циклу та апоптозу, сформованому 
як реакція на стресовий стан клітини, 
тому вивчення складних регуляторних 
принципів активності р53 є актуальною 
проблемою для профілактики утворен-
ня пухлин. Звичайно, найбільша увага 
приділяється сьогодні дослідженню ме-
ханізмів інактивації р53 у розвитку рако-
вих пухлин. Для ссавців не існує єдиної 
теорії, що пояснювала б регуляторний 
механізм р53, оскільки сама регуляція 
часто здійснюється різними модифікаці-
ями речовин [37]. Однак для Danio rerio 
детально описано регуляторні процеси у 
мРНК та зміна вмісту білків у відповідь 
на різні стресові стани клітини [38]. Це є 
ще однією перевагою Danio rerio  для ви-
користання у дослідженні канцерогенних 
механізмів. Проте слід сказати, що спектр 
уявлень про нові шляхи регуляції р53 при 
нормальному розвитку та канцерогенезі 
постійно розширюється.

У клітинах людини знайдено багато 
ізоформ, яких може набувати р53 [39], 
серед них окреме місце посідає ізоформа 
∆133 р53 та її ортолог ∆113р53 у Danio 
rerio. Ці білки, що мають спільного ево-
люційного предка, транскрибуються за 
допомогою альтернативного каталізато-
ра, який міститься у четвертому інтроні 
р53. Для обох ізоформ характерна від-
сутність трансактиваційного домену, 
однак і ∆113р53, і ∆133р53 мають цілком 
інтактний ДНК-зв’язуючий домен. Отже, 
обидва білки відіграють роль регуляторів 
р53, знижуючи його активну здатність 
до транскрипції. Зокрема, результати 
практичних експериментів уперше по-
казали, що ∆133р53 здатний уповіль-
нювати апоптози, зумовлені р53 [40]. 
Подальші дослідження регуляторної ролі 
ізоформ проведено на Danio rerio [41]. 
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Встановлено, що у білка ∆113р53 є низка 
взаємозв’язаних локусів, які відповіда-
ють за активність транскрипції і поста-
ють безпосередніми регуляторами р53. 
Ці автори займались також вивченням 
впливу ∆113р53 на розвиток апоптозу 
при руйнуванні ДНК ембріонів Danio 
rerio. Було показано, що значна експресія 
∆113р53 призводила до різкого зниження 
кількості апоптозів під впливом р53 в 
ембріонах риби, що збігалося з резуль-
татами аналогічних експериментів на 
людських клітинах. З іншого боку, при 
введенні значної концентрації Морфоліно 
(синтетичного олігонуклеотида, який 
інгібує ступінь експресії р53), кількість 
апоптозів у відповідь на радіаційне руй-
нування ДНК значно зростала. Було ви-
сунуто гіпотезу, що експресія ∆113р53 є 
захисним механізмом проти апоптозів 
за участі р53.

Окрім своєї основної ролі, ∆113р53 
Danio rerio впливає на інші гени, які регу-
люються р53. Зокрема, показано, що ця 
ізоформа здатна підвищувати активність 
таких генів, як р21 та Мdm 2, однак упо-
вільнює дію проапоптичного гена bax. 
Цікаво, що антиапоптичний ген bcl2L, 
дія якого пригнічується експресованим 
р53, активується ізоформою ∆113р53, 
тобто знову дія цього білка призводить 
до вповільнення апоптозу. Таким чином, 
не варто розглядати функцію ∆113р53 як 
хаотичного вповільнювача дії р53: скорі-
ше цей білок є модулятором транскрипцій 
із участю р53. Крім того, деякі автори 
демонструють важливу роль ∆113р53 
в апоптозах, спричинених мутаціями 
[42]. Таким чином, ця ізоформа може 
суттєво впливати на загальний розвиток 
хребетних.

Крім регуляції ізоформою ∆113р53, 
суттєву роль у зміні активності р53 ві-
діграють рибосомні білки. На сьогодні 
в організмі Danio rerio визначено май-
же 300 генів, серед яких — 28 рибосо-
мально-білкових генів, необхідних для 
процесів первинного розвитку [43–45]. 
Гомозиготні мутанти за цими генами 
гинуть, як правило, ще на ембріональних 
стадіях, однак гетерозиготні особини є 
цілком життєздатними. Такі гетерози-
готи-мутанти майже в 100% випадків 
є носіями злоякісних пухлин оболонки 
периферійного нерва [46], причому в 

28% цих особин пухлини з’являються на 
16,5 місяця життя [23].

Також було продемонстровано по-
дібність експресії рибосомно-білкових 
генів та р53 Danio rerio. Спостереження 
за переміщенням р53 у процесі виник-
нення пухлини показали, що недостатні 
концентрації рибосомних білків значною 
мірою послаблюють синтез р53 у пухли-
нах [47]. Цей ефект підтверджено на 17 
гомологічних генах. Автори висувають 
припущення про наявність єдиного меха-
нізму регуляції активності р53 рибосом-
ними білками. Вивчення цього процесу 
дозволить вирішити багато актуальних 
завдань, наприклад, проблему дози ри-
босомних білків у канцерогенезі. Однак 
слід наголосити, що регулююча функція 
рибосомних білків для р53 не є універ-
сальною: принцип регуляції здійснюється 
лише в межах пухлинних тканин [48]. 
З іншого боку, визначено, що регуляція 
р53 виявляється лише за певного рів-
ня експресії рибосомних білків; під час 
повної експресії спостерігався апоптоз, 
спровокований геном р53 [49]. Також 
було показано, що активація р53 може 
залежати від ступеня рибосомної функції 
[50, 51]. Очевидно, що визначення таких 
альтернативних шляхів регуляції р53 на-
лежить до провідних наукових завдань.

Окрему позицію у регуляції р53 Danio 
rerio займають численні невеликі незако-
довані РНК (мікроРНК), які контролюють 
ступінь експресії цього гена. При цьому 
спостерігається дроблення таких РНК, 
поступова репресія р53, що здійснюється 
шляхом зв’язування гена з локусами мі-
кроРНК [52]. Показано, що одна з таких 
мікроРНК — miR-125b є безпосереднім 
регулятором р53 як у Danio rerio, так і у 
людини. Крім того, miR-125b здатна при-
гнічувати й ендогенні білкові продукти 
р53, а відповідно, і процеси апоптозу в 
пухлинах. Було встановлено, що miR-125b 
відіграє важливу роль у процесі онто-
генезу: пригнічення експресії цієї РНК 
спричиняє неавральну смерть ембріона. 
Оскільки miR-125b виділяється в усіх ді-
лянках ембріона, його регуляторна роль 
має розсіюючий характер [53].

Безумовно, відкриття альтернативних 
шляхів регуляції р53 у разі утворення пух-
лини відіграє важливу роль у формуванні 
уявлень про механізми канцерогенезу, 
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що може стати основою для створення 
ефективних засобів боротьби із раком.

Отже, зважаючи на значну кількість 
сучасних літературних даних, які свідчать 
про можливість екстраполяції генетичних 
досліджень Danio rerio на проблеми гене-
тики людини, Danio rerio є перспективною 
модельною системою у дослідженні як 
нормальних онтогенетичних процесів, 
так і патологій, зокрема канцерогенезу. 
Як і будь-яка модельна система, Dan-
io rerio має ряд суттєвих недоліків, які 
необхідно враховувати при плануван-
ні експерименту. Суттєвою перевагою 
використання Danio rerio є можливість 
всебічних досліджень гена р53, функціо-
нальні особливості якого обумовлюють 

апоптичні процеси у клітинах, що за-
знають раптових структурних змін, як, 
наприклад, на початкових стадіях ви-
никнення ракової пухлини. Безумовно, 
цікавим аспектом даного спрямування є 
дослідження найбільш характерних му-
тацій р53, які відіграють провідну роль у 
формуванні меланом та рабдоміосарком. 
Нарешті, ще одним важливим завданням, 
яке успішно вирішується за допомогою 
використання модельної системи Danio 
rerio, є встановлення основних механізмів 
та принципів регуляції р53. Результати 
подібних досліджень дозволять у май-
бутньому сформувати основні методи 
керування апоптичними процесами за 
посередництвом гена р53.
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ПРЕИМУЩЕСТВА ИСПОЛЬЗОВАНИЯ DANIO RERIO  
КАК МОДЕЛЬНОЙ СИСТЕМЫ ПРИ ИССЛЕДОВАНИЯХ БЕЛКА р53

О.В. Залоило

Приведен краткий литературный обзор преимуществ использования рыбы Danio rerio 
как модельной системы при исследовании белка р53. Описаны структура и функции р53 у 
Danio rerio, взаимодействие р53 с раковыми опухолями, процессы регуляции р53, а также 
рассмотрено участие р53 в онтогенезе и канцерогенезе.

ADVANTAGES OF USING DANIO RERIO  
AS A MODEL SYSTEM FOR STUDY p53

O. Zaloilo

It has been presented short literature review of advantages use of the Danio rerio as a model 
system for investigation p53.The structure and function p53 of Danio rerio, interaction p53 with 
cancers, the processes of regulation p53 have been described. The involvement of p53 in the on-
togenesis and carcinogenesis has been considered.

ПЕРЕВАГИ ВИКОРИСТАННЯ DANIO RERIO ЯК МОДЕЛЬНОЇ СИСТЕМИ У ДОСЛІДЖЕННЯХ БІЛКА р53


