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Ëèïîôèëüíûå ÷óæåðîäíûå ñîåäèíåíèÿ, â òîì ÷èñëå è êàíöåðîãåííûå âåùåñòâà è ïðîòèâîîïóõîëå-
âûå ïðåïàðàòû, ìåòàáîëèçèðóþòñÿ èçîôîðìàìè öèòîõðîìà P450 (CYP). Èçâåñòíî, ÷òî â îïóõîëÿõ êîí-
ñòèòóòèâíàÿ è èíäóöèðîâàííàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíîâ CYP ñíèæåíà ïî ñðàâíåíèþ ñ ãîìîëîãè÷íîé íîðìàëü-
íîé òêàíüþ, ÷òî âî ìíîãîì îïðåäåëÿåò á *îëüøóþ óñòîé÷èâîñòü îïóõîëè ê äåéñòâèþ öèòîñòàòèêîâ. Äëÿ
âûÿñíåíèÿ âîïðîñà î òîì, íà êàêîé ñòàäèè îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè ïðîèñõîäÿò èçìåíåíèÿ â óðîâíå
CYP ñåìåéñòâà 1, ìû ñðàâíèâàëè óðîâåíü ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíîâ CYP1, à òàêæå âíóòðèêëåòî÷íûõ áåë-
êîâ, ðåãóëèðóþùèõ ñèíòåç CYP, — Ah-ðåöåïòîðà, ARNT è AHRR. Èññëåäîâàëè ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîá-
ëàñòîïîäîáíûå êëåòêè, ýòè æå êëåòêè, èììîðòàëèçîâàííûå èëè âèðóñîì Ðàóøåðà, èëè ñïîíòàííî ïîñëå
ïðîõîæäåíèÿ êðèçèñà, à òàêæå êëåòêè òðåõ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëîíîâ (K1, K2 è K8), ïîëó÷åííûõ âîç-
äåéñòâèåì áåíç/à/ïèðåíà íà êëåòêè, èììîðòàëèçîâàííûå âèðóñîì Ðàóøåðà. Êîíñòèòóòèâíûé óðîâåíü ýê-
ñïðåññèè èçó÷àåìûõ ãåíîâ âûÿâëÿåòñÿ âî âñåõ êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ. Èíäóêöèÿ áåíç/à/àíòðàöåíîì óâå-
ëè÷èâàëà óðîâåíü ýêñïðåññèè ìÐÍÊ âñåõ èíäóöèáåëüíûõ ãåíîâ (CYP1A1, 1B1 è AHRR) â èñõîäíîé êóëü-
òóðå, èììîðòàëèçîâàííîé âèðóñîì Ðàóøåðà, è òðàíñôîðìèðîâàííîì êëîíå K2. Â êóëüòóðå ñïîíòàííî
èììîðòàëèçîâàííûõ êëåòîê è òðàíñôîðìèðîâàííîì êëîíå K1 íàáëþäàëè èíäóêöèþ òîëüêî ãåíà
CYP1B1. Â êóëüòóðå êëåòîê òðàíñôîðìèðîâàííîãî êëîíà K8 îòñóòñòâîâàëà èíäóêöèÿ âñåõ èíäóöèáåëü-
íûõ ãåíîâ. Îòñóòñòâèå èíäóêöèè íå ñâÿçàíî ñ ãèïåðýêñïðåññèåé AHRR — áåëêà, áëîêèðóþùåãî èíäóê-
öèþ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñïîñîáíîñòü èììîðòàëèçîâàííûõ êëåòîê ê èí-
äóêöèè èçîôîðì CYP îïðåäåëÿåòñÿ íå òîëüêî èõ ñâîéñòâîì ê íå îãðàíè÷åííîìó âî âðåìåíè ñóùåñòâîâà-
íèþ, íî è òåì, êàê ýòî ñâîéñòâî áûëî ïîëó÷åíî. Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî òðàíñôîðìèðîâàííûå êëîíû,
íåñìîòðÿ íà îáùíîñòü ïðîèñõîæäåíèÿ, îòëè÷àþòñÿ äðóã îò äðóãà ïî èíäóêöèè â íèõ èçîôîðì CYP. Îäè-
íàêîâûé óðîâåíü ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíîâ Ah-ðåöåïòîðà è ARNT â êëåòêàõ, â êîòîðûõ ïðîèñõîäèò èíäóê-
öèÿ âñåõ èíäóöèáåëüíûõ ãåíîâ, è â êëåòêàõ, â êîòîðûõ ïðîèñõîäèò èíäóêöèÿ íå âñåõ èíäóöèáåëüíûõ ãå-
íîâ, ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ïîìèìî èçâåñòíûõ ó÷àñòíèêîâ ïåðåäà÷è èíäóêöèîííîãî ñèãíàëà ó÷àñò-
âóþò äðóãèå, íåèçâåñòíûå â íàñòîÿùèé ìîìåíò ôàêòîðû.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: öèòîõðîì P450, èíäóêöèÿ ôåðìåíòîâ, òðàíñôîðìàöèÿ, èììîðòàëèçàöèÿ, ïîëè-
öèêëè÷åñêèå àðîìàòè÷åñêèå óãëåâîäîðîäû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÀ — áåíç/à/àíòðàöåí, ÁÏ — áåíç/à/ïèðåí, ÏÀÓ — ïîëèöèêëè÷åñêèå
àðîìàòè÷åñêèå óãëåâîäîðîäû, CYP — öèòîõðîì P450.

Ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî îðãàíè÷åñêèõ ñîåäèíå-
íèé, ÿâëÿþùèõñÿ çàãðÿçíèòåëÿìè îêðóæàþùåé ñðåäû,
äëÿ ðåàëèçàöèè ñâîåãî áèîëîãè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà (òîê-
ñè÷åñêîãî, ìóòàãåííîãî, òðàíñôîðìèðóþùåãî è ïð.)
íóæäàþòñÿ â ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâàöèè. Àêòèâàöèÿ êà-
òàëèçèðóåòñÿ ìîíîîêñèãåíàçíûì ôåðìåíòíûì êîìïëåê-
ñîì, ôóíêöèîíàëüíûì çâåíîì êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ ñóïåð-
ñåìåéñòâî öèòîõðîìîâ P450 (CYP). Âûÿâëåíî áîëüøîå
êîëè÷åñòâî èçîôîðì CYP ñ ðàçëè÷íîé, èíîãäà ïåðåêðû-
âàþùåéñÿ ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòüþ è ðàçíûì ìåõà-
íèçìîì ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ. Èçîôîðìû CYP
ðàçäåëåíû íà ñåìåéñòâà ñ ó÷åòîì ñõîæåñòè èõ àìèíîêèñ-
ëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (Nebert et al., 1991). Èçâåñò-
íà îðãàíî- è âèäîñïåöèôè÷íîñòü ðàçëè÷íûõ èçîôîðì
ôåðìåíòà, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü âî ìíîãîì îïðåäåëÿåò îð-
ãàíî- è âèäîñïåöèôè÷íîñòü äåéñòâèÿ êàê êàíöåðîãåíîâ,

òàê è òîêñè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé, íóæäàþùèõñÿ â ìåòàáî-
ëè÷åñêîé àêòèâàöèè. Ýêñïðåññèÿ CYP ÿâëÿåòñÿ ÷óâñòâè-
òåëüíîé ê ðàçëè÷íûì âîçäåéñòâèÿì. Òàê, íåêîòîðûå
êñåíîáèîòèêè âûçûâàþò óñèëåíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ òåõ
CYP, êîòîðûå èõ îêèñëÿþò (ýôôåêò ñóáñòðàòíîé èíäóê-
öèè) (ñì. îáçîðû: Êîáëÿêîâ, 2003; Handschin, Meyer,
2003). Îñíîâíûå çàãðÿçíèòåëè îêðóæàþùåé ñðåäû, â òîì
÷èñëå ïîëèöèêëè÷åñêèå àðîìàòè÷åñêèå óãëåâîäîðîäû
(ÏÀÓ), îêèñëÿþòñÿ èçîôîðìàìè CYP1A1 è 1B1. Ýòè
ôåðìåíòû èíäóöèáåëüíû, è èõ óðîâåíü óâåëè÷èâàåòñÿ
ïðè ââåäåíèè ñóáñòðàòîâ îêèñëåíèÿ, òàêèõ êàê ÏÀÓ,
õëîðèðîâàííûå äèîêñèíû è äð. (ñì. îáçîðû: Êîáëÿêîâ,
1990; Denison et al., 2002). Ïîïàäàÿ â êëåòêó, èíäóêòîð
âçàèìîäåéñòâóåò â öèòîïëàçìå ñ Ah-ðåöåïòîðîì, êîòî-
ðûé ïîñëå àêòèâàöèè èíäóêòîðîì òðàíñïîðòèðóåòñÿ â
ÿäðî, ãäå îáðàçóåò òðîéíîé êîìïëåêñ ñ áåëêîì ARNT.
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Òðîéíîé êîìïëåêñ ÿâëÿåòñÿ òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòî-
ðîì, âçàèìîäåéñòâóþùèì ñ óçíàþùåé ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòüþ ÄÍÊ, íàçûâàåìîé XRE (xenobiotic responsible ele-
ment) (Denison et al., 2002). Ãåíû, â ðåãóëÿòîðíîì ó÷àñò-
êå êîòîðûõ íàõîäèòñÿ XRE, òðàíñêðèáèðóþòñÿ. XRE
âûÿâëåí â ðåãóëÿòîðíûõ ó÷àñòêàõ ìíîãèõ ãåíîâ (òàêèõ,
êàê CYP1, ãëþòàòèîí-S-òðàíñôåðàçà, NADPH-õèíîíîê-
ñèäîðåäóêòàçà è äð.), ó÷àñòâóþùèõ â ìåòàáîëèçìå êñå-
íîáèîòèêîâ. Èíäóöèðóåòñÿ òàêæå ãåí, ïðîäóöèðóþùèé
áåëîê AHRR (Ah receptor repressor). Áåëîê AHRR âçàè-
ìîäåéñòâóåò ñ áåëêîì ARNT, îáðàçóÿ íåàêòèâíûé êîìï-
ëåêñ, ïðåïÿòñòâóþùèé îáðàçîâàíèþ òðîéíîãî êîìïëåê-
ñà: èíäóêòîð—Ah-ðåöåïòîð—ARNT (Mimura et al.,
1999). Òàêèì îáðàçîì áåëîê AHRR ðåàëèçóåò ðåãóëÿöèþ
èíäóêöèè, âûçâàííîé ÏÀÓ.

Â îïóõîëÿõ îáíàðóæåíî èçìåíåíèå ñîîòíîøåíèÿ
ðàçëè÷íûõ èçîôîðì CYP è èõ ñïîñîáíîñòè ê èíäóêöèè
ïî ñðàâíåíèþ ñ ãîìîëîãè÷íîé íîðìàëüíîé òêàíüþ
(ñì. îáçîð: Êîáëÿêîâ, 1998). Ñîîòâåòñòâåííî êëåòêè îïó-
õîëè èìåþò èçìåíåííóþ (êàê ïðàâèëî, îñëàáëåííóþ) ïî
ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëüíîé ãîìîëîãè÷íîé òêàíüþ ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü ê äåéñòâèþ ìåòàáîëèçèðóåìûõ ýòîé ñèñòåìîé
êñåíîáèîòèêîâ (â òîì ÷èñëå è ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ïðå-
ïàðàòîâ). Ìåõàíèçì èçìåíåíèÿ ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè
èçîôîðì CYP â îïóõîëÿõ íåèçâåñòåí, êàê íåèçâåñòíî è
òî, íà êàêîé ñòàäèè îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè ýòè èç-
ìåíåíèÿ ïðîèñõîäÿò. Çíàíèå ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè
óðîâíÿ CYP â îïóõîëÿõ ìîæåò äàòü âîçìîæíîñòü âëèÿòü
íà èõ ñèíòåç, óâåëè÷èâàÿ ëå÷åáíûé ýôôåêò öèòîñòàòè-
êîâ. Ïîìèìî ýòîãî, èíäóêòîðû CYP1, òàêèå êàê ÏÀÓ èëè
ãàëîãåíèçèðîâàííûå äèîêñèíû, ÿâëÿþòñÿ ïðîìîòîðàìè
êàíöåðîãåíåçà. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî ñîçäàâàåìûå ïðîìîòî-
ðàìè óñëîâèÿ äëÿ ïðåèìóùåñòâåííîãî ðîñòà èíèöèèðî-
âàííûõ êëåòîê ðåãóëèðóþòñÿ ÷åðåç èçìåíåííûé óðîâåíü
CYP èëè áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ïåðåäà÷å èíäóêöèîííî-
ãî ñèãíàëà.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî ñðàâíèòåëüíîå èçó-
÷åíèå êîíñòèòóòèâíîé è âûçâàííîé ââåäåíèåì èíäóêòî-
ðà ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíîâ ñåìåéñòâà CYP1 è ãåíîâ, ó÷à-
ñòâóþùèõ â èõ ðåãóëÿöèè (Ah-ðåöåïòîðà, ARNT è AHRR)
â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ íà ðàçëè÷íûõ ñòàäèÿõ îïóõîëå-
âîé òðàíñôîðìàöèè. Â êà÷åñòâå êëåòî÷íûõ ìîäåëåé áûëè
èñïîëüçîâàíû ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå
êëåòêè êðûñ ðàííåãî ïàññàæà (Ô16-5), ýòè æå êëåòêè, èì-
ìîðòàëèçîâàííûå íåîíêîãåííûì âèðóñîì Ðàóøåðà (Ô27),
ñïîíòàííî èììîðòàëèçîâàííûå ôèáðîáëàñòû (Ô16-20),
ïðîøåäøèå êðèçèñ, à òàêæå òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòî÷-
íûå êëîíû (K1, K2 è K8), ïîëó÷åííûå ïîñëå îáðàáîòêè
êëåòîê Ô27 êàíöåðîãåíîì áåíç/à/ïèðåíîì (ÁÏ).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè áûëè
ïîëó÷åíû ïî ìîäèôèöèðîâàííîé ìåòîäèêå Ýëëèîò ñ ñî-
òðóäíèêàìè (Elliott et al., 1976). 16—18-ñóòî÷íûå ýìáðè-
îíû êðûñ ëèíèè Ôèøåð 344 èçìåëü÷àëè íîæíèöàìè, îò-
ìûâàëè îò êðîâè â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå, îáðàáàòû-
âàëè òðèïñèíîì, îòìûâàëè åãî è ïîëó÷àëè âçâåñü êëåòîê,
âûñàæèâàëè íà ÷àøêó â ñðåäó RPMI, ñîäåðæàùóþ 20 %
ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè.

Ïîëó÷åíèå èììîðòàëèçîâàííûõ êëåòîê èíôèöèðîâà-
íèåì âèðóñîì Ðàóøåðà ïðîâîäèëè ïî ðàíåå îïèñàííîé
ìåòîäèêå (Price et al ., 1971), ñóòü êîòîðîé â òîì, ÷òî íà
íóëåâîì ïàññàæå êóñî÷êè 16—18-ñóòî÷íûõ ýìáðèîíîâ

êðûñ ëèíèè Ôèøåð 344 ðàçìåðîì äî 1 ìì âûðàùèâàëè â
ñðåäå RPMI, ñîäåðæàùåé 20 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîò-
êè, â àòìîñôåðå 5 % CO2 ïðè 37 °C äî ïîÿâëåíèÿ èç êó-
ñî÷êîâ êëåòîê, ïðèêðåïèâøèõñÿ ê ïîäëîæêå è îáðàçîâàâ-
øèõ çîíó ðîñòà. Êëåòêè îáðàáàòûâàëè ÄÝÀÅ-äåêñòðàíîì
â êîíöåíòðàöèè 20 ìêã/ìë â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàò-
íîé òåìïåðàòóðå, îòìûâàëè ñðåäîé RPMI, äîáàâëÿëè
êîíöåíòðàò âèðóñà, âûäåðæèâàëè â òå÷åíèå 45 ìèí ïðè
37 °C, ïåðèîäè÷åñêè âñòðÿõèâàÿ, ïîñëå ÷åãî ê êëåòêàì
äîáàâëÿëè ñðåäó RPMI, ñîäåðæàùóþ 2 % ýìáðèîíàëüíîé
ñûâîðîòêè; ñïóñòÿ 12 ÷ ñðåäó çàìåíÿëè íà ïîëíîöåííóþ,
ñîäåðæàùóþ 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè.

Âèðóñ Ðàóøåðà ïîëó÷àëè èç êóëüòóðàëüíîé æèäêî-
ñòè êëåòîê ëèíèè JLS-V9, ïðîäóöèðóþùåé âèðóñ. Âèðóñ
êîíöåíòðèðîâàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ñ ïîñëåäóþùåé
óëüòðàôèëüòðàöèåé. Íàëè÷èå ïðîäóêöèè â êóëüòóðå ðåò-
ðîâèðóñà îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ XC-òåñòà. Ìîðôîëîãè-
÷åñêè êëåòêè Ô16-5, Ô16-20 è Ô27 íå îòëè÷àëèñü äðóã îò
äðóãà.

Òðàíñôîðìèðîâàííûå êëîíû ïîëó÷àëè îáðàáîòêîé â
òå÷åíèå 3 ñóò êëåòîê Ô27 êàíöåðîãåíîì ÁÏ (ðàñòâîðåí-
íûì â ÄÌÑÎ) â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0.15 ìêã/ìë. Äà-
ëåå ÁÏ îòìûâàëè, êëåòêè ïàññèðîâàëè è èç ïîÿâèâøèõñÿ
î÷àãîâ òðàíñôîðìàöèè ïîëó÷àëè êëîíû ïóòåì âûñåâàíèÿ
êëåòîê â ïîëóæèäêèé àãàð. Ñõåìà ïîëó÷åíèÿ êëåòîê ðàç-
ëè÷íîé ñòåïåíè îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè ïðåäñòàâëå-
íà íà ðèñ. 1.

Èíäóêöèþ èçîôîðì CYP ñåìåéñòâà 1 âûçûâàëè äî-
áàâëåíèåì ê êëåòêàì íà 24 ÷ ðàñòâîðåííîãî â àöåòîíå
áåíç/à/àíòðàöåíà (ÁÀ) â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 5 ìêã/ìë,
ê êîíòðîëüíûì êëåòêàì äîáàâëÿëè òîëüêî àöåòîí â òîì
æå îáúåìå (10 ìêë/ìë ñðåäû). Ýêñïåðèìåíòû ïî èçó÷å-
íèþ âëèÿíèÿ èíãèáèòîðà ñèíòåçà áåëêà íà ýêñïðåññèþ
ãåíîâ ïðîâîäèëè ñ öèêëîãåêñèìèäîì, äîáàâëÿÿ åãî â
êóëüòóðó â êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë íà 24 ÷.

Äëÿ âûäåëåíèÿ ìÐÍÊ èñïîëüçîâàëè TRI-ðåàãåíò
(Sigma, ÑØÀ) ñîãëàñíî ïðîòîêîëó, ðåêîìåíäóåìîìó
ôèðìîé-ïðîèçâîäèòåëåì. Êîíöåíòðàöèþ òîòàëüíîé ÐÍÊ
îïðåäåëÿëè, èçìåðÿÿ îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïðè äëèíå
âîëíû 260 íì. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ êÄÍÊ ïðîâîäèëè ðåàê-
öèþ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè (ÎÒ) ñ ñèíòåòè÷åñêèìè ãåê-
ñàíóêëåîòèäàìè. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè èñïîëüçîâà-
ëè 4 ìêã òîòàëüíîé ÐÍÊ. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè ïðè 42 °C
â òå÷åíèå 1 ÷, âûäåðæèâàëè 5 ñ ïðè 94° C äëÿ èíàêòèâà-
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Ðèñ. 1. Ñõåìà ïîëó÷åíèÿ êëåòîê ðàçëè÷íîé ñòåïåíè îïóõîëåâîé
òðàíñôîðìàöèè èç ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ ýìáðèîíàëüíûõ êëå-

òîê êðûñû (ïîäðîáíîñòè ñì. â òåêñòå).



öèè ôåðìåíòà. Ïîëó÷åííóþ êÄÍÊ èñïîëüçîâàëè äëÿ ïî-
ëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ). Âî âñåõ ýêñïåðè-
ìåíòàõ ïðîâîäèëè êîíòðîëüíóþ ðåàêöèþ ñ èñïîëüçî-
âàíèåì âîäû âìåñòî ÐÍÊ. Ðåàêöèþ ÏÖÐ äëÿ âñåõ
èçó÷àåìûõ ãåíîâ ïðîâîäèëè ïî ñëåäóþùåé ñõåìå: äåíà-
òóðàöèÿ ïðè 94 °C â òå÷åíèå 40 ñ; îòæèã ïðàéìåðîâ ïðè
60 °C, 10 ñ; ñèíòåç ïðîäóêòà ïðè 72 °C, 10 ñ; âûäåðæêà
2 ìèí ïîñëå ïðîõîæäåíèÿ öèêëîâ ïðè 72 °C. Êîëè÷åñòâî
öèêëîâ âàðüèðîâàëî â ïðåäåëàõ 25—30 â çàâèñèìîñòè
îò èçó÷àåìîãî ãåíà. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâà-
ëè ÐÍÊ âìåñòî êÄÍÊ. Â ÎÒ-ÏÖÐ èñïîëüçîâàëè ñëåäóþ-
ùèå ôåðìåíòû — îáðàòíóþ òðàíñêðèïòàçó, MuLV è Taq-
SE (Ñèáýíçèì, Ðîññèÿ). Ïðàéìåðû è ãåêñàíóêëåîòèäû
áûëè ñèíòåçèðîâàíû ôèðìîé Õåëèêîí (Ðîññèÿ).

Óðàâíèâàíèå êîëè÷åñòâà êÄÍÊ äëÿ àìïëèôèêàöèè
ñïåöèôè÷åñêèõ ãåíîâ ïðîâîäèëè ïî êîëè÷åñòâó ìÐÍÊ
b-àêòèíà. Ðåàêöèþ ÎÒ è ðåàêöèè àìïëèôèêàöèè ïðîâî-
äèëè íà ïðèáîðå «Òåðöèê» (Ðîññèÿ). Ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè èñïîëüçóåìûõ ïðàéìåðîâ è ðàçìåðû îáðàçóþùèõñÿ
àìïëèôèöèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ óêàçàíû â òàáëèöå.

Ïðîäóêòû ÎÒ-ÏÖÐ ðàçäåëÿëè ñòàíäàðòíûì ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêèì ìåòîäîì ïðè íàïðÿæåíèè 150 Â â 2%-íîì
àãàðîçíîì ãåëå, ïðèãîòîâëåííîì íà TBE-áóôåðå. Ýëåêò-
ðîôîðåãðàììû äåíñèìåòðèðîâàëè. Ïðè àíàëèçå ãåëåé
èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììó Scion Image, âåðñèÿ 4.0.2.

Ðåçóëüòàòû

Êîíñòèòóòèâíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè ìÐÍÊ èçó÷àå-
ìûõ ãåíîâ â êëåòêàõ ðàçëè÷íîé ñòåïåíè îïóõîëåâîé
òðàíñôîðìàöèè, óðàâíåííûõ ïî b-àêòèíó, ïîêàçàí íà
ðèñ. 2. Âèäíî, ÷òî èñïîëüçóåìûå êëåòî÷íûå êóëüòóðû
ýêñïðåññèðóþò ìÐÍÊ âñåõ èçó÷àåìûõ ãåíîâ. Â èììîðòà-
ëèçîâàííîé êóëüòóðå Ô16-20 ýêñïðåññèÿ CYP1A1 íåñêî-
ëüêî âûøå, ÷åì â äðóãèõ êóëüòóðàõ, à ñòåïåíü ýêñïðåñ-
ñèè ìÐÍÊ íåèíäóöèáåëüíûõ ãåíîâ — ðåãóëÿòîðîâ èí-
äóêöèè — AHR è ARNT — ïðèìåðíî îäèíàêîâà äëÿ âñåõ
èñïîëüçóåìûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð.

Ââåäåíèå èíäóêòîðà ÁÀ (ðèñ. 3) ïî-ðàçíîìó âëèÿåò
íà èíäóêöèþ ãåíîâ â ðàçëè÷íûõ èçó÷àåìûõ êóëüòóðàõ.
Óâåëè÷åíèå ìÐÍÊ âñåõ òðåõ èíäóöèáåëüíûõ ãåíîâ

(CYP1A1, 1B1 è AHRR) íàáëþäàåòñÿ â êóëüòóðàõ Ô16-5,
Ô-27 è K2. Ïðè ýòîì ñòåïåíü èíäóêöèè ðàçëè÷íà â ðàç-
íûõ êóëüòóðàõ. Òàê, CYP1À1 ìàêñèìàëüíî èíäóöèðóåòñÿ
â êëåòêàõ Ô27 (óðîâåíü ìÐÍÊ ñòàíîâèòñÿ â 8 ðàç âûøå,
÷åì â êîíòðîëå; ðèñ. 3, à), CYP1B1 — â êëîíå K2 (óðî-
âåíü ìÐÍÊ ñòàíîâèòñÿ â 7 ðàç âûøå, ÷åì â êîíòðîëå;
ðèñ. 3, á), à AHRR — â êëåòêàõ Ô27 (óðîâåíü ìÐÍÊ ñòà-
íîâèòñÿ â 3 ðàçà âûøå, ÷åì â êîíòðîëå; ðèñ. 3, â).

Â êóëüòóðå ôèáðîáëàñòîâ ïîçäíåãî ïàññàæà
(Ô16-20), ïðîøåäøèõ êðèçèñ, íàáëþäàåòñÿ èíäóêöèÿ
òîëüêî ãåíà CYP1B1 (ðèñ. 3, á), â òî âðåìÿ êàê èíäóêöèÿ
CYP1A1 è AHRR îòñóòñòâóåò (ðèñ. 3, à, â). Â êëîíå K1 îò-
ñóòñòâóåò èíäóêöèÿ CYP1B1 (ðèñ. 3, á), â òî âðåìÿ êàê
èíäóêöèÿ CYP1A1 è AHRR ñîõðàíÿåòñÿ (ðèñ. 3, à, â).
Â êëîíå K8 îòñóòñòâóåò óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè ìÐÍÊ
âñåõ èíäóöèáåëüíûõ ãåíîâ — CYP1A1, 1B1 è AHRR
(ðèñ. 3, à, â).

Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîëó÷èëè ñïåêòð êóëüòóð ñ ðàç-
ëè÷íûì îòâåòîì íà ââåäåíèå èíäóêòîðà. Èçâåñòíî, ÷òî
óðîâåíü áåëêà AHRR ðåãóëèðóåò ñïîñîáíîñòü ê èíäóê-
öèè ýòèõ ãåíîâ. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îäíèì èç ôàê-
òîðîâ, âûçûâàþùèõ áëîêèðîâàíèå èíäóêöèè âñåõ èíäó-
öèáåëüíûõ ãåíîâ â êëîíå K8 èëè èçìåíåíèå èíäóêöèè
êàêîãî-ëèáî èíäóöèðóåìîãî ãåíà â êëîíå K1 è êëåòêàõ
Ô16-20, ÿâëÿåòñÿ ãèïåðýêñïðåññèÿ ãåíà AHRR. Èçâåñòíî,
÷òî ýòîò áåëîê êîðîòêîæèâóùèé è ââåäåíèå â êóëüòó-
ðó èíãèáèòîðà ñèíòåçà áåëêà öèêëîãåêñèìèäà ïðèâîäèò
ê óâåëè÷åíèþ ýêñïðåññèè ãåíîâ, êîòîðûå ÷óâñòâèòåëü-
íû ê èíãèáèòîðíîìó äåéñòâèþ AHRR (Mimura et al.,
1999).

Äëÿ òîãî ÷òîáû ïðîâåðèòü, ñâÿçàíî ëè îòñóòñòâèå èí-
äóêöèè ñ áëîêèðîâàíèåì áåëêîì AHRR ÷óâñòâèòåëüíûõ
ê íåìó ãåíîâ, ìû èññëåäîâàëè âëèÿíèå öèêëîãåêñèìèäà
íà ýêñïðåññèþ ìÐÍÊ èçó÷àåìûõ ãåíîâ. Êàê âèäíî íà

Ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå ðåãóëÿöèè èíäóêöèè èçîôîðì öèòîõðîìà P450 719

Íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ,
èñïîëüçóåìûõ äëÿ ïðîâåäåíèÿ ïîëèìåðàçíîé

öåïíîé ðåàêöèè

Ãåí
Íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü

ïðàéìåðà

Ðàçìåð
àìïëèêîíà,
ïàðû íóê-
ëåîòèäîâ

b-Àêòèí 5-RTGCAGAAGGAGATTACTGCC-3R
5R-GCAGCTCAGTAACAGTCCG-3R

211

CYP1A1 5R-CCATGACCAGGAACTATGGG-3R
5R-TCTGGTGAGCATCCAGGACA-3R

341

CYP1B1 5R-ACCGCAAACTTCAGCAACTTC-3R
5R-GTGTTGGCAGTGGTGGCATG-3R

427

AHRR 5R-CCC-ATC-AGA-TCC-TTT-GGA-TG
5R-AAA-GTC-AGC-ATC-CCT-CCT-TG

160

AHR 5R-TCCATGTAGCAGTGCCAGG-3R
5R-ATATCAGGAAGAGGCTGGGC-3R

212

ARNT 5R-GTCTCCCTCCCAGATGATGA-3R
5R-AAGAGCTCCTGTGGCTGGTA-3R

218

Ðèñ. 2. Îïðåäåëåíèå êîíñòèòóòèâíîé ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíîâ
b-àêòèíà, CYP1A1, CYP1B1, AHRR, Ah-ðåöåïòîðà è ARNT ìå-
òîäîì îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè è ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè
â êëåòêàõ ðàçëè÷íîé ñòåïåíè îïóõîëåâîé ïðîãðåññèè, ïîëó÷åí-
íûõ èç ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê êðûñû:

Ô16-5 (1), Ô16-20 (2), Ô27 (3), K1 (4), K2 (5) è K8 (6).



ðèñ. 4, öèêëîãåêñèìèä äåéñòâèòåëüíî óâåëè÷èâàåò óðî-
âåíü ìÐÍÊ èíäóöèðóåìûõ ãåíîâ, íî òîëüêî â òåõ êóëüòó-
ðàõ, ãäå ïðîèñõîäèò èíäóêöèÿ ïðè äåéñòâèè ÁÀ. Îäíàêî
ãåíû, êîòîðûå íå îòâå÷àþò íà ââåäåíèå ÁÀ, òàêæå íå÷óâ-
ñòâèòåëüíû ê ââåäåíèþ öèêëîãåêñèìèäà, èç ÷åãî ìîæíî
çàêëþ÷èòü, ÷òî îòñóòñòâèå èíäóêöèè íå ñâÿçàíî ñ óâåëè-
÷åíèåì ýêñïðåññèè AHRR.

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè çàêîíîìåðíîñòè
ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíîâ èçîôîðì CYP1A1 è
1B1, ÿâëÿþùèõñÿ îñíîâíûìè ôàêòîðàìè îêèñëåíèÿ êñå-
íîáèîòèêîâ òèïà ÏÀÓ, è ýêñïðåññèþ ìÐÍÊ ãåíîâ, ó÷àñò-
âóþùèõ â ðåãóëÿöèè CYP (Ah-ðåöåïòîðà, ARNT è
AHRR), â êóëüòóðàõ êëåòîê îáùåãî ïðîèñõîæäåíèÿ, íî
ðàçëè÷íîãî óðîâíÿ òðàíñôîðìàöèè. Èñõîäíûìè äëÿ âñåõ

èñïîëüçóåìûõ êëåòîê áûëè ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëà-
ñòîïîäîáíûå êëåòêè êðûñû. Êëåòêè ïåðâîãî ýòàïà òðàíñ-
ôîðìàöèè — èììîðòàëèçîâàííûå — áûëè ïîëó÷åíû
äâóìÿ ñïîñîáàìè: èëè ââåäåíèåì íåîíêîãåííîãî âèðóñà
Ðàóøåðà â ýìáðèîíàëüíûå êëåòêè ñðàçó ïîñëå èõ ïîëó÷å-
íèÿ, èëè â ðåçóëüòàòå äëèòåëüíîãî ïàññèðîâàíèÿ ïîñëå
ïðîõîæäåíèÿ êðèçèñà è ñïîíòàííîé èììîðòàëèçàöèè. Â
êëåòêàõ, èììîðòàëèçîâàííûõ âèðóñîì Ðàóøåðà, íàáëþ-
äàëàñü èíäóêöèÿ âñåõ èíäóöèáåëüíûõ ãåíîâ, íå ìåíåå
ýôôåêòèâíàÿ, ÷åì â èñõîäíûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëà-
ñòîïîäîáíûõ êëåòêàõ ðàííåãî ïàññàæà. Â êëåòêàõ, èì-
ìîðòàëèçîâàííûõ â ðåçóëüòàòå äëèòåëüíîãî ïàññèðîâà-
íèÿ è ïðîõîæäåíèÿ êðèçèñà, èíäóöèðóåòñÿ òîëüêî ãåí
CYP1B1, à èíäóêöèÿ ìÐÍÊ CYP1A1 è AHRR îòñóòñòâóåò.
Ýòè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñâîéñòâà èì-
ìîðòàëèçîâàííûõ êëåòîê îïðåäåëÿþòñÿ íå òîëüêî èõ
ñïîñîáíîñòüþ ê íåîãðàíè÷åííîìó âî âðåìåíè ñóùåñòâî-
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå áåíç/à/àíòðàöåíà íà óðîâåíü ìÐÍÊ ãåíîâ
CYP1A1 (à), CYP1B1 (á) è AHRR (â) â êëåòêàõ Ô16-5 (1),

Ô16-20 (2), Ô27 (3), K1 (4), K2 (5) è K8 (6).

Çäåñü è íà ðèñ. 4: ãèñòîãðàììû ïîñòðîåíû ïî äàííûì äåíñèòîìåòðèè
ýëåêòðîôîðåãðàìì (ðèñ. 1). Èçìåíåíèÿ äàíû â % ïî îòíîøåíèþ ê êîíò-

ðîëþ. Ïðèâåäåíû ñðåäíèå èç ÷åòûðåõ ýêñïåðèìåíòîâ.

Ðèñ. 4. Âëèÿíèå öèêëîãåêñèìèäà íà óðîâåíü ìÐÍÊ ãåíîâ
CYP1A1 (à), CYP1B1 (á) è AHRR (â) â êëåòêàõ Ô16-5 (1),

Ô16-20 (2), Ô27 (3), K1 (4), K2 (5) è K8 (6).



âàíèþ, íî è òåì, êàê ýòî ñâîéñòâî áûëî ïîëó÷åíî. Èçâå-
ñòíî, ÷òî â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ è ñòàðåíèÿ êóëüòó-
ðû ñïîñîáíîñòü ê èíäóêöèè èçîôîðì CYP óìåíüøàåòñÿ
(Alexander et al., 1997). Ââåäåíèå èíäóêòîðà ÁÀ â ñðåäó
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê, èììîðòàëèçîâàííûõ âèðóñîì
Ðàóøåðà ñðàçó ïîñëå âûäåëåíèÿ, âûçûâàåò âûñîêóþ ñòå-
ïåíü èíäóêöèè èçîôîðì CYP, è ýòà èíäóöèáåëüíîñòü ñî-
õðàíÿåòñÿ â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïðè
ïàññèðîâàíèè ïðîèñõîäèò ñòàðåíèå íåèììîðòàëèçîâàí-
íûõ êëåòîê ñ ïàäåíèåì ñïîñîáíîñòè ê èíäóêöèè íåêîòî-
ðûõ ãåíîâ, ñâÿçàííîå, âîçìîæíî, ñ óêîðî÷åíèåì òåëîìå-
ðû. Òàêèì îáðàçîì, èììîðòàëèçîâàííûå â «ìîëîäîì»
ñîñòîÿíèè êëåòêè ñîõðàíÿþò ñïîñîáíîñòü ê èíäóêöèè
ÏÀÓ ïðè äëèòåëüíîì ïàññèðîâàíèè, ïðèñóùóþ èñõîä-
íûì êëåòêàì. Ñïîíòàííî èììîðòàëèçîâàííûå êëåòêè äî
ïîëó÷åíèÿ áåññìåðòèÿ ïðîøëè ìíîãîêðàòíîå äåëåíèå,
ïðèâîäÿùåå ê ñòàðåíèþ êóëüòóðû è ïîÿâëåíèþ ïîêàçàòå-
ëåé ñòàðåíèÿ, â òîì ÷èñëå ïîòåðå ñïîñîáíîñòè ê èíäóê-
öèè ðÿäà ãåíîâ. Ïîýòîìó â ñïîíòàííî èììîðòàëèçîâàí-
íûõ êëåòêàõ Ô16-20, ïðîøåäøèõ äëèííûé ïóòü ïàññèðî-
âàíèÿ, ÁÀ âûçûâàåò ìåíüøóþ ýêñïðåññèþ ìÐÍÊ
èíäóöèáåëüíûõ ãåíîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè Ô27.
Âîçìîæíî è äðóãîå îáúÿñíåíèå îòñóòñòâèÿ èíäóêöèè ãå-
íîâ CYP1A1 è AHRR â êëåòêàõ Ô16-20: ñïîíòàííî èì-
ìîðòàëèçóþòñÿ ïî êàêîé-ëèáî ïðè÷èíå òîëüêî êëåòêè, â
êîòîðûõ íàðóøåí ìåõàíèçì èíäóêöèè, ñòèìóëèðóåìûé
ÏÀÓ.

Òðàíñôîðìèðîâàííûå êëîíû ïî ñïîñîáíîñòè ê èí-
äóêöèè îòëè÷àþòñÿ äðóã îò äðóãà, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî
áûëè ïîëó÷åíû èç îáùèõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ.
Åñëè â êëîíå K2 èíäóöèðóþòñÿ âñå ãåíû, ñïîñîáíûå ê
èíäóêöèè, â êëîíå K1 — AHRR è CYP1A1, òî â êëîíå K8
îòñóòñòâóåò èíäóêöèÿ âñåõ òðåõ èíäóöèáåëüíûõ ãåíîâ.
Ïîñêîëüêó â îïóõîëÿõ â ïîäàâëÿþùåì áîëüøèíñòâå ñëó-
÷àåâ êîíñòèòóòèâíûé óðîâåíü CYP è ñïîñîáíîñòü CYP ê
èíäóêöèè ñíèæåíû (Êîáëÿêîâ, 1998), ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî îïóõîëü ðàçâèâàåòñÿ íå èç âñåõ òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ êëîíîâ, à òîëüêî èç òåõ, êîòîðûå èìåþò ñíèæåí-
íûé óðîâåíü CYP è(èëè) ïîíèæåííóþ ñïîñîáíîñòü ãå-
íîâ ê èíäóêöèè. Â ñëó÷àå õèìè÷åñêîãî êàíöåðîãåíåçà,
âûçâàííîãî äåéñòâèåì ñîåäèíåíèé òèïà ÏÀÓ, ýòîò ôåíî-
ìåí ìîæåò áûòü îáúÿñíåí ñëåäóþùèì îáðàçîì. Ñòàäèÿ
ïðîìîöèè â ðàçâèòèè îïóõîëè â îòëè÷èå îò ñòàäèè îáðà-
çîâàíèÿ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ñòèìóëèðóåòñÿ íå-
ìåòàáîëèçèðîâàííîé, õèìè÷åñêè èíåðòíîé ìîëåêóëîé
âåùåñòâà. Â íåìåòàáîëèçèðîâàííîé ôîðìå êàíöåðîãåí
íåòîêñè÷åí, ñòèìóëèðóåò ïðîëèôåðàöèþ (Ãóæàåâà è äð.,
1999) è íàðóøàåò ìåæêëåòî÷íûå ùåëåâûå êîíòàêòû
(Øàðîâñêàÿ è äð., 2004), ò. å. âûçûâàåò ñîáûòèÿ, íåîáõî-
äèìûå äëÿ ïðîìîöèè êàíöåðîãåíåçà (Rakitsky et al.,
2000). Òàêèì îáðàçîì, â êëåòêàõ, â êîòîðûõ îòñóòñòâóåò
èíäóêöèÿ CYP, ñ îäíîé ñòîðîíû, îáðàçóåòñÿ ìåíüøåå êî-
ëè÷åñòâî àêòèâíûõ ìåòàáîëèòîâ, ñïîñîáíûõ âûçâàòü
òîêñè÷åñêîå äåéñòâèå, à ñ äðóãîé — ïðîèñõîäèò íàêîï-
ëåíèå èñõîäíîé, íåìåòàáîëèçèðîâàííîé ôîðìû êàíöåðî-
ãåíà, ñòèìóëèðóþùåé ñòàäèþ ïðîìîöèè. Òàêèì îáðàçîì,
ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî â ïðîöåññå õèìè÷åñêîãî êàíöå-
ðîãåíåçà íà ñòàäèè òðàíñôîðìàöèè ìîãóò îáðàçîâû-
âàòüñÿ êëîíû ñ ðàçëè÷íûì ñîäåðæàíèåì CYP (â òîì ÷èñ-
ëå è áëèçêèì ê óðîâíþ â èñõîäíûõ êëåòêàõ) è ðàçëè÷íîé
ñïîñîáíîñòüþ ê èíäóêöèîííîìó îòâåòó íà ââåäåíèå
ÏÀÓ. Îäíàêî ïðåèìóùåñòâî â ðàçâèòèè ïîëó÷àþò êëîíû
ñ íèçêîé êîíñòèòóòèâíîé è íàâåäåííîé (èíäóöèáåëüíîé)
ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ â îòíîøåíèè êàíöåðî-
ãåíîâ.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
â ïðîöåññå îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè ïðîèñõîäÿò èçìå-
íåíèÿ â ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê ê âîçäåéñòâèþ èíäóê-
òîðà CYP. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ ãå-
íîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ïåðåäà÷å èíäóêöèîííîãî ñèãíàëà
(Ah-ðåöåïòîðà è ARNT), íå ìåíÿåòñÿ â ïðîöåññå îïóõî-
ëåâîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê, â òî âðåìÿ êàê â ýòèõ æå
êëåòêàõ èíäóêöèÿ ãåíîâ CYP1A1, CYP1B1 è AHRR ñèëü-
íî ðàçëè÷àåòñÿ. Èç ýòîãî ñëåäóåò, ÷òî ðåãóëÿöèÿ èíäóê-
öèè êîíòðîëèðóåòñÿ íå òîëüêî íà óðîâíå ýêñïðåññèè ãå-
íîâ Ah-ðåöåïòîðà è áåëêà ARNT, íî è äðóãèõ, â íàñòîÿ-
ùèé ìîìåíò íåèçâåñòíûõ ôàêòîðîâ.

Ýêñïåðèìåíòû ñ öèêëîãåêñèìèäîì, êîòîðûé, êàê
áûëî ïîêàçàíî ðàíåå (Mimura et al., 1999; Ma et al., 2000),
óâåëè÷èâàåò ýêñïðåññèþ ìÐÍÊ ãåíîâ, çàâèñèìûõ îò
Ah-ðåöåïòîðà (çàâèñèìûõ áëàãîäàðÿ óìåíüøåíèþ óðîâ-
íÿ ëàáèëüíîãî áåëêà AHRR, ÿâëÿþùåãîñÿ îòðèöàòåëü-
íûì ðåãóëÿòîðîì ýêñïðåññèè), ïîêàçàëè, ÷òî îòñóòñòâèå
èíäóêöèè íå ñâÿçàíî ñ ãèïåðïðîäóêöèåé ýòîãî áåëêà.
Ââåäåíèå öèêëîãåêñèìèäà íå óâåëè÷èâàëî óðîâíÿ ìÐÍÊ
ãåíîâ, êîòîðûå íå èíäóöèðîâàëèñü ÁÀ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
06-04-48738à).

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Ãóæàåâà Å. Ë., Îñòàøêèíà Í. Ì., Êîíäàëåíêî Â. Ô., Êîá-
ëÿêîâ Â. À. 1999. Ðàçëè÷íûå ïóòè ïåðåäà÷è ìèòîãåííîãî è èí-
äóöèðóþùåãî ñèãíàëîâ ïðè äåéñòâèè èíäóêòîðîâ öèòîõðîìà
P-450. Áèîõèìèÿ. 64 (8) : 1105—1109.

Êîáëÿêîâ Â. À. 1990. Öèòîõðîìû ñåìåéñòâà P450 è èõ ðîëü
â àêòèâàöèè ïðîêàíöåðîãåíîâ. Ì.: ÂÈÍÈÒÈ. 190 ñ.

Êîáëÿêîâ Â. À. 1998. Ðåãóëÿöèÿ öèòîõðîìà P450 â îïóõîëÿõ
è â ïðîöåññå êàíöåðîãåíåçà. Áèîõèìèÿ. 63 (11): 1043—1058.

Êîáëÿêîâ Â. À. 2003. Öèòîõðîì P450: ôóíêöèîíèðîâàíèå è
ðåãóëÿöèÿ. Áèîë. ìåìáðàíû. 20 (3) : 265—272.

Øàðîâñêàÿ Þ. Þ., Âàéìàí À. Â., Ñîëîìàòèíà Í. À., Êîá-
ëÿêîâ Â. À. 2004. Èíãèáèðîâàíèå ìåæêëåòî÷íûõ ùåëåâûõ êîí-
òàêòîâ êàíöåðîãåííûìè ïîëèöèêëè÷åñêèìè àðîìàòè÷åñêèìè
óãëåâîäîðîäàìè (ÏÀÓ) â êóëüòóðå êëåòîê â îòñóòñòâèå ìåòàáî-
ëè÷åñêîãî ïðåâðàùåíèÿ ÏÀÓ. Áèîõèìèÿ. 69 (4) : 511—518.

Alexander D., Eltom S., Jefcoate C. 1997. Ah receptor regula-
tion of CYP1B1 expression in primary mouse embryo-derived
cells. Cancer Res. 57 : 4498—4506.

Denison M., Pandini A., Nagy S., Baldwin E., Bonati L. 2002.
Ligand binding and activation of the Ah receptor. Chem. Biol.
Interact. 141 : 3—24.

Elliott A., Bronson D., Stein N., Fraley E. 1976. In vitro culti-
vation of epithelial cells derived from tumors of the human urinary
tract. Cancer Res. 36 : 365—369.

Handschin C., Meyer U. 2003. Induction of drug metabolism:
the role of nuclear receptors. Pharmacol. Rev. 55 : 649—673.

Ma Q., Renzelli A., Baldwin K., Antonini J. 2000. Superinduc-
tion of CYP1A1 gene expression. Regulation of 2, 3, 7, 8-tetrachlo-
rodibenzo-p-dioxin-induced degradation of Ah receptor by cyclohe-
ximide. J. Biol. Chem. 275 : 12 676—12 683.

Mimura J., Ema M., Sagawa K., Fujii-Kuriyama Y. 1999.
Identification of a novel mechanism of regulation of Ah (dioxin) re-
ceptor function. Genes Develop. 13 : 20—26.

Nebert D., Nelson D., Coon M., Estabrook R., Feyerstein R.,
Fuji-Kuriyama Y., Gonzalez F., Guengerich P., Gunsalus I., John-
son E., Loper J., Sato R., Waterman M., Waxman D. 1991. The
P450 superfamily: update on new sequences, gene mapping, and re-
commended nomenclature. DNA and Cell Biol. 10 : 1—14.

Nebert D., Roe A., Dieter M., Solis W., Yang Y., Dalton T.
2000. Biochem. Pharmacol. 59 : 65—85.

Ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå ðåãóëÿöèè èíäóêöèè èçîôîðì öèòîõðîìà P450 721



Price P., Freeman A., Lane W., Huebner R. 1971. Morphologi-
cal transformation of rat embryo cells by the combined action of
3-methylcholanthrene and Rauscher leukaemia virus. Nat. New
Biol. 230 : 144—146.

Rakitsky V., Koblyakov V., Turusov V. 2000. Nongenotoxic
(epigenetic) carcinogens: pesticides as an example. A critical revi-
ew. Teratogenesis, carcinogenesis, and mutagenesis. 20 : 229—
240.

Ïîñòóïèëà 3 IV 2006

A COMPARATIVE STUDY OF INDUCTION REGULATION IN CYTOCHROMES FAMILY 1 P450
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Lipophilic xenobiotics, including some carcinogenic agents and cytostatics, are metabolized by cytochrome
P450 isoforms (CYP). In tumours expression of CYP genes and their inducibility are lower than in a homologo-
us normal tissue. This phenomenon determines the known higher cytostatic stability of tumour cells. To clarify,
at which particular stage of tumour transformation the level of family 1 CYP may change, we compared mRNA
expression of CYP1A1, CYP1B1 and also of proteins regulated CYP expression: Ah receptor, ARNT and
AHRR. For this aim we studied embryonic and fibroblast-like cells, in addition to cells of the same types but im-
mortalized by the Rausher virus, or spontaneously after crisis. Besides, we investigated transformed clones obta-
ined by means of benzo/a/pyrene action on Rausher virus-immortalized cells. Constitutive expression of genes
studied in all cell cultures was shown. Benzo/a/anthracene induction increases the mRNA expression of all indu-
cible genes (CYP1A1, CYP1B1, AHRR) in the original embryonic cells, in Rausher virus-immortalized cells, and
in transformed clone K2. In both spontaneously immortalized cells and transformed clone K1 only CYP1B1 was
induced. In transformed clone K8 no inducible gene was induced. In summary, we have shown that: 1) the abili-
ty of immortalized cells to CYP induction is determined not only by their capacity for a non-limited persistence,
but also by the nature of immortalization; 2) despite their common genesis, the transformed clones differ in their
ability to induce CYP. In addition to Ah receptor and ARNT, some other, yet unknown factors may also take part
in CYP induction.

K e y w o r d s: cytochrome P450, transformation, immortalization, gene induction, benzo/a/anthracene.
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