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(73) НАЦІОНАЛЬНИЙ МЕДИЧНИЙ УНІВЕРСИТЕТ 

ІМЕНІ О.О. БОГОМОЛЬЦЯ 
(57) Спосіб оцінки токсичної дії метил-

третбутилового ефіру у щурів, що включає визна-
чення зміни маси тіла та окремих органів, який 

відрізняється тим, що виділяють РНК із печінки 

та легень лабораторних тварин, проводять аналіз 
експресії PFKFB-4 методом зворотної транскрипції 
та полімеразної ланцюгової реакції, а також мето-
дом кількісної полімеразної ланцюгової реакції, 
синтезують і клонують кДНК PFKFB-4 в pCRII-
TOPO векторі та аналізують за допомогою агароз-
ного гель-електрофорезу і при виявленні альтер-
нативних сплайс-варіантів мРНК 6-фосфофрукто-
2-кінази/фруктозо-2,6-бісфосфатази-4 (PFKFB-4) в 
життєво важливих органах (печінці та легенях) 
судять про токсичну дію метил-третбутилового 
ефіру на організм. 

 
 

 
Корисна модель належить до медицини, а са-

ме до гігієни і може бути використана для оцінки 
токсичної дії метил-третбутилового ефіру шляхом 
визначення виникнення альтернативних сплайс-
варіантів мРНК 6-фосфофрукто-2-кінази/фруктозо-
2,6-бісфосфатази-4 (PFKFB-4) в життєво важливих 
органах (печінці та легенях). 

Проблема забруднення об'єктів довкілля ме-
тил-третбутиловим ефіром (МТБЕ) гостро стоїть в 
останні часи в багатьох країнах світу - США, краї-
нах Європейського Союзу, а також в Україні. Це 
обумовлено тим, що в останні роки значно збіль-
шилась кількість автомобільного транспорту, що 
використовує високооктановий етильований бен-
зин з новою антидетонаційною добавкою - МТБЕ. 
Кількість МТБЕ в марках високооктанового бензи-
ну може досягати 10-15 %. Також значно збільши-
лось число автозаправних станцій, де використо-
вуються такі бензини. Крім того, частина МТБЕ не 
згоряє у двигунах автомобілів і може потрапляти в 
повітря у незміненому стані. 

В Україні на сьогодні на більшості нафтопере-
робних заводів синтезують чи застосовують МТБЕ. 
Це втягує в процес виробництва значну кількість 
осіб, які зазнають дії даної хімічної речовини [1, 2]. 
МТБЕ також широко використовується у промис-
ловості як мономер для синтезу поліетилену, полі-
пропілену, полівінілхлориду тощо. Таким чином, дії 
МТБЕ може піддаватись, значна кількість працюю-
чих: працівники автозаправних станцій, перевізни-

ки пального, водії автомобільного транспорту, ав-
томеханіки, працівники хімічних виробництв та інші 
категорії робітників, а також населення в цілому. 

Більшість основних фізіологічних та метаболі-
чних процесів в організмі мають циклічний харак-
тер і контролюються рядом циркадіальних генів 
(Per1, Реr2, Реr3, Cry1, Сrу2, Clock та BMal), які 
кодують синтез важливих регуляторних та транск-
рипційних факторів [3-8]. Ці фактори є ключовими 
регуляторами метаболізму як в нормі, так і при 
різноманітних патологічних станах. Чіткий циркаді-
альний ритм показаний для генів Perl, Per2 та Cry2 
[6, 9]. Циркадіальні гени щоденно змінюють цирка-
діальні ритми різноманітних фізіологічних проце-
сів. Порушення в регуляції експресії циркадіальних 
генів виявлені при ряді захворювань і можуть бути 
причетні також до виникнення та прогресії злоякіс-
них пухлин [10-13]. Експресія більшості циркадіа-
льних генів та функція кодованих ними білкових 
факторів контролюється протеїнкіназами і, зокре-

ма, казеїнкіназою-1, яка також приймає участь в 
регуляції і ряду інших, надзвичайно важливих, 
процесів [13]. Так, було встановлено, що казеїнкі-

наза-1 зв'язується з Per1, Per2 та Реr3 і фосфо-
рилюс їх, що істотнім чином змінює функціонуван-
ня генів, які контролюють цикл поділу клітин (Сусlіn 
D1, Cyclin A, Mdm-2, c-myc і Gadd45alpha) та онко-
генів, а також генів, що пригнічують ріст пухлин. 

Крім того, для циркадіальних факторів ссавців 
характерне явище зворотного зв'язку в механізмах 
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регуляції. Більше того, виявлено сайт аутофосфо-

рилювання казеїнкінази-1, відповідальний за інак-
тивацію цього ензиму [14]. 

Проблема оцінки токсичної дії МТБЕ на орга-
нізм ускладнюється тим, що на сьогодні не вста-
новлені високочутливі молекулярно-генетичні біо-
маркери, які б давали змогу виявляти негативний 
вплив МГБЕ навіть при дії у низьких дозах. Все це 
не дає можливості визначати ступінь ризику впли-
ву МТБЕ на здоров'я і життя людини, розробляти 
заходи, спрямовані на профілактику захворювань 
у населення. 

Найбільш близьким аналогом-прототипом до 
способу, що заявляється, є спосіб визначення ток-
сичної дії МТБЕ за зміною маси тіла та окремих 
органів, вмістом в печінці Р450, рівнем гормонів у 
крові тощо [15]. Але даний спосіб дає можливість 
визначати токсичну дію МТБЕ лише в дозах 400 
мг/кг та вищих, але не є ефективним при низьких 
дозах МТБЕ. 

Задачею корисної моделі є вдосконалення 
способу оцінки токсичної дії метил-третбутилового 
ефіру, встановлення біомаркерів його негативної 
дії для розробки ефективних заходів, спрямованих 
на профілактику захворювань у населення. 

Технічний результат, який одержують в ре-
зультаті вирішення задачі, полягає у виявленні 
виникнення альтернативних сплайс-варіантів 
мРHК 6-фосфофрукто-2-кінази/фруктозо-2,6-
бісфосфатази-4 (PFKFB-4) в життєво важливих 
органах (печінці та легенях), як біомаркера токсич-
ної дії МТБЕ, прогнозуванні патологічних змін в 
організмі, а також у своєчасній розробці цільових 
програм, спрямованих на попередження негатив-
ної дії МТБЕ на організм людини. 

Поставлена задача вирішується тим, що у ві-
домому способі, який включає визначення зміни 
маси тіла та окремих органів тощо, згідно з корис-
ною моделлю, виділяють РНК із печінки та легень 
лабораторних тварин та проводять аналіз експре-
сії PFKFB-4 методом зворотної транскрипції та 
полімеразної ланцюгової реакції, а також методом 
кількісної полімеразної ланцюгової реакції, синте-
зують і клонують кДНК PFKFB-4 в pCRII-TOPO 
векторі та аналізують за допомогою агарозного 
гель-електрофорезу і при виявленні альтернатив-
них сплайс-варіантів мРНК 6-фосфофрукто-2-
кінази/фруктозо-2,6-бісфосфатази-4 (PFKFB-4) в 
життєво важливих органах (печінці та легенях) 
судять про токсичну дію метил-третбутилового 
ефіру на організм. 

Спосіб здійснюється наступним чином: 
Тотальні РНК виділяють із печінки та легень 

щурів за допомогою реагенту Трізол (Trizol; 
Invitrogen, USA) згідно з протоколом виробника. 
Осаджують РНК рівним об'ємом 2-пропанолу. 
Осади РІІК промивають двічі 75 % етанолом і роз-
чиняють у воді, що не містить домішок рибонукле-
аз. 

Експресію мРНК PFKFB-4 досліджують мето-
дом зворотної транскрипції та полімеразної лан-
цюгової реакції, а також методом кількісної полі-
меразної ланцюгової реакції. РНК із різних органів 
щурів використовують як матрицю для синтезу 
кДНК з допомогою оліго(dT) праймера та 

SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen, 
США) згідно з протоколом виробника. Для амплі-
фікації кДНК PFKFB-4 використовують та 
"MasterCycler Personal" (Eppendorf, Німеччина) та 
специфічні для цих генів щурів пари праймерів 
Sigma (USA) чи Metabion (Germany). Для ампліфі-
кації кДНК PFKFB-4 використовують такі прайме-
ри: прямі  

5'GGGATGGCGTCCCCACGGGAAC-3' (M1),  
5'-TATCTGTGTGGATCCTGAGG-3' (M2) чи  
5'-AGCGTGGAAGGTCCTCAACG-3' (М3) та 

зворотні  
5'-CAAGGCACACTGCTTCCTG-5' (M5),  

5'GTCAAGGAAGTAGGCCAG-3' (М6) чи  
5'-GATTCTCAGCAGCAGGTCAG-3' (M7) прай-

мери.  
Нуклеотидні залишки цих праймерів відпові-

дають залишкам нуклеотидів 32-53, 366-385, 991-
1010 (прямі праймери) та 358-340, 1246-1229 чи 
1637-1618 (GenBank номер NM_019333). 

Для аналізу експресії альтернативних сплайс-
варіантів мРНК PFKFB-4 EU404101 використову-
вали прямий праймер 5'-
CAGTTCATCAGTGACCAGAAC-3' (M8) та зворот-
ний праймер 5' ACCAGGTCTTCATAGGACGG-3' 
(M9). Нуклеотидні залишки цих праймерів відпові-
дають залишкам нуклеотидів 893-913 та 1 143-
1102 кДHК PFKFB-4 щурів (GenBank accession 
number NM_019333). 

Ці пари праймерів використовують для амплі-
фікації PFKFB-4 як в полімеразній ланцюговій реа-
кції, так і в кількісній полімеразній ланцюговій реа-
кції в реальному часі. Для контролю кількості 

аналізуємої РНК досліджують експресією мРНК  -

актину. Експресія кожної смуги кДНК PFKFB-4 по-

рівнюється з експресією мРНК  -актину. 

Продукти ампліфікації аналізують електрофо-
резом в 2 % агарозному гелі, забарвлюючи кДНК 
бромистим етидієм. Гелі аналізують в системі 
Quantity One BioRad System (США). 

Переваги цього способу: висока інформатив-
ність, висока чутливість - утворення альтернатив-
них сплайс-варіантів мРНК PFKFB-4 в життєво 
важливих органах (печінці та легенях) виявлялися 
при дії на лабораторних тварин МТБЕ уже в дозі 
0,5 мг/кг. 

Таким чином, запропонований спосіб оцінки 
токсичної дії метил-третбутилового ефіру шляхом 
визначення виникнення альтернативних сплайс-
варіантів мРНК PFKFB-4 в життєво важливих ор-
ганах (печінці та легенях) є чутливим, інформати-
вним та зручним у виконанні. Виникнення альтер-
нативних splice варіантів mРНК 6-фосфофрукто-2-
кінази/фруктозо-2,6-бісфосфатази-4 (PFKFB-4) в 
життєво важливих органах (печінці та легенях) 
можна вважати біомаркером токсичної дії МТБЕ на 
організм. 

Спосіб був апробований у відділі молекулярної 
біології Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна Націо-
нальної академії наук України та на кафедрі гігієни 
праці і професійних хвороб Національного медич-
ного університету імені О.О. Богомольця, що до-
зволяє рекомендувати його для широкого впрова-
дження. 
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