
МЕДИЧНА ІНФОРМАТИКА

59ISSN 1996-1960. Медична інформатика та інженерія. 2019, № 1

МЕДИЧНА ІНФОРМАТИКА
ТА ІНЖЕНЕРІЯ

УДК 573.2:573.22
DOI: https://doi.org/10.11603/mie.1996-1960.2019.1.10110

МЕРЕЖЕВА ОСНОВА ФУНКЦІОНУВАННЯ  
БІОЛОГІЧНИХ ОСЦИЛЯТОРІВ — ТРИГЕРІВ  
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Національна медична академія післядипломної освіти імені П. Л. Шупика

В аналітичному дослідженні розглядаються експериментальні та теоретичні дослідження в області кількісного 
системного аналізу ролі біологічних осциляторів — тригерів коливальних ланцюгів у клітинах і безклітинних сис-
темах. Біологічні осцилятори управляють сплесками активності нейронів, клітинними циклами, патернами сну та 
пробудження, а також багатьма іншими важливими процесами в живих системах. Передбачається, що кількісні 
дослідження функціонування біологічних осциляторів допоможуть в попередженні та лікуванні багатьох захворю-
вань людини. За останні десятиліття розвиток методів в області системної і синтетичної біології дозволив намітити 
шляхи до розшифровки фундаментальних механізмів, що лежать в основі функціонування цих осциляторів. По-
казано, що істотне значення в подальшому визначенні механізмів функціонування біологічних осциляторів набуває 
системна та синтетична біологія. Хоча в дослідженнях із функціонування біологічних осциляторів і був досягнутий 
певний прогрес щодо виявлення особливостей роботи природних і штучних осциляторів, котрі підвищують надій-
ність і якість управління ритмами біологічних реакцій, проте роль багатьох інших другорядних модифікацій залиша-
ється маловивченою. Для її розуміння необхідні подальші як теоретичні так і експериментальні дослідження. Вкрай 
важливою в просуванні системної та синтетичної біології стає роль розвитку інструментів і методів біоінформатики, 
а вже усталені кількісні підходи системної та синтетичної біології в трансдисциплінарному підході із залученням 
сучасних методик інших областей знань.

Ключові слова: біологічні осцилятори, складні мережі, системна біологія, синтетична біологія, фундаментальні 
механізми, тригери.

THE NETWORK BASIS OF THE FUNCTIONING  
OF BIOLOGICAL OSCILLATORS — OSCILLATOR CIRCUIT TRIGGERS  

IN CELLS AND CELL-FREE SYSTEMS.  
ANALYTICAL REVIEW
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Background. An analytical study examines experimental and theoretical studies in the field of quantitative system 
analysis of the role of biological oscillators — oscillatory circuit triggers in cells and cell-free systems. Biological oscillators 
control bursts of neuronal activity, cell cycles, sleep and wake patterns, as well as many other important processes in living 
systems. It is assumed that quantitative studies of the functioning of biological oscillators will help in the prevention and 
treatment of many human diseases. 

Results. Over the past decades, the development of methods in the field of systemic and synthetic biology has made it 
possible to outline ways to decipher the fundamental mechanisms underlying the functioning of these oscillators. It is shown 
that systemic and synthetic biology acquires significant importance in further determining the mechanisms of functioning of 
biological oscillators. Although research on the functioning of biological oscillators has made some progress in identifying 
features of the functioning of natural and artificial oscillators that increase the reliability and quality of rhythms control of 
biological reactions, however, the role of many other minor modifications remains poorly understood. To understand it, 
further theoretical and experimental research is needed. 

Conclusions. The role of developing tools and methods of bioinformatics becomes extremely important in promoting 
systemic and synthetic biology, and the already established quantitative approaches of systemic and synthetic biology in a 
transdisciplinary approach involving modern techniques of other fields of knowledge.

Key words: biological oscillators complicated network, systemic biology, synthetic biology, fundamental mechanisms, 
triggers.
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СЕТЕВАЯ ОСНОВА ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ БИОЛОГИЧЕСКИХ 
ОСЦИЛЛЯТОРОВ — ТРИГГЕРОВ КОЛЕБАТЕЛЬНЫХ ЦЕПЕЙ  

В КЛЕТКАХ И БЕСКЛЕТОЧНЫХ СИСТЕМАХ. АНАЛИТИЧЕСКИЙ ОБЗОР
О. П. Минцер, В. Н. Залесский, Л. Ю. Бабинцева

Национальная медицинская академия последипломного образования имени П. Л. Шупика
В аналитическом исследовании рассматриваются экспериментальные и теоретические изыскания в облас-

ти количественного системного анализа роли биологических осцилляторов — триггеров колебательных це-
пей в клетках и бесклеточных системах. Биологические осцилляторы управляют всплесками активности не-
йронов, клеточными циклами, паттернами сна и пробуждения, а также многими другими важными процессами 
в живых системах. Предполагается, что количественные исследования функционирования биологических 
осцилляторов помогут в предупреждении и лечении многих заболеваний человека. За последние десятиле-
тия развитие методов в области системной и синтетической биологии позволило наметить пути к расшифров-
ке фундаментальных механизмов, лежащих в основе функционирования этих осцилляторов. Показано, что су-
щественное значение в дальнейшем определении механизмов функционирования биологических осцилляторов 
приобретает системная и синтетическая биология. Хотя в исследованиях по функционированию биологичес-
ких осцилляторов и был достигнут определённый прогресс в выявлении особенностей работы естественных и 
искусственных осцилляторов, повышающих надежность и качество управления ритмами биологических ре-
акций, однако роль многих других второстепенных модификаций остается малоизученной. Для ее понима-
ния необходимы дальнейшие как теоретические, так и экспериментальные исследования. Крайне важной  
в продвижении системной и синтетической биологии становится роль развития инструментов и мето-
дов биоинформатики, а уже устоявшиеся количественные подходы системной и синтетической биологии  
в трансдисциплинарном подходе с привлечением современных методик других областей знаний. 

Ключевые слова: биологические осцилляторы, сложные сети, системная биология, синтетическая биология, 
фундаментальные механизмы, триггеры.

Введение. Одним из основных вопросов понимания 
молекулярных коммуникационных технологий явля-
ется обеспечение и поддержание общих знаний о вре-
мени. Биологические осцилляторы — потенциальные 
решения для оценки временных характеристик  
в молекулярных коммуникационных технологиях, по-
скольку они генерируют колебания через строго перио-
дические колебания в концентрациях молекул. Крайне 
важно иметь возможность анализа параметров осцил-
ляторов. Действительно, автоколебания — вездесущие 
и жизненно важные явления в живых системах. Их 
периодичность отмечена в широком спектре биоло-
гических процессов, таких как активация нейронных 
ансамблей, сердечные ритмы, клеточные циклы, 
циркадные ритмы и так далее. Однако они остаются 
окончательно неисследованными из-за сложности 
строения и разнообразия, иерархической структуры 
этих осцилляторных единиц, рассматриваемых  
в рамках «теории динамического хаоса [3, 5]». 

Количественные методы системной и синте-
тической биологии за последние годы достигли 
существенного развития в определении генов, бел-
ков и метаболитов, участвующих в ритмических 
колебаниях. Так типичным осциллятором, который 
можно найти в базах данных, является клеточный 
цикл, поиск последнего по сайту KEGG позво-
ляет обнаруживать сотни регуляторных молекул  
с осцилляторными свойствами [26].

Биологические осцилляторы не только сложны, 
но и представляются чрезвычайно разнообразными 
по своим динамическим характеристикам и со-
ставу [2]. Временные характеристики характери-
зуются исключительной широтой от субсекундных 
нервных всплесков до суточных циркадных ритмов 
и ежегодных ритмов процессов роста. Таким об-
разом, модели осцилляторов охватывают величины 
нескольких порядков.

Примерами биологических осцилляторов и 
их сетевых структур являются: кальциевый ток  
в кардиомиоцитах [53],  клеточный цикл  
у эмбрионов [26, 90], внутренние биологические 
часы у Zebrafish [55], циркадный ритм у млекопи-
тающих [13], потенциал действия нейрона [46], 
колебания р38 в клетках Hela [84], осцилляции NF-
кB в фибробластах [91], колебания р53 в клеточных 
линиях человека [12], а также — в наносетях [77]. 
К молекулам, являющимися центральными звенья-
ми этих реакций, относятся: цитоплазматические 
осцилляторы (гликолитические ферменты и малые 
молекулы метаболитов); мембранные осцилляторы 
(потенциал действия нейронов, клеток прово-
дящей системы сердца) формируются в рамках 
регуляторных ионных каналов; генетические 
осцилляторы (наборы специфических генов, уча-
ствующих в кооперативной регуляции процессов 
внутри клетки) [56, 66, 77].
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Осцилляторы выполняют несколько глобальных 
функций. Большинство из них функционируют как 
эндогенные ритмы водители и существуют для 
приспособления организмов к природной смене 
день/ночь с периодом, примерно, 24 часа [13, 33]. 
Осцилляторы водителя ритма сердца также играют 
определённую роль в пространственной организа-
ции развития периодических событий сердечной 
ткани [14].

Через возбудимые среды местный колебательный 
сигнал может индуцировать появление триггерных 
волн, распространяющихся на большие расстояния 
гораздо быстрее, чем при диффузной передаче [1, 
34]. В качестве примеров триггерных волн можно 
назвать осцилляции с анизотропным магнетосо-
противлением (АМР) в ходе процессов клеточной 
агрегации и дифференцировки [35], а также ми-
тотические волны в бесклеточном экстракте из 
Xenopus [20].

В качестве альтернативы, в многомерных сис-
темах фазовые различия между периодическими 
событиями в клетках (как функции их простран-
ственного местоположения) могут приводить к по-
явлению другого типа волны, называемой фазовой 
волной [64]. Наряду с функцией ритмоводителей 
циркадные осцилляторы могут генерировать 
частотно-модулированные сигналы, участвующие 
в снижении регуляции экспрессии генов и влия-
ющие на судьбу клетки в целом [48]. Подобные 
изменения происходят при частотно-временном 
кодировании в нейронных сетях [8], на фоне по-
зитивной колебательной динамики NF-кB –осцил-
ляций [61], р53 [12], р38 [84], кальциевого тока  
в клетках проводящей системы сердца [15].

Вопрос о том, является ли этот механизм общим 
для всех этих осцилляторов, вызывает большой 
интерес. Однако фундаментальные процессы, 
лежащие в основе периодических колебаний, оста-
ются окончательно нераскрытыми из-за высокой 
сложности и разнообразия биологических осцил-
ляторов. Поэтому изучение фундаментальных 
механизмов действия осцилляторов имеет большое 
значение для диагностики и лечения заболеваний 
человека. Важно также подчеркнуть, что решению 
вопроса может помочь синтетическая биоло-
гия, которая инициировала создание и развитие 
осцилляторных цепей, позволила осуществлять 
анализ их участков на молекулярном уровне. 

Цель работы: представить аналитический 
обзор результатов различных исследований  
в области количественного системного анализа 

роли биологических осцилляторов — триггеров 
колебательных цепей в клетках и бесклеточных 
системах. Показать значимость биоинформатики 
в продвижении системной и синтетической би-
ологии, устоявшиеся количественные подходы 
которых важны для трансдисциплинарного на-
правления с привлечением современных методик 
других областей знаний.

Результаты и их обсуждение. Представляется 
важным более подробное рассмотрение 
современных достижений системной биологии 
и синтетической биологии, направленных на 
уточнение механизмов колебательных свойств на 
сетевом уровне. 

Открытие простых и сложенных биологических 
осцилляторов имеет длительную историю. Первым 
биологическим осциллятором является потен-
циал действия в аксонах кальмара. Нобелевские 
лауреаты Алан Ходжкин и Эндрю Хаксли про-
вели серию «Voltage-clamp» – зависимых измере-
ний мембранного ионного тока [45]. Оказалось, 
что при определенных условиях, нервная сис-
тема способна к колебательному поведению,  
а электрические импульсы повторно генерируются 
в ответ на стимул. Для интеграции полученных 
данных они предложили комплекс обычных 
дифференциальных уравнений [46], что позволи-
ло осуществить математическое моделирование 
серии вольтаж – зависимых токов ионных каналов 
(например, калия, натрия). Модель была названа 
их именем (Hodgkin – Huxley model) и явилась 
отправной точкой для теоретической биофизики 
потенциала действия [27].

В дальнейшем были открыты повторяющиеся 
колебания концентраций метаболитов — интерме-
диатов (в частности, дифосфопиридиннуклеотид) 
гликолитического пути обмена в мембране кле-
ток суспензии [37], в цитозольной бесклеточной 
системе у дрожжей (Saccharomyces carlsbergensis) 
[19]. Метаболические реакции, происходящие  
в условиях затухающих синусоидальных осцил-
ляций, были описаны при помощи шести ОДЕs 
для фосфофруктокиназы и малых молекул мета-
болитов, что позволило предсказать существование 
самоподдерживающихся циклов осцилляторных 
реакций гликолиза [44]. Подобные длительно 
функционирующие синусоидальные колебания 
редуцированного пиридиннуклеотида также 
выявлялись в клеточных экстрактах дрожжей [74]. 

Колебательная кинетика синтеза цАМФ [36]  
и пероксидаза – оксидазных реакций метаболизма 
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[65] регистрировались в системе, открытой 
для специфических субстратов, а полученные 
экспериментально волновые формы подвергались 
моделированию благодаря использованию модели 
ветвящейся цепной реакции. 

Первый генетический осциллятор был теоре-
тически предсказан в 1963 году [40] вскоре после 
создания модели генной регуляции, открытой  
F. Jakob и J. Monod. Этот классический осциллятор 
содержал только единичный генный метаболит, 
что позволило предсказать способность данной 
генетической биоконструкции генерировать ци-
клические колебания еще до обнаружения реально 
функционирующих генетических осцилляторов. 
Необходимо отметить существенное отставание 
экспериментальных исследований по генети-
ческим осцилляторам до момента интенсивного 
развития методов генной инженерии, а также — 
оптимизации люминесцентных и флуоресцентных 
методик микроскопии. 

Одними из наиболее характерных генетических 
осцилляторов являются циркадные часы (circadium 
clock) обнаруженные фактически во всех клетках 
эукариот и некоторых прокариот, таких как циано-
бактерии. Циркадные часы эндогенно управляют 
автоколебаниями в живых системах: у нейроспоры 
[21], у цианобактерий [52], дрозофил [43], мышей 
[10], arabinopsis [57].

В этих исследованиях успешно использовался 
принцип конвергенции экспериментальных изме-
рений и математического моделирования in silico 
анализа, для лучшего понимания того как каждый 
из этих биологических осцилляторов функцио-
нирует в русле происходящих многочисленных 
событий в отдельных клетках и иерархии сетевых 
структур [4, 6]. В дальнейшем, количественные 
подходы были использованы для обнаружения и 
детальной характеристики многих других биоло-
гических осцилляторов [39].

Несмотря на существующий прогресс, 
достигнутый в понимании роли соответствующих 
компонентов в функционировании биологических 
осцилляторов, решение проблем количественного 
анализа этих колебательных биоструктур в живых 
системах остается крайне актуальным [2]. Однако 
главным препятствием является то, что базовая ар-
хитектура осциллятора часто встроена в значитель-
но более сложные биологические регуляторные 
сети. Осциллятор также имеет тенденцию вме-
шиваться в функционирование сигнальных путей 
в клетке, либо ограничивать активность других 

осцилляторов [25]. Это порождает проблемы изо-
ляции сетевых структур центрального осциллятора 
для последующих углубленных исследований. 

Другим препятствием являются трудности раз-
граничения петель положительной и отрицатель-
ной обратной связи с последующим ограничением 
манипулирования колебательным поведением  
в живых системах. Для решения этих проблем 
синтетическая биология сегодня позволяет со-
здать определённую колебательную схему de novo  
(в рамках сетевой структуры), которая может быть 
подвержена последующему детальному анализу и 
более точному управлению. 

Роль синтетической биологии в понимании 
природы применении искусственных осциллято-
ров в живых клетках и бесклеточных системах. 
Синтетическая биология находится на стыке многих 
областей биологических исследований, таких как 
функциональная геномика, белковая инженерия, 
химическая биология, метаболическая инжене-
рия, системная биология и биоинформатика [51]. 
Последние достижения в области современных ме-
тодов синтеза, анализа и моделирования обеспечили 
создание инструментальной базы, необходимой для 
осмысленного управления живыми системами. 

В русле высказываний Р. Фейнмана (1988 г.) — 
«то, что я не могу создать, я не понимаю», синте-
тическая биология стремиться улучшить понима-
ние функций от многочисленных биологических 
осцилляторов (имеющих различные молекулярные 
формы) до сетевых осцилляторных структур (ха-
рактеризующихся обилием общих биологических 
характеристик). Важно отметить, что деятельность 
многих из этих структур, по-видимому, сводится 
к работе основной функциональной архитектуры, 
содержащей циклы положительной и отрицатель-
ной обратной связи. 

Начиная с первых шагов в открытии биологи-
ческих колебаний на основе теоретических разра-
боток, многие исследователи пробовали ответить 
на вопрос: каковы основные (минимальные) 
требования к созданию генераторов устойчивых 
колебаний. При этом они создавали простейшие 
модели, охватывающие анализ фундаментальных 
механизмов функционирования различных 
колебательных систем. Моделирование на основе 
обычных дифференциальных уравнений оказалось 
наиболее широко используемым подходом для 
описания колебательного поведения. 

В тоже время, принцип построения логических 
моделей также применялся в работе со сложными 
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сетями [75]. К тому же, построение моделей на 
основе стохастических дифференциальных урав-
нений часто применяется для анализа работы 
биологических часов [38, 50].

П о с л е  о б н а руже н и я  м е т а б ол и ч е с к и х 
колебательных процессов И. Пригожин высказался 
в отношении нарушений симметрии в неравно-
весной пространственно-временной самоорга-
низации диссипативных структур в химических 
и биологических системах [68]. Данная точка 
зрения обеспечила концептуальную основу для 
поддержки последующих исследований многих 
функциональных свойств биологических осцил-
ляторов на системном уровне [39].

На протяжении нескольких лет для построения 
точных моделей биологических осцилляторов 
исследователям требовалось все меньшее и мень-
шее количество параметров в экспериментальной 
валидации. Так, изучение осциллятора потен-
циала действия на модели Ходжкина – Хаксли 
потребовало боле 20-ти исходных параметров 
[46]. Для построения FHN (Fitz Hugh – Nagumo) 
модели релаксационного осциллятора мембраны 
нервной клетки, а позднее ML (Moris – Lecar) 
модели достаточным оказалось использование 
уже только двух дифференциальных уравнений, 
описывающих систему как совокупность петель 
положительной и отрицательной обратной связи. 
Несмотря на осуществлённое упрощение базовой 
архитектуры осциллятора, точная модель позво-
лила определить основной динамический ответ  
с генерацией пространственных триггерных волн 
вдоль аксона нейрона [34].

Оказалось, что более упрощенные (менее 
точные) модели также помогают постулировать 
фундаментальные требования для проектирова-
ния осциллятора. Установлено, что к элементам, 
необходимым для генерации колебаний лежа-
щих в основе механизма осцилляции, относятся:  
1) ингибиторы петли отрицательной обратной свя-
зи и 2) источник «запаздывания» в данной петле 
обратной связи, способствующий устойчивости 
осциллирующих изменений перед полным ее ин-
гибированием [30].

Создание моделей, основанных на общих чертах 
биохимических сетей в пределах одной клетки, 
показывает, что циркадная сеть может надежно 
колебаться в присутствии стохастического биохи-
мического шума [11]. Однако «запаздывающая» 
отрицательная обратная связь не позволяет по-
лностью объяснить феномен помехоустойчивости 

циркадных ритмов. Кроме того, двухкомпонентный 
контур осциллятора содержит как активатор, так и 
репрессор. Поэтому, в дополнение к петле отрица-
тельной обратной связи (сформированной актива-
тором) спонтанно активируется собственный ре-
прессор, приводящий к автоматической активации 
петли положительной обратной связи. Подобный 
«принцип проектирования», т. е. связывание петель 
положительной и отрицательной обратной связи, 
сегодня широко встречается в биологических 
осцилляторах [50, 63].

Простой цикл отрицательной обратной связи 
взаимодействующих генов или белков имеет 
существенный потенциал для проектирования 
устойчивых колебаний. Математическое модели-
рование позволило выявить выраженную работос-
пособность биологического осциллятора благодаря 
усилению и задержке сигнала отрицательной об-
ратной связи [86] (на фоне добавочного влияния 
положительной обратной связи, повышающего 
надежность и частотный диапазон осцилляторной 
системы). Эти и другие данные математического 
моделирования послужили основой для создания 
искусственных осцилляторов. 

Простые синтетические осцилляторы. С разви-
тием генной инженерии стало возможным создание 
искусственных осцилляторов в реально существу-
ющих биологических системах. 

В 2000 году Flowitr и Leibler [28] создали первый 
генетический осциллятор кишечной палочки 
(на основе синтетической колебательной сети 
транскрипционных регуляторов), названый ре-
прессилятором (repressilator). В этом осцилляторе 
три отрицательных транскрипционных регулятора 
(TetR, lc1и Lac1) участвуют в подавлении друг 
друга, с целью сформирования петли отсрочен-
ной отрицательной обратной связи. Зеленый 
флуоресцентный белок (GFP) под контролем 
промотера TetR использовался для визуализации 
колебательного поведения системы, подтверждая, 
что для генерации колебаний достаточно одной 
отрицательной обратной связи. Тем не менее, 
они не были устойчивы и только в 40 % клеток 
выявились осцилляторные движения. 

В 2003 году синтезирован первый активатор-ре-
прессор, содержащий генный осциллятор в клетках 
E. coli [9], позволяющий осуществлять синхрони-
зацию колебаний. Однако индицированные колеба-
ния со временем затухали, возможно, из-за потери 
синхронизации между клетками. Последующий 
генно-инженерный анализ способствовал созданию 
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образцов модифицированного генного осциллято-
ра с устойчивыми и быстро самонастраиваемыми 
колебательными (13 мин.) периодами [78]. Этот 
осциллятор был синтезирован с применением 
ранее смоделированной сетевой архитектуры, со-
стоящий из связанных циклов положительной и 
отрицательной обратной связи. Математическое 
моделирование способствовало выявлению ключе-
вого конструктивного принципа построения такого 
осциллятора, каким явилась временная задержка  
в цикле отрицательной обратной связи, возникшая 
в каскаде клеточных процессов с участием функ-
ционального фактора транскрипции.

Первый ген-метаболический осциллятор [31] 
получил название метаболатор (metabolator)  
в 2005 году. Как и все генетические осцилляторы, 
созданный синтетический метаболический 
генератор находился в живых бактериальных 
клетках. Наряду с этим, первый синтетический 
осциллятор в клетках млекопитающих появился 
в 2009 году [81]. Применив авторегулируемое 
(sens-antisense) управление транскрипцией авторы 
построили молекулярную сеть, которая была по-
хожа на типичную схему репрессора-активатора, 
где тетрациклин-зависимый транс активатор  
(t TA) функционирует в качестве активатора, а при-
штинамицин – зависимый транс активатор (PIT) 
— как репрессор. Последующее развитие этой 
биосистемы привело к появлению биологического 
осциллятора с частотой, сопоставимой с циркадной 
периодичностью [82].

Эти первые исследования сравнительно простых 
синтетических осцилляторов в реально существу-
ющих биологических системах сыграли важную 
роль в тестировании первоначальных принципов 
их проектирования и построения на основе теоре-
тических исследований. В последнее годы целый 
ряд in silico проектов был реализован в области 
создания синтетических осцилляторов генов и 
регуляторных белков [70, 76, 88].

Сложные синтетические осцилляторы и 
области их применения. В настоящее время, 
на фоне расширения линейки синтетических 
осцилляторов, фокус исследований смещается от 
создания новых колебательных систем к улучше-
нию существующих осцилляторов с приданием 
им новых функциональных возможностей и сфер 
применения. 

После объединения данных синтетической 
биологии, микрофлюидной технологии и ком-
пьютерного моделирования для исследования 

фундаментальных механизмов, лежащих в основе 
функционирования биологических осцилляторов, 
оказалось, что слабая петля положительной обрат-
ной связи делает осциллятор более надежным [58].

Построение осциллятора с температурной ком-
пенсацией (т. е. генератора с двойной обратной 
связью и с температурозависимым периодом) 
[47] позволило создать синтетический образец 
с самонастраиваемым и длительно устойчивым 
колебательным (48 мин) периодом для температур 
в диапазоне от 30˚С до 41˚С. Данная работа про-
демонстрировала возможность проектирования 
надежных синтетических колебательных цепей ге-
нов, представляя современные подходы для реин-
жиниринга и перепрограммирования регулярных 
систем клеток.

Современные микро флюидные устройства по-
зволяют выявлять разнообразие пространственно-
временных волн и создавать синхронизованные 
осциллирующие сети на уровне клеточных ми-
кроколоний [22]. Путем объединения и анализа 
12000 таких синхронизованных (quorum-sensory) 
колоний, называемых биопикселями, удалось 
уточнить механизмы газ фазовой (gas-phase) редокс 
сигнализации в клетке.

Синхронизация микроколоний позволила иниции-
ровать создание недорогих биосенсоров (жидкокрис-
талических дисплеев) для обнаружения тяжелых ме-
таллов (таких как мышьяк) путем модуляции частоты 
колебательного периода, что стало возможным благо-
даря построению устойчивых осцилляторных цепей 
в «шумовой» метаболической среде [69].

Регистрация генетических осцилляторов  
в синтетическом микробном консорциуме (со-
стоящем из двух различных типов клеток-штамма 
«активатора» и штамма «репрессора», производи-
телей сигнальных белковых молекул, совместно 
регулирующих экспрессию генов в синтетических 
осцилляторных цепях обоих штаммов) обеспечила 
возможность программировать динамику компиля-
ционного взаимодействия клеточных узлов многих 
штаммов и открыла путь к созданию сложных 
синтетических тканей и органов в будущем [50].

Сравнительно недавно возникшее новое направ-
ление разработки коммуникационных систем для 
микробных консорциумов, в рамках проектиро-
вания микробных экосистем, позволило создать 
коммуникационные модули (на основе мульти-
плексного кворума сенсорных цепей) в целях 
оптимизации способности искусственного органа 
или ткани к генетической модификации [73].
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Важно отметить, что интеграция синтетичес-
ких компонентов в естественные биологические 
осцилляторы позволяет модулировать поведение 
эндогенных ритмических колебаний. Так, в рабо-
те [83] авторы создали математическую модель 
колебательной системы, перестраиваемой по 
частоте путем добавления металл-регуляторного 
транскрипционного фактора 1 (MTF1, metal-
regulatory transcriptional factor 1) в р53 сигнальный 
путь клеток млекопитающих, на фоне пополнения 
расчетной модели синтетическими петлями поло-
жительной и отрицательной обратной связи. 

В другом исследовании [24] математическое 
моделирование процесса взаимодействия меж-
ду циклом клеточного деления и устойчивым 
синтетическим осциллятором в E. сoli позволило 
установить, что смена фаз клеточного цикла нега-
тивно влияла на устойчивость частоты колебаний 
синтетического осциллятора.

Известно, что циркадные осцилляторы являются 
посттрансляционно регулируемыми и влияют на 
экспрессию генов в аутотрофных цианобактериях. 
Прошли успешные испытания по трансплантации 
Kai ABC белковых осцилляторов циркадных ча-
сов (с 24-часовым периодом) цианобактерий в не 
циркадные бактерии кишечной палочки (без своего 
собственного циркадного ритма) [18]. Данная орто-
гональная система позволила выявить циркадные 
колебания Kai C белкового фосфорилирования 
в синтетическом транскрипционном репортере. 
Авторы считают трансплантацию циркадного 
осциллятора возможной для решения широкого 
спектра задач, включая реинжиниринг. 

Роль бесклеточных систем в создании синте-
тических осцилляторов. Наряду с бактериями и 
клеточными линиями, биологические осцилляторы 
активно разрабатываются в бесклеточных систе-
мах in vitro. По сравнению с живыми клетками 
бесклеточная система имеет несколько уникальных 
преимуществ. Во-первых, она обычно содержит 
только самые важные компоненты, что уменьша-
ет потенциальные помехи от внутриклеточного и 
внеклеточного средового окружения. Во-вторых, 
в такую систему удобно вводить белки, mPHK, 
рекомбинантные плазмиды, малые молекулы 
и препараты, а также точно настраивать ее 
колебательные реакции, осуществляя надежный 
контроль цитотоксичности, эффективности достав-
ки, перекрёстных взаимодействий и т. д. Гибкость 
и специфичность введения биологических моле-
кул позволяет легко проектировать и тестировать 

функциональные схемы в бесконечных системах, 
по сравнению с живыми клетками. При этом учет 
стационарной функции каждой реакции в отдель-
ности имеет решающее значение для построения 
математических моделей [29].

Бесклеточные системы внесли существенный 
вклад в открытие и характеристики биохи-
мических осцилляторов и их роль в качестве 
центральных митотических регуляторов. Таким 
регулятором у шпорцевой лягушки оказался белок 
MPF (Maturation Promoting Factor), впоследствии 
известный как протеиновый комплекс B1-Cdc1 
[54]. В экстракте моллюска удалось обнаружить 
еще один биохимический осциллятор APC/C 
(Anaphase-promoting complex or cyclostome) [79], 
участвующий в конечных этапах митотических 
событий.

Известно, что в раннем эмбриональном периоде, 
белок Cdc2-циклин В клеточного цикла функцио-
нирует как автономный осциллятор, чей надежный 
биохимический ритм продолжается даже в период 
репликации ДНК, или при блокировании митоза 
[67]. В основе функциональной активности осцил-
лятора лежит контур отрицательной обратной 
связи: накапливается и активируется митотический 
Cdc2-циклин В, Cdc2 активирует анафазо-стиму-
лирующий комплекс (АРС), который способствует 
деградации циклина и перевод его в неактивное 
(межфазное) состояние при митозе. Регуляция 
Cdc2 также включает контур положительной об-
ратной связи: активатор (Cdc25) стимулирует белок 
Cdc2-циклин В клеточного цикла на фоне инакти-
вации его ингибиторов (Wee1 и Myt1). В физиоло-
гических условиях петли положительной обратной 
связи могут функционировать как бистабильный 
триггер митоза, а проектирование биохимических 
осцилляторов на основе бистабильных триггеров 
может оказаться крайнее актуальным для микроби-
ологических разработок, таких как регулирование 
клеточного цикла и других. Кроме того, эти данные 
способствуют правильному использованию базо-
вой системной логики биохимического осцилля-
тора митоза [67].

Накопленные данные по функционированию 
биологических осцилляторов — триггеров обес-
печили возможность создания принципиально 
нового направления — синтетическая биология. 
Эта дисциплина использует синтетические ге-
нетические сети для того, чтобы изучить воз-
можности реинжиниринга биологических ор-
ганизмов. Синтетические генетические цепи 
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были разработаны для отображения временных 
функций более высокого порядка, обеспечивают 
создание новых гипотез относительно логических 
операций в клетках, способствуют производству 
гетерологичных белков в микроорганизмах. 
Важно, что созданный набор инструментов рас-
ширяет разнообразие синтетических генетических 
сетей, которые могут быть построены, позволяя 
использовать основные механизмы, которые было 
бы трудно достичь in vivo. 

Путем реконструкции и анализа математического 
моделирования митотического цикла в бесклеточ-
ной системе (in vitro) удалось уточнить ключевые 
особенности механизма действия осцилляторов 
митоза: 1) формирование петли отрицательной 
обратной связи; 2) оптимальный период задержки 
митоза; 3) «нелинейность» развития кинетической 
реакции; 4) функционирование петли положитель-
ной обратной связи, в соответствии с общими тре-
бованиями, представляемыми для проектирования 
биохимических осцилляторов [63].

В бесклеточной системе, наряду с разработкой 
образцов колебательного контура митоза, также 
созданы осцилляторы циркадного ритма in vitro 
на основе сразу трех белков (Kai A, Kai B, Kai C) 
цианобактерий в присутствии АТФ и в условии 
температурной компенсации [60]. При этом про-
цесс упорядоченного фосфорилирования способ-
ствовал управлению осцилляциями одновременно 
трех белков циркадных часов [72].

Проектирование искусственных регуляторных 
белковых сетей стало возможным благодаря по-
следним достижениям синтеза целевых биополи-
меров и репликативных систем in vitro [29]. Эти 
синтетические сети могут выполнять не только 
различные функции, такие как бистабильное пере-
ключение [49], транскрипционно / трансляционные 
преобразования [80], PCR (polymerase chain 
reaction) диагностика [50], но также могут вести 
себя как сетевые осцилляторы в молекулярной 
экосистеме [32], в транскрипционных сетевых био-
химических колебательных системах [42], а также 
как сетевые осцилляторы неорганических хими-
ческих реакций, в частности реакций Белоусова 
– Жаботинского [50].

Последние разработки в области синтетической 
биологии также позволяют создавать модульные 
сетевые осцилляторы на основе использования 
нуклеиновых кислот [89] или органических моле-
кул [74], что оптимизирует возможность математи-
ческого моделирования биологических триггерных 

волн активации Cdk1 в бесклеточных системах in 
vitro [20] и помогает обеспечить пространственно-
временную координацию биохимических событий 
в клетке. 

На основе использования теоретических 
и экспериментальных подходов выявлено и 
проанализировано множеств осцилляторных 
функциональных модулей (циклов) включающих 
временные периоды задержки и усиление функци-
онирования петель отрицательной обратной связи 
[87]. К вспомогательным функциональным мо-
дулями биологических осцилляторов относятся: 
одновременно тестируемая (в рамках гипотезы) 
роль нескольких колебательных структур [41], 
а также роль динамических генных регулярных 
сетей [62] и гипотеза о робастном (устойчивом 
состоянии системы в ответ на влияние внешних 
и внутренних возмущающих факторов) колеба-
тельном поведении биологических осцилляторов 
в регуляторных сетях живых организмов [17].

При помощи методов прогнозирования, 
используемых в функциональной геномике, 
биологу в области синтетической биологии зна-
чительно легче оценить биологические ансамбли 
сложных регуляторных сетей путем рационально-
го проектирования генных и белковых цепей на 
фоне последующего осуществления надежного 
контроля естественных процессов, таких как 
экспрессия генов [59].

Наряду с этим, методы машинного обучения [7] и 
искусственного интеллекта [16] помогают оптими-
зировать протеиновый синтез в бесклеточных сис-
темах. Обладая существенными вычислительными 
мощностями можно создавать модели более 
сложных осцилляторных сетей в короткие отрезки 
времени и повышать пропускную способность 
моделирования [85]. В последние годы проблемы 
биологических осцилляторов затронули хроноби-
ологию и хрономедицину [23].

Выводы. 1. Существенное значение в дальней-
шем определении механизмов функционирования 
биологических осцилляторов приобретает систем-
ная и синтетическая биология. 

2. Хотя в исследованиях по функциони-
рованию биологических осцилляторов и 
был достигнут определённый прогресс в 
выявлении особенностей работы естественных 
и искусственных осцилляторов, повышающих 
надежность и качество управления ритма-
ми биологических реакций,  однако роль 
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многих других второстепенных модификаций 
остается малоизученной. Для ее понимания 
необходимы дальнейшие как теоретические, так 
и экспериментальные исследования. 

3. Крайне важной в продвижении системной  
и синтетической биологии становится роль 

развития инструментов и методов биоинфор-
матики, а уже устоявшиеся количественные 
подходы системной и синтетической биологии 
в трансдисциплинарном подходе с привлече-
нием современных методик других областей 
знаний.
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