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Рак молочної залози (РМЗ) є одним із найпоши-
реніших злоякісних новоутворень у жінок [1]. Із під-
вищеним ризиком розвитку РМЗ асоціюється три-
валий вплив статевих гормонів — естрогенів (Е). Ре-
зультати епідеміологічних та клінічних досліджень 
свідчать, що фактори, які спричиняють підвищен-
ня рівня Е протягом життя жінки (ранній початок 
менструації, пізня менопауза, застосування ораль-
них контрацептивів, пізня перша вагітність, вико-
ристання замісної гормональної терапії) пов’язані 
зі зростанням ризику РМЗ [2]. Зв’язування Е з від-
повідними рецепторами (ER) слугує фактором тран-
скрипції та призводить до зміни експресії генів-мі-
шеней, які беруть участь у  процесах проліферації 
клітин молочної залози [3]. Сигнальний шлях, опо-

середкований ER, може мати важливу роль у розви-
тку патологічного процесу, однак не має вирішаль-
ної ролі в  ініціації раку [4]. Останні дані свідчать, 
що порівняно з ER-опосередкованими процесами, 
значну роль в ініціації РМЗ відіграє окисний мета-
болізм Е [5, 6]. Специфічні метаболіти Е, переважно 
катехол-естрогени-3,4-хінони (CE-3,4-Q), набува-
ють здатності ініціювати пухлинний процес шляхом 
зв’язування з ДНК та утворення апуринових діля-
нок, які можуть генерувати відповідні мутації  [7]. 
Крім того, циклічний окисно-відновний метаболізм 
хінонів та семихінонів призводить до утворення ре-
активних форм кисню (РФК). Нерегульовані рівні 
РФК не лише проявляють генотоксичність, збіль-
шуючи нестабільність функціонування геному, але 
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Мета: дослідити вміст цитохрому Р450 та його ізоформ CYP  1A2, 
CYP 1В1 у пухлинній тканині (ПТ) та мамарній жировій тканині (МЖТ) 
хворих на рак молочної залози (РМЗ). Об’єкт і методи: в дослідження за-
лучено 28 хворих на РМЗ ІІ стадії (T3N0M0) тричі негативного молекуляр-
ного підтипу. У 15 пацієнток відзначали нормальну масу тіла (ІМТ <25 кг/
м2), 13 — надмірну (ІМТ ≥25 кг/м2). Досліджено 28 зразків ПТ, 25 зразків 
МЖТ, відібраної на відстані 3 см від пухлинного вузла, та 27 — МЖТ, яка 
контактує з пухлиною. Рівні окисненого, низько- та високоспінового ци-
тохрому Р450 та ізоформи CYP 1А2, CYP 1В1 досліджували методом елек-
тронного парамагнітного резонансу, спектрофотометрично. Результати: 
встановлено, що рівні цитохрому Р450 CYP 1А2 у ПТ та МЖТ, що контак-
тує з пухлиною, нижчі, ніж відповідні рівні Р450 CYP 1B1 незалежно від 
ІМТ пацієнток. У МЖТ, яка вилучена на відстані 3 см від пухлини, спів-
відношення рівнів досліджених ізоформ Р450 було зворотним. На відстані 
3 см від пухлинного вузла рівень семихінонів становив 0,48 ± 0,02 відн. од., 
а в МЖТ, яка контактує з пухлинним вузлом, цей показник зріс до 0,89 ± 
0,05 відн. од. (р < 0,05). ПТ характеризується найвищими рівнями вільно-
радикальних метаболітів естрогену (2,23 ± 0,09 відн. од). Хінони та їхні 
аніон-радикали — семихінони — представляють клас токсичних інтерме-
діатів естрогенів, що можуть індукувати ряд негативних проявів. Меха-
нізм токсичного ефекту хінонів є складним. Очевидно, основними процеса-
ми є пряме окиснення SH-груп у FeS-білках мітохондрій та продукування 
супероксидних радикалів. Висновки: у хворих на РМЗ виявлено посилення 
окисного метаболізму естрогенів за рахунок зростання рівнів CYP 1B1 та 
зниження активності CYP 1А2 у клітинах ПТ та МЖТ, яка контактує із 
пухлиною. Нерегульоване зростання рівнів метаболітів естрогену викли-
кає перепрограмування метаболізму мітохондрій клітин МЖТ, посилен-
ня генерування супероксидних радикалів, клітинну гіпоксію та нестабіль-
ність функціонування геному. Регулювання активності цитохрому Р450 є 
критично важливим механізмом у гомеостазі естрогену при профілакти-
ці РМЗ та моніторингу пухлинного процесу.
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також стимулюють прогресування пухлин молоч-
ної залози за  рахунок трансдукції окисно-віднов-
них сигнальних шляхів [8].

Метаболізм Е та елімінація їх метаболітів відбу-
ваються двома шляхами. Перший полягає у перетво-
ренні Е у проміжні продукти CE-3,4-Q за допомогою 
ферментів надродини монооксигеназ — цитохром 
P450 (CYP). До основних ферментів Р450, які бе-
руть участь у цьому перетворенні, належать ізофор-
ми CYP 1A1 та CYP 1B1. Другий шлях — це інактива-
ція та детоксикація хінону, O-метилювання за учас-
тю ферменту катехол-О-метилтрансферази (СОМТ).

Мета роботи  — дослідити вміст цитохрому 
Р450 та його ізоформ CYP 1A2, CYP 1В1 у пухлин-
ній тканині та мамарній жировій тканині (МЖТ) у 
хворих на РМЗ.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
У дослідження залучено 28 хворих на РМЗ ІІ ста-

дії (T3N0M0), які проходили лікування в Національ-
ному інституті раку. За гормонорецепторним ста-
тусом усі пацієнтки мали тричі негативний мо-
лекулярний підтип РМЗ (ТНРМЗ). За  ступенем 
диференціювання пухлинної тканини (ПТ) вони 
розподілялися наступним чином: ступінь І — 8, ІІ — 
12, ІІ — 8 пацієнток. Середній вік хворих становив 
58,2 ± 7,4 року. За розрахованим показником індек-
су маси тіла (ІМТ) 15 хворих мали нормальну (ІМТ 
< 25 кг/м2), 13 — надмірну масу тіла (ІМТ ≥ 25 кг/м2). 
Усі пацієнтки надали письмову інформовану згоду 
на участь у дослідженні.

Рівні цитохрому та його ізоформ CYP  1A2, 
CYP  1В1 визначали у  28 зразках ПТ; 27 зразках 
МЖТ, яка контактує з  пухлиною, та 25 зразках 
МЖТ, відібраної на  відстані 3 см від пухлинного 
вузла. Рівні окисненого, низькоспінового та висо-
коспінового цитохрому Р450 та ізоформ CYP 1А2, 
CYP 1В1 визначали методом електронного парамаг-
нітного резонансу (ЕПР) та спектрофотометрично. 
Зразки ПТ та МЖТ гомогенізували у скляному го-
могенізаторі, отримували цільні клітинні екстракти. 
UV-Vis-спектри поглинання CYP 1A2, CYP 1В1 в го-
могенатах тканин реєстрували із розрахунку 50 мг/мл 
білка у 0,1 М фосфатного буферу (pH 7,0) на спек-
трофотометрі СФ-46. Для визначення рівнів окис-
неної та низькоспінової форм цитохрому Р450 із 
тканин (1 г) готували зразки у спеціальній пресфор-
мі. Спектри ЕПР отримували за температури рідко-
го азоту (–196 °С) на комп’ютеризованому радіос-
пектрометрі ЕПР РЕ-1307 з резонатором H011. По-
тужність НВЧ-джерела становила 40  мВт, частота 
модуляції — 100 кГц, амплітуд — 10 Гаус, постійна 
часу приймача τ = 0,3 с. Як стандарт інтенсивнос-
ті використовували спеціально орієнтований зра-
зок монокристалу Al2O3 з  визначеною концентра-
цією іонів Cr3+. Методом подвійного інтегрування 
оцінювали концентрацію молекул, зіставляючи ін-
тенсивність сигналів у спектрах ЕПР з інтенсивніс-
тю стандарту. Помилка методу інтегрування спек-

трів та розкид відтворення спектрів одного зразка 
становить не більше 2%. Електрофорез та ідентифі-
кацію білків проводили відповідно до стандартних 
протоколів з антитілами проти CYP 1А2 і CYP 1B1, 
GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, SantaCruz, CA). 
Рівні 8-oxoGu у сечі хворих визначали за методи-
кою, описаною раніше [9].

Наявність ожиріння визначали шляхом підра-
хунку та інтерпретації ІМТ у кг/м2: ІМТ < 25 — нор-
мальна маса тіла; ІМТ ≥ 25,0 — надмірна маса тіла 
(передожиріння та ожиріння).

Дані представлено у  вигляді середніх значень 
зі стандартним відхиленням (М ± SE). Статистич-
ний аналіз проводили із застосуванням статистич-
ного пакета R. Різницю між показниками вважали 
достовірною при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Нами отримано спектри поглинання цитохро-

му Р450 у вільному стані та при взаємодії з андро
стендіоном при метаболічній активації. Показано, 
що при зв’язуванні цитохрому з гормоном андро
стендіоном реєструвався зсув максимуму поглинан-
ня з 418 нм на 391 нм та змінювалася форма спек-
тра поглинання. На рис. 1В наведено спектральні 
характеристики ізоформ цитохрому Р450 CYP 1А2 
і CYP 1B1 у вільному стані та при зв’язуванні його 
активного центру з андростендіоном у концентра-
ції 3,0 нг/мл. На рис 1Г наведено спектр поглинан-
ня цитохрому Р450 (CYP1B1) у гомогенаті ПТ РМЗ. 
Як видно, у ПТ каталітичний центр цієї ізоформи 
Р450 є зв’язаним.

Рис. 1. Спектри поглинання цитохрому Р450 (ізоформи 
CYP 1А2 та CYP 1B1): А — ізоформа CYP 1А2, каталітич-
ний центр ферменту вільний; Б — ізоформа CYP 1А2, ка-
талітичний центр ферменту зв’язаний із гормоном; В — 
ізоформа CYP 1B1, каталітичний центр ферменту вільний 
(пунктир) та зв’язаний із гормоном (суцільна лінія); Г — 
ізоформа CYP 1B1 з гомогенату ПТ

Результати досліджень рівнів CYP  1А2 і 
CYP  1B1 у  тканинах хворих на  ТНРМЗ наведені 
на рис. 2. У ПТ хворих із нормальною масою тіла ви-
явлено низькі рівні (0,12 ± 0,03 відн. од.) CYP 1А2; 
у пацієнток із ≥25 кг/м2 вміст CYP 1А2 був ще ниж-
чим порівняно з  аналогічним показником хво-
рих без ожиріння. Вміст CYP 1А2 у МЖТ залежав 
від локалізації останньої щодо ПТ: у тканині, яка 



ОНКОЛОГИЯ •  Т.  22 •  № 1–2 •  2020

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

44

контактує з  пухлиною, рівень цієї ізоформи ста-
новив 0,09 ± 0,02 відн. од., на відстані 3 см від пух-
лини — був статистично достовірно більшим (0,35 
± 0,05 відн. од, р < 0,05). Відзначено, що незалеж-
но від маси тіла пацієнток ПТ та МЖТ, що контак-
тує з  пухлиною, характеризуються нижчими рів-
нями CYP  1А2 порівняно із  СYP  1В1. У  ПТ хво-
рих без ожиріння рівень СYP  1В1 становив 0,23 
± 0,03 відн.  од., у  хворих з  надмірною масою тіла 
був дещо вищим 0,29 ± 0,02 відн. од. (р < 0,05 по-
рівняно з  рівнем CYP  1А2 в  аналогічних підгру-
пах пацієнток). Як видно, наявність надмірної 
маси тіла спричиняє додаткове зростання показ-
ника СYP 1В1. Відзначали тенденцію до підвищен-
ня рівня СYP  1В1 у  зразках МЖТ, яка контактує 
з пухлиною, порівняно з аналогічними показника-
ми у МЖТ, вилученій на відстані 3 см від пухлини 
(0,33 ± 0,04 відн. одн. проти 0,21 ± 0,06 відн. од.). 
Зазначимо, що естрон (Е1) та 17β-естрадіол (Е2) 
метаболізуються двома шляхами: E1 перетворю-
ється у 2-гідроксиестрол (2-OH-E1) за допомогою 
CYP1A1/2, а окиснення E2 до гідроксиметаболітів 
каталізується головним чином CYP 1B1. При цьо-
му CYP 1B1 у здоровій тканині молочної залози екс-
пресується у дуже низьких рівнях, а наявність над-
мірної маси вісцеральної жирової тканини у хворих 
на РМЗ викликає зростання його активності [9, 10]. 
Зростання рівня білка CYP 1B1 у матеріалах пухлин 
хворих з надмірною масою тіла було підтверджено 
і при аналізі показників, отриманих з використан-
ням методу Вестерн-блот.

Дослідження вмісту вільнорадикальних метабо-
літів естрогенів (семихінонів) у ПТ та МЖТ показа-
ло, що найнижчі рівні цих метаболітів характерні для 
МЖТ, вилученої на відстані 3 см від пухлинного вуз-
ла, — 0,48 ± 0,02 відн. од (рис. 3). У МЖТ, яка кон-
тактує з пухлинним вузлом, цей показник був зна-
чно більшим (р < 0,05) і становив 0,89 ± 0,05 відн. од. 
ПТ характеризувалася найвищим вмістом вільно-
радикальних метаболітів Е (2,23 ± 0,09  відн.  од., 
р  <  0,05 порівняно з  показниками МЖТ). Хінони 

та їх аніон-радикали семихінони представляють клас 
токсичних інтермедіатів Е, що можуть індукувати ряд 
негативних проявів. Механізми, за допомогою яких 
хінони проявляють токсичний ефект, є доволі склад-
ними, але два основні процеси, які, очевидно, є цен-
тральними, — це пряме окиснення SH-груп у FeS-
білках мітохондрій та продукування супероксидних 
радикалів (СР). Наявність надмірної маси вісцераль-
ної жирової тканини спричиняє посилення утворен-
ня генотоксичних метаболітів. Отримані нами резуль-
тати свідчать про те, що рівень семихінонів у жінок із 
пухлинами молочної залози вищий, ніж у здорових 
жінок, що може бути хорошим прогностичним по-
казником контролю перебігу захворювання.

Враховуючи, що накопичення у тканині молоч-
ної залози значних рівнів метаболітів Е, які здат-
ні пошкоджувати ДНК самостійно й опосередко-
вано через індукцію генерування СР, та активності 
CYP 1B1, який теж продукує СР, ми дослідили інте-
гральний рівень пошкодження ДНК на основі аналі-
зу вмісту в сечі 8-oxoGu. Результати цих досліджень 
представлені на рис. 4. 

Рис. 4. Рівні 8-oxoGu у сечі: 1 — здорові жінки (n = 15); 2 — 
хворі на РМЗ з нормальною масою тіла; 3 — хворі на РМЗ 
з надмірною масою тіла

Виявлено, що у сечі хворих з нормальною масою 
тіла рівень молекулярного маркера окисного пошко-
дження ДНК у 3,3 раза перевищував показники здо-
рових жінок. Наявність ожиріння супроводжувала-
ся зростанням рівня точкових мутацій у геномі хво-
рих: вміст 8-oxoGu становив 1,24 ± 0,21 нМоль/кг 
маси тіла на добу порівняно із показниками паці-

Рис. 2. Рівні CYP 1А2 і СYP 1В1 у зразках тканин у хво-
рих з  нормальною та надмірною масою тіла: 1  — ПТ 
(ІМТ < 25 кг/м2); 2 — МЖТ, яка контактує з пухлиною 
(ІМТ < 25 кг/м2); 3 — МЖТ на відстані 3 см від пухлини 
(ІМТ < 25 кг/м2); 4 — ПТ (ІМТ ≥25 кг/м2)

Рис. 3. Вміст семихінонів: 1 — у МЖТ на відстані 3 см від 
пухлини; 2 — у МЖТ, яка контактує з пухлиною; 3 — у ПТ
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єнток без надмірної маси тіла (0,83±0,12 нМоль/кг/
добу). Тобто ожиріння спричиняє зростання неста-
більності функціонування геному. 

Дані щодо стану електронтранспортного лан-
цюга (ЕТЛ) мітохондрій у клітинах пухлин молоч-
ної залози та в МЖТ представлені на рис. 5. В умо-
вах активації редокс-циклу відновлення CE-Q до се-
михінону та хінону (яке каталізується CYP  1В1) 
супроводжується утворенням СР шляхом зростання 
рівня NOFeS-білків у дихальному ланцюгу, ці про-
цеси посилюють проліферацію клітин та прогресу-
вання пухлини. Таким чином, метаболіти естроге-
ну викликають метаболічне перепрограмування мі-
тохондрій клітин МЖТ, генерування СР, клітинну 
гіпоксію та нестабільність геному шляхом зростан-
ня рівнів 8-оксогуанозину, фосфорилювання кі-
наз для активації редокс-чутливих факторів тран-
скрипції [12–14].

Рис. 5. Рівні NOFeS-білків в ЕТЛ мітохондрій клітин: 1 — 
МЖТ на відстані 3 см від пухлинного вузла; 2 — МЖТ, яка 
контактує з пухлиною; 3 — клітин ПТ

У  таблиці представлені дані залежності актив-
ності цитохрому Р450 CYP  1B1 від ступеня ди-
ференціювання пухлин. За  активністю цитохро-
му Р450 CYP  1B1 хворих розподілили на  дві гру-
пи — з низьким (0,12 ± 0,05 відн. од.) та високим 
(0,36 ± 0,02 відн. од.) вмістом. Відзначено, що не-
залежно від ступеня диференціювання клітин РМЗ 
у більшості хворих реєстрували підвищені рівні цьо-
го білка.

Таблиця
Кількість хворих із низьким або високим рівнем цитохрому 
Р450 CYP 1B1 залежно від ступеня диференціювання РМЗ

Рівень Р450 CYP 1B1 Ступінь диференціювання пухлини
І (n=8) II (n=12) ІІІ (n=8)

Низький 2 2 1
Високий 6 10 7

Як підсумок аналізу результатів проведено-
го дослідження наводимо схему (рис. 6) переклю-
чення метаболізму Е через ізоформи цитохрому 
Р450 CYP 1A1/2 на CYP 1B1 з відповідними наслід-
ками виявлених метаболічних змін.

Спостереження жінок із високим рівнем мета-
болітів Е (E1(E2)‑2,3‑Q і E1(E2)‑3,4‑Q), що є ризи-
ком розвитку РМЗ, свідчить, що описані особли-
вості метаболізму є, вірогідно, етіологічним чинни-
ком захворювання, а не його наслідком. Оскільки 

CYP  1B1 є ключовим ферментом зростання рів-
ня 4‑OHE1(E2), його активація та генетичні зміни 
CYP 1B1 можуть впливати на прогресування РМЗ 
за рахунок підвищення концентрації 4‑OHE1(E2). 
Відомо понад 300 змін в  амінокислотному складі 
CYP 1B1 [15], серед найпоширеніших — Arg48Gly, 
Ala119Ser, Val432Leu та Asn453Ser, які призводять 
до змін у метаболізмі естрогенів та у ступені ризи-
ку розвитку РМЗ  [16]. Дослідження in  vitro пока-
зали, що варіант Val432Leu підвищує каталітичну 
здатність CYP  1B1 та спричиняє зростання рівня 
4-OHE1 (E2)  [17]. Asn453Ser викликає знижен-
ня рівня клітинного білка CYP 1B1, що пов’язують 
зі зниженим ризиком РМЗ у жінок у постменопа-
узальний період  [18]. Однак вплив поліморфізму 
CYP  1B1 на  етіологію РМЗ залишається супереч-
ливим.

ВИСНОВКИ
1. У хворих на РМЗ виявлено посилення окис-

ного метаболізму Е за  рахунок зростання рівнів 
CYP 1B1 та зниження активності CYP 1А2 у кліти-
нах пухлин та МЖТ, яка контактує пухлиною.

2. Нерегульоване зростання рівнів метаболітів Е 
викликає перепрограмування метаболізму мітохон-
дрій клітин МЖТ, посилення генерування СР, клі-
тинну гіпоксію та нестабільність функціонуван-
ня геному.

3. Регулювання активності цитохрому Р450 є 
критично важливим механізмом у  гомеостазі  Е 
для профілактики РМЗ та моніторингу пухлинно-
го процесу.

Робота виконана за підтримки цільової комп-
лексної міждисциплінарної програми наукових 
досліджень НАН України 2017–2021 рр. «Моле-
кулярно-біологічні фактори гетерогенності злоя-
кісних клітин та варіабельність клінічного пере-
бігу гормонозалежних пухлин» (№ держреєстра-
ції 0117U002034).
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CYTOCHROME P450, ESTROGEN 
METABOLITES AND SUPEROXIDE 
RADICALS IN BREAST CANCER INITIATION 
AND PROGRESSION
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Oncology and Radiobiology, NAS of Ukraine
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Summary. Aim: to investigate levels of cytochrome 
P450 and its CYP 1A2, CYP 1B1 isoforms in tumor tis-
sue (TT) and mammary adipose tissue (MAT) in patients 
with breast cancer (BC). Object and methods: Twenty 
eight patients with stage II (T3N0M0) triple-negative 
molecular subtype BC were involved in the study. Fif-
teen patients had normal body mass (BMI < 25 kg/m2), 
13 — were overweight (BMI ≥ 25 kg/m2). Twenty eight 
samples of TT, 25 of MAT taken at a distance of 3 cm 
from the tumor node and 27 of MAT on the tumor bor-
der were investigated. The levels of oxidized, low-spin 
and high-spin cytochrome P450 and its CYP 1A2 and 
CYP  1B1 isoforms were examined by electron para-
magnetic resonance and spectrophotometrically. Re-
sults: it was shown that the levels of cytochrome 
Р450 CYP 1А2 in TT and MAT bordering with the tu-
mor tissue were lower than that of Р450 CYP 1B1 in-
dependently of patients’ BMI. In MAT taken 3 cm 
from the tumor nodule distribution of P450 isoforms 
was the opposite. Three cm apart from the tumor nod-
ule, semiquinone levels were 0.48 ± 0.02 relative units, 
while in MAT bordering the tumor tissue it increased to 
0.89 ± 0.05 relative units (p �������������������������< �����������������������0.05). TT is character-
ized by the highest levels of estrogen’s free radical metab-
olites (2.23 ± 0.09 relative units). Quinones and theirs 
anion-radicals, semiquinones, are a class of toxic es-
trogen’s intermediates that can induce a number of ad-
verse effects. The mechanism of quinones’ toxic effect is 
complex. Obviously, the direct oxidation of SH groups 
in mitochondrial FeS-containing proteins and the pro-
duction of superoxide radicals are the main process-
es. Conclusion: in patients with BC, there was revealed 
the increase in oxidative metabolism of estrogen due to 
elevated levels of CYP  1B1 and decreased activity of 
CYP 1A2 in cells of TT and MAT bordering the tumor 
tissue. Unregulated growth of estrogen’s metabolite lev-
els causes mitochondria’s metabolism reprogramming in 
MAT cells, increased generation of superoxide radicals, 
cellular hypoxia and instability of the genome function-
ing. Regulation of cytochrome P450 activity is a critical 
mechanism in estrogen homeostasis in the prevention of 
BC and monitoring of the tumor process.

Key Words: breast cancer, estrogens, metabolism, 
cytochrome P450, CYP 1A2, CYP 1B1, superoxide 
radicals.
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