
ільшість основних фізіологіч�
них та метаболічних процесів в
організмі має здатність до ав�
тономних коливань з періодом,
близьким до 24 годин, які нази�
вають циркадіальними ритма�
ми і які генеруються у гіпотала�
мусі системою біологічного го�
динника, молекулярну основу
якого складають регуляторні та
транскрипційні фактори, що
кодуються циркадіальними ге�
нами груп Період (Period) та
Криптохромів (Cryptochromes),
rазеїнкіназ, BMAL (brain and
muscle ARNT�like protein) та
CLOCK (circadian locomotor
output cycles kaput) [1�3]. Цир�
кадіальні ритми з періодом,
близьким до 24 годин, регулю�
ють фундаментальні фізіоло�
гічні функції в організмі і тісно
пов'язані з метаболічним гоме�
остазом. Вони можуть мати ви�

дові особливості та індивіду�
альні. Циркадіальні фактори є
ключовими регуляторами різ�
номанітних метаболічних про�
цесів як в нормі, так і за різних
патологічних станів. Рівень ек�
спресії генів, що кодують син�
тез циркадіальних регулятор�
них факторів, щоденно зазнає
автономних коливань і визна�
чає циркадіальний характер
перебігу різноманітних фізіо�
логічних та метаболічних про�
цесів в організмі. Дисрегуляція
циркадіальних ритмів, зокрема
сну, який є інтегральною части�
ною нашого життя і контролю�
ється біологічним годинником,
може сильно впливати на здо�
ров'я, змінювати метаболізм і
призводити до ожиріння та ме�
таболічних захворювань [4]. 

Основу біологічного годин�
ника ссавців складає група
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ЭКСПРЕССИЯ мРНК SNARK, CSNK1E, PER1,
BMAL1 И CLOCK В ЛЕГКИХ И ПЕЧЕНИ КРЫС ПРИ
ДЕЙСТВИИ МЕТИЛТРЕТБУТИЛОВОГО ЭФИРА
Минченко Д.А., Яворовский А.П., 
Паустовский Ю.A., Минченко А.Г. 
Цель исследования — изучение экспрессии
наиболее важных генов циркадиальных 
регуляторных факторов, являющихся 
молекулярными компонентами системы 
циркадиальных часов (CSNK1E, PER1, BMAL1 и
CLOCK), а также протеинкиназы SNARK при дей&
ствии на организм метил&третбутилового эфи&
ра, токсического и экологически опасного сое&
динения. Это обусловлено тем, что 
биологические часы играют чрезвычайно 
важную роль в регуляции большинства 
физиологических и метаболических процессов 
в организме, и нарушение протекания их 
функции есть одной из причин возникновения
ряда патологических процессов. 
Методы исследования. Уровень экспрессии
генов CSNK1E, PER1, BMAL1, CLOCK и SNARK
определяли в легких и печени крыс с помощью
опосредованной обратной транскрипцией коли&
чественной полимеразной реакции в реальном
времени в условиях продолжительного (в тече&
ние месяца) действия предельно допустимой
концентрации метил&третбутилового эфира 
в воздухе, используя специальную камеру. 
Результаты. Установлено, что уровень экспрес&
сии циркадиальных генов PER1, BMAL1 и CLOCK

значительно усиливается в легких и в печени
крыс под влиянием продолжительного (в тече&
ние месяца) действия предельно допустимой
концентрации метил&третбутилового эфира 
в воздухе, причем в легких обнаружены более
выраженные изменения в уровнях экспрессии
генов PER1 и CLOCK. Показано также, что 
уровень экспрессии протеинкиназы CSNK1E, что
контролирует функциональную активность 
циркадиальных факторов при действии метил&
третбутилового эфира, значительно увеличива&
ется как в легких, так и в печени. В этих же 
условиях метил&третбутиловый эфир почти
вдвое усиливает экспрессию гена SNARK, что
кодирует синтез чувствительной к действию раз&
личных стрессовых факторов протеинкиназы. 
Выводы. Результаты данной работы свидетель&
ствуют о выраженном влиянии низких концен&
траций метил&третбутилового эфира на важные
механизмы регуляции метаболических процес&
сов в клетках жизненно важных органов на уров&
не экспрессии циркадиальных генов CSNK1E,
PER1, BMAL1 и CLOCK, а также протеинкиназы
SNARK, что может приводить к нарушению 
сигнальных каскадов в клетках и развитию 
разнообразных патологических состояний. 
Уровень экспрессии этих генов может быть 
чувствительным показателем вредного 
действия на организм метил&третбутилового
эфира и, возможно, других химических веществ,
загрязняющих окружающую среду.

1 *
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протеїнів, яка включає не мен�
ше восьми факторів: CLOCK,
BMAL1, PER1 (period 1), PER2,
PER3, CRY1 (cryptochrome 1),
CRY2 та REV�ERBальфа. BMAL1
та CLOCK є транскрипційними
факторами, що утворюють
транскрипційно активний ком�
плекс шляхом гетеродимери�
зації, здатний зв'язуватися з
cis�діючим елементом у про�
моторі різних генів�мішеней,
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включаючи PER1, PER2, PER3,
CRY1 та CRY2, і посилювати
транскрипцію самого BMAL1,
генеруючи позитивну петлю
системи біологічного годинни�
ка. З іншого боку, комплекс
CRY�PER формує негативну
петлю взаємозв'язків годинни�
ка шляхом пригнічення тран�
скрипційної активності гетеро�
димерного комплексу CLOCK /
BMAL1. Іншу негативну петлю

взаємозв'язків циркадіального
годинника формує REV�ER�
Bальфа, який пригнічує тран�
скрипційну активність ком�
плексу CLOCK/BMAL в ядрі [2].

Низкою досліджень було
встановлено, що порушення у
регуляції експресії циркадіаль�
них генів мають місце за дея�
ких захворювань і можуть бути
причетними також до вини�
кнення та прогресії злоякісних

Рисунок 2
Кількісне визначення рівня експресії мРНК SNF1 

протеїнкінази, що активується АМР, (SNARK) у легенях 
та печінці щурів методом полімеразної ланцюгової реакції

у реальному часі за тривалої (протягом місяця) дії МТБЕ 
на рівні ГДК у повітрі робочої зони. Рівень експресії мРНК

SNARK нормалізували за бета*актином і виражали 
у процентах від контролю, прийнятого за 100%.

Рисунок 1
Вплив тривалої (протягом

місяця) дії МТБЕ на рівні ГДК
у повітрі робочої зони на 

рівень експресії мРНК SNF1
протеїнкінази, що активу*

ється АМР, (SNARK) 
у легенях та печінці щурів

методом полімеразної 
ланцюгової реакції 

комплементарних ДНК
(кДНК), отриманих шляхом

зворотної транскрипції
мРНК. 1 — контрольні 

тварини, 2 — дія МТБЕ. 
Рівень експресії мРНК 

бета*актину досліджували
для контролю 

кількості РНК, взятої для
дослідження.

EFFECT OF METHYL TERTIARY&BUTYL 
ETHER ON THE EXPRESSION OF SNARK,
CSNK1E, PER1, BMAL1 AND CLOCK mRNA
IN RAT LUNG AND LIVER 

Minchenko D.O., Yavorovsky О.P., 
Paustovsky Y.О., Minchenko O.H.
Aims. The effect of methyl tertiary&butyl ether, 
a toxic and an ecologically dangerous chemical
compounds, on the expression of most of the 
important molecular factors, components 
of circadian clock system (CSNK1E, PER1,
BMAL1 and CLOCK), as well as, protein kinase
SNARK. Biological clock plays an important role 
in the regulation of most physiological and meta&
bolic processes in the organism. The disturbance 
оf circadian processes behaviour in the organism
leads to the development of different pathology. 
Methods. The expression level of CSNK1E,
PER1, BMAL1, CLOCK and SNARK genes was 
determined in rat lungs and liver by reverse
transcription mediated real&time quantitative 
polymerase chain reaction. Rats were treated 
in special chamber during one month with aximum
permissible concentration of methyl tertiary&butyl
ether in air. 
Results. It was shown that the expression level of
PER1, BMAL1 and CLOCK genes increases both
in the lungs and liver in rats treated with maximum

permissible concentration of methyl tertiary&butyl
ether in air. Moreover, the changes in the expres&
sion level of PER1 and CLOCK genes were more
significant in the lungs. We have also shown that
methyl tertiary&butyl ether increases the expres&
sion level of protein kinase CSNK1E, which 
controls the functional activity of circadian factors,
both in rat lungs and liver. At these experimental
conditions methyl tertiary&butyl ether in two fold
induces the expression SNARK gene, which 
encodes the synthesis of sensitive to the action 
of different stress factors protein kinase. 
Conclusions. Results of this investigation demon&
strate that low concentrations of methyl tertiary&
butyl ether affects important regulatory mecha&
nisms of metabolic processes in the cells of vital
organs at the expression level of circadian genes
CSNK1E, PER1, BMAL1 and CLOCK as well as
protein kinase SNARK. Disruption of the normal of
expression of these genes can destroy the cellular
signal pathways and lead to the development of
pathological processes. It could be an important
sensitive marker of toxic action on the organism 
of methyl tertiary&butyl ether and possibly other
ecologically dangerous chemical compounds.
Keywords: methyl tertiary�butyl ether, 
gene expression, CSNK1E, PER1, BMAL1,
CLOCK, SNARK, lung, liver, rats.
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пухлин [5�7]. Останнім часом
виявлено залежність експресії
низки циркадіальних генів від
гіпоксії, що також значною мі�
рою може сприяти прогресії
більшості злоякісних пухлин у
разі порушень у функції цих ге�
нів. Експресія більшості цирка�
діальних генів та функція фак�
торів, що кодується ними,
перебуває під контролем про�
теїнкіназ, зокрема казеїнкіна�
зи�1епсилон та �1дельта, які
також беруть участь у регуляції
низки інших надзвичайно важ�
ливих процесів [8, 9]. Так, було
встановлено, що казеїнкіназа�
1епсилон зв'язується з PER1,
PER2, PER3 і фосфорилює їх,
що істотно змінює функціону�
вання генів, які контролюють
цикл поділу клітин (Cyclin D1,
Cyclin A, MDM2, cMYC і
GADD45alpha) та низки онко�
генів, а також генів, що пригні�
чують ріст пухлин [8, 10]. Ця
протеїнкіназа бере участь у
дестабілізації β�катенін�дегра�
дуючого комплексу, у функціо�
нуванні TGF�β сигнального ка�
скаду, в інактивації білка BID
через його розщеплення ка�
спазою 8, фосфорилює Р53,
протеїн, що пригнічує ріст
пухлин, негативно регулює
фосфо�AКТ через PTEN [9].
Крім того, для циркадіальних
факторів у ссавців характерне
явище зворотного зв'язку у
механізмах регуляції, що над�
звичайно важливо для точної і
чіткої роботи циркадіального
годинника [11, 12]. 

Протеїнкіназа SNARK (SNF1
протеїнкіназа, що активується
АМР) є представником AMPK
кіназ, що належить до се�
рин/треонінових протеїнкіназ
[13]. Відомо, що активність
протеїнкінази SNARK змінюєть�
ся за різноманітних стресових
станів клітин, але не у всіх типах
клітин, суттєво залежить від
рівня глюкози і глютаміну у клі�
тинах, бере участь в індукованій
CD95 рухливості та інвазивно�
сті. Недавно було виявлено, що
нокаутні за геном протеїнкінази
SNARK миші характеризуються
ожирінням, відповідними пору�
шеннями метаболізму і мають
схильність до виникнення злоя�
кісних пухлин подібно до тва�
рин, нокаутних за циркадіаль�
ними генами [14, 15].

Метил�третбутиловий ефір
— 2�метокси�2�метил�пропан
(МТБЕ) є екологічно небезпеч�
ною хімічною сполукою, що ви�
користовується для виробниц�
тва неетильованих бензинів.
Дослідженнями останніх років

встановлено, що МТБЕ є одним
з найнебезпечніших глобаль�
них хімічних забруднювачів
довкілля у зв'язку з його висо�
кою стабільністю, здатністю
накопичуватися у ґрунті і під�
земних джерелах водопоста�
чання та вираженим негатив�
ним впливом на здоров'я лю�
дей [16, 17]. Забруднення цією
сполукою довкілля може стати
причиною отруєння людей, мо�
же ініціювати розвиток різних
патологічних станів: хронічних
нефропатій, гіпертрофії печін�
ки, алергічних та респіратор�
них захворювань, нейроток�
сичних проявів, у тому числі і
виникнення злоякісних новоу�
творень у нирках, печінці,
сім'яниках та лімфовузлах,
може ініціювати розвиток лей�
кемій [17�19]. Більше того,
враховуючи інтенсивність ви�
користання бензинів з МТБЕ та
високу стабільність цієї хімічної
сполуки, можна вважати її до�
сить небезпечним глобальним
забруднювачем довкілля [18]. 
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ФУНДАМЕНТАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

Рисунок 4
Кількісне визначення рівня експресії мРНК 

казеїнкінази*1епсільон (СSNK1Е) у легенях та печінці щурів
методом полімеразної ланцюгової реакції у реальному часі

за тривалої (протягом місяця) дії МТБЕ на рівні ГДК 
у повітрі робочої зони. Рівень експресії мРНК СSNK1Е 

нормалізували за бета*актином і виражали 
у процентах від контролю, прийнятого за 100%.

Рисунок 3
Вплив тривалої (протягом

місяця) дії МТБЕ на рівні ГДК
у повітрі робочої зони 

на рівень експресії мРНК 
казеїнкінази*1епсільон
(СSNK1Е) у легенях та 
печінці щурів методом 

полімеразної ланцюгової
реакції кДНК, отриманих

шляхом зворотної 
транскрипції мРНК. 

1 — контрольні тварини, 
2 — дія МТБЕ. 

Рівень експресії мРНК 
бета*актину досліджували

для контролю 
кількості РНК, взятої для

дослідження.
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В експериментах на щурах та
мишах встановлено, що пов�
торні інгаляції МТБЕ призво�
дять до порушення функції ни�
рок, появи різних злоякісних
пухлин та збільшення смертно�
сті [16, 17]. У дослідах на двох
видах риб було показано, що
короткотривала експозиція риб
у воді з МТБЕ або третбутано�
лом призводить до деформації
очей і ротової порожнини та до
підвищеної смертності личи�
нок. Основними метаболітами
МТБЕ у крові є метанол та трет�
бутиловий алкоголь, тоді як у
печінці він перетворюється за
участі цитохрому Р�450 до фор�
мальдегіду та третбутанолу,
але основним місцем накопи�
чення МТБЕ є жирова тканина і
дещо меншою мірою кров та
мозок [21, 22]. Разом з тим, де�
тальні механізми токсичної дії
МТБЕ, що ініціюють розвиток
різних захворювань, зокрема
злоякісних пухлин, залишають�
ся нез'ясованими.

Раніше нами було встановле�
но, що внутрішньошлункове
введення різних доз МТБЕ щу�
рам протягом 1�2 місяців при�
зводить до значних порушень в
експресії циркадіальних генів,
протеїнкіназ та PFKFB, а також
альтернативного сплайсингу
PFKFB4 та VEGF, що переконли�
во свідчило про високу чутли�
вість протеїнкінази SNARK та
циркадіальних генів, як і альтер�
нативний сплайсинг PFKFB4 до
дії цієї токсичної хімічної сполу�
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ки [23�26]. Актуальним постало
питання про можливість впливу
на організм гранично допусти�
мої концентрації (ГДК) МТБЕ у
повітрі робочої зони.

У зв'язку з цим, метою дано�
го дослідження було вивчення
можливих молекулярних меха�
нізмів впливу екологічно не�
безпечної хімічної сполуки
МТБЕ на рівні ГДК у повітрі ро�
бочої зони на організм. Для
цього досліджували тривалу
(протягом місяця) дію цієї хі�
мічної сполуки на експресію
протеїнкінази SNARK та цирка�
діальних генів у легенях і печін�
ці щурів.

Матеріали і методи до*
сліджень. Досліди проводили
на щурах лінії Wistar вагою 230�
260 г. Тварин піддавали дії МТБЕ
у концентрації 100 мг/м3 (на рів�
ні нині чинної в Україні ГДК цієї
речовини у повітрі робочої зо�
ни) у спеціальній камері по 4 го�
дини на день, п'ять днів на тиж�
день протягом чотирьох тижнів.

Виділення РНК. Тотальні
РНК виділяли із печінки та ле�
гень щурів за допомогою реа�
генту Тризол (Trizol; Invitrogen,
USA) згідно з протоколом ви�
робника, як описано раніше
[27]. Осаджували РНК із водної
фази рівним об'ємом 2�пропа�
нолу. Осади РНК промивали
двічі 75% етанолом, розчиняли
у воді, що не містить домішок
рибонуклеаз, і використовува�
ли для синтезу комплементар�
них ДНК (кДНК). 

Аналіз експресії мРНК
SNARK, CSNK1E, PER1, BMAL1
та CLOCK. Експресію мРНК
SNARK, CSNK1E, PER1, BMAL1
та CLOCK досліджували мето�
дом полімеразної ланцюгової
реакції комплементарних ДНК,
отриманих методом зворотної
транскрипції мРНК, а також ме�
тодом кількісної полімеразної
ланцюгової реакції у реальному
часі. Синтез кДНК проводили за
допомогою QuaniTect Reverse
Transcription Kit (QIAGEN, Німеч�
чина) згідно з протоколом ви�
робника, використовуючи то�
тальну РНК із легень та печінки
щурів як матрицю. Для ампліфі�
кації кДНК SNARK, CSNK1E,
PER1, BMAL1 та CLOCK викори�
стовували HotStarTaq Master Mix
Kit (QIAGEN, Німеччина) та спе�
цифічні для цих генів щурів пари
праймерів, отриманих від компа�
нії Sigma, США. Кількісну поліме�
разну ланцюгову реакцію прово�
дили на апараті "Stratagene Mx
3000P cycler". Для ампліфікації
кДНК протеїнкінази SNARK та
циркадіальних генів, а також бе�
та�актину (як контрольного гена)
використовували ABsolute qPCR
SYBR Green Mix (Thermo Scienti�
fic, Великобританія).

Ампліфікацію кДНК протеїнкі�
нази SNARK (SNF1 протеїнкіна�
зи, що активується АМР) про�
водили з використанням таких
праймерів: прямого — 5'—
AAGTCTCGGCAGCGTGAATC �3'
та зворотного 5'— CAG�
GATGCTGTCCTCACTCA �3', ну�

Рисунок 6
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клеотидні послідовності яких
відповідають залишкам ну�
клеотидів 1544�1564 та 1737�
1718 відповідно у мРНК SNARK
щура (GenBank номер
NM_001007617). 

Для ампліфікації кДНК казе�
їнкінази�1епсилон (CSNK1E)
були використані прямий (5'—
GACATCTACCTGGGTGCCAAC �
3') та зворотний (5'— TGAT�
CATCTGGTCGGCCAGC �3')
праймери. Нуклеотидні залиш�
ки цих праймерів відповідають
залишкам нуклеотидів 64�84 та
340�321 у послідовності мРНК
CSNK1E щура (GenBank номер
NM_031617). 

Ампліфікацію кДНК циркаді�
ального фактора PER1 прово�
дили з використанням таких
праймерів: прямого — 5'�
TCTCTTCTCAGAACTGGATG �3'
та зворотного 5'— GGA�
AGCCTCTCATTAGACTGC �3',
нуклеотидні послідовності яких
відповідають залишкам ну�
клеотидів 3699�3718 та 3983�
3963 відповідно у мРНК Per1
щура (GenBank номер
NM_001034125).

Для ампліфікації кДНК BMAL1
були використані прямий (5'—
TGACCCTCATGGAAGGTTAG �3')
та зворотний (5'— AATC�
CATCTGCTGCCCTGAG �3')
праймери. Нуклеотидні залиш�
ки цих праймерів відповідають
залишкам нуклеотидів 753�772
та 1042�1061 у послідовності
мРНК BMAL1 щура (GenBank
номер NM_024362). 

Для ампліфікації кДНК
CLOCK були використані пря�
мий (5'— TGCACAGTCA�
GATGCTAGTG �3') та зворотний
(5'— TGATCCACAAGATCA�
GATGG �3') праймери. Нуклео�
тидні залишки цих праймерів
відповідають залишкам ну�
клеотидів 264�283 та 455�436 у
послідовності мРНК CLOCK
щура (GenBank номер
NM_021856). 

Для контролю кількості РНК,
взятої для аналізу, досліджува�
ли експресією мРНК ACTB (бе�
та�актину). Ампліфікацію кДНК
бета�актину проводили з вико�
ристанням таких праймерів:
прямий — 5'— GGACTTCGAG�
CAAGAGATGG �3' та зворотний
— 5'— AGCACTGTGTTGGCGTA�
CAG �3'. Прямий праймер по�
чинається з 704�го нуклео�
тидного залишку (5'�позиція), а
зворотний — з 937�го нуклео�
тидного залишку (3'�позиція;
GenBank номер Х00351). 

Ці саме пари праймерів були
використані також і для амплі�
фікації у полімеразній ланцю�
говій реакції у реальному часі.
Експресія кожної смуги кДНК
SNARK, CSNK1E, PER1, BMAL1
та CLOCK порівнювалася з ек�
спресією мРНК бета�актину.

Зміни рівня експресії мРНК
циркадіальних факторів SNARK,
CSNK1E, PER1, BMAL1 та
CLOCK у легенях та печінці за
дії МТБЕ порівнювали з відпо�
відними значеннями у кон�
трольних тварин, які було

прийнято за 100%. Аналіз ре�
зультатів виконували за допо�
могою спеціальної комп'ютер�
ної програми "Differential ex�
pression calculator", а стати�
стичний аналіз — у програмі
Microsoft Excel.

Продукти ампліфікації аналі�
зували електрофорезом у 2%
агарозному гелі, забарвлюючи
кДНК за допомогою 5x Sight
DNA Stain (EUROMEDEA). Гелі
аналізували у системі Quantity
One BioRad System (США). 

Результати дослідження та
їх обговорення. У зв'язку з
тим, що порушення системи
регуляції циркадіальних проце�
сів в організмі є однією з при�
чин виникнення низки патоло�
гічних процесів (у тому числі і
злоякісних новоутворень), ми
досліджували експресію мРНК
ключових циркадіальних генів
та протеїнкінази SNARK у леге�
нях та печінці щурів у нормі та
за тривалої дії на тварин низь�
кої концентрації МТБЕ метода�
ми полімеразної ланцюгової
реакції кДНК, отриманих шля�
хом зворотної транскрипції
мРНК. Результати дослідження
експресії мРНК протеїнкінази
SNARK представлені на рис. 1
та 2. Встановлено, що рівень
експресії мРНК протеїнкінази
SNARK майже вдвічі збільшу�
ється у легенях та печінці щурів
під впливом МТБЕ на рівні ГДК
у повітрі робочої зони. Ці дані
узгоджуються з отриманими
нами раніше даними про підви�
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Рисунок 8
Кількісне визначення рівня експресії мРНК 
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у процентах від контролю, прийнятого за 100%.
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щення рівня експресії цієї про�
теїнкінази під впливом трива�
лої дії лише малих доз метил�
третбутилового ефіру за умов
його внутрішньошлункового
введення щурам [23]. 

Як видно з даних, наведених
на рис. 3 та 4, рівень експресії
іншої протеїнкінази, казеїнкі�
нази�1епсилон, також суттєво
збільшувався за дії на орга�
нізм щурів МТБЕ на рівні ГДК у
повітрі робочої зони: у легенях
— на 64 %, а у печінці — на
57%. Рівень експресії циркаді�
ального транскрипційного
фактора BMAL1 за дії на орга�
нізм щурів МТБЕ збільшувався
у легенях на 73%, а у печінці —
на 91% (рис. 5 та 6). Дослід�
ження експресії іншого цирка�
діального транскрипційного
фактора CLOCK показало, що
у контрольних щурів та у тва�
рин, що піддавалися дії МТБЕ,
виявляються дві ізоформи
цього транскрипційного фак�
тора, рівень експресії обох
ізоформ збільшується під
впливом цієї токсичної хімічної
сполуки (рис. 7 та 8). Вод�
ночас під впливом тривалої дії
МТБЕ на рівні ГДК для повітря
робочої зони рівень експресії
мРНК CLOCK посилюється у
легенях значно більшою мі�
рою, порівняно з печінкою: у
легенях — на 225%, а у печінці
— лише на 62% (рис. 8). Підви�
щення рівня експресії мРНК
CLOCK було виявлено нами і
раніше за умов тривалої дії
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малих доз МТБЕ у разі його
внутрішньошлункового вве�
дення щурам, але ефект був
значно меншим [23]. Водно�
час за умов внутрішньошлун�
кового введення щурам малих
доз МТБЕ збільшення рівня
експресії мРНК казеїнкінази�
1епсилон було виявлено лише
у печінці, а мРНК циркадіаль�
ного транскрипційного факто�
ра BMAL1 — лише у легенях
[23].

При дослідженні експресії
циркадіального фактора PER1
було також виявлено значне
збільшення рівня мРНК у леге�
нях та печінці щурів за дії низь�
ких концентрацій МТБЕ, але у
легенях ефект цієї токсичної
хімічної сполуки був значно
більшим (рис. 9 та 10). Так, під
впливом тривалої дії МТБЕ на
рівні ГДК у повітрі робочої зо�
ни рівень експресії мРНК PER1
збільшився у легенях на 246%,
а у печінці — лише на 85%, по�
рівняно з контрольними тва�
ринами. 

Більш виражені зміни у рівнях
експресії циркадіальних фак�
торів PER1 та CLOCK у легенях,
порівняно з печінкою, можуть
бути зумовленими тим, що са�
ме через легені МТБЕ надхо�
див до організму, а також особ�
ливостями епітеліальних клітин
легень і альвеоцитів та різними
шляхами метаболізму МТБЕ у
цих тканинах. Наведені вище
дані переконливо свідчать про
залежність змін у рівнях екс�

пресії протеїнкінази SNARK та
основних циркадіальних фак�
торів від величини доз МТБЕ та
від способу його надходження
до організму.

Таким чином, результати да�
ної роботи вказують на вираже�
ну дію МТБЕ на рівні ГДК на
експресію генів надзвичайно
важливих протеїнкіназ та цир�
кадіальних факторів, відпові�
дальних за регуляцію основних
метаболічних процесів у кліти�
нах організму у таких життєво
важливих органах, як легені та
печінка. Отримані результати
вказують на те, що дія МТБЕ на
організм може бути опосеред�
кованою, принаймні частково,
порушенням функції біологіч�
ного годинника шляхом змін в
експресії циркадіальних факто�
рів, які контролюють більшість
фізіологічних та метаболічних
процесів в організмі. Отримані
результати вказують на
необхідність проведення по�
дальших наукових досліджень з
метою з'ясування детальних
молекулярних механізмів ток�
сичної та канцерогенної дій
МТБЕ і пошуку шляхів профі�
лактики його негативного впли�
ву на організм, а також пере�
гляду ГДК цієї речовини у пові�
трі робочої зони. На нашу дум�
ку, одним з механізмів дії низь�
ких концентрацій МТБЕ на ор�
ганізм можуть бути порушення
функціонування системи біоло�
гічного годинника та сигналь�
них каскадів у клітинах.

Рисунок 10
Кількісне визначення рівня експресії мРНК 

циркадіального гена PER1 у легенях та печінці щурів 
методом полімеразної ланцюгової реакції у реальному

часі за тривалої (протягом місяця) дії МТБЕ на рівні ГДК 
у повітрі робочої зони. Рівень експресії мРНК PER1 

нормалізували за бета*актином і виражали 
у процентах від контролю, прийнятого за 100%.

Рисунок 9
Вплив тривалої (протягом

місяця) дії МТБЕ на рівні ГДК
у повітрі робочої зони 

на рівень експресії мРНК
циркадіального 

гена PER1 у легенях 
та печінці щурів методом

полімеразної ланцюгової
реакції кДНК, отриманих

шляхом зворотної 
транскрипції мРНК. 

1 — контрольні тварини, 
2 — дія МТБЕ. 

Рівень експресії мРНК 
бета*актину досліджували

для контролю 
кількості РНК, взятої для

дослідження.
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Висновки
1. Тривала дія метил�третбу�

тилового ефіру на організм на
рівні ГДК у повітрі робочої зо�
ни призводить до збільшення
рівня експресії мРНК протеїн�
кінази SNARK у таких життєво
важливих органах, як легені та
печінка. 

2. Рівень експресії генів клю�
чових циркадіальних факторів
суттєво збільшується у леге�
нях та печінці за дії на організм
метил�третбутилового ефіру
на рівні ГДК у повітрі робочої
зони, що може порушувати
регуляцію основних метабо�
лічних процесів в організмі і
сприяти виникненню патоло�
гічних станів.

3. Експресія генів SNARK,
CSNK1E, PER1, BMAL1 та
CLOCK може слугувати важли�
вим чутливим показником
шкідливої дії хімічних забруд�
нювачів довкілля у досить
низьких концентраціях.

4. Гранично допустима кон�
центрація метил�третбутилово�
го ефіру у повітрі робочої зони
(1 мг/м3) не забезпечує безпеч�
них умов праці осіб, що контак�
тують з цією речовиною, і потре�
бує перегляду у бік зменшення.
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