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Стресіндуковані зміни вмісту цитохрому Р450 2Е1  
у печінці мишей  
при хронічному психоемоційному перенапруженні

Досліджено зміни експресії цитохрому Р450 2Е1 (CYP2E1) в печінці мишей, які зазнали психоемоцій-
ного стресу (ПЕС). Було показано дворазове відносно контролю зниження вмісту ферменту, який 
не повертався до норми навіть після відміни дії стресора. При цьому змін рівня мРНК Cyp2e1 не 
спостерігалося на жодному з етапів експерименту. Одночасно з цим виявлено достовірне зниження 
відносно контролю експресії hsp90 – одного з факторів, що визначає рівень деградації CYP2E1 у 
клітині. Показано також, що в печінці дослідних тварин розвивається оксидативний стрес, про 
що свідчить триразове збільшення вмісту малонового діальдегіду на тлі п’ятикратного зниження 
активності каталази. Зниження експресії цитохрому Р450 2E1 у печінці мишей при ПЕС зумовлено 
інтенсифікацією пероксидних процесів і розвитком оксидативного стресу. При цьому зменшення 
вмісту білка CYP2E1, ймовірно, не пов’язано з hsp90-залежними процесами його деградації в клітині.
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ВСТуп

Білок CYP2E1 є однією з ізоформ мікро-
сомного цитохрому Р450, що бере участь 
у біотрансформації ліпофільних речовин 
ендогенного та екзогенного походження. Ци-
тохром Р450 2Е1-монооксигеназне окиснення 
гідрофобних ксенобіотиків призводить до ут-
ворення в їх молекулах реактивних груп. Ак-
тивовані таким чином метаболіти кон’югують 
з молекулами глутатіону, спричинюючи утво-
рення водорозчинних комплексів, що сприяє 
виведенню ксенобіотиків з організму. Варто 
зазначити, що завдяки реактивним групам 
ці метаболіти можуть взаємодіяти і з інши-
ми біомакромолекулами, викликаючи різні 
структурно-функціональні пошкодження 
клітини [15].

Крім монооксигеназної, цитохром Р450 
2Е1 виявляє також оксидазну активність у 
клітині, і, отже, є потужним клітинним проок-
сидантом [15]. Завдяки цьому він бере участь 
у підтриманні гомеостазу клітини, здійснюю-

чи регуляцію її прооксидантно-антиоксидант-
ного балансу. Показано, що CYP2E1 генерує 
у своєму каталітичному циклі активні форми 
кисню (АФК), які викликають інтенсифікацію 
процесів пероксидного окиснення. Це може 
призводити до дисбалансу прооксидантно-ан-
тиоксидантних процесів і розвитку в клітині 
оксидативного стресу [10, 13, 15].

Такі CYP2E1-залежні процеси харак-
терні головним чином для клітин печінки, 
оскільки саме в цьому органі спостерігається 
найвищий рівень експресії ферменту і здійс-
нюється детоксикація більшості екзогенних 
речовин [13, 15]. Таким чином, CYP2E1 є не 
тільки одним з основних ферментів деток-
сикаційної системи, але і ключовою ланкою 
системи забезпечення гомеостазу клітин пе-
чінки, відіграючи важливу роль у регуляції 
багатьох фізіологічних процесів в організмі 
[8]. Тому зміни рівня експресії CYP2E1 в 
печінці можуть призводити до порушення 
функціонування організму як на клітинному, 
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так і на системному рівнях. Показано участь 
ферменту у розвитку багатьох локальних і 
системних патологій, таких як рак і цироз 
печінки, гепатит різної етіології, цукровий 
діабет, ожиріння тощо [10, 13, 15].

Рівень експресії CYP2E1 у клітинах печін-
ки регулюється на всіх етапах його біосинте-
зу – від ініціації транскрипції до пострансля-
ційних процесів [13]. На пострансляційному 
етапі вміст CYP2E1 у клітині контролюють 
молекулярні шаперони, зокрема hsp90. Так, 
в екпериментах in vitro показано, що hsp90 
сприяє протеасомній деградації ферменту, і 
специфічне його інгібування призводить до 
різкого збільшення вмісту білка CYP2E1 у 
клітині [12]. На експресію CYP2E1 можуть 
впливати різні фактори навколишнього сере-
довища (хімічні, фізичні, біологічні тощо). 
Показано, що залежно від природи стресора 
спостерігається різний характер змін екс-
пресії CYP2E1 [5]. Останнім часом у зв’язку 
з прискоренням темпу життя надзвичайно 
актуальною є проблема психоемоційного 
перенапруження, що викликається хронічним 
впливом на організм психогенних факторів, 
внаслідок чого у людини розвивається пси-
хоемоційний стрес (ПЕС), і як результат 
– психосоматичні захворювання, які харак-
теризуються дисфункціями практично всіх 
внутрішніх органів [1].

Відомо, що ПЕС сприяє інтенсифікації 
розвитку хронічних захворювань печінки 
[9, 16]. Вважається, що однією з найбільш 
імовірних причин такої прогресії захворю-
вань може бути оксидативний стрес, який 
розвивається на клітинному рівні при дії 
різних стресорів [9, 16]. Показано, що в цих 
процесах ключову роль відіграє CYP2E1, 
підвищення активності якого може сприяти 
розвитку оксидативного стресу [10]. Вод-
ночас за умов оксидативного стресу інтен-
сифікація пероксидних процесів викликає 
зміни внутрішньоклітинного метаболізму, 
що в свою чергу змінює експресію ферменту 
в клітині [4].

Метою цієї роботи є дослідження змін 

вмісту CYP2E1 у печінці мишей за хроніч-
ної дії психогенних стресорів з урахуванням 
факторів, що визначають його експресію 
– молекулярного шаперону hsp90 та рівня 
пероксидних процесів.

МЕТОДИкА

В експерименті було використано 20 самців 
мишей лінії С57Bl/6 віком 2,5 міс із серед-
ньою масою тіла 23 г розведення віварію 
Інституту молекулярної біології і генетики 
НАН України (Київ). Мишей утримували в 
стандартних умовах: інвертований добовий 
світловий режим, температура повітря – 18–
20 °С та стандартна дієта. При моделюванні 
ПЕС у дослідних тварин відтворювали такі 
негативні емоції, як страх, тривога, агресія і 
т.д., тобто всі ті, що проявляються у людини, 
яка зазнала тривалого психоемоційного пере-
напруження [1]. Тварин було розділено порів-
ну на чотири групи. І – контрольна, – тварини, 
які не зазнали дії стресора. Мишей – ІІ, ІІІ, 
ІV груп піддавали хронічному психоемоцій-
ному перенапруженню/стресу, здійснюючи 
щоденну чотиригодинну іммобілізацію про-
тягом двох тижнів [7, 14]. При цьому тварин 
ІІ групи декапітували на 7-му добу, а ІІІ – на 
14-ту добу від початку експерименту. Мишей 
IV групи після двотижневої іммобілізації 
утримували ще 7 діб за стандартних умов. 
Декапітували мишей під легким ефірним нар-
козом згідно правил роботи з лабораторними 
тваринами [2]. 

Експресію генів Сур2е1 та hsp90 на рівні 
мРНК досліджували за допомогою напівкіль-
кісного аналізу із застосуванням зворотно-
транскрипційної полімеразної ланцюгової 
реакції (ЗТ-ПЛР). Для цього з печінки кож-
ної тварини виділяли тотальну РНК [11], 
після чого на її матриці проводили синтез 
кДНК (для реакції використовували набір 
реагентів «First Strand cDNA Synthesis Kit», 
Fermentas, Литва). Для ПЛР були підібрані 
праймери, специфічні для генів Сур2е1, hsp90 
та β-актину миші (останній використовува-
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ли як внутрішній контроль). Таким чином 
праймери мали такий склад: для Сур2е1 – 
5’AGGCTGTCAAGGAGGTGCTA3’ (прямий) 
та 5’GGAAGTGTGCCTCTCTTTGG3’ (зво-
ротний), для hsp90 – 5’AAAGGA GGCGGAAT 
CTTCTC3’ (прямий) та 5’TCTCTGTTGCTT 
CCCGACTT3’ (зворотний), для β-актину – 
5’ACTGCTCTGGCTCCTAGCAC3’ (прямий) 
та 5’GAAAGGGTGTAAAACGCAGC3’ (зво-
ротний). В результаті ПЛР з використанням 
цих праймерів утворювалися продукти генів 
Сур2е1, hsp90 та β-актину довжиною 210, 200 
та 212 пар нуклеотидів відповідно. У ПЛР 
усіх досліджуваних генів проводили первин-
ну денатурацію при 94 °С протягом 1,5 хв з 
наступною циклічною реакцією, яка завершу-
валася тривалою елонгацією при 72 °С про-
тягом 10 хв. Умови специфічних циклічних 
реакцій були такими: для Сур2е1 – 29 циклів 
складалися з етапів (кожен по 45 с) денатура-
ції при 94 °С, віджигу при 54 °С та елонгації 
при 72 °С; для hsp90 – 27 циклів: денатурація 
при 94 °С, віджиг при 55 °С і елонгація при 
72 °С (кожен етап по 30 с); для β-актину – 27 
циклів: денатурація при 94 °С, віджиг при  
53 °С та елонгація при 72 °С (кожен етап по 
40 с). ПЛР проводили на матриці кДНК (по 
1,5 мкл) у реакційній суміші (об’ємом 25 мкл) 
такого складу: ПЛР-буфер (однократний), 
специфічні праймери (по 0,3 мкмоль/л кожно-
го), суміш dNTP (0,2 ммоль/л), хлорид магнію 
(2,5 ммоль/л) та Taq-ДНК-полімераза (1 U). 
Продукти ПЛР розділяли в 2%-му агарозному 
гелі, фарбували бромистим етидієм та візу-
алізували за допомогою УФ-трансілюмінато-
ра. Рівні експресії CYP2E1 та hsp90 на рівні 
мРНК представлено у відносних одиницях, 
які розраховували як відношення кількостей 
продуктів специфічних ПЛР Сур2е1 та hsp90 
до кількості продукту ПЛР β-актину.

Вміст білка CYP2E1 у тотальному лі-
заті печінки кожної тварини визначали за 
допомогою методу імуноблотингу [5]. При 
цьому використовували специфічні полікло-
нальні антитіла: анти-CYP2E1 (отримані в 
нашій лабораторії) та анти-тубулін (Santa 

cruz biotechnology, inc., СШA). Вміст білка 
CYP2E1 у кожному зразку печінки представ-
лено у відносних одиницях, які розраховува-
ли як відношення кількості досліджуваного 
білка до кількості контрольного білка тубулі-
ну. Кількість синтезованих у ЗТ-ПЛР продук-
тів генів, а також вміст білка у досліджува-
них зразках оцінювали денситометричним 
методом за інтенсивністю люмінесценції/
забарвлення відповідних смуг, використову-
ючи спеціальну комп’ютерну програму Scion 
image 3.53.346.0. Рівень процесів пероксид-
ного окиснення ліпідів (ПОЛ) визначали за 
вмістом у гомогенатах печінки малонового 
діальдегіду (МДА) [6]. Стан антиоксидант-
ної системи оцінювали за рівнем активності 
каталази [3].

Для статистичної обробки результатів 
дослідження застосовували пакет програм 
Statisticα 7.0 (StatSoft, Inc. 2004, США). Для 
оцінки відмінності між показниками, отрима-
ними у дослідних та контрольній групах, ви-
користовували критерій t Стьюдента. Значен-
ня P<0,05 розглядали як критерій достовірної 
різниці. Результати представлено у вигляді 
середніх значень для n = 5 із зазначенням 
середніх квадратичних відхилень.

РЕЗуЛьТАТИ ТА їх ОбГОВОРЕННЯ

У результаті проведеного експерименту в 
печінці дослідних тварин було виявлено, що 
вміст МДА практично не змінювався через 
тиждень, але різко зростав (приблизно у 3 
рази) через 2 тиж від початку дії стресора. 
При цьому активність каталази на 7-му добу 
знижувалася на 33% та значно зменшувалася 
(приблизно у 5 разів) на 14-ту добу дослід-
ження (рис. 1).

Таким чином, отримані результати мо-
жуть свідчити про те, що в печінці дослідних 
тварин поетапно розвивається оксидативний 
стрес. При цьому різні його стадії мають 
певні особливості прооксидантно-антиокси-
дантних процесів. Перша стадія (7-ма доба 
експерименту) характеризується відносною 
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компенсацією прооксидантних процесів, про 
що може свідчити нормальний рівень ПОЛ. 
Одночасно з цим активність каталази вже 
дещо знижена, що може вказувати на вис-
наження ресурсів антиоксидантної системи, 
які витрачаються на деактивацію АФК та 
підтримку процесів ПОЛ на фізіологічному 
рівні (див. рис. 1). На другій стадії (14-та 
доба експерименту) спостерігається значне 
порушення прооксидантно-антиоксидантного 

балансу в клітинах печінки. На виснаження 
антиоксидантних ресурсів вказує значне 
зниження активності каталази (див. рис. 1). 
При цьому, імовірно, стає неможливим під-
тримання прооксидантних процесів у фізіо-
логічних межах. На це може вказувати різке 
збільшення вмісту МДА, яке спостерігається 
наприкінці другого тижня від початку дії 
стресора (див. рис. 1) та свідчить про висо-
кий рівень процесів ПОЛ у печінці мишей. 
Така інтенсифікація пероксидного окиснення 
може викликати глибоке виснаження ресурсів 
антиоксидантної системи, що в свою чергу 
призводить до накопичення вільних активних 
радикалів, які ушкоджують біомакромолеку-
ли та внутрішньоклітинні структури.

Після відміни двотижневої дії стресора 
активність каталази в печінці мишей зали-
шається зниженою (див. рис. 1). Це може бути 
пов’язано із пригніченням біосинтетичних 
процесів, зокрема експресії каталази, внаслі-
док значних оксидативних ушкоджень, яких 
зазнали  клітини  печінки при хронічній дії 
стресора. 

Розглянуті вище процеси не могли не по-
значитися на вмісті в клітині CYP2E1, який 
будучи мембранно-асоційованим білком, 
знаходиться в безпосередній близькості від 
епіцентру процесів ПОЛ. Дійсно, як видно з 
рис. 2, на першій стадії оксидативного стресу 

Рис. 1. Зміни активності каталази (а) та вмісту малонового 
діальдегіду (б) у печінці мишей при хронічній дії психо-
емоційного стресора: 1 – контроль, 2 – 7 діб, 3 – 14 діб, 
4 – 7 діб після відміни чотирнадцятиденної дії стресора. 
*Р<0,05, **Р<0,01 порівняно з контролем

Рис. 2. Експресія CYP2E1 у печінці мишей при хронічній дії психоемоційного стресора: а – імуноблотинг тотальних 
лізатів печінки із використанням поліклональних антитіл до CYP2E1 та тубуліну (tubulin), б – середній вміст білка 
CYP2E1 у печінці мишей: 1 – контроль, 2 – 7 діб, 3 – 14 діб, 4 – 7 діб після відміни чотирнадцятиденної дії стресора. 
*Р<0,05 порівняно з контролем

ба
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спостерігається дворазове зниження вмісту 
білка CYP2E1 в печінці тварин відносно 
контролю. Це, ймовірно, пов’язано з АФК-за-
лежною «down-регуляцією», що призводить 
в умовах загрози порушення прооксидант-
но-антиоксидантного балансу в клітині до 
зниження вмісту ферменту, який має потужні 
прооксидантні властивості [4].

На другій стадії оксидативного стресу 
вміст CYP2E1 у клітинах печінки залишаєть-
ся таким самим (див. рис. 2), що вже може 
бути пов’язано з АФК-опосередкованими уш-
кодженнями внутрішньоклітинних структур 
і біомакромолекул. Цікаво, що на 7-му добу 
після відміни двотижневої дії стресора вміст 
білка CYP2E1 дещо зростає, але не сягає 
контрольного рівня (див. рис. 2). Ймовірно, 
це пов’язано з процесами, які контролюють 
вміст прооксидантів у клітині в умовах все 
ще існуючої загрози порушення її проокси-
дантно-антиоксидантного балансу [4].

Як видно з рис. 3,а та 3,б вміст мРНК 
Cyp2e1 протягом усього експерименту зали-
шався в межах контрольних значень. Це свід-
чить про те, що зниження вмісту CYP2E1 у 
печінці мишей, які зазнавали дії психогенного 
стресора, не пов’язано з інгібуванням транс-
крипції гена, а відбувається, ймовірно, внаслі-
док інтенсифікації процесів протеолізу білка.

Відомо, що у деградації CYP2E1 актив-
ну роль відіграють молекулярні шаперони, 
зокрема hsp90 [1, 12]. Показано, що рівень 
експресії шаперонів змінюється при різних 
видах стресу, що є одним з адаптаційних про-
цесів, спрямованих на нівелювання токсич-
них ефектів оксидативного стресу в клітині 
[1]. Нами були показані зміни експресії hsp90 
у печінці мишей, які зазнали хронічного ПЕС: 
виявлено достовірне зниження у порівнянні 
з контролем вмісту мРНК hsp90 на всіх ета-
пах експерименту (див. рис. 3). Отримані 
результати дають змогу припустити, що 
хронічна дія психогенного стресора не при-
зводить до збільшення рівня hsp90 у клітині. 
Тому виявлене зниження вмісту CYP2E1, 
ймовірно, не пов’язано з інтенсифікацією 

Рис. 3. Експресія генів Сур2е1 та hsp90 у печінці мишей 
при хронічній дії психоемоційного стресора: а – електро-
фореграма продуктів Сур2е1 (210 п.н.)-, hsp90 (200 п.н.)- та 
β-актин (212 п.н.)-специфічних зворотно-транскрипці-
йних полімеразних ланцюгових реакцій (наведено дані 
одного з п’яти експериментів); б – середній  рівень мРНК 
Сур2е1; в – середній рівень мРНК hsp90: 1 – контроль, 2 – 7 
діб, 3 – 14 діб, 4 – 7 діб після відміни чотирнадцятиденної 
дії стресора. *Р<0,05 порівняно з контролем; п.н. – пари 
нуклеотидів

hsp90-залежної деградації білка, а зумовлено 
посиленням пероксидних процесів.

б

а

в
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200 (hsp90)

212 (β-актин)
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Таким чином зниження рівня експресії 
цитохрому Р450 2Е1 у печінці тварин, які 
зазнали хронічного ПЕС, відбувається на 
тлі оксидативного стресу. Зниження вмісту 
ферменту зумовлено підвищенням рівня 
пероксидного окиснення, яке викликає інтен-
сифікацію процесів протеолізу. При цьому 
посилення протеолізу ймовірно не пов’язано 
з інтенсифікацією hsp90-залежних процесів 
деградації білка.

Автори статті вдячні провідному науково-
му співробітнику відділу загальної та молеку-
лярної патофізіології Інституту фізіології ім. 
А.А. Богомольця НАН України А.М. Шиш та 
інженеру відділу молекулярної онкогенетики 
Інституту молекулярної біології і генетики 
НАН України І.В. Росохацкій за допомогу у 
проведенні біохімічних досліджень та в роботі 
з тваринами.
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СТРЕССИНДуцИРОВАННОЕ ИЗМЕНЕ-
НИЕ СОДЕРЖАНИЯ цИТОхРОМА Р450 2Е1 
(cYp2E1) В пЕЧЕНИ МыШЕЙ  
пРИ хРОНИЧЕСкОМ пСИхОэМОцИО-
НАЛьНОМ пЕРЕНАпРЯЖЕНИИ

Исследованы изменения экспрессии цитохрома Р450 2Е1 в 
печени мышей, испытующих психоэмоциональный стресс 
(ПЭС). Было показано двукратное относительно контроля 
снижение содержания фермента, которое не приходило в 
норму даже после отмены действия стрессора. При этом 
изменений уровня мРНК Cyp2e1 не наблюдалось ни на 
одном из этапов эксперимента. Одновременно с этим 
выявлено достоверное снижение относительно контроля 
экспрессии hsp90 – одного из факторов, определяющих 
уровень деградации CYP2E1 в клетке. Показано также, 
что в печени опытных животных развивается окисли-
тельный стресс, о чем свидетельствует трехразовое 
увеличение содержания малонового диальдегида на фоне 
пятикратного снижения активности каталазы. Снижение 
экспрессии цитохрома Р450 2Е1 в печени мышей при ПЭС 
обусловлено интенсификацией перекисных процессов и 
развитием окислительного стресса. При этом уменьшение 
содержания белка CYP2E1, по-видимому, не связано с 
hsp90-зависимыми процессами его деградации в клетке. 
Ключевые слова: каталаза, цитохром Р450 2Е1, CYP2E1, 
мРНК Cyp2e1, hsp90, малоновый диальдегид,  окислитель-
ный стресс, психоэмоциональный стресс.

o.V. maksymchuk, m.o. chashchyn

STrESS-inducEd chanGES in ThE 
conTEnT oF cYTochromE p450 2E1 
in ThE liVEr oF micE wiTh chronic 
pSYcho-EmoTional oVErEXErTion

In this work we investigated changes in the cytochrome P450 
2E1 (CYP2E1) expression level in the liver of mice that have 
been exposed to psycho-emotional stress (PES). It was shown 
twofold relative to control reduction of the enzyme, which does 
not normalize after termination of the stressor. The changes 
in level of Cyp2e1 mRNA is not observed at any time point 
of the experiment. At the same time it was found a significant 
decrease in the expression level of hsp90 – one of the factors 
determines of the level of CYP2E1 degradation in the cell. 
Also it was shown, the oxidative stress develops in the liver 
of experimental animals, and this is indicated by a 3-fold 
increase in the malondialdehyde level on the background of a 
5-fold decrease in catalase activity. A decrease in the level of  
expression of cytochrome P450 2E1 in the liver of mice that 
have been  exposed to psycho-emotional stress is due to the 
intensification of the peroxide process and the development 
of oxidative stress. Reduction of protein content of CYP2E1 
is apparently not related to the hsp90-dependent processes of 
its degradation in the cell.
Key words: catalase, cytochrome P450 2E1, CYP2E1, Cyp2e1 
mRNA, hsp90, malondialdehyde, oxidative stress, psychoemo-
tional stress.
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