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Протікання фізіологічних та біохімічних процесів в організмі має циркадіальний характер і порушення механізмів 
їх регуляції є одною із причин виникнення багатьох патологічних процесів, в тому числі і утворення злоякісних 
пухлин. Найбільш важливими генами, що регулюють протікання циркадіальних процесів в нормі та при патологіч­
них станах є гени груп Per, ВМої та Clock, а також казеїнкіназа-іє, що контролює їх функціональну активність. 
Одержані нами дані засвідчили, що під впливом метил-третбутилового ефіру (М ТБЕ), екологічно небезпечної, 
токсичної сполуки, значно порушується експресія генів Per2, Clock та казеїнкінази-іє в печінці та легенях щурів і 
що це може спричинювати розлади у функціонуванні сигнальних каскадів у клітинах та розвитку патологічних ста­
нів, в тому числі і виникнення злоякісних новоутворень. Результати даної роботи переконливо свідчать про вира­
жену дію МТБЕ на важливі ключові механізми регуляції метаболічних процесів в клітинах на рівні експресії цир­
кадіальних генів, зокрема генів Per2, Clock та казеїнкінази-1 є, що може слугувати важливим чутливим показником 
шкідливої дії на організм хімічних забруднювачів довкілля.
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Вступ

Поведінка більшості живих організмів та проті­
кання в них фізіологічних і біохімічних процесів ав ­
тономно коливаються з періодом близьким до 24 
годин. Ці коливання пов’язані зі зміною дня та ночі, 
називають їх циркадіальними ритмами і генерують­
ся вони у гіпоталамусі на молекулярному рівні так 
званим циркадіальним годинником [1 —4]. Цикліч­
ний характер має більшість основних фізіологічних 
та метаболічних процесів в організмі і контролю­
ються вони циркадіальними генами (Р е г і, Рег2, 
РегЗ, Сіоск та В М аїї), які кодують синтез важли­
вих регуляторних та транскрипційних чинників і ек­
спресія та активність яких, своєю чергою, контро­
люються казеїнкіназою-1є [5—11]. Ці регуляторні 
чинники є ключовими в регуляції метаболізму як в 
нормі, так і при різноманітних патологічних станах. 
Циркадіальні гени щоденно змінюють циркадіальні 
ритми різноманітних фізіологічних та біохімічних 
процесів, як і поведінку організмів. Більше того, 
виявлено існування різних типів циркадіальних 
ритмів, причому це явище було продемонстровано і

на лімфоцитах крові людей, у яких виявлено різні 
хронотипи експресії циркадіальних генів [4]. Ек­
спресія самих циркадіальних генів також змінюєть­
ся циркадіально і контролюється, головним чином, 
світловими променями як на рівні гіпоталамусу, так 
і на рівні різних окремих клітин організму, зокрема 
лімфоцитів крові [1, 3, 4, 12]. Останнім часом ви­
явлена залежність експресії ряду циркадіальних ге­
нів від гіпоксії, що також значною мірою може 
сприяти прогресії більшості пухлин при порушен­
нях в функції цих генів [ 13].

Крім того, встановлено, що порушення в регуля­
ції експресії циркадіальних генів мають місце при 
ряді захворювань і можуть бути причетні також до 
виникнення та прогресії злоякісних пухлин [12—22]. 
Експресія більшості циркадіальних генів та функція 
кодуємих ними білкових чинників контролюється 
протеїнкіназами і, зокрема, казеїнкіназою-1 є, але її 
функція не обмежується цим і вона приймає участь 
також в регуляції цілого ряду інших надзвичайно 
важливих процесів [2 3 -3 4 ]. Так, було встановлено, 
що казеїнкіназа-1є зв ’язується з регуляторними
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чинниками групи Per (P e r l , Рег2 та РегЗ), фосфори- 
лює їх, що значно змінює їх функціональну актив­
ність і експресію контролюємих ними генів, зокрема 
ряду важливих генів, що регулюють цикл поділу клі­
тин (Cyclin D l, Cyclin A, M dm -2, c-myc і Gadd45a) 
та онкогенів, а також генів, пригнічуючих ріст пух­
лин [16, 23, 24, 26, ЗО, 35]. Ця протеїнкіназа прий­
має участь у дестабілізації Ь-катенін-деградуючого 
комплексу [31 ], у функціонуванні TGF-b сигнально­
го каскаду [28], в інактивації білка bid через його 
розщеплення каспазою 8 [33], фосфорилює Р53, б і­
лок, що пригнічує ріст пухлин [34], негативно регу­
лює фосфо-Akt через PTEN [27]. Крім того, для 
циркадіальних чинників у ссавців характерне явище 
зворотного зв ’язку в механізмах регуляції, що над­
звичайно важливо для точної і чіткої робити цирка- 
діального годинника [25, 3 6 —37].

Метил-третбутиловий ефір є екологічно небез­
печною хімічною сполукою, що використовується 
для виробництва неетильованих бензинів, яка здат­
на накопичуватися у грунті, що, своєю чергою, 
призводить до забруднення цією сполукою підзем­
них джерел водопостачання і можливого отруєння 
людей [38]. Більше того, враховуючи інтенсивність 
використання бензинів з метил-третбутиловим 
ефіром та високу стабільність цієї хімічної сполуки, 
можна вважати її досить небезпечним глобальним 
забруднювачем довкілля [38].

Метою даного дослідження було вивчення мож­
ливих молекулярних механізмів токсичної дії еколо­
гічно небезпечної хімічної сполуки метил-третбути- 
лового ефіру на живі організми. Для цього дослід­
жували вплив метил-третбутилового ефіру на ек­
спресію в печінці та легенях щурів генів Рег2, 
В М аїї, СІоск-А і -В та казеїнкінази-1 є, які є важ ­
ливими регуляторами багатьох ключових метабо­
лічних процесів в організмі, в тому числі циркаді­
альних ритмів, порушення яких призводить до роз­
витку різноманітних патологій і, зокрема, до виник­
нення злоякісних пухлин.

М атеріали та методи дослідж ення

Досліди проводили на 8 щурах-самцях лінії 
Wistar, вагою 230 -  260 грамів. М етил-третбути­
ловий ефір (М ТБЕ) вводили 4 щурам внутріш- 
ньошлунково в кількості 500 мг/кг маси тіла один 
раз на день, п’ять разів на тиждень протягом одно­
го місяця. 4 щури були контрольними. М атеріал від 
8 щурів використаний у всіх експериментах.

Виділення РНК. Тотальні РН К виділяли із печін­
ки, легень та серця щурів з допомогою реагенту

Трізол (Trizol; Invitrogen, CLLIA) згідно протоколу 
виробника як описано раніше [39]. Осаджували 
РН К  рівним об’ємом 2-пропанолу. Осади РН К  
промивали двічі 75%  етанолом і розчиняли у воді, 
що не містить домішок рибонуклеаз і використову­
вали для проведення досліджень експресії генів.

Аналіз експресії мРНК Рег2, BMal І, Clock-А і -В 
та казеїнкінази-Іє. Експресію мРН К  Рег2, 
B M all, Clock (А і В варіанти) та казеїнкінази-їв 
досліджували методом зворотної транскрипції та 
полімеразної ланцюгової реакції (ЗТ -П Л Р ), а та­
кож методом полімеразної ланцюгової реакції в ре­
альному часі, що дозволяв більш точно оцінити 
кількісні зміни в експресії генів. Тотальну РН К  із 
різних органів щурів використовували як матрицю 
для синтезу комплементарної Д Н К  (кДНК) з допо­
могою оліго^Т ) праймера та SuperScript II Reverse 
Transcriptase (Invitrogen, США) або Quanti Test 
Reverse Transcription Kit (Invitrogen) згідно прото­
колам виробника. Для ампліфікації кДНК Рег2, 
B M all, Clock (А і В варіанти) та казеїнкінази-1 є 
використовували HotStarTaq M aster Mix Kit (QIA- 
G EN , Німеччина) або Platinum  Taq DNA 
Polymerase High Fidelity (Invitrogen) та специфічні 
для цих генів щурів пари праймерів. Для ампліфіка­
ції кДНК Рег2 використовували такі праймери: 
прямий — 5’- CTGGGAAGATCCTGTACATC -3 ’ та 
зворотний 5’- GCTGGTAGCGAATCTCATTC -З ’, 
нуклеотидні послідовності яких відповідають за ­
лишкам нуклеотидів 700 — 719 та 960 — 941, від­
повідно, в мРН К  Рег2 щура (G enB ank номер 
N M _031678). Для ампліфікації кДНК BM all були 
використані прямий (5 ’- TGACCCTCATGGAAG- 
GTTAG -3’) та зворотний (5 ’- AATCCATCTGCT- 
GCCCTGAG -3’) праймери. Нуклеотидні залишки 
цих праймерів відповідають залишкам нуклеотидів 
753 — 772 та 1042 — 1061 в послідовності мРНК 
BM all шура (G enBank номер N M _024362). Для 
ампліфікації кДНК Clock (варіант А) були викорис­
тані прямий (5 ’- TGCACAGTCAGATGCTAGTG -З ’) 
та зворотний (5 ’- TGATCCACAAGATCAGATGG - 
З ’) праймери. Нуклеотидні залишки цих праймерів 
відповідають залишкам нуклеотидів 264 — 283 та 
792 — 772 в послідовності мРНК Clock щура 
(G enBank номер N M _021856). Для ампліфікації 
кДНК Clock (варіант В) були використані прямий 
(5 ’- CAATAGACCCAAAGGAGCCA -3 ’) та зворот­
ний (5 ’-ACTCTGGCCTTGAATTCCAC -3’) прайме­
ри. Нуклеотидні залишки цих праймерів відповіда­
ють залишкам нуклеотидів 602 — 621 в послідов­
ності мРН К  Clock щура (G enB ank  номер
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N M _021856) та 1490 — 1481 в послідовності 
мРН К Clock-B миші (G enB ank номер 
N M _007715), відповідно. Для ампліфікації кДНК 
казеїнкінази-1є використовували такі праймери: 
прямий -  5 ’-GACATCTACCTGGGTGCCAAC -3’ та 
зворотний 5 ’-TG ATCATCTGGTCGGCCAGC-3\ 
нуклеотидні послідовності яких відповідають за ­
лишкам нуклеотидів 64 — 84 та 340 — 321, відпо­
відно, в мРНК казеїнкінази- 1є щура (G enBank но­
мер N M _031617). Ці пари праймерів були вико­
ристані для ампліфікації Рег2, B M all, Clock та ка- 
зеїнкінази-іє як для ЗТ-ПЛР, так і для П Л Р в ре­
альному часі. Для контролю кількості аналізуємо! 
РНКдосліджували експресією мРНК b -актину. Ек­
спресія кожної смуги кДНК Per2, B M all, Clock та 
казеїнкінази- 1є порівнювалася з експресією мРНК 
р- акти ну.

Продукти ампліфікації аналізували електрофо­
резом в 2%  агарозному гелі, забарвлюючи кДНК 
бромистим етидієм. Гелі аналізували в системі 
Q uantity One BioRad System (США).

Результати дослідж ення та їх  обговорення

Добові ритми протікання фізіологічних та біохіміч­
них процесів в живих істотах є надзвичайно важливою 
умовою їх існування і їх порушення є одною із причин 
виникнення цілого ряду патологічних процесів. В 
зв’язку з тим, що найважливішими регуляторами 
циркадіальних процесів в організмі в нормі та при па­
тологічних станах є продукти циркаді­
альних генів, ми досліджували ек­
спресію мРНК Рег2, ВМаІ 1, Clock та 
казеїнкінази-1 є в печінці та легенях 
щурів в нормі та за умов тривалої 
(протягом одного місяця)дії на тварин 
метил-третбутилового ефіру (МТБЕ) 
методами зворотної транскрипції 
мРНКта полімеразної ланцюгової ре­
акції (ЗТ-П ЛР). Як видно із даних, 
приведених на рис. 1, базальний рі­
вень експресії мРНК Рег2 значно різ­
ниться в різних органах шурів і є знач­
но вищим у легенях порівняно з печін­
кою. Встановлено також, що експре­
сія гену Рег2 значно посилюється в 
клітинах цих надзвичайно важливих 
органів шурів під впливом метил- 
третбутилового ефіру (М ТБЕ), що 
може бути причиною порушення сиг­
нальних каскадів в клітинах та розвит­
ку патологічних станів. Аналіз рівня

тшт -  P er 2 

т т  ш т  <■» -  (3-актин

1 2  1 2

Печінка Легені

Рис. 1. Вплив метил-третбутилового ефіру 
(МТБЕ; 500 м г/кг маси тіла один раз на день, 
п'ять разів на тиждень протягом одного міся­
ця) на експресію мРНК Рег2 у печінці та легенях 
щурів методом зворотної транскрипції та полі­
меразної ланцюгової реакції (ЗТ-ПЛР). І — кон­
трольні тварини, 2 — вплив МТБЕ. Експресія 
мРНК р-акт ину досліджувалася як контроль 
кількості аналізованої РНК.

мРНК Рег2 методом полімеразної ланцюгової реакції 
в реальному часі чітко продемонстрував суттєве поси­
лення експресії Рег2 як у печінці (в 2,5 раза), так і в 
легенях (в 3,5 раза) при тривалій дії МТБЕ на тварин 
(рис. 2). Таким чином, МТБЕ значно порушує експре­
сію гену Рег2 яку  легенях, так і в печінці шурів, при­
чому вираженість дії цієї хімічної сполуки була подіб­
ною в різних органах тварин.

На рис. З наведені результати досліджень по 
впливу М ТБЕ (500 мг/кг маси тіла протягом одно­
го місяця) на експресію мРНК ВМаІ 1, іншого цир-

к М ТБ Е К М ТБЕ

Печінка Легені

Рис. 2. Аналіз впливу МТБЕ на експресію мРНК Рег2 у печінці та л е ­
генях щурів методом зворотної транскрипції та полімеразної ла н ­
цюгової реакції в реальному часі. К — контрольні тварини. Експре­
сію мРНКРег2 нормалізували по р-акт ину і виражали в процентах 
від контролю (100 % ).
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Печінка Легені

Рис. 3. Аналіз впливу МТБЕ на експресію мРНК 
ВМаІІ у  печінці та легенях щурів. І — контроль­
ні тварини, 2 — вплив МТБЕ. Експресія мРНК 
Р-актину досліджувалась як контроль кількості 
аналізованої РНК.

кадіального чинника, надзвичайно важливого в ре­
гуляції метаболічних процесів в організмі. Було 
встановлено, що у контрольних тварин рівень ек­
спресії мРНК ВМаІІ різниться в різних органах 
щурів, причому в легенях виявлено більший рівень 
цього транскрипту порівняно з печінкою. Таким чи­
ном, базальний рівень експресії мРНК як Рег2, так 
і ВМаІІ є вищим в клітинах легень. Методом ЗТ- 
П Л Р встановлено, що М ТБЕ в дозі 500 мг/кг маси 
тіла значно не змінює експресію мРНК BMal 1 як у 
печінці, так і в легенях щурів.

Іншим надзвичайно важливим геном регуляції 
циркадіальних процесів є Clock. Ми досліджували 
експресію двох варіантів його мРНК- Як видно із 
даних, наведених на рис. 4 та 5, базальний рівень 
експресії обох варіантів (А та В) мРНК. Clock був 
значно більшим у клітинах печінки порівняно з л е ­
генями і змінювався під впливом М ТБЕ в значно 
меншій мірі порівняно з мРНК Рег2. Стимулюваль- 
на дія М ТБЕ на експресію обох варіантів мРНК 
Clock виявлялася у печінці. Водночас, у клітинах 
легень при тривалій дії М ТБЕ спостерігалося нез-

-  Clock В

1 2 
Печінка

1 2
Легені

Рис. 4. Вплив МТБЕ на експресію мРНК Clock 
( варіант А) у печінці та легенях щурів.
І — контрольні тварини, 2 — вплив МТБЕ. 
Експресія мРНК b-актину досліджувалась 
як контроль кількості аналізованої РНК.

начне пригнічення рівня експресії варіанту А і д ея­
ке посилення рівня експресії варіанту В мРНК 
Clock. Дані про вплив М ТБЕ на експресію сплайс- 
варіантів мРН К Clock у клітинах легень вказують 
на те, що ця хімічна сполука може впливати на ек­
спресію генів змінюючи альтернативний сплайсинг 
пре-мРНК: посилюючи експресію одних сплайс- 
варіантів та пригнічуючи експресію інших. М ож ли­
во, що ця дія М ТБЕ пов’язана з його впливом на 
певні протеїнкінази, що контролюють альтернатив­
ний сплайсинг пре-мРНК,

Виражені зміни були виявлені в клітинах печінки 
та легень щурів під впливом тривалої дії М ТБЕ при 
дослідженні рівня експресії мРНК казеїнкінази- 1е. 
Як видно із даних, наведених на рис. 6, базальний 
рівень експресії мРНК казеїнкінази-1 є був значно 
більшим у клітинах печінки порівняно з легенями і 
значно посилювався під впливом М ТБЕ в обох ор­
ганах. Стимулювальна дія М ТБЕ на Так, експресія 
мРН К  казеїнкінази-1є при тривалій дії М ТБЕ 
збільшувалася у печінці майже в три рази, а в клі­
тинах легень — в 3,5 раза (рис. 7). Оскільки казеїн-

С К - 1 є

(3-актин -  [3-актин

1 2  1 2  

Печінка Легені

Рис. 5. Вплив МТБЕ на експресію мРНК Clock 
(варіант В) у печінці та легенях щурів, 
і — контрольні тварини, 2 — вплив МТБЕ. 
Експресія мРНК р-актину досліджувалась 
як контроль кількості аналізованої РНК-

1 2  1 2  

Печінка Легені

Рис. 6. Вплив МТБЕ на експресію мРНК 
казеїнкінази-1 є у печінці та легенях щурів. 
І — контрольні тварини, 2 — вплив МТБЕ. 
Експресія мРНК р-акт ину досліджувалась 
як контроль кількості аналізованої РНК.
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к МТБЕ К МТБЕ

Печінка Легені

Рис. 7. Аналіз впливу МТБЕ на експресію мРНК казеїнкінази-1 є у 
печінці та легенях щурів методом зворотної транскрипції та 
полімеразної ланцюгової реакції в реальному часі. К — конт ­
рольні тварини. Експресію мРНК казеїнкінази-1е нормалізували 
по ¡і-актину і виражали в процентах від контролю (100 %).

кіназа-1 є контролює експресію та функціональну 
активність Рег2 та багатьох інших циркадіальних 
чинників [24, 29, ЗО], то посилення її експресії під 
впливом М ТБЕ може порушувати роботу циркаді- 
ального годинника і регуляцію основних процесів в 
організмі.

Таким чином, результати даної роботи перекон­
ливо свідчать про виражену дію М ТБЕ на експре­
сію ряду циркадіальних генів, які кодують синтез 
ключових чинників регуляції, в таких життєво важ ­
ливих органах як легені та печінка. Отримані ре-
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Протекание физиологических и биохимических процессов в организме имеет циркадиальный характер и наруше­
ния механизмов их регуляции есть одной из причин возникновения многих патологических процессов, в том чис­
ле и образования злокачественных опухолей. Наиболее важными генами, которые регулируют протекание цирка- 
диальных процессов в норме и при патологических состояниях, являются гены групп Per, В Mai и Clock, а также ка- 
зеинкиназа-1є, которая контролирует их функциональную активность. Полученные нами данные показали, что 
под влиянием метил-третбутилового эфира (М ТБЭ), экологически опасного токсического химического соедине­
ния значительно нарушается экспрессия генов Рег2, Clock и казеинкиназы -1 є в печени и легких крыс и, что может 
привести к нарушению функционирования сигнальных каскадов в клетках и развитию патологических состояний, 
в том числе и возникновению злокачественных новообразований. Результаты данной работы убедительно свиде­
тельствуют о выраженном действии МТБЭ на важные ключевые механизмы регуляции метаболических процессов 
в клетках на уровне экспрессии циркадиальных генов, в частности Per2, Clock и казеинкиназы-1 є, что может быть 
важным чувствительным показателем вредного действия на организм химических веществ, загрязняющих окружа­
ющую среду.
Ключевые слова: печень, гены, экспрессия, метил-третбутиловый эфир
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EXPERIMENTAL DATA ON DISORDERS OF EXPRESSION OF CIRCADIAN GENES 
IN UVER AND LUNGS A S A MARKER OF METHYL-TRETBUTYL ETHER TOXIC EFFECT 
ON THE BODY
The development of physiological and biochemical processes in the body is o f a circadian character and disorders in their reg­
ulation can result in occurrence of different pathological processes, formation of malignant tumours, in particular. The Per2, 
BM all, Clock and caseinkinase- іє  are important regulators, which control these processes in normal and pathological con­
ditions. We have shown that methyl-tretbutyl ether (MTBE), a toxic and ecologically dangerous chemical compound, can 
change significantly the expression of Per2, Clock and caseinkinase-legenes in rat liver and lungs. The disorders o f such gene 
expression can destroy the cellular signal pathways and lead to development o f pathological processes. The results o f our 
investigation clearly demonstrate that MTBE cause a significant effect on important regulatory mechanisms, which control 
cell metabolism via circadian gene expression, Per2, Clock and caseinkinase- іє , in particular. The expression of circadian 
genes can be used as a possible sensitive test for detection of the toxic effect o f ecologically dangerous chemical compounds 
on the body.
Key words: liver, genes, expression, m ethyl-tretbu thyl e ther
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