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Ñï³ââ³äíîøåííÿ íèçüêîñï³íîâîãî òà âèñîêîñï³íîâîãî
öèòîõðîìó Ð-450 ó ì³êðîñîìàõ ãåïàòîì, ³íäóêîâàíèõ
N-í³òðîçîä³åòèëàì³íîì

Îïðåäåëåíî ñîäåðæàíèå âûñîêî- è íèçêîñïèíîâîãî îêèñëåííîãî öèòîõðîìà Ð-450 (CYP) â
ìèêðîñîìàõ ïå÷åíè è ãåïàòîì, èíäóöèðîâàííûõ N-íèòðîçîäèýòèëàìèíîì ìåòîäîì îïòè÷åñêîé
ñïåêòðîôîòîìåòðèè. Ïîêàçàíî, ÷òî â ãåïàòîìàõ âåëè÷èíà îòíîøåíèé ñïèíîâûõ ôîðì áîëüøå,
÷åì â ïå÷åíè è âîçðàñòàåò â ðåçóëüòàòå äåéñòâèÿ èíäóêòîðîâ, âûçûâàþùèõ ñèíòåç èçîôîðì
CYP â âûñîêîñïèíîâîé êîíôèãóðàöèè. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ èçîôîðìíîãî ñîñòàâà è
ìåòàáîëè÷åñêîãî ôåíîòèïà ãåïàòîìû ïîçâîëèëè ñäåëàòü âûâîä, ÷òî ñäâèã ðàâíîâåñèÿ
ñïèíîâûõ ñîñòîÿíèé â ãåïàòîìàõ âûçâàí ñíèæåíèåì êîëè÷åñòâà èçîôîðì IIC11 è IIE1, à òàêæå
âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè èçîôîðìû IA1.

ÂÑÒÓÏ

Êàíöåðîãåííà ä³ÿ ãåïàòîòðîïíèõ í³òðîçî-
ñïîëóê íàâêîëèøíüîãî ñåðåäîâèùà ïðîÿâ-
ëÿºòüñÿ âíàñë³äîê óòâîðåííÿ ¿õ àêòèâíèõ
êàíöåðîãåííèõ ìåòàáîë³ò³â ó ìîíîîêñè-
ãåíàçí³é ñèñòåì³, îñíîâíîþ ëàíêîþ ÿêî¿
âèñòóïàº ñóïåððîäèíà ³çîôîðì âèñîêî- òà
íèçüêîñï³íîâîãî öèòîõðîìó Ð-450 (CYP).
Ìîíîîêñèãåíàçíèé öèêë çàïóñêàºòüñÿ
çâ�ÿçóâàííÿì ñóáñòðàòó ç ôåðèôîðìîþ
CYP, ÿêà ³ñíóº â ôóíêö³îíàëüíî ð³âíîâàæí³é
ñóì³ø³ âèñîêîñï³íîâîãî (S=5/2) ³ íèçüêî-
ñï³íîâîãî (S=1/2) ñòàí³â. Ïîäàëüøå â³äíîâ-
ëåííÿ âèñîêîñï³íîâî¿ ôåðèôîðìè CYP
çä³éñíþºòüñÿ çíà÷íî øâèäøå, í³æ â³äíîâ-
ëåííÿ çàãàëüíîãî ôîíäó ôåðìåíòó [7].
Âçàºìîä³ÿ CYP ç äåÿêèìè ñóáñòðàòàìè,
³íøèìè á³ëêàìè ìåìáðàí (öèòîõðîì b

5
,

ÍÀÄÔÍ � CYP ðåäóêòàçà), ³íäóêö³ÿ ³íäèâ³-
äóàëüíèõ âèñîêîñï³íîâèõ ³çîôîðì çñóâàþòü
ñï³íîâó ð³âíîâàãó â á³ê âèñîêîñï³íîâî¿
êîíô³ãóðàö³¿, âíàñë³äîê ÷îãî ìîíîîêñè-
ãåíàçíà  ñèñòåìà ñòàº  ñïðîìîæíîþ äî
á³ëüø ³íòåíñèâíîãî ôóíêö³îíóâàííÿ. Îòæå,
çñóâ ð³âíîâàãè ñï³íîâèõ ñòàí³â îêèñíåíîãî

CYP ìîæíà ðîçãëÿäàòè ÿê êîíòðîëüíèé
ìåõàí³çì ôóíêö³¿ ôåðìåíòó. Â ñòàö³îíàðí³é
ôàç³ ìîíîîêñèãåíàçíîãî öèêëó â ïå÷³íö³
á³ëüøà ÷àñòèíà çàãàëüíîãî CYP çíàõî-
äèòüñÿ â îêèñíåí³é íèçüêîñï³íîâ³é êîíô³ãó-
ðàö³¿ [5]. Âèÿâëåíå ðàí³øå [4] çíèæåííÿ
âì³ñòó çàãàëüíîãî CYP ó ãåïàòîì³, à òàêîæ
ê³ëüê³ñíèé ³ ÿê³ñíèé ïåðåðîçïîä³ë éîãî
³çîôîðìíîãî ñêëàäó, éìîâ³ðíî, ìîæå áóòè
ïðè÷èíîþ çì³íè ð³âíîâàãè ñï³íîâèõ ñòàí³â
ôåðèôîðìè CYP ó ãåïàòîì³.
    Ìåòà íàøî¿ ðîáîòè � ç�ÿñóâàííÿ õàðàê-
òåðó ð³âíîâàãè âèñîêî- ³ íèçüêîñï³íîâèõ
ôîðì îêèñíåíîãî CYP ³ éîãî âçàºìîçâ�ÿçîê
ç ôåíîòèï³÷íèì ñêëàäîì ³çîôîðì CYP
ãåïàòîì, ³íäóêîâàíèõ N-í³òðîçîä³åòèëàì³-
íîì (ÍÄÅÀ).

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Äîñë³äæåííÿ ïðîâåäåí³ íà 140 á³ëèõ áåçïî-
ðîäíèõ ùóðàõ-ñàìöÿõ, ç ÿêèõ 60 òâàðèí
áóëè ³íòàêòíèìè, 80 � ç  ³íäóêîâàíèìè
ãåïàòîìàìè. Êàíöåðîãåíåç ïå÷³íêè ³íäóêó-
âàëè 0,01%-ì ðîç÷èíîì ÍÄÅÀ â ïèòí³é âîä³
óïðîäîâæ 8 òèæ. Äîñë³äæóâàëè ì³êðîñîìè
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Ñï³ââ³äíîøåííÿ íèçüêîñï³íîâîãî òà âèñîêîñï³íîâîãî öèòîõðîìó

ç ãåïàòîìè òà ïå÷³íêè, ÿê³ âèä³ëÿëè çà
ìåòîäîì äèôåðåíö³éíîãî öåíòðèôóãóâàííÿ
[2]. Âì³ñò çàãàëüíîãî öèòîõðîìó Ð-450
âèçíà÷àëè çà ìåòîäîì Omura òà ñï³âàâò.
[10]. Ê³ëüê³ñòü éîãî íèçüêîñï³íîâî¿ òà âèñî-
êîñï³íîâî¿ ôîðìè ðåºñòðóâàëè çà ìåòîäîì
Jefcoate òà ñï³âàâò.[7]. Ì³êðîñîìàëüí³ á³ëêè
ðîçä³ëÿëè ìåòîäîì ãðàä³ºíòíîãî åëåêòðî-
ôîðåçó (5�15%) [8]. ²äåíòèô³êàö³þ ³çîôîðì
ïðîâîäèëè ç óðàõóâàííÿì ¿õ ³íäóêö³¿ ôåíîáàð-
á³òàëîì (ÔÁ), 3-ìåòèëõîëàíòðåíîì (ÌÕ) ³
åòàíîëîì [11], à òàêîæ ó ñóáñòðàòíèõ ðåàêö³ÿõ
ç áåíçôåòàì³íîì, àí³ë³íîì [1], òåñòîñòåðîíîì
[9], áåíç(à)ï³ðåíîì [12]. Âì³ñò á³ëêà âèçíà-
÷àëè çà ìåòîäîì Dorsey òà ñï³âàâò.[6].
Ñòàòèñòè÷íó îáðîáêó ðåçóëüòàò³â ïðîâîäèëè
ç âèêîðèñòàííÿì êðèòåð³þ t Ñòüþäåíòà.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ ÒÀ ¯Õ ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Ðå çóëüòàòè  äî ñë ³äæåííÿ  ð ³âíîâàãè
âèñîêî- ³ íèçüêîñï³íîâèõ ôîðì îêèñíåíîãî
CYP ó ì³êðîñîìàõ ³ç ãåïàòîì ³ ïå÷³íêè
³íòàêòíèõ òâàðèí, à òàêîæ â óìîâàõ éîãî
ìîäóëÿö³¿ ÔÁ, ÌÕ ³ åòàíîëîì ïðåäñòàâëåíî
â òàáë. 1. Ó ãåïàòîìàõ ð³âíîâàãà ñï³íîâèõ
ôîðì çñóíóòà â á³ê âèñîêîñï³íîâî¿ ôîðìè
íà ôîí³ çìåíøåííÿ âì³ñòó çàãàëüíîãî CYP
ó ïóõëèí³ â 1,7 ðàçà. Çíèæåííÿ ôîíäó CYP

ó ãåïàòîìàõ ìîæå áóòè ðåçóëüòàòîì ð³âíî-
ì³ðíîãî çìåíøåííÿ âì³ñòó êîæíî¿ ³çîôîðìè
ï³ä ä³ºþ ãåì-îêñèãåíàçè, àáî íàñë³äêîì
íåçàëåæíî¿ çì³íè åêñïðåñ³¿ ³íäèâ³äóàëüíèõ
³çîôîðì. Îñê³ëüêè âì³ñò îêðåìèõ ³çîôîðì
CYP ó ãåïàòîìàõ çì³íþºòüñÿ ïî-ð³çíîìó
â³äíîñíî ¿õ âì³ñòó â ïå÷³íö³ (òàáë. 2), òî
ãåì-îêñèãåíàçà ìîæå âèñòóïàòè íåñïåöè-
ô³÷íèì ðåãóëÿòîðîì âì³ñòó CYP [3],  à
çàðåºñòðîâàí³  ê³ëüê³ñí³  é ÿê³ñí³  çì³íè
³çîôîðìíîãî ñêëàäó CYP ó ãåïàòîìàõ âèç-
íà÷àþòü  ðîçõîäæåííÿ  ìåòàáîë ³÷íîãî
ôåíîòèïó ïóõëèíè òà ïå÷³íêè.

Ôåíîòèï³÷íèé ñêëàä ³çîôîðì CYP ó
ì³êðîñîìàõ ãåïàòîì ïðåäñòàâëåíèé ³çîôîð-
ìàìè CYP ²À1/2, CYP ²²Â1/2, CYP ²²Ñ6/7/
11, CYP ²²Å1, CYP ²²²À1/2. ²çîôîðìè CYP
2À1/2 ³ CYP ²²Ñ 13 âèÿâëÿþòüñÿ â ñë³äîâèõ
ê³ëüêîñòÿõ. Çìåíøåííÿ âì³ñòó ²²Ñ7/11 (51
êÄà) óäâ³÷³ â³äíîñíî êîíòðîëþ (äèâ. òàáë.
2) ïðèçâîäèòü äî çìåíøåííÿ îêèñíåííÿ
òåñòîñòåðîíó çà 16α-ïîçèö³ºþ â 3,3 ðàçà.
Â ãåïàòîìàõ òâàðèí, ÿêèì ââîäèëè ÔÁ,
ê ³ëüê ³ñòü  óòâîðåíîãî  16α -îêñèòåñòî-
ñòåðîíó çìåíøèëàñÿ â 3,6 ðàçà ïðè çá³ëü-
øåíí³ çàãàëüíîãî CYP óäâ³÷³ â ïîð³âíÿíí³ ç
òâàðèíàìè áåç ³íäóêö³¿ (òàáë.1). Ó çâ�ÿçêó
ç òèì, ùî ÔÁ íå ³íäóêóº ³çîôîðìè CYP ²²Ñ7
³ CYP ²²Ñ11 [3], ìîæíà çðîáèòè âèñíîâîê,

Ãåïàòîìà
Áåç ³íäóêö³¿ 0,58+0,06 0,157 + 0,03 27 0,423 + 0,05 73 0,37
Ââåäåííÿ

ôåíîáàðá³òàëó 1,17+ 0,05* 0,316 +0,05* 27 0,854 + 0,05* 73 0,37
3-ìåòèë-õîëàíòðåíó 0,95+ 0,04* 0,431 + 0,06* 45 0,519 + 0,06* 55 0,83
åòàíîëó 0,76+ 0,05* 0,236 + 0,06* 31 0,524 +0,07* 69 0,45

Ïå÷³íêà ³íòàêòíèõ òâàðèí
Áåç ³íäóêö³¿ 0,85 + 0,04 0,179+ 0,05 21 0,671+ 0,07 79 0,27
Ââåäåííÿ

ôåíîáàðá³òàëó 2,01 +0,06* 0,382+ 0,05* 19 1,628 +0,08* 81 0,23
3-ìåòèë-õîëàíòðåíó 1,56 +0,05* 0,749 +0,06* 48 0,811+ 0,07* 52 0,92
åòàíîëó 1,45+ 0,03* 0,420 +0,04* 29 1,030+ 0,07* 71 0,41

* P< 0,05 ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì

Òàáëèöÿ 1. Â³äíîøåííÿ ñï³íîâèõ ôîðì îêèñíåíîãî öèòîõðîìó Ð-450 â ãåïàòîìàõ,
³íäóêîâàíèõ N-í³òðîçîä³åòèëàì³íîì ³ â ïå÷³íö³ ³íòàêòíèõ òâàðèí (M±m).

Óìîâà äîñë³äó
Âì³ñò öèòî-
õðîìó Ð-450,

íìîëü/ìã

Âèñîêîñï³íîâèé (à),
íìîëü/ìã, %

Íèçüêîñï³íîâèé (â),
íìîëü/ìã, % Â³äíîøåííÿ à/â
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ùî âîíè êîíñòèòóòèâíî åêñïðåñîâàí³ â
ãåïàòîìàõ ³ çìåíøåííÿ ¿õ âì³ñòó íå âïëèâàº
íà ð³âíîâàãó ñï³íîâèõ ñòàí³â îêèñíåíîãî
CYP. Ñóìàðíèé âì³ñò ³çîôîðì CYP ²À2,
CYP ² ²Â1/2 ,  CYP ² ² ²À1/2  (52  êÄà)  ó
ì³êðîñîìàõ ãåïàòîì ìàéæå â 2 ðàçè á³ëüøå,
í³æ ó êîíòðîë³, ùî çóìîâëþº ³íøèé õàðàêòåð
ìåòàáîë³çìó  â ³äïîâ ³äíèõ  ñóáñòðàò ³â :
çìåíøóºòüñÿ àêòèâí³ñòü 6β-ã³äðîêñèëàçè
òåñòîñòåðîíó â 1,5 ðàçà,  ï³äâèùóºòüñÿ
àêòèâí³ñòü N-äåìåòèëàçè áåíçôåòàì³íó ³
ïàðà-ã ³äðîêñèëàçè àí³ë ³íó â  1 ,4  ðàçà ,
áåíç(à)ï³ðåí-ã³äðîêñèëàçè â 2,2 ðàçà. Òàêà
íàïðàâëåí³ñòü çì³í àêòèâíîñò³  ðîçãëÿ-
äàºòüñÿ ÿê íàñë³äîê çìåíøåííÿ ê³ëüêîñò³
³çîôîðì ï³äðîäèíè CYP ²²²À ³ çá³ëüøåííÿ
åêñïðåñ³¿ ³çîôîðì ï³äðîäèíè CYP ²²Â. Ó
ì³êðîñîìàõ ãåïàòîì òâàðèí, ÿêèì ââîäèëè
ÔÁ, çá³ëüøóâàëàñÿ øâèäê³ñòü N-äåìåòè-
ëþâàííÿ áåíçôåòàì³íó ³  6β -ã ³äðîêñè-
ëþâàííÿ òåñòîñòåðîíó âíàñë³äîê çì³íè
åêñïðåñ³¿ ³çîôîðì ï³äðîäèíè CYP ²²Â ³ CYP

²²²À. Âðàõîâóþ÷è òå, ùî ÔÁ ñòèìóëþº
åêñïðåñ³þ ³çîôîðì ó âèñîêî- ³ íèçüêîñï³íî-
âèõ ñòàíàõ ïðàêòè÷íî â ð³âíèõ ê³ëüêîñòÿõ,
ìîæíà ââàæàòè, ùî â ãåïàòîìàõ ³çîôîðìè
ï³äðîäèíè CYP ²²²À ³ CYP ²²Â íå âïëèâàþòü
íà ð³âíîâàãó ñï³íîâèõ ñòàí³â îêèñíåíîãî
CYP. Ó ì³êðîñîìàõ ãåïàòîì ÌÕ-³íäóêî-
âàíèõ òâàðèí àêòèâí³ñòü áåíç(à)ï³ðåí-
ã³äðîêñèëàçè îïîñåðåäêîâàíà ³çîôîðìàìè
IA1 ³ IA2, çðîñòàº â 9,5 ðàçà ïðè çá³ëüøåíí³
ê³ëüêîñò³ ãåìîïðîòå¿äó ç ìîëåêóëÿðíîþ
ìàñîþ 52 êÄà â 1,1 ðàçà ³ ê³ëüêîñò³ ³çîôîðìè
²À1 (56 êÄà) â 4,7 ðàçà â ïîð³âíÿíí³ ç
òâàðèíàìè áåç ³íäóêö³¿ . Ä³ÿ 3-ÌÕ ñòèìóëþº
åêñïðåñ³þ ³çîôîðìè â âèñîêîñï³íîâîìó
ñòàí³, ùî çñóâàº ñï³íîâó ð³âíîâàãó â á³ê
âèñîêîñï³íîâî¿ êîíô³ãóðàö³¿ îêèñíåíîãî
CYP. Òîìó â ì³êðîñîìàõ ãåïàòîì àêòèâ-
í³ñòü áåíç(à)ï³ðåí-ã³äðîêñèëàçè â îñíîâ-
íîìó îïîñåðåäêîâàíà ³çîôîðìîþ ²À1 (56
êÄà), âì³ñò ÿêî¿ â ãåïàòîìàõ âèùèé ó 3 ðàçè,
í³æ ó ïå÷³íö³. Îòæå, ³çîôîðìà ²À1, ÿêà

Ãåïàòîìà
²²À1/²²À2 48 2 3 2
   ²²Ñ13 50 3
²²Ñ7/²²Ñ11 51 24 17 12 23
²²Â1/²²Â2
²²²À1/²²²À2 52 36 63 38 31
   ²À2
   ²²Å1

53 34 16 19 37
   ²²Ñ6
   ²À1 56 6 2 28 4

Ïå÷³íêà ³íòàêòíèõ òâàðèí
²²À1/²²À2 48 4 3 4 3
   ²²Ñ13 50 9 4 3 10
²²Ñ7/²²Ñ11 51 48 19 23 26
²²Â1/²²Â2
²²²À1/²²²À2 52 17 48 23 28
   ²À2
   ²²Å1

53 20 24 9 31
   ²²Ñ6
   ²À1 56 2 2 38 2

Òàáëèöÿ 2. Âì³ñò (% â³ä çàãàëüíîãî) ³çîôîðì öèòîõðîìó Ð-450 â ãåïàòîìàõ,
³íäóêîâàíèõ N-í³òðîçîä³åòèëàì³íîì ³ â ïå÷³íö³ ³íòàêòíèõ òâàðèí.

²çîôîðìè
Ìîëåêó-

ëÿðíà ìàñà,
êÄà

Áåç ³íäóêö³¿  Ôåíîáàðá³òàë 3-Ìåòèë-
õîëàíòðåí

Åòàíîë
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åêñïðåñóºòüñÿ ó âèñîêîñï³íîâîìó ñòàí³ [11],
ñóòòºâî âïëèâàº íà çñóâ ð³âíîâàãè ñï³íîâèõ
ôîðì îêèñíåíîãî CYP.

Âì³ñò CYP ²²Å1 ³ CYP ²²Ñ6 (53 êÄà) â
ãåïàòîìàõ ³íäóêîâàíèõ åòàíîëîì òâàðèí
âèùèé ó 1,1 ðàçà , í³æ ó òâàðèí áåç ³íäóêö³¿ ³ â
1,2 ðàçà â ïîð³âíÿíí³ ç êîíòðîëåì, ïðè áëèçüêèõ
çíà÷åííÿõ àêòèâíîñò³ ÍÄÅÀ-ä³åòèëàçè ³ ïàðà-
ã³äðîêñèëàçè àí³ë³íó, îïîñåðåäêîâàíèõ ³çî-
ôîðìîþ CYP ²²Å1. Çã³äíî ç äàíèìè ë³òåðàòóðè
[9], ï³äâèùåííÿ ö³º¿ àêòèâíîñò³ â ãåïàòîì³ íå
º ðåçóëüòàòîì çì³íè âì³ñòó ìÐÍÊ ³çîôîðìè
²²Å1 ³ ìîæå áóòè çóìîâëåíå ð³âíåì òðàíñëÿö³¿,
àáî çìåíøåííÿì øâèäêîñò³ äåãðàäàö³¿ á³ëêà
â ðåçóëüòàò³ ñïåöèô³÷íî¿ ñòàá³ë³çàö³¿ ³çîôîðìè
²²Å1 ñóáñòðàòîì. Òîìó çñóâ ð³âíîâàãè ñï³-
íîâèõ ñòàí³â îêèñíåíîãî CYP ó ãåïàòîìàõ ³
êîíòðîëüí³é ïå÷³íö³ òâàðèí, ÿêèì ââîäèëè
åòàíîë (äèâ. òàáë.1) , â íàïðÿìêó âèñîêîñï³-
íîâî¿ êîíô³ãóðàö³¿ âêàçóº íà òå, ùî ³çîôîðìà
CYP ²²Å1 íàÿâíà â ãåïàòîìàõ ³ íîðìàëüíèõ
êë³òèíàõ â îñíîâíîìó â ôîðì³ âèñîêîñï³íîâîãî
îêèñíåíîãî CYP.

ÂÈÑÍÎÂÊÈ

Ó ãåïàòîìàõ, ³íäóêîâàíèõ ÍÄÅÀ, âåëè÷èíà
â³äíîøåííÿ âì³ñòó îêèñíåíîãî CYP ó
âèñîêîñï³íîâîìó ñòàí³ äî íèçüêîñï³íîâîãî
á³ëüøå, í³æ ó ïå÷³íö³ ³íòàêòíèõ òâàðèí, ùî
âêàçóº íà çñóâ ñï³íîâî¿ ð³âíîâàãè â íàïðÿìêó
âèñîêîñï³íîâî¿ êîíô³ãóðàö³¿. Çñóâ ð³âíîâàãè
ñï³íîâèõ ñòàí³â îêèñíåíîãî CYP ó ãåïàòî-
ìàõ çóìîâëåíèé çìåíøåííÿì ê³ëüêîñò³
³çîôîðì IIC11 ³  IIE1, à òàêîæ âèñîêèì
ð³âíåì åêñïðåñ³¿ ³çîôîðì ï³äðîäèíè IA1 ³
IIB. Òàêèé ìåòàáîë³÷íèé ôåíîòèï ãåïàòîì,
ìîæëèâî, çàáåçïå÷óº ¿õ ðåçèñòåíòí³ñòü
â³äíîñíî ð³çíèõ öèòîòîêñè÷íèõ ÷èííèê³â.

O.R. Melnikov, V.Ya.Momot,
T.V. Pyatchanina, E.P.Sidorik

RATIO OF LOW- AND HIGH SPIN
CYTOCHROME P-450 IN MICROSOMES
OF NDEA -INDUCED HEPATOMAS

Content of high- and low-spin oxidized CYP was determined

in liver microsomes and NDEA-induced hepatomas by
method of optic spectrofotometry. Value of spin states ratio
in hepatoma was shown to be greater then in liver. It in-
creased under the action of inductors, which caused the syn-
thesis of isoforms in high-spin configuration. Data obtained
as a result of investigation of CYP isoform composition and
metabolite phenotype of hepatoma have suggested that shift
in balance of spin states in hepatoma was due to the decrease
in the quantities of IIC11 and IIE1 isoforms as well as to the
high level of IA1 isoform expression.

R.E.Kavetsky Institute of Experimental Pathology, Oncology
and Radiobiology, National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv
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