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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 
 

АП – антипирин 
ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная 

 хроматография 
ПОЛ – перекисное окисление липидов 
ПХБ – полихлорированные бифенилы 
ПХДД – полихлорированные дибензодиоксины 
ПХДФ – полихлорированные дибензофураны 
НорАП – норантипирин 
4ГАП – 4-гидроксиантипирин 
3ГМАП – 3-гидроксиметилантипирин 
ХРИ – хроническая ртутная интоксикация 
CYP – принятое в современной номенклатуре 

обозначение цитохрома Р450 
GSТ – глутатион-S-трансфераза 
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ВВЕДЕНИЕ 
 
В условиях разнообразных химических воздействий на 

живой организм в процессе эволюции выработались систе-
мы биотрансформации ксенобиотиков, обеспечивающие со-
хранение и поддержание гомеостаза. В настоящее время 
большое значение уделяется системе биотрансформации 
липофильных ксенобиотиков, которая состоит из двух 
функционально сопряженных фаз. Первая фаза представля-
ет собой энзиматическую биотрансформацию липофильных 
ксенобиотиков при участии цитохром Р450-зависимых мо-
нооксигеназ, вторая – конъюгацию реактивных метаболитов 
и гидрофильных соединений. Нарушение согласованного 
процесса функционирования обеих фаз является одним из 
общих механизмов, приводящих к изменению гомеостаза и 
развитию патологических процессов.  
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1. СИСТЕМА БИОТРАНСФОРМАЦИИ 
КСЕНОБИОТИКОВ 

1.1. Цитохром Р450-зависимые  
моноксигеназы – 1-я фаза  
биотрансформации ксенобиотиков 

Цитохром Р450-зависимые монооксигеназы локализо-
ваны в гладком эндоплазматическом ретикулуме и пред-
ставляют собой полиферментный комплекс, включающий 
цитохромы Р450 и b5, НАДФ·Н-цитохром Р450- и НАД·Н-
цитохром b5-редуктазы. По механизму действия цитохром 
Р450 является монооксигеназой. Монооксигеназы функцио-
нируют таким образом, что лишь один из атомов кислорода 
включается в молекулу окисляемого соединения, а другой 
расходуется на образование воды.  

Центральным звеном системы является цитохром Р450, 
представляющий собой гемсодержащий белок. При взаимо-
действии с окисью углерода восстановленный цитохром 
(pigment – P) образует карбонильный комплекс, характери-
зующийся полосой поглощения 450 нм (рис. 1), что опреде-
лило название фермента – P450. 

В процессе функционирования цитохром Р450-зависимые 
монооксигеназы обеспечивают активацию молекулярного 
кислорода. Известно, что кислород в основном триплетном 
состоянии инертен и не способен взаимодействовать с орга-
ническими соединениями, находящимися в синглетном со-
стоянии. Ферментная система, содержащая цитохром Р450, 
восстанавливает триплетный кислород, делая его реакцион-
носпособным.  
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Рис. 1. Дифференциальные спектры цитохромов b5 и Р450 
в микросомной фракции гомогената печени крысы 
  
Выделяют пять стадий в процессе биотрансформации 

субстрата (RH) при участии цитохрома Р450 [Арчаков, 
1983]. На 1-й стадии (рис. 2) субстрат взаимодействует с 
окисленной формой цитохрома Р450 (Fe3+) с образованием 
фермент-субстратного комплекса (RH-Fe3+). На следующем 
этапе комплекс восстанавливается (RH-Fe2+) электроном, 
поступающим из цепи переноса при участии НАДФ·Н-
цитохром Р450-редуктазы и, возможно, цитохрома b5. Тре-
тья стадия характеризуется взаимодействием восстановлен-
ного фермент-субстратного комплекса с кислородом, в ре-
зультате чего образуется оксикомплекс RH-(FeO2)

2+. На 4-й 
стадии этот тройной комплекс (фермент-субстрат-кислород) 
восстанавливается вторым электроном, который поступает 
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из цепи переноса, включающей НАД·Н-цитохром b5-
редуктазу, и цитохром b5. Пятая стадия характеризуется 
внутримолекулярными превращениями восстановленного 
тройного комплекса RH-(FeO2)

1+ и его распадом с освобож-
дением воды и гидроксилированного субстрата. При этом 
цитохром Р450 переходит в исходную форму, готовую к 
взаимодействию со следующей молекулой субстрата. 
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Рис. 2. Каталитический цикл функционирования цитохрома Р450 

 
Спектр катализируемых цитохромом Р450 реакций 

включает ароматическое гидроксилирование и гидроксили-
рование боковых цепей, N-, O- и S-деалкилирование,  
N-оксидирование, сульфоксидирование, N-гидроксилиро-
вание, окислительное дезаминирование, дегалогенизирова-
ние, десульфирирование и ряд других реакций [Lewis, 
2001]. Общим свойством субстратов системы является их 
гидрофобность, т. е. они не растворяются в воде. 
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Важно отметить, что функционирование микросомных 
монооксигеназ сопровождается образованием химически 
реакционных промежуточных продуктов, а их накопление 
создает условия для взаимодействия со структурными ком-
понентами клетки [Гуляева, Райс, 2005]. В то же время в ре-
акции образуются продукты неполного восстановления ки-
слорода (одна из основных прооксидантных систем клетки). 
Активные формы кислорода способны инициировать реак-
ции перекисного окисления липидов (ПОЛ), следствием че-
го является образование различных перекисей жирных ки-
слот (ROOH) и нарушение проницаемости биологических 
мембран [Окислительный стресс …, 2006].  

Компенсация названных эффектов осуществляется сис-
темой антирадикальной и антиперекисной защиты. В усло-
виях несостоятельности названной системы возможна акти-
вация ПОЛ, что может привести к нарушению проницаемо-
сти мембран, инактивации липидзависимых ферментов, 
разрушению мембран. В свою очередь разрушение мембран 
способно вызвать инактивацию цитохрома Р450 как наибо-
лее чувствительного элемента монооксигеназной системы 
[Карузина, Бачманова, Арчаков, 1995]. 

В процессе изучения микросомных монооксигеназ была 
обнаружена множественность изоформ цитохрома Р450 с 
различной, но частично перекрывающейся субстратной 
специфичностью [Lewis, 2001]. Это позволяет системе мо-
нооксигеназ осуществлять окисление различного рода экзо-
генных и эндогенных субстратов. 

Последние данные свидетельствуют о том, что имеется 
определенное число конститутивных и индуцируемых изо-
форм цитохрома Р450. В результате работ по расшифровке 
нуклеотидных последовательностей генома человека иден-
тифицированы 57 индивидуальных форм цитохрома Р450. 

Цитохром Р450 был обнаружен не только в печени, но 
и в других органах, а изучение внепеченочной экспрессии 
изоформ цитохрома Р450 позволило сделать вывод о ее тка-
неспецифичности. В печени экспрессируется максимальный 
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спектр форм Р450, в табл. 1 представлены данные о его со-
держании в других органах в порядке убывания. 
               

Таблица 1 
Общее содержание цитохрома Р450 в некоторых тканях человека 

Ткань 
Содержание цитохрома Р450, 
нмоль/мг микросомного белка 

Печень 0,30–0,60 
Надпочечник 0,23–0,54 
Тонкая кишка 0,03–0,21 
Мозг 0,1 
Почки 0,03 
Легкие 0,01 

Примечание. Использован фрагмент таблицы из обзора [Inhibition and 
induction …,  2008]. 

 
Суперсемейство генов, кодирующих различные изо-

формы цитохрома Р450 представлено генами, расположен-
ными в различных хромосомах. Согласно современной но-
менклатуре, название гена состоит из префикса CYP (Cyto-
chrome P450) и номера (римская или арабская цифра), обо-
значающего семейство (совпадение аминокислотной после-
довательности кодируемых белков около 40 %). Затем сле-
дует буква, обозначающая подсемейство (55%-ная и более 
гомология), и арабская цифра, соответствующая той или 
иной изоформе, например, CYP1A1 [Nebert, Russell, 2002]. 
Нередко в литературе также обозначается и соответствую-
щий белок (продукт гена), но в этом случае символ пишется 
без курсива (CYP1A1). В связи с тем, что активность изо-
форм оценивается по каталитической активности в отноше-
нии того или иного модельного субстрата, используются 
названия, как аминопирин-N-деметилаза (N-деметилаза 
аминопирина), р-гидроксилаза анилина, бензпиренгидрок-
силаза. 

Таким образом, взаимодействуя с химическими веще-
ствами, попавшими в клетку, цитохром Р450-зависимые 
монооксигеназы превращают их в полярные, более раство-
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римые соединения. Для высокомолекулярных, гидрофобных 
молекул эти реакции – единственные, способные перевести 
их из гидрофобной мембранной фазы клетки в ее водную 
фазу и, таким образом, вовлечь в дальнейшие превращения. 
Этот путь проходят как ксенобиотики, так и некоторые гид-
рофобные субстраты эндогенного происхождения, напри-
мер, холестерин, стероидные гормоны и другие. Таким об-
разом, биологический смысл функционирования цитохром 
Р450-зависимых монооксигеназ (1-й фазы биотрансформа-
ции) состоит в придании липофильным соединениям реак-
тивных свойств, что позволяет им вступать в реакции 
конъюгации.  

1.2. Реакции конъюгации – 2-я фаза 
биотрансформации ксенобиотиков.  
Функциональное сопряжение между фазами 

Данные реакции не являются предметом нашего рас-
смотрения, но важны для понимания некоторых процессов. 
Поэтому ограничимся изложением кратких сведений о них.  

Реакции конъюгации составляют 2-ю фазу биотранс-
формации липофильных ксенобиотиков, которые в 1-й фазе 
при участии цитохром Р450-зависимых монооксигеназ при-
обрели реактивные группы. В ходе этих реакций происхо-
дит связывание продуктов реакции с эндогенными конъю-
гирующими агентами, приводящее к изменению их физико-
химических свойств и ограничивающее дальнейшие пре-
вращения продуктов метаболизма в организме. Как прави-
ло, конъюгаты быстро экскретируются. 

Обсуждаемые реакции классифицируются по компо-
ненту, который в качестве биосубстрата участвует в процес-
се конъюгации. В организме животных и человека наи-
большее распространение получили следующие реакции 
конъюгации: с глюкуроновой кислотой, с сульфатом, с глу-
татионом, с аминокислотами, с глутамином, метилирование, 
ацетилирование [Гуляева, Райс, 2005]. Чрезвычайно важ-



 12 

ным является обстоятельство, что значительная часть реак-
ций конъюгации протекает на мембранах эндоплазматиче-
ской сети клеток, непосредственно в месте образования вы-
сокореактивных метаболитов в процессе функционирования 
микросомных монооксигеназ. Это позволяет при опреде-
ленных уровнях свести до минимума токсическое действие 
продуктов биотрансформации. Согласно литературным 
данным, наибольшее значение отводится трем типам конъ-
югации: с глюкуроновой кислотой, с сульфатами и с глута-
тионом, которые составляют основу биохимических меха-
низмов 2-й фазы биотрансформации химических соедине-
ний, а образование типа конъюгатов зависит от дозы ксено-
биотика.  

В реакции конъюгации ксенобиотики могут вступать не 
только после биотрансформации в цитохром Р450-
зависимых реакциях, но и напрямую, и затем подвергаться 
или не подвергаться Р450-зависимому окислению. Таким 
образом, возникает функциональное сопряжение 1-й и 2-й 
фаз биотрансформации ксенобиотиков. Принципиально 
важно, что результатом этих превращений может быть как 
уменьшение, так и усиление токсичности исходной молеку-
лы. Выделяют следующие комбинации взаимодействия фаз 
биотрансформации [Кинетика и динамика …, 2008]: 

1. Токсичный ксенобиотик последовательно трансфор-
мируется в менее токсичный продукт как на стадии взаимо-
действия с цитохром Р450-зависимыми монооксигеназами, 
так и в реакциях конъюгации. 

2. Ксенобиотик трансформируется в цитохром Р450-
зависимых реакциях в менее токсичный метаболит, но его 
токсичность возрастает в результате конъюгации. 

3. Ксенобиотик трансформируется в цитохром Р450-
зависимых реакциях в более реактивный метаболит, но его 
токсичность снижается в результате конъюгации. 

4. Токсичность ксенобиотика возрастает и при взаимо-
действии с цитохром Р450-зависимыми монооксигеназами, 
и в реакциях конъюгации.  
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1.3. Индукторы и ингибиторы 

Активность систем биотрансформации не является 
строго постоянной и зависит от ряда факторов. Чрезвычай-
но важной является способность ряда химических соедине-
ний, в том числе лекарственных препаратов, активно воз-
действовать на ферменты 1-й и 2-й фаз биотрансформации. 
Эти химические вещества условно можно разделить на две 
группы: индукторы и ингибиторы цитохром Р450-зависимых 
монооксигеназ. 

Индуцибельность обозначает способность к увеличе-
нию активности ферментов биотрансформации ксенобиоти-
ков в ответ на внешнее воздействие в результате их допол-
нительного синтеза de novo [Ляхович, Цырлов, 1981]. Ранее 
предполагалось, что ксенобиотики сами являются фактора-
ми регуляции собственного метаболизма. Позднее было по-
казано участие генетических факторов в процессе индук-
ции, обусловленной воздействием некоторых ксенобиоти-
ков. В литературе описано большое число химических со-
единений, вызывающих активацию монооксигеназ, разли-
чающихся широтой спектра действия [Inhibition and induc-
tion …, 2008]. 

  К настоящему времени наиболее изучен тип индук-
ции, реализуемый при участии цитоплазматического рецеп-
тора к полиароматическим углеводородам – Ah-рецептора 
(AhR). Это явилось следствием усилий, направленных на 
понимание механизма токсического действия диоксинов. В 
упрощенном варианте последовательность событий, пред-
шествующих индукции, может быть представлена следую-
щими образом (рис. 3). Наиболее существенным моментом 
в патогенезе интоксикации диоксинами является их про-
никновение в цитоплазму клетки и связывание с Ah-
рецептором [Denison, Nagy, 2003]. Далее, комплекс диок-
син-Ah-рецептор связывается со вторым белком – ядерным 
переносчиком Ah-рецептора (Arnt), который способствует 
проникновению комплекса диоксин-Ah-рецептор в клеточ-
ное ядро. Там комплекс диоксина и рецепторов связывается 
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с определенным локусом ДНК – диоксин чувствительным 
элементом, после чего он функционирует как лигандоакти-
вированный фактор транскрипции, стимулируя экспрессию 
генов, кодирующих структуру, по крайней мере, 20 типов 
белковых молекул, среди которых CYP1A1, CYP1А2 и 
CYP1B1. Следует отметить, что по настоящее время проис-
ходит уточнение и дополнение факторов, определяющих 
индукцию CYP1 и их роли в реализации токсических эф-
фектов диоксинов.  

 

    
Рис. 3. Механизм Ah-рецептор-зависимой индукции 
диоксинами цитохромов Р4501 
 
К числу ингибиторов цитохром Р450-зависимых моно-

оксигеназ относятся соединения различной природы, кото-
рые можно классифицировать по механизму их действия на 
элементы микросомных монооксигеназ. Выделяют сле-
дующие группы: 1) ингибиторы прямого действия (СО, ан-
тиоксиданты и др.); 2) обратимые ингибиторы непрямого 
действия, оказывающие влияние на микросомальные фер-
менты через промежуточные продукты своего метаболизма, 
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которые образуют комплексы с цитохромом Р450 (гидрази-
ны и др.); 3) ингибиторы, разрушающие цитохром Р450 (че-
тыреххлористый углерод и др.); 4) ингибиторы, тормозящие 
синтез и (или) ускоряющие распад цитохрома Р450 (тяже-
лые металлы, интерфероны и др.). Строго говоря, к истин-
ным ингибиторам можно отнести лишь инактиваторы цито-
хрома Р450, поскольку в других случаях механизм ингиби-
рования связан с конкуренцией за субстрат. 

Необходимо отметить, что часть реакций 2-й фазы био-
трансформации также стимулируется под действием индук-
торов микросомных монооксигеназ. Принципиально, что в 
зависимости от дозы (концентрации) некоторые химические 
вещества могут выступать в роли, как индукторов, так и в 
роли ингибиторов микросомных монооксигеназ. Исходя из 
представлений об функциональном сопряжении двух фаз 
биотрансформации ксенобиотиков, индукторы или ингиби-
торы системы используются для того, чтобы ускорить обра-
зование малотоксичных продуктов биотрансформации или 
задержать образование высокотоксичных метаболитов. 
Предприняты попытки использования модификаторов с це-
лью коррекции активности монооксигеназ печени у людей, 
например, зиксорина для снижения токсичности и повыше-
ния эффективности противоопухолевой химиотерапии 
[Снижение токсичности и …, 2002]. 

1.4. Полиморфизм генов 

Одним из факторов, определяющих значительную ме-
жиндивидуальную вариабельность в метаболизме ксено-
биотиков, является генетический полиморфизм ферментов 
биотрансформации. В основе генетического полиморфизма 
лежит существование двух или более аллелей для данного 
гена или, в более общем виде, существование различных 
последовательностей данного локуса у различных индиви-
дуумов [Гуляева, Вавилин, Ляхович, 2000]. Если частота 
аллеля в популяции более 1 %, эти различия расцениваются 
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как полиморфизм, если менее 1 % – как редкая мутация. С 
полиморфизмом генов ферментов биотрансформации тесно 
связывают индивидуальную чувствительность к генотокси-
ческим канцерогенам, опасность развития побочного дейст-
вия при лечении различными лекарствами и различную эф-
фективность лекарственных препаратов [Nebert, Russell, 
2002].  

Установлены следующие варианты генетического по-
лиморфизма ферментов биотрансформации ксенобиотиков 
[Кинетика и динамика …, 2008]: 

 точечные мутации, обуславливающие снижение или 
увеличение изменения активности функционального белка, 
изменение его субстратной специфичности или стабильно-
сти; иногда подобные мутации не вызывают функциональ-
ных изменений белка; 

 делеции генов или мутации, результатом которых 
является отсутствие белка; 

 увеличение числа копий генов, и, как следствие, кон-
центрации функционального белка. 

В частности, номенклатура и база данных аллелей ци-
тохромов Р450 человека, а также ассоциации с активностью 
кодируемых ими ферментов размещены на сайте 
http://www.cypallels.ki.se. 
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2. МЕТОДЫ ОЦЕНКИ СОСТОЯНИЯ 
СИСТЕМЫ БИОТРАНСФОРМАЦИИ 
КСЕНОБИОТИКОВ 

Цель данного раздела заключается в краткой характе-
ристике основных методов, позволяющих получить инфор-
мацию, характеризующую состояние цитохром Р450-
зависимых монооксигеназ, а также на примере протоколов 
исследований составить представление о реализации этих 
методов. 

2.1. Мониторинг метаболитов тестовых  
 лекарств (ВЭЖХ) 

Как уже было сказано выше, большинство изоформ ци-
тохрома Р450 представлены в печени, что позволяет кос-
венно измерять их активность при мониторинге метаболи-
тов тестовых лекарств в моче, либо исследовать кинетику 
выведения (кровь, слюна). К настоящему времени накопле-
ны данные успешного использования таких подходов. 

В качестве иллюстрации воспользуемся протоколом 
методики с антипирином (АП) в качестве тестового суб-
страта для оценки функционального состояния цитохром 
Р450-зависимых монооксигеназ [Черняк, Ицкович, Колес-
ников, 2011]. Этот препарат уже долгое время не применя-
ется в качестве лекарства, что в ряде случаев дает преиму-
щество для проведения фенотипирования по сравнению с 
другими субстратами в связи с отсутствием естественных 
источников его поступления в организм. 

Анализ выполняется с помощью высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с использованием АП 
фармакопейной чистоты (Fluka) в дозе 18 мг/кг массы тела. 
АП принимается натощак, после чего в течение суток соби-
рается моча в емкость, содержащую 200 мг Na2S2O5 для 
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стабилизации метаболитов. Подготовку проб для жидкост-
ной хроматографии осуществляют с использованием  
-глюкуронидазы Type H-3 из Helix pomatia (Sigma) для 
проведения ферментного гидролиза конъюгированных мета-
болитов. Процедура экстракции метаболитов выполняется в 
два этапа: на первом экстрагируются 4-гидроксиантипирин 
(4ГAП) и норантипирин (НAП), на втором –  
3-гидроксиметилантипирин (3ГMAП) и антипирин. В каче-
стве внутреннего стандарта мы используем фенацетин (ФЦ, 
Aldrich) . Пробы мочи анализируются на АП, его метаболи-
ты и ФЦ на жидкостном хроматографе "Милихром-А02" 
(ЭкоНова, Россия), колонка 2×75 мм, Silasorb SPH C18, 
5 мкм. Детектирование проводят при длине волны 244 нм. 
Для получения градиента смешивают два раствора: элюент 
А – смесь метанола и 0,05 M фосфатного буфера, pH 6,7 
(10 : 90) и элюент В – 90 % метанол; скорость потока 200 
мкл/мин; температура колонки 45 ˚С. Для достижения пол-
ного разделения анализируемых компонентов за минималь-
ное время сначала используем изократическое (7 % B, 
10 мин), а затем градиентное элюирование, от 7 до 100 % В 
за 4,5 мин. Когда в некоторых образцах в области выхода 
пика ФЦ наблюдается сигнал неидентифицированной при-
меси, плохо отделяемой в приведенных условиях от пика 
ФЦ, проба хроматографируется повторно в изократическом 
режиме (20 % В, 10 мин). Это позволяет добиться полного 
разрешения пиков ФЦ и загрязняющего компонента. Для 
оценки содержания анализируемых соединений необходимо 
построение калибровок для их стандартов. В нашем случае 
калибровочные графики для АР и его метаболитов, постро-
енные в координатах «площадь пика/площадь пика ФЦ – 
концентрация», представляют собой прямые линии с коэф-
фициентами корреляции R2 > 0,98. Каждый образец анали-
зируется дважды, для статистической обработки использу-
ются средние значения определяемых показателей.  

Следует отметить, что к настоящему времени рядом ис-
следователей успешно применяется использование тесто-
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вых смесей для нескольких изоформ цитохрома Р450 пре-
паратов, что позволяет единовременно получить информа-
цию об их активности. В случае определения содержания 
аналитов в крови, слюне или моче используется фармако-
кинетический подход, позволяющий определить период по-
лувыведения тестового препарата, объем кажущегося рас-
пределения, клиренс элиминации и других параметров. В 
частности, ранее авторами было проведено исследование 
фармакокинетики антипирина в слюне женщин с опухолями 
яичников [Черняк, Черняк, Портяная,  2002].    

 

 
 
Рис. 4. Хроматограмма первого этапа (из отчета, выданного    
программой МультиХром-СПЕКТР) 

2.2. Исследование полиморфизма генов  
(ПЦР-ПДРФ) 

Реализация исследований полиморфизма генов стала 
возможной благодаря изобретению К. Муллиса полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР). Метод заключается в фермента-
тивном циклическом синтезе в условиях in vitro заданных 
фрагментов ДНК (ампликонов). Реакционная смесь включает 
4 дезоксинуклеотидтрифосфата (A, G, C, T), прямой и обрат-
ный праймеры (задают исследуемый фрагмент), буфер, тер-
мостабильную ДНК-полимеразу и исследуемую ДНК.  
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Краткий протокол может быть продемонстрирован на 
примере исследования двух полиморфизмов гена CYP1A2, 
которыми авторы пособия руководствуются в своей работе. 
На первом этапе у обследованных лиц проводится забор ве-
нозной крови, ДНК выделяется с использованием комплек-
та реагентов «ДНК-сорб-В» (ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнад-
зора, Москва). Последовательно выполняется ПЦР в ам-
плификаторе «Терцик» (ДНК-Технология) и анализ поли-
морфизма длины рестрикционных фрагментов (ПДРФ). 
Смесь для амплификации объемом 25 мкл содержит 10 пМ 
каждого праймера, 2,5 мкл 10-кратного буфера (Sigma-
Aldrich), 2,5 мМ MgCl2 (Sigma-Aldrich), 0,2 мМ каждого 
dNTP и 1 ед. Taq-полимеразы. В работе использованы 
праймеры (Медиген, Новосибирск): для CYP1A2*F – 5'-CCC 
AGA AGT GGA AAC TGA GA-3' и 5'-GGG TTG AGA TGG 
AGA CAT TC-3', для CYP1A2*D – 5'-TGA GCC ATG ATT 
GTG GCA TA-3' и 5'-AGG AGT CTT TAA TAT GGA CCC 
AG-3'. Для генотипирования CYP1A2*F (-163C>A) исполь-
зуется эндонуклеаза рестрикции ApaI (Fermentas, Lithuania), 
электрофорез осуществляется в 1,5% агарозном геле; для 
CYP1A2*D (-2467delT) – рестриктазу NdeI (Fermentas, 
Lithuania), электрофорез проводится в 10%-ном полиакри-
ламидном геле. Результаты реакции оцениваются в прохо-
дящем УФ-свете после окраски этидиум бромидом. 

Следует обратить внимание на два момента. Описан-
ный выше вариант исследования полиморфизма генов со-
держит этап рестрикционного анализа. Рестриктазы подби-
раются в зависимости от сайта рестрикции, к появлению 
или исчезновению которого приводит мутация. Если в од-
ном аллеле есть сайт рестрикции, а в другом нет, то будет 
выявляться три полосы, одна из которых соответствует не-
разрезанному участку ДНК, а две других – разрезанному 
[Иванов, Терешин, Щербак, 2010]. Так для CYP1A2*D  
(-2467delT) длина фрагмента 167 пар нуклеотидов (пн) по-
сле рестрикции: при делеции Т – 167 пн (фрагмент остается 
неразрезанным), при отсутствии делеции Т – 148 пн +19 пн, 
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гетерозигота – 167 пн + 148 пн +19 пн. Не все подобные 
анализы требуют использования рестриктаз. Например, ис-
следования полиморфизмов генов глутатион S-трансфераз 
(GSTT1, GSTM1) с помощью мультиплексной ПЦР не нуж-
даются в проведении рестрикционного анализа. 

 
 

      1        2         3       4        5        6        7       8        9       10     11    12 

 

W M      H 

ПЦР 
продукт 

Продукт 
рестрикции 

 
Рис. 5. Результаты анализа полиморфизма длины  
Рестрикционных фрагментов (ПДРФ-анализ) гена CYP1A2:  
1 – маркер молекулярных весов; 2, 4, 6, 7, 8, 10 и 11 – мутантный  
генотип – M (мутация в сайте рестрикции – рестрикция  
не происходит); 3 – мутация отсутствует – генотип дикого типа – W;  
5 и 9 – гетерозиготный генотип – имеются все три фрагмента – H;  
12 – отрицательный контроль 
 

Исследования полиморфизма генов могут проводиться 
при использовании специальных наборов (часть из которых 
внесены в «Государственный реестр изделий медицинского 
назначения и медицинской техники»), либо праймеры и ре-
стриктазы подбираются самостоятельно (из научных публи-
каций или банка генов), после чего отрабатываются условия 
проведения ПЦР и визуализации результатов. Последний ва-
риант широко используется при проведении научных работ. 
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2.3. ПЦР в реальном времени 

Данный метод позволяет проводить ПЦР с флуорес-
центной регистрацией накопления продуктов амплифика-
ции непосредственно в ходе реакции. При этом избиратель-
но регистрируется амплификация лишь определенных 
фрагментов ДНК (за счет использования трех праймеров, 
один из которых обеспечивает увеличение флуоресцентного 
сигнала). Методика может выполняться по протоколу 
«TagMan», либо с использованием интеркалирующего 
флуоресцентного красителя, например, SYBR GreenI. В ка-
честве примера можно рекомендовать детальное изложение 
протокола последнего в сочетании с анализом кривых плав-
ления для выявления делеций в генах GSTM1 и GSTT1 [По-
лиморфизм генов биотрансформации …, 2011]. Кроме того, 
в области количественной оценки экспрессии генов метод 
ПЦР в реальном времени в комбинации с методом обратной 
транскрипции обладает множеством преимуществ перед 
другими методами. Особое внимание следует уделить тому, 
что для получения точных результатов определения уровня 
представленности транскриптов с использование данного 
метода необходимо глубокое понимание этапа нормировки 
данных [ПЦР «в реальном времени» …, 2009]. 

 Чтобы можно было составить некоторое представление 
о процедуре анализа экспрессии генов, кратко изложим наш 
протокол для CYP1A1, CYP1B1, а также -актина 
(housekeeping gene – эндогенный контроль). Цельную кровь 
забирают в вакутейнеры, процедуру выделения лимфоцитов 
осуществляют методом градиентного центрифугирования с 
Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, INC) в 12 мл стерильных 
полипропиленовых пробирках в течение 30 мин при 400 g. 
Фракцию лимфоцитов дважды отмывают центрифугирова-
нием по 10 мин при 250 g в растворе Хенкса (HBSS, Sigma). 
РНК изолируют из лимфоцитов, используя набор RNAeasy 
mini kit (Qiagen Co.) Количественное определение РНК 
осуществляют с помощью Quant-iT RiboGreen RNA Reagent 
and Kit (Invitrogen, Ltd) с использованием флуориметра 
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VersaFluor (BIO-RAD). Обратную транскрипцию выполня-
ют в амплификаторе «Терцик» (ДНК-Технология) с исполь-
зованием High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 
(Applied Biosystems). Измерение уровня экспрессии генов 
методом ОТ ПЦР в режиме реального времени выполняют с 
использованием TaqMan Gene Expression Assay kit (Applied 
Biosystems) и TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied 
Biosystems) в 96-луночном низкопрофильном планшете в 
термоциклере CFX-96 (BIO-RAD): 2 мин при 50 ˚С, 10 мин 
при 95 ˚С, затем 40 циклов 15 с при 95 ˚С и 1 мин при 60 ˚С. 
При проведении количественного ПЦР в каждом планшете 
присутствуют -актин в качестве гена эндогенного контро-
ля, а также калибратор кДНК, полученный обратной транс-
крипцией объединенного образца РНК восьми доноров. Ре-
зультаты выражают в относительных единицах, где значе-
ние экспрессии тестируемого гена нормализуют с экспрес-
сией эндогенного контроля, а затем сравнивают с экспрес-
сией калибратора, как это определено процедурой от 
Applied Biosystems (2001). Согласно Ct-методу вычисление 
уровня экспрессии производят в следующей последователь-
ности: 1) Ct образца = Ct тестируемого гена – Ct эндоген-
ного контроля; 2) Ct = Ct образца – Ct калибратора;  
3) уровень экспрессии: 2-Сt – показатель уровня экспрес-
сии гена в сравнении с экспрессией в калибраторе. 

2.4. ДНК-чипы  

Этот метод, вероятно, является наиболее перспектив-
ным для проведения молекулярно-генетических исследова-
ний. С его помощью возможно одновременное определение 
очень большого количества полиморфизмов в одной пробе. 
Метод реализован таким образом, что на твердом чипе в ви-
де очень небольшого размера отдельных пятен размещается 
большое количество олигонуклеотидных зондов, каждый из 
которых обеспечивает специфическую гибридизацию с 
нормальными и мутантными аллелями множества различ-
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ных генов. Перед проведением гибридизации осуществля-
ется неспецифическое флуоресцентное мечение исследуе-
мой ДНК. В случае связывания ДНК образца с зондом на 
чипе при проведении лазерного сканирования чипа выявля-
ется флуоресцентный сигнал соответствующего участка чи-
па [Иванов, Терешин, Щербак, 2010]. 

 
Очевидно, что подходы к оценке состояния цитохром 

Р450-зависимых монооксигеназ не ограничиваются изло-
женными выше методами. В частности, в Институте биоме-
дицинской химии им. В. Н. Ореховича РАМН реализуются 
исследования направленные на разработку новых методов. 
Среди таковых следует отметить два направления.  

В последнее время отрабатывается измерение содержа-
ния различных изоформ цитохрома Р450, в частности, в 
микросомной фракции гомогената печени мышей (тестовый 
биосубстрат) методом мониторинга множественных реак-
ций при помощи масс-спектрометра с тройной квадруполь-
ной ловушкой. Полученные результаты коррелировали с 
изменением ферментативной активности изученных изо-
форм, определенных при помощи маркерных субстратов 
[Москалева, Згода, Арчаков, 2011]. 

Названный метод заключается в регистрации несколь-
ких продуктов фрагментации одного пептидного иона. Он 
обеспечивает селективность благодаря мониторингу хрома-
тографической коэлюции множественных переходов в био-
логическом образце и может быть использован для качест-
венной и количественной регистрации белков. Метод мони-
торинга множественных реакций позволяет значительно по-
высить аналитическую чувствительность и в мультиплекс-
ном режиме измерять содержание не менее 50 белковых 
маркеров в плазме крови с пределом детектирования на 
уровне 1–10 молекул в 1 мкл пробы.  

Другим заслуживающим внимания направлением явля-
ется разработка биосенсоров на основе электрохимических 
цитохром Р450-содержащих систем с целью выявления суб-
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стратов и влияния лекарственных препаратов на каталити-
ческую активность конкретных изоформ цитохрома Р450. 
Цель таких исследований заключается в создании сенсорно-
го устройства, пригодного для использования в персонифи-
цированной медицине. В частности, проведены экспери-
менты по изучению влияния некоторых лекарственных пре-
паратов на активность CYP3А4 в системах элек-
трод/цитохром Р4503А4 [Влияние витаминов …, 2010]. 
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3. ЗНАЧИМОСТЬ ЦИТОХРОМОВ Р450  
В НЕКОТОРЫХ ОБЛАСТЯХ 
ПРАКТИЧЕСКОЙ МЕДИЦИНЫ 

3.1. Роль в механизме токсического  
действия ксенобиотиков.  
Профессиональное воздействие 

3.1.1. Диоксиноподобные соединения (диоксины)  

Известно, что CYP1A1 и CYP1A2 рассматриваются как 
наиболее специфичные маркеры воздействия диоксинов для 
экспериментальных моделей, в сравнении с такими показа-
телями как летальность, атрофия тимуса, потеря веса и им-
мунотоксичность [Цырлов, 1990]. Как следствие, их токси-
ческие эквиваленты оценивают по индукции названных 
изоформ. В печени грызунов наиболее токсичный диоксин – 
2,3,7,8-тетрахлордибензо-р-диоксин (ТХДД) вызывает вы-
раженную индукцию бензпиренгидроксилазы в 30 тыс. раз 
превышающую таковую после воздействия 3-
метилхолантреном – классическим индуктором подсемей-
ства цитохромов CYP1.  

Установлено, что CYP1A2 человека и крысы на 75 % 
идентичны и имеют сопоставимые активности. В опытах на 
трансгенных мышах, лишенных цитохрома Р4501А2 
(CYP1A2-knock-out mice) показано, что CYP1A2 играет од-
ну из ключевых ролей в реализации токсических эффектов, 
обусловленных воздействием диоксинов, он функционирует 
как диоксинсвязывающий белок, определяющий печеноч-
ную секвестрацию наиболее токсичных диоксинов – ТХДД 
и пентахлордибензо-р-диоксин (ПеХДД) [Diliberto, Burgin, 
Birnbaum, 1997]. Предполагается, что индукция диоксинами 
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CYP1A2 приводит к дозозависимому накоплению диоксина 
в печени, сопровождаемомуснижением его уровней во вне-
печеночных тканях. При этом индукция CYP1A1 приводит 
к активации метаболизма полихлорированных дибензофу-
ранов (ПХДФ), полихлорированных бифенилов (ПХБ).  

Индукция CYP1A2-активности может рассматриваться 
(с определенными ограничениями) как неинвазивный био-
маркер воздействия диоксинов. Это обосновывается тем, 
что установленная зависимость между уровнем воздействия 
и индукцией CYP1A2 в печени грызунов, наблюдается в неко-
торых высокоэкспонированных человеческих популяциях.  

Среди причин, обосновывающих целесообразность раз-
вития таких исследований, можно выделить следующие: 

 поиск дешевых, альтернативных газовой хромато-
графии/масс-спектрометрии высокого разрешения 
(ГХ/МСВР), методов оценки уровня диоксинов в организме 
человека; 

 необходимость проверки предположения о том, что 
практикуемое измерение содержания диоксинов в липидах 
сыворотки крови может значимо недооценивать тканевые 
уровни в органах мишенях; 

 стремление реализовать подход к оценке биологиче-
ского отклика организма, который определяется не только 
дозой токсиканта, но и активностью ферментов, вовлечен-
ных в процесс его биотрансформации. 

В 1992 году в г. Шелехове Иркутской области произо-
шел крупный пожар на ОАО «Иркутсккабель», во время ко-
торого сгорело более 1000 т пластиков, включая поливи-
нилхлорид. Из-за угрозы взрыва пожарные не использовали 
дыхательное кислородное оборудование, что обусловило 
риск попадания в их организм больших количеств токсич-
ных продуктов горения, включая диоксины. Было показано, 
что у пожарных, принимавших участие в ликвидации пожа-
ра на кабельном заводе, содержание ПХДД/ПХДФ/ПХБ 
превышало уровни, обнаруженные в контрольной группе, и 
было пропорционально стажу работы пожарными [Поли-
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хлорированные дибензо-п-диоксины …, 2012]. У бывших 
пожарных отмечено снижение уровней ПХДД/ПХДФ с воз-
растом, тогда как в целом для популяции характерно их 
увеличение, что свидетельствует об экспозиции диоксинами 
в процессе пожаротушения. К настоящему времени у значи-
тельной части пожарных сформировался неврологический 
синдромокомплекс в виде токсической энцефалопатии с ве-
гетативно-сенсорной полиневропатией конечностей; в дан-
ной когорте отмечен более высокий уровень инвалидиза-
ции, чем у других пожарных в регионе. Очевидно, что ди-
оксины не были единственной причиной отравления, но их 
присутствие могло усиливать действие других токсикантов 
[Черняк, Грассман, Колесников, 2007]. 

Отметим, что исследования активности ферментов био-
трансформации ксенобиотиков зачастую не сопровождают-
ся оценкой вклада различных модифицирующих факторов 
(возраст, курение, алкоголь и т. д.), что приводит к ошибоч-
ной трактовке результатов. Нами был выполнен метаболи-
ческий тест с антипирином, определено содержание диок-
синов в сыворотке крови и уровень котинина в моче, со-
держание которого позволяет оценить интенсивность куре-
ния, в том числе пассивного. Далее с помощью регрессион-
ного анализа была оценена зависимость показателей анти-
пиринового теста от возраста, уровня котинина и диоксинов 
(содержание в сыворотке крови, либо содержание в орга-
низме). Анализ результатов свидетельствует о том, что наи-
более адекватная модель получена для 3-
гидроксиметилантипирина (3ГМАП), наиболее зависимого 
от CYP1А2 метаболита. 

Полученная для 3HMAP модель позволила выделить 
вклад диоксинов в функциональную активность CYP1А2 на 
фоне модифицирующих ее факторов – возраста и курения. 
В целом этот результат не отрицает возможности использо-
вания данного показателя в качестве маркера эффекта при 
обследовании экспонированных диоксинами когорт [The 
impact of dioxins …, 2011]. Вместе с тем, еще требуется 
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уточнение моделей с учетом вкладов полиморфизмов генов 
CYP, катализирующих реакции метаболизма AP. 

Нами также была предпринята попытка оценки вкла-
дов полиморфизмов гена CYP1A2 на CYP1A2-зависимый 
метаболизм антипирина. Было показано влияние обоих 
изученных полиморфизмов на содержание в моче  
3-гидроксиметилантипирина и, следовательно, на функцио-
нальную активность данной изоформы фермента. 

В отличие от других известных профессионально экс-
понированных когорт пожарные подверглись воздействию 
диоксинов в составе комплекса токсических веществ. Выяв-
ленные к настоящему времени у значительной части пожар-
ных синдромы могут быть следствием воздействия веществ, 
образовавшихся во время пожара. При этом только для не-
которых из них токсичность связана с Ah-рецепторным пу-
тем. Высокая аффинность диоксинов позволяет им успешно 
конкурировать за Ah-рецептор, и может модифицировать 
токсичность других соединений, например, полицикличе-
ских ароматических углеводородов, трансформация кото-
рых в активные метаболиты зависит от CYP1А. Ксенобио-
тики, имеющие низкую аффинность к AhR, реализуют свою 
токсичность через другие механизмы. 

Подобный подход позволяет выявить взаимосвязь меж-
ду индивидуальной чувствительностью к воздействию ди-
оксинов и нарушениями здоровья. Несмотря на прошедшее 
с момента пожара время, оценка содержания диоксинов в 
организме и изменений состояния системы биотрансформа-
ции остается актуальной в связи с большим периодом полу-
выведения большинства конгенеров диоксинов. 

3.1.2. Пары металлической ртути 

Несмотря на то, что ртуть не является субстратом цито-
хром Р450-зависимых монооксигеназ, ее действие, как и 
других тяжелых металлов, преимущественно направлено на 
гем цитохрома Р450, что частично характеризуется его пря-
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мой деградацией. Последнее обусловливает ингибирование 
названных ферментов, что может оказать влияние на био-
трансформацию эндогенных субстратов при участии широ-
кого спектра изоформ. Доказано, что CYPs участвуют в ре-
гуляции нейротрансмиттеров и стероидов, поддержании хо-
лестеринового гомеостаза в мозге. Недавние открытия ука-
зывают на их значимую роль в патогенезе нейродегенера-
тивных и психических заболеваний: болезней Альцгеймера 
и Паркинсона, депрессии и шизофрении [Beaune, Loriot, 
2008]. 

К настоящему времени недостаточно изучены патофи-
зиологические механизмы формирования и прогрессирова-
ния тяжелого органического поражения головного мозга у 
больных в отдаленном периоде хронической ртутной ин-
токсикации (ХРИ) [Современные подходы к …, 2009]. При 
этом у больных регистрируются достоверные очаги субат-
рофии мозжечка (методом ЯМР-томографии), что расцени-
вается как признак нейродегенеративных процессов. В со-
вокупности вышеизложенное определило интерес к иссле-
дованию изменений активности цитохром Р450-зависимых 
монооксигеназ в условиях динамического обследования, а 
также от сочетаний генотипов полиморфных вариантов ге-
нов GSTT1 и GSTM1 (особенно делеционных вариантов, ко-
торые являются факторами риска, повышающими воспри-
имчивость к воздействию тяжелых металлов) у лиц, хрони-
чески экспонированных ртутью. 

У 116 мужчин, подвергшихся хроническому воздейст-
вию ртути и распределенных в 4 группы в зависимости от 
наличия диагноза хроническая ртутная интоксикация, был 
выполнен метаболический тест с антипирином, изучено со-
четание генотипов полиморфных вариантов генов GSTT1 и 
GSTM1, определен уровень котинина. Ранее мы отмечали 
значимость учета различных модифицирующих факторов. 
Исследования на связанных выборках в значительной сте-
пени позволяют преодолеть обозначенную проблему. Изу-
чение динамики изменения показателей антипиринового 



 31

теста в связанной выборке (с интервалом между обследова-
ниями 4 года) выявило ингибирование монооксигеназной 
системы. Для пациентов с диагнозом ХРИ анализ выполнен 
также с учетом прогрессирования стадии заболевания. Уг-
нетение метаболизма антипирина, повышенная частота со-
четания генотипов GSTT1(0/0)/GSTM1(+) у пациентов с ди-
агнозом ХРИ, специфика ингибирования ртутью CYP по-
зволили предположить, что прогрессирование заболевания 
реализуется, в том числе за счет ингибирования в головном 
мозге изоформ цитохрома Р450, катализирующих регуля-
цию эндогенных субстратов [Роль цитохром Р450-
зависимых …, 2013].  

Следует отметить, что в медицине труда проблеме ин-
дивидуальной чувствительности к воздействию некоторых 
токсикантов, обусловленной особенностями системы био-
трансформации ксенобиотиков, уделяется внимание в работах 
ряда авторов, например, выполненных под руководством  
Л. П. Кузьминой [2009; 2011].  

Химические соединения оказывают разнонаправленное 
влияние на ферменты биотрансформации ксенобиотиков и 
сопряженные с ними системы и процессы. Существенно, 
что такое воздействие реализуется через различные меха-
низмы, что в определенной степени обусловливает выра-
женность и время проявления патогенных эффектов на здо-
ровье. Без знания этих механизмов практически затруднено 
патогенетическое обоснование методов диагностики, про-
филактики и терапии интоксикаций. 

3.2. Фенотипирование и генотипирование 

В настоящее время активность некоторых изоформ ци-
тохрома Р450 или состояния 1-й фазы системы биотранс-
формации ксенобиотиков оценивается по фармакокинетике 
тестовых лекарственных препаратов, являющихся субстра-
тами конкретных изоформ, либо исследуется профиль их 
метаболитов. Такой подход позволяет получить реальное 
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представление о величине вклада полиморфизма генов, ко-
дирующих ферменты биотрансформации, так и модифици-
рующих факторов. Сторонники генотипирования обращают 
внимание на ряд недостатков, присущих этим методам 
[Клиническая фармакогенетика  …, 2007]. Среди них необ-
ходимость однократного приема тестового лекарственного 
препарата, инвазивность при заборе крови или необходи-
мость сбора суточной мочи, модифицирующее влияние не 
только полиморфизма генов, но и возраста, вредных привы-
чек, характера питания, практическая невозможность ис-
пользования для крупных популяционных исследований. 
Все сказанное обуславливает изменение результатов во 
времени.  

Вместе с тем проведение фенотипирования способству-
ет выявлению межиндивидуальных различий в скорости 
метаболизма тестового препарата по отношению концен-
трации субстрата к концентрации его метаболитов в плазме 
крови или моче. Это позволяет выделить группы по актив-
ности системы в целом или конкретной формы фермента. 

Выделяют следующие группы [Клиническая фармако-
генетика  …, 2007]: 

 экстенсивные метаболизаторы (Extensive Metabo-
lism, EM) – лица с нормальной скоростью метаболизма оп-
ределенных тестовых препаратов, к которым принадлежит 
большинство населения; 

 медленные метаболизаторы (Poor Metabolism, PM) – 
лица со сниженной скоростью метаболизма определенных 
тестовых препаратов, который характеризуется высокими 
значениями отношения концентрации препарата к концен-
трации его метаболитов. 

 быстрые метаболизаторы (Ultraextensive 
Metabolism, UM) – лица с повышенной скоростью метабо-
лизма определенных тестовых препаратов, что характеризу-
ется высокими значениями отношения концентрации пре-
парата к концентрации его метаболитов. 
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Перечисленные фенотипы имеют большое значение для 
клинической медицины. Очевидно, что для обладателей РМ 
фенотипа лекарственные соединения накапливаются в орга-
низме, что может привести к интоксикации. В связи с этим 
для таких пациентов необходимо снижение дозы. Отметим, 
что в случае ксенобиотиков в широком смысле, данный эф-
фект зависит от того, что обладает большей токсичностью – 
исходное соединение или его метаболит. В случае если ис-
ходное соединение более токсично, то реализация эффекта 
осуществляется согласно изложенному выше варианту. Ес-
ли более токсичен метаболит – это можно рассматривать 
как благоприятный вариант. Для носителей UM фенотипа, 
все наоборот. Обычная доза лекарственного препарата мо-
жет быть недостаточной для терапевтического эффекта, а 
более токсичное соединение быстро метаболизируется в 
менее токсичное. 

Большинство лекарственных препаратов, являющихся 
субстратом микросомных монооксигеназ, метаболизируется 
при участии несколько форм CYP. По сравнению с ними 
лекарства, которые метаболизируются одной формой CYP, 
как правило, более чувствительны к взаимодействию ле-
карств. Для исследовательских целей оптимальный суб-
страт – (лекарство-зонд), которое метаболизируется пре-
имущественно одной изоформой CYP. Таблица 2 содержит 
сведения о рекомендуемых субстратах, ингибиторах и ин-
дукторах некоторых форм CYP, которые могут использо-
ваться в клинической практике для учета лекарственных 
взаимодействий [Inhibition and induction …, 2008]. 

Фармакогенетические тесты (частный случай геноти-
пирования) лишены вышеприведенных для фенотипирова-
ния недостатков. Генотипирование не требует приема ле-
карства, отличается однократным забором биологического 
материала, результаты не изменяются на протяжении жизни 
и т.д. Такие тесты (исследование полиморфизмов заинтере-
сованных генов) направлены на выявление аллельных вари-
антов генов системы биотрансформации, определяющих 
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эффект воздействия ксенобиотиков, в том числе лекарст-
венных соединений. Несмотря на эффективность этого под-
хода, вопрос о вкладе полиморфизма заинтересованных генов 
CYP в проявление фенотипа остается открытым. Для некото-
рых изоформ CYP влияние модифицирующих факторов вно-
сит значительный вклад в ферментативную активность. 

 
Таблица 2 

In vivo субстраты, ингибиторы и индукторы некоторых изоформ 
CYP, рекомендуемые для исследований (внутреннее применение) 

Форма 
цитохрома 

Р450 
Субстрат Ингибитор Индуктор 

CYP1A2 Теофиллин, 
кофеин 

Флувоксамин Курящие от-
носительно 
некурящих 

CYP2B6 Эфавиренз  Рифампицин 
CYP2C8 Репаглинид, 

росиглитазон 
Гемфиброзил Рифампицин 

CYP2C9 Варфарин, 
толбутамид 

Флуконазол, 
амиодарон 

Рифампицин 

CYP2C19 Омепразол и др. 
ингибиторы  
протонной помпы 

Омепразол, 
флувоксамин 

Рифампицин 

CYP2D6 Дезипрамин, 
декстрометорфан, 
атомоксетин 

Пароксетин, 
хинидин, 
флуоксетин 

 

CYP2E1 Хлорзоксазон Дисульфирам Этанол 
CYP3A4/5 Мидазолам, 

буспирон, 
фелодипин 

Атазанавир, 
кларитромицин, 
интраконазол 

Рифампицин, 
карбамазепин 

Примечание. Перевод таблицы 2 из обзора [Inhibition and induction …, 
2008]. 
 

Существует совокупность условий, определяющих при-
годность фармакогенетических тестов для клинической 
практики. Одним из них является наличие значимой ассо-
циации между аллельным вариантом и неблагоприятным 
фармакологическим ответом – нежелательные лекарствен-
ные реакции или недостаточная эффективность. В частно-
сти, для CYP2C9 фармакогенетические тесты к настоящему 
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времени разработаны и внедрены в клиническую практику 
для индивидуализации фармакотерапии [Клиническая фар-
макогенетика …, 2007]. Например, назначение варфарина 
для профилактики и лечения тромбозов и тромбоэмболиче-
ских осложнений при носительстве гетерозиготного «мед-
ленного» аллельного варианта следует начинать с дозы 
2,5 мг/сут, тогда как для гомозиготного по данному аллелю 
варианта – с дозы 1,25 мг/сут. Следует отметить, что часто-
та аллельных вариантов в этнических группах может влиять 
на значимость внедрения такого теста в определенном ре-
гионе. По оценкам, выполненным в США, экономические 
последствия внедрения схемы лечения варфарином с выяв-
лением неблагоприятного генотипа CYP2C9 позволяет сни-
зить расходы на 4700 долларов на каждые 100 пациентов, 
пролеченных в течение одного года. 

Вероятно, высокая эффективность изложенной медоди-
ки во многом обусловлена «стереоселективностью» 
CYP2C9, который катализирует в основном метаболизм S-
варфарина – изомера, обладающего большей антикоагу-
лянтной активностью. 

3.3. Метаболизм эстрогенов и гормональный 
канцерогенез 

Известно, что эстрогены играют важную роль в клеточ-
ной пролиферации и дифференцировке, следовательно, мо-
гут вызывать многие заболевания человека, среди которых 
особое место занимает гормональный канцерогенез. Дока-
зано, что эстрогены играют ключевую роль в этиологии он-
кологических заболеваний женщин – рака молочной желе-
зы, эндометрия и яичников. Выделяют два типа гормональ-
ного канцерогенеза – промоторный (1-й тип) и генотоксиче-
ский (2-й тип). 

Первый тип гормонального канцерогенеза. Известно, 
что холестерин является исходным соединением для био-
синтеза всех эстрогенных гормонов. На первом этапе он 
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преобразуется в прегненолон при участии CYP11A, на сле-
дующем этапе CYP17 катализирует синтез андрогенов. Ре-
шающей стадией превращения андрогенов в эстрогены яв-
ляется ароматизация A-кольца с одновременным удалением 
метильной группы положения C-19. Это превращение ката-
лизируется ферментом CYP19 (ароматазой) и происходит в 
гладком эндоплазматическом ретикулуме. Активность аро-
матазы находится под гормональным контролем, т.е. все 
стадии синтеза эстрогена регулируются.  

У женщин репродуктивного возраста яичники являются 
основным органом биосинтеза эстрогенов, образование ко-
торых регулируется циклически гипоталамо-гипофизарной 
системой. Увеличение уровня секреции эстрогенов из пре-
овуляторных фолликулов реализуется через усиление экс-
прессии гена CYP19, чему предшествует усиление связыва-
ния факторов транскрипции с промотором II этого гена 
[Пустыльняк, Гуляева, 2010]. В период менопаузы уровень 
циркулирующего тестостерона на порядок выше, чем эстра-
диола. Таким образом, циркулирующие андрогены могут 
быть очень важны для поддержания локального уровня эст-
рогенов в различных тканях. У женщин в этом периоде яич-
ники секретируют 25–35 % циркулирующего тестостерона. 
Основными локусами синтеза эстрогенов у женщин в пери-
од менопаузы являются жировая и мышечная ткани, кожа, 
кости, молочная железа и эндометрий. Экспрессия CYP19 в 
этих тканях регулируется главным образом цитокинами и 
глюкокортикоидами через альтернативное участие промо-
тора I4. 

Характерной особенностью внегонадного синтеза эст-
рогенов у женщин в постменопаузе является их высокая ло-
кальная концентрация по сравнению с невысоким общим 
содержанием в тканях. Например, концентрации эстрадиола 
в опухолях молочной железы в 20 раз выше, чем в плазме 
крови. При этом основной вклад обусловлен жировой тка-
нью молочной железы. Механизмы, приводящие к локаль-
ной стимуляции экспрессии ароматазы в опухоли и окру-
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жающей мезенхимальной ткани, важны как для понимания 
причин неопластической трансформации, так и для лечения 
гормонзависимых опухолей. Нарушение экспрессии арома-
тазы играет патогенетическую роль в гормональном канце-
рогенезе эндометрия. В нормальном эндометрии, как пра-
вило, активность CYP19 не обнаруживается, но при гипер-
плазии и раке, особенно в локусах инвазии, наблюдается 
повышенная экспрессия гена CYP19 и появление активно-
сти этого фермента. 

Это приводит к тому, что в опухолевых тканях за счет 
синтеза in situ локальная концентрация эстрогенов преиму-
щественно выше, чем концентрация в прилегающей не-
трансформированной ткани. Это в свою очередь приводит к 
повышенной активации эстрогеновых рецепторов, являю-
щихся одним из наиболее важных факторов для усиления 
клеточной пролиферации [Пустыльняк, Гуляева, 2010].  

В настоящее время для уменьшения количества эстра-
диола в тканях, пораженных гормонзависимым раком, ус-
пешно используют ингибиторы ароматазы. Последние мо-
гут быть разделены на стероидные и нестероидные (ингиби-
торы 1-го и 2-го типа соответственно). Ингибиторы 1-го ти-
па конкурентно и обратимо связываются с активным цен-
тром CYP19 и на период существования этой связи предот-
вращают формирование продукта. Ингибиторы 2-го типа 
(фардозол, форместан, экземестран) конкурируют с естест-
венным субстратом ароматазы (андростендионом и тесто-
стероном) за связывание с активным центром фермента. В 
этом случае происходит ковалентное связывание, которое 
необратимо инактивирует фермент.  

Второй тип гормонального канцерогенеза – генотокси-
ческий. Этот тип связывают с образованием реактивных 
промежуточных метаболитов, образующихся в процессе 
биотрансформации эстрогенов при участии цитохромов 
Р450.  

Согласно современным представлениям, основным 
фактором, стимулирующим клетки гормон-чувствительных 
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органов и тканей репродуктивной системы (молочные желе-
зы, эндометрий, шейка матки, вульва) к патологическому 
росту, является не сам уровень женского полового гормона 
эстрадиола (определенный в биологических жидкостях), а 
нарушение баланса его метаболитов – эстрогенов, имеющих 
разную способность к активации клеточной пролиферации 
[Ашрафян, Киселев, Муйжнек, 2009]. 

Несколько изоформ цитохрома Р450 играют ключевую 
роль в биотрансформации эстрогенов (рис. 6), поскольку ката-
лизируют их метаболизм с образованием промежуточных 
продуктов (2-гидрокси-, 16-гидрокси-, 4-гидроксиэстрогенов). 
Наиболее предпочтительными для женщины в период пре-
менопаузы являются 2-гидроксиэстрогены, образующиеся в 
результате окисления эстрадиола или эстрона при участии 
CYP1А2. Такие метаболиты обладают слабым эстрогенным 
действием (~48 % активности эстрадиола) и поэтому не ока-
зывают пролиферативного действия на клетки. 

 

 
Рис. 6. Основные пути метаболизма эстрогенов 
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Если метаболизм эстрогенов протекает при участии 
CYP3A4, образуется 16-гидроксиэстрон или 16-гидрокси-
эстрадиол (эстриол). 16-гидроксиэстрон в 8 раз более акти-
вен по сравнению с эстрадиолом, а его накопление вызыва-
ет состояние гиперэстрогенемии при нормальном уровне 
эстрадиола в крови. Эти метаболиты вызывают пролифера-
цию (чрезмерный рост) клеток тканей-мишеней, что спо-
собствует развитию доброкачественных новообразований, 
таких как миома, мастопатия и т. п. Преобладание  
16-гидроксиэстрона над 2-гидроксиметаболитами свидетельст-
вует о высоком риске развития рака матки и молочной железы.  

В том случае если метаболизм эстрогенов катализиру-
ется CYP1B1, образуются 4-гидроэстрогены. Несмотря на 
их относительно низкую активность (~79 % активности эст-
радиола), они могут повреждать ДНК клетки и вызывать ее 
злокачественное перерождение. Именно эти метаболиты 
определяют образование доброкачественных и злокачествен-
ных новообразований матки, молочной железы и яичников. 

На следующем этапе превращений 2-гидрокси- и  
4-гидрокси-метаболиты женских половых гормонов могут 
превратиться или в семиквиноны, соединения, которые об-
ладают генотоксическим действием, или, с помощью мети-
лирования, в 2- и 4-метоксиэстрогены, соединения, абсо-
лютно безвредные для организма. 

Следует отметить, что определенные аллели или гено-
типы заинтересованных генов CYPs способны значимо по-
высить риск возникновения некоторых гормонозависимых 
злокачественных новообразований. Исследование генетиче-
ских факторов предрасположенности к онкологическим за-
болеваниям позволяет формировать группы риска, что мо-
жет способствовать выявлению заболевания на ранних ста-
диях или модифицировать диспансерное наблюдение и ле-
чение пациентов. 

К настоящему времени идентифицировано значитель-
ное количество полиморфных генов-кандидатов, которые 
могут принимать участие в формировании онкологического 
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риска [Имянитов, Хансон, 2007]. Предполагается, что неко-
торые полиморфные варианты генов системы биотранс-
формации ксенобиотиков детерминируют онкологический 
риск (табл. 3). 

 
Таблица 3 

Полиморфные гены системы биотрансформации ксенобиотиков с 
предполагаемой ролью в детерминации онкологического риска 

Ген Локализация опухоли 

GSTM1, GSTT1, GSTP1 Легкие, мочевой пузырь 
CYP2D6, CYP1A1, 
CYP2E1 

Легкие, молочная железа 

CYP17 Молочная железа 

CYP19 Молочная железа, эндометрий 

NAT1, NAT2 Мочевой пузырь, толстая кишка, легкие 

Примечание. Использован фрагмент таблицы из монографии Е. Н. Имя-
нитова, К. П. Хансона [2007]. 
 

В частности, активация канцерогенов (полицикличе-
ских ароматических углеводородов), содержащихся в та-
бачном дыме, происходит в процессе метаболизма при уча-
стии цитохромов CYP1A. Индивидуумы с низкой активно-
стью CYPs могут отличаться относительной резистентно-
стью к канцерогенам табачного дыма. Накоплены достаточ-
но убедительные данные об ассоциации неблагоприятного 
сочетания полиморфных вариантов генов CYP1A1 и GSTM1 
с увеличением риска рака легкого. 

Отметим, что в настоящее время гены системы био-
трансформации ксенобиотиков не рассматриваются в числе 
генов, которые генетически обусловливают возникновение 
«наследственных раков». 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
 
Цитохром Р450-зависимые монооксигеназы играют 

ключевую роль в биотрансформации эндогенных и экзоген-
ных субстратов, в известной степени определяя тем самым 
выраженность токсических эффектов ксенобиотиков, эф-
фективность лекарственных препаратов. Изучение показа-
телей, характеризующих состояние биотрансформации, 
особенно актуально для решения стратегических задач со-
временных наук о жизни – разработки основ персонализиро-
ванной и предсказательной медицины, учитывающих гене-
тические и молекулярные особенности организма пациента. 

В целом получение таких знаний направлено на инди-
видуализацию терапевтического воздействия для достиже-
ния максимальной эффективности и минимизации побоч-
ных эффектов, выявление предрасположенности к некото-
рым заболеваниям и вредным привычкам. 
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СЛОВАРЬ ТЕРМИНОВ 
 
Биотрансформация – свойство химических веществ 

изменяться (трансформироваться) под влиянием биологиче-
ских факторов. 

Индуцибильность – обозначает способность к увеличе-
нию активности ферментов биотрансформации ксенобиоти-
ков в ответ на внешнее воздействие в результате их допол-
нительного синтеза de novo [Гуляева, Вавилин, Ляхович, 
2000]. 

Изоформы – множество форм фермента, катализирую-
щие тождественные типы реакций и различающиеся амино-
кислотной последовательностью, субстратной специфично-
стью и/или регуляторными свойствами [Lewis, 2001]. 

Когорта – группа лиц, изначально объединенных ка-
ким-либо общим признаком, наблюдаемая в течение опре-
деленного периода времени, чтобы проследить, что с ними 
произойдет в дальнейшем [Ревич, 2001]. 

Контрольная группа – группа лиц, не подвергавшихся 
экспозиции или же подвергавшихся значительно меньшему 
уровню воздействия [Ревич, 2001]. 

Ксенобиотик – чужеродное химическое вещество, не 
присутствующее в норме в окружающей среде, например, 
пестициды или диоксины [Ревич, 2001]. 

Полиморфизм – существование двух или более аллелей 
для данного гена, в более общем виде, существование раз-
личных последовательностей данного локуса у различных 
индивидуумов [Гуляева, Вавилин, Ляхович, 2000]. 

Диоксины – обобщенное название 17 из 210 полихлори-
рованных дибензо-р-диоксинов и дибензофуранов, 12 из 
209 полихлорированных бифенилов, обладающих специфи-
ческой, так называемой «диоксиновой», токсичностью [The 
2005 World …, 2006]. 
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Специфичность – способность фермента дифференци-
ровать различные субстраты [Lewis, 2001]. 

Субстрат – химическое соединение, которое метабо-
лизируется в форму продукта [Lewis, 2001]. 

Факторы риска – факторы, которые повышают вероят-
ность возникновения различных нарушений здоровья, в ча-
стности, развития заболеваний [Ревич, 2001]. 

Цитохром Р450 – гемсодержащий белок, имеющий аб-
бревиатуру CYP или Р450. Множество форм обозначается 
CYPs или Р450s [Lewis, 2001]. 
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