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We investigate the protein fractional content in a rat liver microsomal fraction at different

stages of Guerin’s carcinoma growth and after the influence of low-dose irradiation. The previ-

ous radiation does not influence the electrophoretical distribution of high-molecular proteins in

liver microsomes of rats with Guerin’s carcinoma, but determines the cytochrome Р-450 distri-

bution in the latent period of oncogenesis. On terminal stages of Guerin’s carcinoma growth

in the irradiated organism, the full degradation of cytochrome Р-450 with molecular weight 54

кDа is observed.

У наш час iнтенсивно вивчаються змiни лiпiдного складу мiкросомних мембран за дiї низь-
ких доз радiацiї [1], тодi як дiя iонiзуючого опромiнення на бiлковий склад мiкросом печiнки
органiзму, в якому розвивається пухлинний зародок, вивчена недостатньо [2, 3]. Дослiд-
ження полiморфiзму бiлкiв, у тому числi цитохромiв Р-450, у мiкросомнiй фракцiї печiнки
органiзму-пухлиноносiя вiдкриває новi можливостi для дiагностики онкозахворювань, якi
можуть бути викликанi порушенням як експресiї генiв цитохромiв Р-450 (CYP), так i функ-
цiонування цитохром-Р-450-залежного метаболiзму ксенобiотикiв [4, 5].

Ми ставили собi за мету дослiдити змiни бiлкового складу мiкросомної фракцiї печiн-
ки щурiв з карциномою Герена, трансплантованою пiсля хронiчного опромiнення щурiв
малими дозами.

Дослiдження проводились на бiлих безпородних щурах-самках масою 130–150 г. Тва-
рини були подiленi на групи: I — iнтактнi тварини (контроль); II — опромiненi тварини;
III — щури, яким проводили трансплантацiю карциноми Герена за попередньо опрацьо-
ваною методикою (дослiдний контроль) [6]; IV — тварини, яким по закiнченнi 7-добового
опромiнення трансплантували пухлиннi клiтини.

Опромiнення проводили перед трансплантацiєю пухлини протягом 7 дiб щодобово в до-
зi 36,12 · 10

−4 Кл/кг (13 сГр) на рентгенiвськiй дiагностичнiй установцi 12П6 (“Lachema”,
Чехiя). Тварин опромiнювали групами при вiльному утриманнi в клiтцi. Евтаназiю здiй-
снювали пiд легким ефiрним наркозом на 1-шу, 7-му, 14-ту та 21-шу добу пiсля припинення
дiї радiацiї.

Мiкросомну фракцiю видiляли з печiнки щурiв методом диференцiйного центрифугу-
вання [7]. Осад мiкросом, який використовували для електрофоретичного вивчення бiлкiв,
ресуспендували в 0,05 М трис-ацетатному буферi, що мiстив 0,1 мМ ЕДТА i 20% глiцерол,
пiсля чого проби обробляли SDS та β-меркаптоетанолом [8]. Концентрацiю бiлкiв у мiкро-
сомнiй фракцiї визначали за методом Лоурi [9].

Електрофорез мiкросомних бiлкiв проводили в полiакриламiдному гелi (ПААГ) за мето-
дом Леммлi [10], адаптованому для електрофорезу на пластинах гелю. Пластини (13× 12×

×0,1 см) мiстили 3% концентруючий ПААГ i 7,5% роздiляючий ПААГ. Проби, якi наносили
на пластини гелю, мiстили 50 мкг/мл бiлка. Як маркери використовували препарати бiлкiв:
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Рис. 1. Електрофореграми та електрофоретичнi профiлi бiлкiв мiкросомної фракцiї печiнки щурiв, що за-
знали дiї фракцiонованого рентгенiвського опромiнення:
К — контроль (тут i на рис. 2); 1, 2, 3, 4 — на 1-шу, 7-му, 14-ту, 21-шу доби пiсля опромiнення вiдповiдно;
М — маркерний препарат

овальбумiн (Mr 45 000) та бичачий сироватковий альбумiн (Mr 66 000). Електрофоретичне
роздiлення бiлкiв проводили при постiйнiй напрузi 200 В протягом 3 год. Пiсля електрофо-
резу гелi фiксували в сумiшi iзопропанол — ацетат — вода у спiввiдношеннi 25 : 10 : 65 про-
тягом 1–2 год, а потiм забарвлювали 0,05% розчином Сoomassie R-250 (“Reanal”, Угорщина)
у тому ж розчиннику. Гелi вiдмивали 10% ацетатом у 10% розчинi iзопропанолу, а потiм
сканували на апаратi “GelDoc 2000” та аналiзували з використанням програми “Quantity
One” (“Bio-Rad”, США).
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Рис. 2. Електрофореграми та електрофоретичнi профiлi бiлкiв мiкросомної фракцiї печiнки попередньо
опромiнених та неопромiнених щурiв з карциномою Герена:
1, 3, 5 — на 7-му, 14-ту, 21-шу доби пiсля трансплантацiї пухлини попередньо опромiненим тваринам вiд-
повiдно; 2, 4, 6 — щури–пухлиноносiї на 7-му, 14-ту, 21-шу доби пiсля трансплантацiї пухлини вiдповiдно;
М — маркерний препарат

Аналiз електрофоретичних спектрiв бiлкiв мiкросомної фракцiї печiнки контрольних
тварин дозволив виявити сiм бiлкових смуг з мол. масами 45–60 кДа (рис. 1). Вважають,
що в цих межах мол. мас локалiзованi смуги iзоформ цитохрому Р-450 [5, 8, 11, 12]. Слiд
зазначити, що iзоформи цитохрому Р-450, якi вiдрiзняються один вiд одного менше нiж
на 1 кДа, при цьому не роздiляються, тому в однiй смузi може бути локалiзовано кiлька
iзоформ даного бiлка [13].
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Попереднє опромiнення щурiв малими дозами протягом 7 дiб призводить до появи но-
вої бiлкової фракцiї з мол. масою 56,6 кДа в мiкросомах печiнки (див. рис. 1). Водночас
спостерiгається виснаження смуг з мол. масами 49 та 79 кДа. Такий електрофоретичний
профiль може вiдображати розподiл iзоформ цитохрому Р-450 та бiлка трансферину вiдпо-
вiдно [5]. Характерною є поява низькомолекулярних бiлкiв 43, 41 та 39 кДа. Отже, у раннi
перiоди пiсля опромiнення електрофоретичнi профiлi збагаченi низькомолекулярними бiл-
ковими фракцiями i характеризуються повною вiдсутнiстю високомолекулярних бiлкових
агрегатiв.

У мiру вiддалення вiд термiну опромiнення — 7-ма — 21-ша доби експерименту бiлковий
спектр мiкросомної фракцiї печiнки наближається до контрольних показникiв (див. рис. 1).

Дослiдження фракцiйного розподiлу мiкросомних бiлкiв у процесi онкогенезу показало,
що латентний перiод росту карциноми Герена характеризується появою бiлкових агрегатiв
з мол. масами 90, 92 та 99 кДа (рис. 2).

Подiбнi змiни у складi бiлкiв мiкросом печiнки вiдбуваються i в групi попередньо опромi-
нених щурiв-пухлиноносiїв: у них утворюються бiлковi агрегати з мол. масами 90 та 74 кДа
(див. рис. 2). Поряд з цим в опромiнених щурiв-пухлиноносiїв спостерiгається виснаження
смуги, яка вiдповiдає фракцiї бiлкiв з мол. масою 79 кДа, та вiдмiчаються змiни в iзо-
ферментному складi цитохрому Р-450. Так, в опромiнених пухлиноносiїв меншою мiрою
виражена смуга iзоформи цитохрому Р-450 з мол. масою 51 кДа, однак наявна iзоформа
цитохрому Р-450 з мол. масою 54 кДа, яка повнiстю вiдсутня у неопромiнених щурiв-пух-
линоносiїв (див. рис. 2).

Отже, попереднє опромiнення не впливає на електрофоретичний розподiл високомо-
лекулярних бiлкiв i є визначальним для iзоформ цитохрому Р-450 в даний перiод онко-
генезу.

У логарифмiчний перiод росту карциноми Герена в печiнцi попередньо опромiнених
пухлиноносiїв спостерiгається утворення високомолекулярних фрагментiв бiлкiв 84 та
77,8 кДа, якi вiдсутнi в групi неопромiнених щурiв з карциномою Герена (див. рис. 2). Поява
цих фрагментiв, можливо, якоюсь мiрою зумовлена iнгiбуючою дiєю радiацiї на ферментнi
системи (тiоредоксинредуктазу та глутатiонредуктазу), якi здатнi вiдновлювати окисненi
дисульфiднi мiстки, i тим самим знижувати можливiсть утворення бiлкових агрегатiв [14].

У стацiонарну фазу онкогенезу в опромiнених щурiв-пухлиноносiїв на електрофорегра-
мах повнiстю вiдсутня смуга з мол. масою 54 кДа, яка характерна для цитохрому Р-450,
однак на попереднiх етапах експерименту виявлялася (див. рис. 2), що наближає електро-
форетичний спектр iзоформ цитохрому Р-450 до вiдповiдних спектрiв дослiдного контролю
у вiддаленнi термiни пiсля опромiнення.

Отже, опромiнення органiзму, що передує трансплантацiї карциноми Герена призводить
до змiни iзоферментного спектра цитохрому Р-450 мiкросом печiнки на початкових етапах
онкогенезу i до повної деградацiї цитохрому Р-450 з мол. масою 54 кДа в опромiненому
органiзмi пухлиноносiя на термiнальних етапах онкогенезу.
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