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Актуальність проблеми

Вивчення процесів біотраксформації ксенобіотиків, в тому 

числі лікарських речовин, є одним з актуальних напрямків дос­

ліджень, що ведуть до більш повного розуміння механізмів дот­

римання гомеостазу. Широке застосування вибірково токсичних 

сполук у вигляді, ліків, гербіцидів, пестицидів в важливим фак­

тором впливу на внутрішнє середовище організму.

Чужорідні речовини можуть проявляти цитотоксичність у ви­

хідній формі, або у вигляді активних метаболітів ще більшої 

токсичності /Лакін К.М.,Крилов Ю.Ф.,1981;Тіунов Л.А.,1990/. 

Крім того, дія ксенобіотиків може бути спрямована на утворення 

активних форм кисню і породжувати велику кількість продуктів 

вільнорадикального окислення /Арчаков А.И.,1983/. Знешкодження 

цих сполук відбувається, головним чином, у печінці, яка воло­

діє великим набором ферментних систем високої потужності та 

відносно низької специфічності /Guengeuch F.P.,1990/.

Вивчення властивостей ферментних ситем біотрансформації, 

пов"язаних з певними генетичними ознаками, заслуговує особли­

вої уваги. В літературі описані випадки генетично обумовлених 

ферментопатій. які спричиняють до небажаних наслідків вживання 

лікаських речовин - інтоксикацій, т.і./Шапошников A.M.,1975; 

Скакун Н.П.,1981jKirlin W.В. ,1989/.Серед низки таких випадків 

особливе місце належить "швидким" та "повільним" ацетиляторам 

ізоніазиду /Evans D.A.,1971;Соколова Г.Б.,1983/Метаболівм цієї 

сполуки, а також ряду інших, забезпечується, головним чином, 

функціонуванням ацетилтрансферази, ферменту, розподіл актив­

ності якого в організмі генетично детермінований /Смірнов 

Г.А.,1981, 1982;Шаралов З.И.и др.,1993/.

Важливе місце а сучасних наукових дослідженнях посідав
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вивчення особливостей детоксикзційних процесів, що виникають у 

відповідь на перебіг патологічних процесів /Луківнко П.І.,Вуш- 

маП, І., 1986/. Для успішного проведення фармакотерапії необ­

хідно враховувати комплекс факторів, до яких належать, як ге­

нетичні, так і надбані, супутні тій чи іншій патології. В лі­

тературі висвітлені питання щодо змін процесів біотрансформа- 

ції при захворюваннях печінки /Жумздилов Ш.Ш.,1991/, опіках 

/Хакимов 3.3.,1939/,порушеннях серцево-судинної діяльності/Дб- 

єв Л. І. та ін.,1933/.В зв"язку з цим, постає питання пошуку 

засобів корекції порушених функцій ферментних систем біотранс- 

формаці ї.

Однак, до цього часу невідомо, чи бімодальний розподіл 

ацетилтрансферазної активності в межах популяції супроводжу­

ється особливостями функціонування інших ферментів, що беруть 

участь у метаболізмі хімічних речовин. Лишаються недостатньо 

вивченими зміни, що відбуваються у ферментних системах біот- 

рансформації ксенобіотиків при бронхолегеневій патології.

АІзта дослідження. Вивчити залежність процесів біотранс- 

формації бід генетичного поліморфізму ацетилтрансфераэи в нор­

мі тз при експериментальній бронхолегеневій патології та мож­

ливість регулювання детоксикаційних процесів.

Задачі дослідження.

1.Вивчити основні показники системи ферментів мікросо- 

мального окислення печінки - НАДФН цитохром P-450-редуктази, 

вміст цитохромів Р-450 та bs, N - деметилазну та р - гідрокси- 

лазну активності у груп тварин з різною ацетилтрансфєразною 

активністю.

2.Вивчити деякі показники другої фази метаболізму ксено­

біотиків, процесу кон"югації, - активніоть глутатіон-S-транс­

ферази в мікросомальній фракції та в цитозолі печінки тварин а
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різними фенотипами ацетилювання.

3.Вивчити кореляцію між генетичною належністю організму 

до певного типу інактиватсрів та особливостями функціонування 

ферментів мікросомального окислення та ферментів кон"югації в 

нормі та при бронхоспазмі.

4.Вивчити вплив флззоноїда рослинного походження кзерце- 

тина на процеси біотрансформації ксенобиотиків та можливості 

його застосування як засобу корекції метаболізму екзогенних 

хімічних речовин.

Новизна роботи.

Встановлені суттєві відмінності в активності ферментів 

біотрансформзції ксенобіотиків у тварин, які належать до різ­

них фенотипових груп за ознакою швидкості ацетилювання ізоніа­

зиду. Результати проведених дослідів свідчать про вплив брон- 

хоспазму на перебіг детоксикаційних процесів, що може бути до­

датковим джерелом дестабілізації гомеостазу.

Науково обгрунтована доцільність застосування кверцетину 

для активзції окремих ферментів кон"югації, що може виявитися 

необхідним при явищах інтоксикації, які супроводжуються приг­

ніченням активності цих ферментів .

Практична значимість результатів. Отримані в роботі дані 

розширюють уявлення про особливості процесів детосикаці'і та 

біотрансформації ксенобіотиків, а також можуть бути обгрунту­

ванням для пошуку та розробки засобів корекції метаболізму хі­

мічних речовин,, що має значення для терапії, фармакології, 

токсикології.

Апробація роботи. Матеріали дисертаційної роботи були 

викладені та обговорені на VI Українському біохімічному з'їз­

ді (Київ, 1992 p.); на Лімпозиумі "Актуальні проблеми анімало-
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гі і"(Москва, 1992 p.); на конференції "Актуальні проблеми клі­

нічної фармакології"(Вінниця, 1993 р.)і на Міжнародному симпо- 

еиумі "Системно-антисистемная регуляция в норме и прк патоло­

гии" (Київ, 1993 p.).

Ст р у к т у р е та обсяг дисертації. Дисертація викладена на 

104 сторінках машинописного тексту та складається ів вступу, 

огляду літератури, опису методів дослідження та чотирьох роз­

ділів власних дооліджєнь. Список використаній літературних 

джерел містить 167 найменувань. У дисертації 5 таблиць, 9 ма­

люнків.

Публікації. По темі дисертації опубліковано 6 робіт.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ

Експерименти проводили на 180 гвінейських свинках.Тварини 

підлягали розподілу на три групи за належністю до типу ацети- 

лювання, який визначали по вмісту ізоніазиду в крові тварин 

через три години після введення. Вміст ізоніазиду визначали 

полярографічним методом Пилипчук Н.С./198б/.До І групи були 

віднесені тварини із швидким типом ацетилювання, до II - із 

середньою швидкістю ацетилювання, III групу складали повільні 

ацетилятори.

Об'єктом дослідження слугували мікросоми печінки та цито­

золь, які отримували на ультрацентрифузі VAC - 601 за методи­

кою /Каруэина И.И.,Арчаков А.И.,1977/. Про стан ферментних 

сиотем метаболізму ксенобіотиків судили виходячи з вимірювання 

вмісту цитохромів Р-450 та bs ,активнооті амінопірин-М-демети- 

лази, анілін-р-гідроксилази, глутат і он-трансферази та гамма- 

глутамілтранспептидази.

Визначення вмісту цитохромів Р-450 та bs ‘проводили за ме­

тодом Omura і Sato /1964/ спекторофотометрично на двопроменево-



му спектрофотометрі "Specord", в середовищі інкубації,яке міс­

тило 100 ммоль Тріс.-НСІ буфера (pH - 7,4 ).Вміст мікросомного 

білку в пробі складав 1-2 мг/мл.

Активність’ НАДФН-цитохром P-450-редуктазк визначали спек- 

рофотометрично методом Карузіної 1.1. та Арчакова А. 1./1977/. 

Інкубаційна суміш містила 100 мкмоль НАДФН, БО мкмоль цитохро- 

ма, 330 мкмоль NaCN , 100 мкмоль Тріс-НСІ буфера (pH 7,4).

Швидкість N'-деметилювання амінопірину визначали по кіль­

кості утвореного формальдегіду в середовищі інкубації, що міс­

тило в 1 мл 3 мкмоль НАДФН, 8 мкмоль амінопірину, 5 мкмоль

МеСІ2, 50 мкмоль Тріс-НСІ буфера (pH 7,4 ), 1,5 мг білку мік-

росом /Каруэина И.И..Арчаков А.И.,1977/

Швидкість р-гідроксилювання аніліну визначали по кількос­

ті утвореного р-амінофенола в середовищі інкубації, яке місти­

ло в 1 мл З мкмоль НАДФН, 3 мкмоль аніліну, 16 мкмоль MgClg,

40 мкмоль Тріс-НСІ буфера (pH 7,4 ),2 мг білку мікросом /Кару- 

еина И.И.,Арчаков А.И.,1977/.

Активність глутатіон-трансфера?и визначали спектрофотомет 

рично по методу Jakoby W.В./1936/ по кольоровій реакції від­

новленого глутатіону з 1-хлор 2,4-динітробензолом,

Активність гамма-глутамілтрансферази визначалн по швид­

кості . утворення ■р-нітроачіліна в середовищі інкубації, яке 

містило в 1 мл 100 мкмоль Тріс буфера, 4,4 ммоль L-гамма-глу- 

таміл-р-нітроанілід, 70 ммоль гліцилгліцина, (pH 8,2) /Rosalky

S.B.and Tarlcw D.1974/

Модель бронхоспазму формували інгаляційним методом 

/H.Frlebel,1954, Комісар O.K.,1987/.Тварин було сенсибілізозз- 

но внутрішньочеревинним введенням яєчного альбуміну. Повторну 

сенсибілізацію проводили через 48 годин. Через 6 тижнів той же
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алерген вводили інгаляторко в розведенні 1:10 на протязі ЗО се­

кунд.

Для дослідження впливу кверцетину його вводили тваринам 

на протязі 7 днів а розрахунку 0,07 г/кг живої ваги.

Вміст білку визначали за методом Lowry О.Н. et а1./1951/. 

Статистичну обробку результатів досліджень проводили викорис­

товуючу! t-критерій Стьюдента та критерій хі-квадрат /Камінсь- 

кий Л.С.,1964; Ашмарин И.П. та ін., 1S71/.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Вимірювання вмісту неметаболізовзного ізоніззиду в крові 

тварин та статистична обробка результатів з застосуванням кри­

терій погодження хі-КЕадрат показали, що в межах досліджуваної 

вибірки тварин відсутній нормальний розподіл показників швид­

кості метаболізму ізоніазиду. Це дозволило виділити три групи 

ацетиляторів : І група - сильні інактиватори (вміст ізоніазиду 

0 - 4,6 мкг/ мл крові), II група - середні і III група - слаб­

кі інактиватори ( вміст ізоніазиду відповідно 5 - 8,5 та біль­

ше 9 мг/мл крові),що відображено нз малюнку 1.

Центральне місце в процесах біотрансформації ксенобіоти­

ків належить мікросомальній гідроксилюючій системі, що містить 

цитохром Р-450,як термінальну оксидззу. Проведені нами дослід­

ження показали існування розподілу вмісту цього гемопротеїду 

між виділеними групами тварин : у сильних ацетиляторів - 

(0,75 + 0,02)нмоль/мг білку; у середніх - (0,67 + 0,01)

нмсдьЛіг білку, а у слабких - (0,54 + 0,2). . Вміот цитохрому
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bs, який вважається середньою ланкою НАДФН - залежного рв- 

доко-ланцюга, розподілявся таким чином : І група - (0,43 -

0,02) нмоль/мг білку; II група - (0,35 - 0,02) нмоль/мг білку; 

III група - (0,28 - 0,02) нмоль/мг білку.
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Рио.1. Гіотограма розподілу вибірки гвінейських свинок 

по вмісту ізоніазиду (нормальний розподіл відхи­

ляється по критерію хі-квадрат)

Подальші дослідження показали, щр для активності НАДФН 

цитохром Р-450- редуктази також існує подібний розподіл.У тва­

рин І групи цей показник становив 5,9 ммоль/хв на 1 мг білку;

II - 5,6 ммоль/хв на 1 мг білку; III - 5,1 ммоль/хв на 1 мг 

білку.

Аналіз даних літератури дає змогу припустити, щр такий 

розподіл можна пояснити або різним вміотом гемопротеїдів у 

клітинах печінки тварин з різними фенотипами ацетилювання, або 

існуванням конформаційних особливостей ферментних білків, які 

спричиняли б до підвищення активності за рахунок зміни місцепо



ложення активного центру /Тиунов Л.А.,1988; Шарапов 8.И.,1993/.

Проведені нами вимірювання амінопірин- N-деметилззної ак­

тивності мікросом печінки тварин показали існування суттєвих 

відмінностей цього показника у тварин з різними типами ацети- 

лювання: І група - (5,96 +_0,11) нмоль/хв на 1 мг білку; II

група - (5,51 + 0,11) нмоль/хв на 1 мг білку; III група - 

(4,41 + 0,10) нмоль/хв на 1 мг білку. Для анілін-р-гідрокси- 

лазної активності також спостерігали тенденцію залежності 

швидкості процесу бід належності до типу ацетилювання, але ці 

відміни недостовірні внаслідок значних відхилень величин ак­

тивності в межах кожної із наділених груп. Використання мето­

дів статистичної обробки отриманих даних дозволяє говорити про 

Існування позитивної кореляції між швидкістю ацетилювання та 

активністю N-деметилювання амінопірину.

Оскільки ферментна системз, окремі ланки якої були розг­

лянуті вище, в місцем гідроксилювання найрізноманітніших по 

своїй природі сполук, в тому числі лікарських речовин, існу­

вання встанолених нами відмінностей, які корелюють з належніс­

тю тварин до різних фенотипів ацетилювання, може спричинити до 

непередбаченних відмінностей метаболізму цих речовин.

Вивчення процесів біотрансформації хімічних речовин пе­

редбачає вичення механізмів І та І{ фаз цього процесу, їх взв- 

мозв"язку та взаємовпливу.Реакції кон"югації належать до II 

фази біотрансформації і в істинно реакціями детоксикації.

Кон"югація з глутатіоном є характерною для багатьох ендо- 

та екзогенних субстрзтів і забезпечується глутатіон-З-трансфе- 

разами - родиною ферментів, які характеризуються досить низь­

кою субстратною специфічністю.

Проведені нами дослідження показали, що тварини в різними
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фенотипами ацетилювання мають різну активнисть глутаті- 

он-S-трансферази в мікросомах печінки. У представників І групи 

вона дорівнює (13,71 +0,08) нмоль/хв на 1 мг білку; П  - 

(8,29 + 0,18) нмоль/хв на 1 мг білку; III - (6,82 + 0,11) 

нмоль/хв на 1 мг білку. В той же час, в цитозольній фракції 

активність цього ферменту була значно вищою і розподіл її но­

сив зовсім інший характер: найнижча - у сильних ацетиляторів

((34,20 + 0,63) нмоль/хв на 1 мг білку); трохи виша - у серед­

ніх ((35,10 + 1,23)нмоль/хв на 1 мг білку) і найвища - у слаб­

ких ацетиляторів ((38,41 + 0,72) нмоль/хв на 1 мг білку).Такий 

розподіл активності глутатіон-трансферази в мікросомах та ци- 

тозолі печінки тварин різних ацетилтрансферазних "фенотипів" 

можна пояснити існуванням поліморфного складу цього ферменту, 

розподілу його ієоформ та різною генетичною обумовленістю. Пе­

реважання вмісту певних ізоформ може мати вирішальне значення 

для формування особливостей метаболізму. Виходячи з принципу 

зворотнього зв"язку в живому організмі, можна припустити, щр 

деякі метаболіти можуть бути додатковими Індукторами активнос­

ті певних ізоформ фермента.

Поряд а вивченням глутаті он-трансферазної активності, 

проводили дослідження активності гамма-глутамілтранспептидази 

(КФ 2.3.2.2.) - фермента, який каталізує реакцію кон"югації

гамма-глутамільного радикала глутамілової кислоти з акцептор- 

ним пептидом, або амінокислотою. Цей фермент грав важливу роль 

в обміні глутатіону і локалізований на зовнішньому боці мемб­

рани. У представників І групи активність цього ферменту скла­

дала (6,69 + 1,05) нмоль/хв на 1 мг білку, шр на 32 X нижче, 

ніж у слабких ацетиляторів ((9,63 + 2,6) нмоль/хв на 1 мг біл­

ку). У тварин II групи вищезгадана активність складала (6,01 +

0,70) нмоль/хв на 1 мг білку, щр на 37 % вище, ніж у слабких
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ацетиляторів, але майже не відрізняється від активності цього 

ферменту у мікросомах печінки сильних ацетиляторів.

Так™ чином,тваринам з низькою ацетилтрансферззною актив­

ністю властиві вищі значення активностей мікросомальних глута- 

тіонтрансферази та гаммз-глутамілтрансферази. Маючи здатність 

каталізувати реакції кон"х>гації різноманітних електрофільних 

субстратів, глутатіонтрансферагз є важливою ланкою процесів 

детоксикації. Тому існування різних рівнів глутзтіонтрзнфераз- 

ної активності в печінці розглянутій фенотипїв має велике зна­

чення длл реалізації активності лікарських препаратів тз про­

цесів детоксикації.

З метою вивчення впливу бронхо-легеневої патології на 

процеси біотрзнсформаці'і була використана модель алергічного 

бронхоспазму /Friebei, 1954/. Відомо, ідо розвиток алергії не­

гайного типу супроводжується виникненням ферментопатій, які 

відображають порушення кофермент-ферментних взаємозв'язків 

/Хщик Л.В. ,1986/.

Результати проведених експериментів показали, що брон- 

хоспззм обумовлює достовірне зниження вмісту цитохрома t-5 на 

59 - 68 X. Поряд в цим, спостерігається підвищення вмісту ци- 

тохромз Р-450 в середньому на 40 - 50 X незалежно від типу 

ацетилювання, всупереч очікуваному зниженню характерному для 

гіпоксичних станів. Використана модель патологічного стану 

обумовила збільшення анілін-р-гідроксилззної активності у всіх 

описаних вище фенотипів ацетилювання. У тварин з II групи 

цей показник збільшився в 3,7 раз, у сильних ацетиляторів - в 

1,9 раз, а у слабких - в 2,4 рази, що відображено на рисунку 2.
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Рис.2 Зміни ферментативної активності:

А -  Н-деметилввання амінспиркну,

Б -  р-гідроксилювання ааіліну.
1,2 -  сильні ацетилятори, 3 ,4  -  середні ацетилятори, 5,6 -  

слабкі ацетилятори. 1 ,3 ,5  -  норма, 2 ,4 ,В -  бронхоспазм.



При виникненні бронхоспазму спостерігається зниження амі- 

нопірин-Н-деметшіагної активності у середніх інактиваторів на 

64 X та у слабких - на 49 X. У сильних інактиваторів цай по­

казник збільшувався на 26 X.' Показовим є зниження активності 

цитоеольної глутатіонтрансферааи: в І групі - на 25 X, в II -

на 55 X і в III групі - на 48 X. Одночасно, подібні зміни від­

бувалися з глутатіонтрансферазою мікросом: у сильних зцетилл-

торів цей показник зменшився порівняно з нормою на 50 X, а у 

оередніх - на 42 X. Однак, у тварин, що повільно ацетилюють 

ізоніазид, відбувалося збільшення активності мікросомної глу- 

татіонтрансферази на 35 X. При алергічному бронхоспазмі відбу­

вається пригнічення активності гамма-глутамілтрансферази.

Таким чином, як можна бачити на дослідженій нами моделі, 

алергічний бронхоопазм призводить до значних змін в системах, 

які відповідають за метаболізм хімічних речовин в організмі. 

Це, очевидно, обумовлено ушкодженням ендоплазматичної сітки за 

рахунок індукції гіпоксією перекисного окислення ліпідів. Змі­

ни активності досліджуваних мембранозв"язаних ферментів можуть 

зумовлюватися конформативними амінами молекул білків внаслідок 

порушення отану біомембран.Поряд з цим, аміни активності фер­

ментів печінки, які мають місце при виникненні алергічного 

бронхоспазму, можуть бути викликані порушенням статусу мео- 

сенджерних систем і опосередковані впливом останніх на оистеми 

білкового синтезу.

Описані вище порушення, які виникають у ферментних систе­

мах біотрансформації коенобіотиків при розглянутій патології, 

можуть бути додатковим патогенним фактором і мати вирішальне 

значення у формуванні небажаної відповіді організму до введен­

ня екзогенних хімічних речовин, зокрема, ліків.
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Под альш і дослідження показали, що застосування кверцетину 

на протязі 7 днів призводило до помітних змін діяльності фер­

ментів різних ланок процесу біотрансформзції ксенобіотиків. 

Так, активність N-деметапквання амінопірину вменшувалась у 

■сильних ацетиляторів на 87 X, у слабких - на 63 X, а у серед­

ніх - майже на 80 X. Анілін-р-гідроксилззна активність також 

була пригнічена порівняно з нормою у сильних інактиваторів на 

64 X та у середніх - на 32 Х.При цьому у групі тварин з по­

вільним типом ацетилювання спостерігзлинезначне зростання ак­

тивності цього ферменту.

Однак найбільш суттєвим виявився вплив кверцетину на фер­

менти, які беруть участь в утворенні кон"югатів. Активність 

цитозольної глутатіонтрансферази зростала у сильних ацетилято­

рів у 2,4 рази, у середніх - в 3,1 рази, у слабких - 2,6 рази. 

Активність цього ферменту в мікросомальній фракції печінки 

збільшувалася у повільних ацетиляторів на 15 % проте, у силь­

них та середніх ацетиляторів відбувалося значне зниження цього 

показника на 66 X та на 45 X відповідно. Суттєвим виявився та­

кож вплив кверцетину на активність гамма-глутамілтрансферази у 

всіх виділенних груп ацетиляторів. Спостерігали зростання ак­

тивності цього ферменту у тварин І групи в 4,3 рази, II - 8,8 

раз, III - в 7,1 раз.

Введення кверцетину сенсибілізованим тваринам на протязі 

декількох днів, які передували бронхоспазму, призводило до 

пом'якшення дії алергена на сенсибілізований організм, що вті­

лювалось у зменшенні кількості випадків виникнення бронхоспаз­

му, В зв"язку в цим процент літальнооті знижувався майже на 20Х 

При цьому опостерігали збільшення активності цитозольної глу­

татіонтрансферази у тварин воіх типів ацетилюйання: у швидких

-  15-



ацзтиляторів в 2,6 рази, у середніх - у 5,3 рази, у повільних 

- 4,2 рази. У мікросомах печінки активність цього ферменту та­

кож зростала у середніх та слабких ацетиляторів (у 2,5 - 2,7 

рази), але зменшувалася у сильних - на 13 % порівняно із зна­

ченнями цих показників при модельованому бронхоспазмі без зас­

тосування кверцетину.

Таким чином, можнз говорити про нормалізуючий вплив фла­

воноїду на порушені функції окремих ланок процесу детоксика­

ції, якими, зокрема, є діяльність глутатіонтрансфераа.

ВИСНОВКИ

1.Фенотипові відмінності ацетилтрансферазної активності 

супроводжуються відмінностями вмісту цитохромів Ьб та Р-450 в 

мікросомах печінки.

2. Тваринам з високою швидкістю метаболізм-/ ізоніазиду 

властиві вищі показники амінопІрин-Я-деметилазної, цитохром 

P-450-редуктазної, анілін-р-гідроксилззної активності.

3. Слабкі ацетилятори, головним чином, мають нижчу актив­

ність і інших ферментів біотрансформації, ніж сильні та серед­

ні, крім гамма-глутамілтранспептидази та цитозольної глутаті- 

онтрансферази, показники активності яких найвищі саме у слаб­

ких ацетиляторів.

4. Експериментальний бронхоспазм спричинює зниження рівня 

цитохрому bs та активності цитозольної глутатіонтрансферази в 

печінці тварин всіх фенотипових груп.

5. Застосування кверцетину приводить до зниження амінопі- 

рин-Ы-деметилазно'!, анілін-р-гдроксллазної та глутатіонтранс- 

феразної активності в мікросомах печінки, але підвищує актив­

ність гамма-гдутамілтрансферззи та цитозольної глутатіонтранс-
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ферази.

6. Введення кверцетин*/ сенсибілізованим тваринам приво­

дить до підвищення активності глутамілтрансферази та глута-

тіонтрансфераеи, які в умовах перебігу бронхоспазму, навпаки, 

мають знижену активність.

7. Результати проведених досліджень служать експеримен­

тальним обгрунтуванням для розробки оптимальних схем фармако­

терапії з урахуванням належності до типу ацетилювання.
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