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Дані останніх років показують, що порушення 
обміну заліза відіграє важливу роль у розвитку та 
прогресуванні хронічних захворювань печінки, і є 
невід’ємною складовою канцерогенезу. Гепатоце-
люлярна карцинома (ГЦК) - одне з найбільш поши-
рених швидко прогресуючих онкологічних захворю-
вань печінки. Важливу роль у розвитку ГЦК відво-
диться хронічним захворюванням печінки, пов’яза-
них з гемохроматозом, фіброзом, цирозом та алко-
голізмом. Наявні дані показують, що змінений ме-
таболізм заліза відіграє важливу роль у розвитку 
та прогресуванні гепатоцелюлярної карциноми. 
Проте, на сьогодні відсутня переконлива інформа-
ція щодо механізмів даного порушення регуляції за 
дії гепатотоксинів та гепатоканцерогенів.  

З огляду на це, ми дослідили вплив гепатоток-
сиканту та гепатоканцерогену - 2-ацетиламіно-
флуорену (2-AAФ) на метаболізм заліза в печінці 
щурів лінії Спрег-Доулі. В нашому дослідженні ми 
показали, що 2-AAФ викликав зміни в рівні білку та 
експресії генів, які кодують білки обміну заліза, 
зокрема в регуляції експресії трансферинового 
рецептора 1 (Тфр1), легких ланцюгів феритину 
(Фт) та ферропортину (Фп). Дані зміни сприяли 
накопиченню заліза у клітинах печінки перед-
ракових щурів, які отримували 2-AAФ протягом 
24 тижнів.  

Отже, дані результати досліджень вказують на 
порушення регуляції обміну заліза в печінці щурів 
під час канцерогенезу печінки.  

Ключові слова: обмін заліза, карцинома,  
печінка. 
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вах», № держ. реєстрації 011U003681, шифр  
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Вступ. Печінці належить важлива роль в регу-
ляції метаболічних процесів, у знешкодженні та 
детоксикації багатьох ендогенних та екзогенних 
речовин. Крім того, печінка є центральним регуля-

тором гомеостазу заліза - незамінного елемента 
для всіх живих організмів [1].  

Хронічні форми ураження печінки, такі як: віру-
сний гепатит С, алкогольна хвороба печінки, гепа-
тоз, пов’язані із розвитком фіброзу печінки, який 
може прогресувати у цироз. Залізо, за таких умов, 
є фактором ризику для розвитку та прогресування 
гепатоцелюлярної карциноми (ГЦК) [2]. ГЦК - один 
з найбільш поширених швидко прогресуючих видів 
раку печінки [3]. Значення порушень гомеостазу 
заліза у виникненні та прогресії онкологічних за-
хворювань, в тому числі і ГЦК, підтверджується 
даними чисельних експериментальних досліджень 
[2, 4].  

2-ацетиламінофлуорен (2-AAФ) - ароматичний 
амін, є відомим печінковим токсикантом, який спри-
яє розвитку оксидативного стресу, запальних про-
цесів та апоптозу в тканині печінки щурів [5]. Вплив 
2-ААФ, особливо його здатність індукувати хроніч-
ну токсичність печінки, порушувати біохімічний та 
фізіологічний клітинний гомеостаз, може відіграва-
ти важливу роль у розвитку та прогресуванні гепа-
токанцерогенезу [6] у різних видах та тканинах, 
включаючи печінку [7]. 2-ААФ проявляє генотоксич-
ний ефект шляхом утворення вільних радикалів, 
що пошкоджує ДНК та інші макромолекули [6, 8]. 

Проте, на сьогодні відсутні переконливі дані 
щодо механізмів впливу гепатоксинів та гепатокар-
циногенів на метаболізм заліза в печінці.  

Мета дослідження. З огляду на це, метою на-
шої роботи було дослідити вплив печінкового ток-
сиканту та карциногену 2-AAФ на обмін заліза у 
печінці щурів. 

Об'єкт і методи дослідження.  
Об’єкт дослідження. Дослідження проводили-

ся на щурах-самцях лінії Спрег-Доулі, які були 
отримані з розплідника Національного центру з 
токсикологічних досліджень (США). Всі тварини 
були розміщені в спеціально обладнаному примі-
щенні з контрольованою температурою і вологістю 
повітря та примусовою витяжною вентиляцією. 
Протягом усього експерименту щури отримували 
стандартний раціон (NIH-31 лабораторна дієта) 
віварію з вільним доступом до їжі та води. У віці  
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6-ти тижнів щурів поділяли на 2 групи: контрольну 
та експериментальну по 5 особин масою 150-200 г. 
Розчин 2-ААФ (0,02%) вводили перорально щодо-
бово на протязі 24 тижнів шляхом його розведення 
у питній воді, виходячи з даних результатів експе-
риментальних досліджень [6]. Після 24 тижнів щу-
рів умертвляли шляхом розташування їх у камері з 
ізофлюрановим газом. Печінку щурів вирізали і 
негайно заморожували в рідкому азоті і зберігали 
при -80ºС для подальшого аналізу. Всі експеримен-
тальні процедури були виконані у відповідності з 
протоколом досліджень тварин, затвердженим ко-
мітетом з догляду та використання тварин Націо-
нального центру з токсикологічних досліджень, 
Джефферсон, США. 

Виділення загальної РНК, зворотна транс-
крипція, та кількісна полімеразна ланцюгова 
реакція. Виділення загальної РНК із тканин печінки 
проводили з використанням miRNeasy Mini Kit 
(Qiagen, США) відповідно до протоколу-інструкції 
виробника. Зворотня транскрипція проводилась з 
використанням набору Hight-Capacity cDNAReverse 
Transcription Kit (Applied Biosystems, США) відпові-
дно до рекомендацій виробника. Оцінка експресії 
генів трансферинового рецептора 1 (Тфр1), легких 
ланцюгів феритину (Фт) та ферропортину (Фп) 
проводилась з використанням пресинтезованих 
TaqMan® Gene Expression Assay (Life Technologies, 
США) методом відносної експресії. Як референт-
ний ген використовували ген β-актину. Відноснy 
кількість кожного транскрипта мРНК визначали з 
використанням методу 2-ΔΔCt [9]. 

Вестерн-блот аналіз. Для Вестерн-блот ана-
лізу білок зі зразків виділяли згідно протоколу. Кон-
центрацію загального білка у екстракті тканин вимі-
ряли за методом Бредфорда (Bio-Rad, Hercules, 
CA), використовуючи гібридний мультирежимний 
мікропланшет Synergy™ H4 (BioTek, Winooski, VT). 
Екстракти, що містять однакову кількість білка, роз-
діляли за допомогою 8-15% поліакріламідного гелю 
у присутності додецилсульфату натрію (SDS-
PAGE) і переносили на полівінілдифлюоридну 
(PVDF) мембрану. Мембрани інкубували з первин-
ними антитілами проти трансферинового рецепто-

ра 1 (ТФР1, 1: 500, Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, CA), легких ланцюгів феритину (ФТ; 1: 500; 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), та фер-
ропортину (ФП, 1: 1000; Alpha Diagnostic Internatio-
nal Inc., San Antonio, TX). Для візуалізації були ви-
користані вторинні анти-козячі та анти-мишачі ан-
титіла IRDye® 800 (1: 15000; LI-COR Biosciences, 
Lincoln, NE). Мембрани були відскановані та про-
аналізовані за допомогою Odyssey CLx Infrared 
Imaging System (LI-COR Biosciences). Визначення 
кількості нанесеного білка проводили, враховуючи 
рівень β-актину (АКТБ; 1: 1000; Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO). Аналіз та обрахунок результатів прово-
дили за допомогою Odyssey Image StudioTM Softw-
are (LI-COR Biosciences). 

Статистичний аналіз. Статистичні розраху-
нки, а також графічне представлення результатів 
аналізу проводили за допомогою статистичної про-
грами SigmaPlot 13.0. Результати представлені у 
вигляді середнього значення ± S.D, n=5. Статисти-
чний аналіз проводили за допомогою t-тест і одно-
факторного дисперсійного аналізу ANOVA, парні 
порівняння проводилися за допомогою тесту 
Стьюдента-Ньюмена-Кейлса. Значення Р <0,05 
вважали достовірним. 

Результати досліджень та їх обговорення. 
Вплив 2-ААФ на експресію генів, які беруть 

участь в обміні заліза у печінці щурів 
Для того щоб дослідити основні механізми по-

рушення метаболізму заліза під час тривалої дії 
канцерогену, були визначені рівні мРНК Тфр1, Фт 
та Фп в печінці щурів, які протягом 24 тижнів отри-
мували гепатоканцероген 2-AAФ. На рис. 1 показа-
но, що експресія Тфр1 та Фт в передпухлинних 
печінках щурів, які отримували 2-AAФ, була збіль-
шена на 62 % та 43% відповідно, порівнянo з конт-
ролем. На противагу, рівень експресії Фп знизився 
на 30% у щурів досліджуваної групи.  

Рівень білка ТФР1, ФТ та ФП в печінці щу-
рів, які отримували 2-AAФ 

Отримані результати показали, що введення  
2-AAФ призвело до змін експресії генів обміну залі-
за в печінці щурів. Виходячи з цього, на наступно-
му етапі ми дослідили рівень білків ТФР1, ФТ та 

Рис. 1. Рівень експресії генів, кодуючих білки гомеостазу заліза, Тфр1, Фт, і Фп  
у печінці щурів, які отримували 2-AAФ 
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ФП в печінці щурів, які отримували 2-ААФ. На 
рис. 2А показано, що рівень білка ТФР1 і ФТ у пе-
редпухлинних печінках щурів, які отримували 2-
AAФ був значно збільшений. Відомо, що ген Тфр1 
кодує рецептор трансферину 1 (ТФР1) [11], який 
відповідає за надходження трансферинвмісного 
заліза, головного джерела негемового заліза, в 
більшість клітин [12]. На відміну від цього, рівень 
ФП, основного клітинного білка-експортера заліза 
[10], не змінювався (рис. 2A). Це призвело до знач-
ного збільшення співвідношення ТФР1/ФП у перед-
пухлинній тканині печінки (рис. 2Б), що може вка-
зувати на накопичення заліза у печінці щурів, які 
отримували 2-AAФ.  

Схожі дані були показані в роботі Mizukami та 
співавт., 2010 [13], які показали підвищену експре-
сію Тфр1 в глутатіон-S-трансферази-Р1-позитив-
них осередках у щурів, після лікування фенбенда-
золом, хімічною речовиною, що сприяє виникнен-
ню пухлини. 

Відомо, що феритин є основним білком систе-
ми депонування іонів заліза та найбільш інформа-
тивним індикатором запасу заліза в організмі [14], 
рівень експресії якого був підвищений в нашому 
дослідженні. В декількох дослідженнях було пока-
зано, що збільшення концентрації заліза в печінці є 
причиною підвищення експресії ФТ [14], також як і 
рівня феритину [15]. 

Висновки. Серед відомих білків, які регулюють 
обмін заліза, ТФР1, ФТ і ФП у нашому дослідженні 
зазнали найбільших змін. Таким чином, результати 
нашої роботи вказують на порушення регуляції 
клітинного метаболізму заліза за дії гепатотоксика-
нту та гепатокарциногену 2-AAФ, і ці зміни спрямо-
вані на накопичення заліза у клітинах печінки.  

Перспективи подальших досліджень. Пода-
льші дослідження необхідні для розкриття молеку-
лярних механізмів, які лежать в основі порушення 
обміну заліза в печінці, а також з’ясування ролі 
змін обміну заліза в канцерогенному ефекті дослі-
джуваної речовини.  

Рис. 2. Рівень білка ТФР1, ФТ і ФП (A) та співвідношення ТФР1/ФП (Б) у переднеопластичних печінках щурів,  
які отримували 2-AAФ 
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ВЛИЯНИЕ ГЕПАТОТОКСИНА И ГЕПАТОКАНЦЕРОГЕНА  
2-АЦЕТИЛАМИНОФЛУОРЕНА НА ОБМЕН ЖЕЛЕЗА В ПЕЧЕНИ КРЫС 
Киндрат И. П., Ерстенюк А. М. 
Резюме. Данные последних лет показывают, что нарушение обмена железа играет важную роль в 

развитии и прогрессировании хронических заболеваний печени, и является неотъемлемой составляющей 
канцерогенеза. Гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) - одно из наиболее распространенных быстро про-
грессирующих онкологических заболеваний печени. Важную роль в развитии ГЦК отводится хроническим 
заболеваниям печени, связанных с гемохроматозом, фиброзом, циррозом и алкоголизмом. Имеющиеся 
данные показывают, что измененный метаболизм железа играет важную роль в развитии и прогрессиро-
вании гепатоцеллюлярной карциномы. Однако, на сегодняшний день отсутствует убедительная информа-
ция о механизмах данного нарушения регуляции за действия гепатотоксинов и гепатоканцерогенов. 

Учитывая это, мы исследовали влияние гепатотоксина и гепатоканцерогена - 2-ацетиламинофлуо-
рена (2-AAФ) на метаболизм железа в печени крыс линии Спрег-Доули. В нашем исследовании мы пока-
зали, что 2-AAФ вызвал изменения в уровне белка и экспрессии генов, кодирующих белки обмена желе-
за, в частности в регуляции экспрессии трансферинового рецептора 1 (Тфр1), легких цепей ферритина 
(Фт) и ферропортина (Фп). Данные изменения способствовали накоплению железа в клетках печени 
предраковых крыс, получавших 2-AAФ в течение 24 недель. 

Таким образом, данные результаты исследований указывают на нарушение регуляции обмена желе-
за в печени крыс при канцерогенезе печени. 

Ключевые слова: обмен железа, карцинома, печень. 
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Effect of Hepatotoxin and Hepatocarcinogen 2-Acetylaminofluorene  
on the Iron Metabolism in Rat Liver 
Kindrat I., Erstenyuk G. 
Abstract. Liver is the central detoxification organ and main regulator of systemic iron homeostasis and stor-

age. Iron is an essential micronutrient for almost all organisms. Iron plays a vital role in numerous biological 
processes, such as oxygen metabolism, mitochondrial energy metabolism, hematopoiesis, muscle function, 
production of enzymes responsible for cell growth and differentiation, DNA replication and repair. On the other 
hand, iron is a bioactive element, which promotes the formation of reactive oxygen species. Increased iron 
stores may lead to DNA strand breaks, protein fragmentation, DNA adducts formation, oxidation of proteins and 
lipids, factors that promote cell necrosis and apoptosis development.  
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Primary liver cancer is one of the most common causes of cancer-related death worldwide. The main risk 
factors that account for most hepatocellular carcinoma (HCC) cases are chronic viral hepatitis B and C infection, 
cirrhosis, liver fibrosis, chemical exposure, alcohol consumption, obesity, and non-alcoholic fatty liver disease 
(NAFLD). In recent years, it has become increasingly evident that alterations in systemic and intracellular iron 
homeostasis play an important role in HCC development and progression. However, there is a lack of conclu-
sive information regarding the hepatotoxins and hepatocarcinogens influence on the status of hepatic iron me-
tabolism and mechanisms of their action. Based on these considerations, in current study, we investigated  
2-acetylaminofluorene (2-AAF) effect on the iron metabolism status in the livers of Sprague-Dawley rats.  

The aromatic amine 2-AAF is a potent mutagen and carcinogen causing tumors in various species and  
tissues, including liver. 2-AAF shows genotoxic (genetic) and non-genotoxic (epigenetic) effects. Conversion of 
2-AAF to N-sulfonoxy-2-acetylaminofluorene (acetylaminofluorene-N-sulfate), which appears to be the main 
carcinogenic metabolite in rat liver, leads to formation of non-enzymatic reaction with nucleophilic sites on pro-
teins and nucleic acids. Non-genotoxic ability of 2-AAF to induce chronic liver toxicity and cellular homeostasis 
disturbance, may also play important role in tumors development and progression.  

In our study, using quantitative reverse transcription-PCR techniques and Western blot analysis, we showed 
that treatment of male Sprague-Dawley rats with 0.02% of 2-AAF for 24 weeks increased the expression of iron 
metabolism-related genes, transferrin receptor 1 (Tfrc) and ferritin light chain (Ftl), while the level of ferroportin 
(Fpn1) mRNA was decreased. In the mammalian cells, especially in hepatocytes, TFRC and FTL play the major 
role in iron uptake and storage, when FPN1 is an important iron exporter. Additionally, exposure of rats to 2-AAF 
resulted in an increase of TFRC and FTL protein level. In contrast, the level of FPN1 did not change in the liver 
of 2-AAF-treated rats. This resulted in an elevation of TFRC/FPN1 ratio, a condition that favors an accumulation 
of iron in the preneoplastic livers.  

Thus, the findings of the presented study demonstrate extensive alterations of hepatic iron metabolism, and 
these dysregulation may be involved in the pathogenesis and mechanism of chemical-induced liver carcino-
genicity. These results may provide a basis for the developing of mechanism-based preventive strategies for 
chemical-mediated liver cancer and pathologies.  

Keywords: iron metabolism, cancer, liver. 
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