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Физиологически активные вещества 
(ФАВ) различного происхождения способ-
ны вызывать патологические процессы в 
организме человека, трудно поддающиеся 
своевременному распознанию существую-
щими методами клинической диагностики. 
Затрудняет установление факта поражения 
ФАВ наличие популяционных различий в 
генотипах людей, приводящих к различ-
ным, иногда противоположным ответам 
биохимических и физиологических систем 
человека на такое воздействие [1–3].

Цель настоящей работы – разработать спо-
соб ранней диагностики патологических состо-

яний человека, вызванных воздействием ФАВ, 
обладающих генотоксическими свойствами.

Материалы и методы 
Оценить факт воздействия ФАВ и их по-

следствий на организм человека возможно, 
используя метод фенотипирования, в част-
ности, метод фармакологического зондиро-
вания. Суть метода заключается в разделении 
популяции на группы (фенотипы) по значени-
ям фармакокинетических параметров хорошо 
изученного лекарственного препарата (фарма-
кологического зонда) при воздействии на орга-
низм в эквимолярной дозе, характеризующей 
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физиологическую норму организма. Фармако-
кинетические параметры фармакологического 
зонда отражают интенсивность элиминации 
препарата и косвенно характеризуют актив-
ность ферментов, участвующих в его метабо-
лизме, как в норме, так и после воздействия на 
организм ФАВ, метаболизм которого протекает 
с участием тех же ферментных систем.

При изучении формирования адаптаци-
онно-компенсаторных метаболических реак-
ций использовали клинически здоровых белых 
нелинейных крыс, имеющих сходные с челове-
ком качественные характеристики изофермен-
тов цитохрома Р-450 [3].

В качестве ФАВ, обладающих генотокси-
ческими свойствами, использовали сернистый 
иприт и радиоизотоп урана-238 (биомаркеры 
воздействия). Мишенью данных генотоксикан-
тов являются митохондриальные ДНК, непо-
средственно близкие к дыхательной цепи, уча-
ствующие в экспрессии генов по инициации 
активных форм кислорода [4]. В качестве фарм-
зонда использовали карбамазепин (биомаркер 
эффекта), биотрансформация которого про-
ходит с образованием эпоксиформ [5]. Карба-
мазепин – ГАМК-миметик, трансформируется 
монооксигеназной системой по эпоксиддиоль-
ному пути и относится к лекарственным про-
тивосудорожным средствам. Иприт вводили 
внутривенно в дозе 0,1 LD50 (0,15 мг/кг), радио
изотоп урана-238 – внутримышечно в эквимо-
лярной дозе (0,1 LD50 = 0,0012  мКи/кг). Дозы 
0,1  LD50 исследуемых веществ определяются в 
области пороговых значений.

Эксперимент проводили в условиях in vivo. 
Для установления нормы реакции у животных 
определяли фармакокинетические параметры 
карбамазепина при его пероральном введении 
в дозе 25 мг/кг в 1 % водном растворе крахмала 
в объеме 10 мл/кг. Всего обследовано 200 жи-
вотных, из которых выделено по девять особей 
с быстрым и медленным метаболизмом карба-
мазепина. Разграничение особей на различные 
фенотипы, характеризующие интенсивность 
элиминации карбамазепина по эпоксиддиоль-
ному пути, осуществляли по достоверно отли-
чающимся расчетным значениям фармакоки-
нетических параметров препарата, найденным 
по его концентрации в плазме крови исследуе-
мых биообъектов.

На рисунках 1, 2 показаны значения нор-
мы клиренса карбамазепина для особей с 
быстрым и медленным типами эпоксидиро-
вания. Клиренс обоснован в качестве основ-
ного показателя, характеризующего скорость 
удаления вещества из организма, который в 
данном случае отражает интенсивность про-
цессов эпоксидирования карбамазепина. По 
истечении двух недель выделенных особей 

каждого фенотипа подвергали воздействию 
генотоксикантом и определяли фармакоки-
нетические параметры карбамазепина при 
его повторном введении в разные сроки ин-
токсикации в течение двух месяцев. Кровь у 
крыс забирали из подъязычной вены на 1, 3, 
7, 14, 30 и 60 сут. Предварительно показано, 
что в контрольной группе животных отсут-
ствуют значимые различия фармакокинети-
ческих параметров карбамазепина в установ-
ленные сроки наблюдения [3].

Пробоподготовку осуществляли путем от-
бора в пробирки по 1 мл плазмы крови. Плазму 
подкисляли добавлением 50 мкл 6 М HCl. Затем 
небольшими порциями в течение 30 с прилива-
ли 8 мл хлороформа, после чего добавляли 60 мг 
аммония сернокислого. Каждое добавление реак-
тивов сопровождалось интенсивным перемеши-
ванием проб. Полученные таким образом пробы 
центрифугировали 10 мин при 3000 об./мин. За-
тем 6 мл супернатанта отбирали в чистые про-
бирки и выпаривали потоком воздуха до сухого 
остатка при 42 °С. После чего в пробирки добав-
ляли по 100 мкл метилового спирта, встряхивали 
в течение 30 с и проводили хроматографический 
анализ полученного раствора.

Концентрацию фармзонда определяли 
в плазме крови крыс с помощью жидкостной 
обращенно-фазовой хроматографии. Опти-
мизацию параметров хроматографического 
разделения карбамазепина проводили на ко-
лонках Zorbax SB–C18 (4,6 × 250 мм, 5 мкм) на 
высокоэффективном жидкостном хроматогра-
фе (ВЭЖХ) Agilent HP 1100  фирмы «Hewlett 
Packard» (США). Идентификацию карбамазе-
пина осуществляли при λ = 290 нм и подвиж-
ной фазе метанол–вода в соотношении 70:30 
объемных единиц. Скорость потока подвиж-
ной фазы составила 1 мл/мин. Преимуществом 
ВЭЖХ является высокая чувствительность и 
селективность определяемых соединений в 
биологических средах организма.

Математическую обработку результатов 
по расчету интегральных модельно-независи-
мых фармакокинетических параметров про-
изводили с использованием метода статисти-
ческих моментов [6]. Основным достоинством 
модельно-независимого метода статистических 
моментов является его объективность, получа-
емые оценки параметров в минимальной степе-
ни зависят от субъективных факторов.

Результаты и обсуждение
Результаты исследований, полученные 

при оценке фармако-, токсикокинетических 
характеристик ФАВ в организме, учитыва-
ющие генотип биообъекта, являются ключе-
выми по поиску биомаркеров токсического 
воздействия и эффекта, что способствует раз-
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работке способов донозологической диагно-
стики патологических состояний организма. 
Данный постулат основан на современных 
представлениях инициации механизма ток-
сичности ФАВ, состоящий из трех этапов [7]. 
Первый этап характеризуется воздействи-
ем вещества или активных форм метаболи-
тов (биомаркер воздействия) на организм и 
инициацией экспрессии генов. Второй этап 
определяется генетическим кодом организма 
и экспрессией сигналов, путем транскрип-
ции матричной РНК (мРНК) с кодирующего 
участка ДНК (кДНК). На данном этапе опре-
деляется состав протеома (белковых молекул). 
Третий этап характеризуется установлением 
каталитических факторов метаболизма про-

теома. Осуществляется синтез de novo необхо-
димых белков или биологических структур, в 
том числе рецепторных (биомаркеры эффек-
та). Регуляция взаимодействий циклична, так 
как вещество воздействует на геном, иниции-
руя экспрессию генов, а метаболом регулиру-
ет геном через генную транскрипцию посред-
ством специальных белково-метаболических 
взаимодействий. Учитывая основные этапы 
в инициации механизма токсичности ФАВ, 
нами разработан способ определения состо-
яния системы микросомального окисления in 
vivo, включая характеристику наследственно 
обусловленной интенсивности эпоксидиру-
ющих реакций метаболизма (образование 
метаболитов с промежуточными эпоксифор-

Рисунок 1 —  Влияние иприта и радиоизотопа урана-238 на величину клиренса карбамазепина 
у крыс с быстрым типом эпоксидирования   

(1 — контрольное значение клиренса карбамазепина и его стандартная ошибка (0,25 ± 0,032), количе-
ство животных – 9; 2  — величина клиренса карбамазепина после внутримышечного введения крысам 

радиоизотопа урана-238 в дозе 0,1 LD50 ; 3 — величина клиренса карбамазепина после внутривенного 
введения крысам иприта в дозе 0,1 LD50 ; 4 — величина клиренса карбамазепина после комбинированно-

го действия на организм крыс иприта и радиоизотопа урана-238 в эквимолярных дозах)
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Рисунок 2 —  Влияние иприта и радиоизотопа урана–238 на величину клиренса карбамазепина у крыс с 
медленным  типом эпоксидирования  

 (1 — контрольное значение клиренса карбамазепина и его стандартная ошибка (0,078 ± 0,0088), коли-
чество животных – 9; 2 — величина клиренса карбамазепина после внутривенного введения крысам 

иприта в дозе 0,1 LD50 ; 3  — величина клиренса карбамазепина после внутримышечного введения кры-
сам радиоизотопа урана-238 в дозе 0,1 LD50 ; 4 —  величина клиренса карбамазепина после комбиниро-

ванного действия на организм крыс иприта и радиоизотопа урана–238 в эквимолярных дозах)

О.М. Антонова
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мами) [8]. Основные результаты теста пред-
ставлены на рисунках 1, 2. Анализ данных, 
представленных графически на рисунках 1, 
2, свидетельствует о разнонаправленном из-
менении показателя клиренса карбамазепи-
на при однократном действии на организм 
крыс иприта или радиоизотопа урана-238 
в дозах 0,1 LD50. Для крыс с быстрым типом 
эпоксидирования характерно ингибирова-
ние микросомальных монооксигеназ печени 
крыс, тогда как для животных с медленным 
фенотипом – активация. Активация микро-
сомальных монооксигеназ печени для особей 
с медленным типом эпоксидирования (мед-
ленным фенотипом метаболизма) характери-
зует значение параметра клиренса, вышедшее 

за рамки величины +2δ, что свидетельствует 
о перенапряжении механизмов адаптации в 
первые трое суток. К тридцатым суткам ин-
токсикации интенсивность реакций детокси-
кации для этой группы животных приходит 
в норму. Для особей с быстрым типом эпок-
сидирования (быстрым фенотипом метабо-
лизма) характерен более длительный период 
адаптации на протяжении всего периода на-
блюдения. Для данной группы животных при 
внутривенном введении иприта значения 
клиренса карбамазепина практически совпа-
дают с величинами, отражающими достовер-
ные границы –2δ, что свидетельствует о на-
пряжении механизмов адаптации. Очевидно, 
для особей с медленным типом эпоксидиро-
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вания адаптационные возможности организ-
ма лежат в более узком диапазоне, при усло-
вии, когда токсическое действие в большей 
степени зависит от исходных веществ, а не 
вновь образующихся активных форм метабо-
литов.

Адаптационно-компенсаторные реакции 
организма, характеризующие быстрый и мед-
ленный типы элиминации карбамазепина, 
реагируют на воздействие радиоизотопа ура-
на-238 сходным образом, как при воздействии 
иприта. Необходимо особо подчеркнуть, что 
к третьим суткам интоксикации особи с мед-
ленным типом эпоксидирования после воздей-
ствия радиоизотопа урана-238 имеют значения 
фармакокинетических параметров карбамазе-
пина, характерные для особей с быстрым ти-
пом метаболизма в норме. Тогда как интенсив-
ность метаболизма монооксигеназной системы 
для особей с быстрым фенотипом снижается 
и приближается к нормальным значениям, ха-
рактерным для особей с медленным феноти-
пом. Таким образом, без разделения особей на 
фенотипы факт воздействия урана-238 в обла-
сти пороговой дозы (0,1 LD50) к третьим суткам 
интоксикации не обнаруживается.

Комбинированное действие иприта и ра-
диоизотопа урана-238 существенным образом 
не отличается от отклика ферментов моноок-
сигеназной системы по интенсивности микро-

сомального эпоксидирования карбамазепина 
при раздельном воздействии химического и 
физического факторов. Очевидно, активность 
и содержание ферментов печени, участвующих 
в детоксикации исследуемых веществ, доста-
точна для адаптации монооксигеназной систе-
мы и не приводит к существенному изменению 
адаптационно–компенсаторных реакций орга-
низма при комбинированном воздействии хи-
мического и физического факторов.

Анализ представленных данных свиде-
тельствует, что разработанный способ позво-
ляет увеличить точность и чувствительность 
ранней диагностики параметров функциони-
рования жизненно важных систем организма 
человека в условиях in vivo путем установ-
ления популяционной чувствительности к 
воздействующему веществу по фармакоки-
нетике фармакологического зонда. Практи-
ческая ценность полученных результатов 
заключается в том, что предварительное по-
пуляционное деление на фенотипы позволяет 
выявить именно 5 % особей, у которых значе-
ния показателей нормы выходят за пределы 
референт-диапазона. Такой подход особенно 
важен в связи с тем, что рекомендуемые сани-
тарные стандарты исходно рассчитаны не на 
всю популяцию. Пять процентов населения 
в условиях соблюдения ПДК могут оказаться 
пораженными, в связи с тем, что изначаль-

Рисунок 3 —  Определения понятий нормы, порога вредного действия и предпатологических состоя-
ний организма с позиции детоксикации ксенобиотиков  

(1 — контрольные значения клиренса и его стандартная ошибка (M ± m); 2 — граница стандартного 
отклонения (±2δ); 3 — величина стандартной ошибки клиренса при пороговой реакции организма)
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но закладывается достоверность выводов, 
равная 95 % (±2δ). В настоящее время стан-
дартное отклонение предлагается увеличить 
до ±3δ [9]. Однако даже при таком подходе 
существуют люди с показателями нормы, по-
падающие в группу повышенного риска из-за 
особенностей онтогенеза.

Результатом проведенных исследований 
является иллюстрация наиболее важных воз-
можных механизмов при формировании адап-
тационно-компенсаторных реакций организма 
(рисунок 3). На основании проведенного ана-
лиза литературных источников об общепри-
знанных представлениях функционирования 
организма в норме [10, 11], а также собственных 
экспериментальных исследований предлагаем 
использовать понятие нормы и определения 
адаптационно-компенсаторных состояний ор-
ганизма с позиции детоксикации ксенобиоти-
ков (рисунок 3) [8].

Выводы
1.	 Разработан способ определения состо-

яния системы микросомального окисления in 
vivo, позволяющий повысить чувствительность 
и специфичность методов ранней диагностики 
патологических состояний биообъекта в усло-
виях воздействия на организм ФАВ, обладаю-
щих генотоксическими свойствами.

2.	 Установлено, что крайние значения 
фармакокинетических показателей фармзон-
да (карбамазепина), попадающие в 5 %-ный 
диапазон нормы, по-разному отвечают на воз-

действие вредного фактора. Для одной группы 
биообъектов (медленный фенотип метаболиз-
ма веществ по эпоксиддиольному пути) после 
воздействия иприта и радиоизотопа урана-238 
в дозах в области пороговых значений (0,1 LD50) 
происходит активация процессов адаптации 
по значениям клиренса карбамазепина. Для 
другой группы биообъектов (быстрый фено-
тип) – ингибирование.

3.	 Норма реакции организма на ФАВ мо-
жет быть установлена по интенсивности ми-
кросомального окисления. 

Словарь терминов
Генотип – совокупность всех генов, при-

сущих конкретной особи. 
Фенотип – совокупность наблюдаемых ха-

рактерных свойств организма, а также прояв-
ление его изменчивости, с учетом содержания 
и активности конститутивных (при рождении 
организма) биомолекулярных структур.

Референтный диапазон – 95 % результатов 
исследуемого показателя нормы, расположен-
ные в пределах среднего значения ±2δ.

Биомаркер воздействия – физиологически 
активное вещество, присутствующее в биосуб-
стратах биообъекта, воздействует на геном и 
инициирует экспрессию генов.

Биомаркер эффекта – эндогенное соедине-
ние и (или) метаболиты вещества, являющиеся 
индикаторами нарушения функции органа или 
системы органов.
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