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РЕЗЮМЕ
Введение. Бенз[а]пирен – один из самых токсичных канцерогенов I группы по классификации МАИР 
(IARC); он метаболически активируется ферментами системы цитохрома P450 (CYP) с образованием 
реакционноспособных метаболитов, которые могут повреждать клетки и ДНК, что приводит к канцеро-
генезу. Клеточная линия HepaRG, обладающая активными ферментами I и II фазы биотрансформации, 
служит моделью для изучения метаболизма полициклических ароматических углеводородов (ПАУ) и 
оценки влияния модуляторов CYP – кетоконазола, α-нафтофлавона и 6-формилиндоло[3,2-b]карбазол 
(FICZ) – на метаболизм клеток и возможность цитопротекции при воздействии бенз[а]пирена.
Цель исследования – оценка метаболических изменений при цитопротекторном действии кетоко-
назола, α-нафтофлавона и FICZ на фоне токсичности бенз[а]пирена в модели клеточной линии 
HepaRG.
Материал и методы. Для определения метаболомных биомаркеров интоксикации полициклически-
ми ароматическими углеводородами в клетках HepaRG было исследовано изменение метаболом-
ного профиля методами хромато-масс-спектрометрии высокого разрешения. Потенциальные мар-
керы определяли с помощью статистического анализа. 
Результаты. Показана возможность применения метаболомного анализа кондиционных сред для 
выявления маркеров воздействия бенз[а]пирена и оценки эффектов модуляторов CYP in vitro с ис-
пользованием клеточной линии HepaRG. Изменения метаболомного профиля кондиционных сред 
после воздействия бенз[а]пирена на клетки HepaRG в присутствии α‑нафтофлавона свидетельству-
ет о снижении токсического действия ПАУ на клетки.
Ограничения исследования. Исследование выполнено in vitro на культуре клеток без анализа зависи-
мости наблюдаемых изменений метаболома от доз исследуемых соединений и не позволяет экстра-
полировать полученные результаты на живой организм.
Заключение. По результатам метаболомного профилирования клеточной среды HepaRG был выяв-
лен ряд метаболомных маркеров: 5-гидрокситриптофол, лизофосфатиды, аргинин и глутаминовая 
кислота, которые свидетельствуют о цитопротекторном действии α-нафтофлавона на фоне токсиче-
ского действия бенз[а]пирена.
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ABSTRACT
Introduction. Benz[a]pyrene is one of the most dangerous carcinogens of group I according to the IARC 
classification; it is metabolically activated by enzymes of the cytochrome system P450 (CYP) with the 
formation of reactive metabolites capable of damaging cells and DNA, which leads to carcinogenesis. The 
HepaRG cell line, which exhibits active enzymes of phases I and II of biotransformation, serves as a model for 
studying polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) metabolism and evaluating the effect of CYP modulators 
ketoconazole, α-naphthoflavone and 6-formylindolo[3,2-b]carbazole (FICZ) on cell metabolism and the 
possibility of cytoprotection when exposed to benz[a]pyrene.
The aim of the study was to evaluate metabolic changes under the cytoprotective action of ketoconazole, 
α-naphthoflavone and FICZ against the background of benz[a]pyrene toxicity in the HepaRG cell line model.
Material and methods. To identify metabolomic biomarkers of PAH intoxication in HepaRG cells, changes in 
the metabolomic profile were analyzed using high-resolution chromatographic mass spectrometry. Potential 
biomarkers were identified through statistical data analysis methods.
Results. The possibility of using a metabolomic analysis of conditioned media to identify markers of benz[a]
pyrene exposure and evaluate the effects of CYP modulators in vitro using the HepaRG cell line has been 
shown. Changes in the metabolomic profile of conditioned media after exposure to benz[a]pyrene on HepaRG 
cells in the presence of α-naphthoflavone indicate a decrease of the PAHs toxic effect on cells.
Limitations. The study was performed in vitro on a cell culture without analyzing the dose-dependent changes 
in the metabolome after exposure to the compounds studied and does not allow extrapolating the results 
obtained to a living organism.
Conclusion. According to the results of the metabolomic profiling of the HepaRG cellular media, a number 
of metabolomic markers were identified: 5-hydroxytryptophol, lysophosphatides, arginine and glutamic acid, 
which indicate the cytoprotective effect of α-naphthoflavone against the background of the toxic effect of 
benz[a]pyrene.
Keywords: benz[a]pyrene; HepaRG; ketoconazole; α-naphthoflavone; FICZ; metabolomic profiling
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Введение
Полициклические ароматические углеводоро-

ды (ПАУ) представляют собой обширный класс 
органических соединений, состоящих из двух и 
более конденсированных ароматических колец. 
Эти вещества являются стойкими органическими 
загрязнителями и в основном образуются в ре-
зультате неполного сгорания органических мате-
риалов, таких как нефть, древесина, уголь, табак 
и др. [1, 2].

Бенз[а]пирен (Б[а]П) – ароматический угле-
водород, состоящий из пяти конденсированных 
бензольных колец, один из наиболее токсичных 
и изученных представителей ПАУ. Он включён в 
перечень веществ I группы канцерогенности, со-
гласно классификации Международного агентства 
по изучению рака МАИР (IARC) [3]. Б[а]П обла-
дает выраженной способностью к метаболической 
активации с образованием химически активных 
метаболитов, способных ковалентно связываться 
с ДНК и белками [4, 5]. Результатом такого взаи-
модействия становится повреждение ДНК, приво-
дящее к нарушениям регуляции клеточного цикла 
и инициации канцерогенеза [6]. Б[а]П относится 
к числу приоритетных соединений, подлежащих 
обязательному мониторингу среди ПАУ [7].

Клеточную линию HepaRG широко исполь-
зуют в лабораторной практике для моделирова-
ния индукции и ингибирования метаболических 
путей ксенобиотиков. Данная линия обладает 
характеристиками зрелых гепатоцитов, включая 
экспрессию функционально активных фермен-
тов I и II фазы биотрансформации [8]. Благода-
ря этим свойствам HepaRG рассматривается как 
подходящая модель для скрининга индукторов 
и ингибиторов метаболизма ксенобиотиков, а 
также для оценки их токсикологического про-
филя [9]. HepaRG используют для оценки био-
трансформации и цитотоксичности ксенобиоти-
ков и фармацевтических препаратов, в особенно-
сти при оценке метаболизма с участием фермен-
тов системы цитохрома P450, таких как CYP1A2, 
СYP2C9, CYP3A4, CYP2D6 [10]. Так же линия 
HepaRG считается перспективной для тестиро-
вания генотоксичности благодаря сохранению 
функциональной активности гена TP53 [11].

Ингибирование ферментов метаболизма ксено-
биотиков потенциально может обеспечить защиту 
клеток от повреждающего действия реакционно-
способных продуктов метаболической активации, 
в том числе Б[а]П. Поэтому исследование цитопро-
тективных свойств соединений, способных блоки-
ровать метаболическую активацию ПАУ, является 
актуальной задачей. Ранее было продемонстриро-

вано, что ингибиторы цитохромов CYP1A и CYP3A 
α-нафтофлавон и кетоконазол, а также агонисты 
арил-гидрокарбоновых рецепторов проявляют за-
щитное цитопротекторное действие на фоне ток-
сического действия Б[а]П [12, 13]. В настоящем 
исследовании выполнена оценка эффектов трёх 
соединений, модулирующих активность фермен-
тов системы P450, участвующих в химической мо-
дификации ПАУ: кетоконазола, α-нафтофлавона 
и 6-формилиндоло[3,2-b]карбазол (FICZ) на ме-
таболомные профили кондиционных сред клеток 
линии HepaRG при воздействии Б[а]П. Анализ 
последствий влияния перечисленных соедине-
ний на клеточный метаболизм в условиях воздей-
ствия Б[а]П позволяет расширить представление 
о метаболических биомаркерах воздействия ПАУ 
на биообъекты в модельной системе на основе 
линии клеток HepaRG.

В настоящем исследовании проведена оценка 
метаболических изменений при цитопротектор-
ном действии кетоконазола, α-нафтофлавона и 
FICZ на фоне цитотоксичности Б[а]П в модели 
клеточной линии HepaRG с целью определения 
потенциальных метаболомных биомаркеров при 
интоксикации полициклическими ароматиче-
скими углеводородами.

Материал и методы
Культивирование клеток и получение образцов 

кондиционных сред. Клетки гепатомы человека 
линии HepaRG (Gibco, США) культивировали 
в полной питательной среде (среда William’s E с 
добавлением 10% фетальной бычьей сыворотки, 
2 мM L-глутамина, 5 мкг/мл инсулина, 50 мкМ 
гидрокортизона гемисукцината, 10 Ед/мл пени-
циллина и 100 мкг/мл стрептомицина) в атмо-
сфере CO2-инкубатора (95% О2 и 5% СО2) при 
температуре 37 °C и насыщающей влажности.

Для получения кондиционных сред (КС) 
клетки высевали в 24-луночный планшет в ко-
личестве 400 тыс. клеток на лунку и культиви-
ровали в полной питательной среде. На следу-
ющий день после пассажа осуществляли замену 
на среду, содержащую Б[а]П в концентрации  
10 мкМ, а также Б[а]П с добавлением 1 нМ FICZ, 
500 нМ α-нафтофлавона и 2 мкМ кетоконазо-
ла. Для приготовления экспериментальных сред 
стоковые растворы Б[а]П (2,5 мг/мл в ацетоне), 
FICZ (10 мМ в диметилсульфоксиде – ДМСО), 
α-нафтофлавона (5 мМ в ДМСО), кетоконазола 
(2 мМ в ДМСО) разбавляли полной питательной 
средой до получения конечных концентраций.  
В контрольные лунки добавляли полную пита-
тельную среду. Каждый вариант среды вносили в 
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девяти повторах. Клетки выдерживали в CO2-ин-
кубаторе в течение 48 ч, после чего кондицион-
ные среды отбирали, центрифугировали при  
14 000 g в течение 20 мин для удаления разрушен-
ных клеток, супернатант аликвотировали и замо-
раживали при  минус 80 °С.

Нецелевой метаболомный анализ. Образцы 
кондиционных сред размораживали при комнат-
ной температуре в течение 2–3 ч, затем переме-
шивали в термомиксере Thermomixer (Eppendorf, 
ФРГ) при 1000 об/мин и 4 °С в течение 1 мин. 
Объединённые образцы для контроля качества 
(Quality Control) готовили путём объединения 
аликвот объёмом по 5 мкл из каждого образца. 
По 100 мкл каждого образца смешивали с 400 мкл 
ацетонитрила (АЦН, Криохром), охлаждённого 
до минус 20 °С, с последующим перемешиванием 
в течение 2 мин в термомиксере при 1000 об/мин и 
4 °С. Затем образцы центрифугировали в течение 
15 мин (10 000 g; 4 °C), после чего 250 мкл супер-
натанта переносили в стеклянные вставки в хро-
матографические виалы для последующего ана-
лиза методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии гидрофильных взаимодействий 
в сочетании с тандемной масс-спектрометрией 
(ВЭЖХ–МС/МС).

Хромато-масс-спектрометрический анализ. 
Образцы анализировали с использованием ана-
литической системы, состоящей из жидкостно-
го хроматографа Elute (Bruker Daltonik GmbH, 
ФРГ) с масс-спектрометром времяпролетного 
типа timsTOF Pro (Bruker Daltonik GmbH, ФРГ), 
оснащённым источником ионов с электрорас-
пылительной ионизацией Apollo II. Параметры 
хроматографического разделения компонен-
тов проб: хроматографическая колонка SeQuant 
ZIC-HILIC (150 × 2,1 мм; 100 Å; 3,5 мкм; 
Merck, ФРГ); хроматографическая предколонка 
SeQuant ZIC-HILIC Guard Column (20 × 2,1 мм, 
Merck, ФРГ); температура термостата колонки – 
40 °C; скорость потока элюента – 300 мкл/мин; 
состав подвижной фазы: А – 0.1 об. % муравьи-
ной кислоты в воде, Б – 0.1 об. % муравьиной 
кислоты в ацетонитриле; объём вводимой про-
бы – 2 мкл; режим элюирования – градиентный; 
программа градиента: 0–1 мин – 5% Б, 1–35 мин –  
5–60% Б, 35–36 мин – 60–80% Б, 36–39 мин – 
80% Б, 39–40 мин – 80–5% Б, 40–50 мин – 5% Б. 
Масс-спектрометрические параметры анализа: 
напряжение на капилляре – 4,5 кВ; температура 
источника ионов – 210 °С; скорость потока га-
за-осушителя – 8,0 л/мин; частота регистрации 
спектров – 4 Гц; энергия ионов – 5 эВ; диапазон 
m/z – 70–1300. Калибровку масс-спектрометра 
перед анализом осуществляли с использованием 

1 мМ раствора формиата натрия в 90 % (об/об) 
водном изопропаноле.

Среди анализируемых образцов кондицион-
ных сред были выделены 6 групп: 

•	1-я (контрольная) – интактные клетки в пол-
ной ростовой среде; 

•	2-я – клетки, обработанные Б[а]П (bp10); 
•	3-я – клетки, обработанные смесью Б[а]П  

с кетоконазолом (Ket); 
•	4-я – клетки, обработанные смесью Б[а]П с FICZ; 
•	5-я – клетки, обработанные смесью Б[а]П  

с α-нафтофлавоном (aN500); 
•	6-я – контроль качества (Quality Control, QC) – 

пул образцов каждой группы, смешанных в рав-
ных пропорциях.
Обработка масс-спектрометрических данных.  

Экспериментальные данные регистрировали и 
обрабатывали с помощью программных паке-
тов Hystar 5.1 (Bruker Daltonik GmbH, ФРГ) и 
DataAnalysis 5.0 (Bruker Daltonik GmbH, ФРГ) 
соответственно. Деконволюция, идентификация 
пиков, заполнение промежутков и выравнивание 
пиков метаболитов по объединённым образцам 
QC выполняли с использованием программного 
обеспечения MetaboScape 6.0.2 (Bruker Daltonik 
GmbH, ФРГ). Для автоматического экстрагиро-
вания данных из трёхмерного пространства (m/z, 
время удерживания (RT), интенсивность сигна-
ла) и связывания с ними тандемных масс-спек-
тров использовали алгоритм поиска сигналов 
TReX 3D. 

Параметры экстрагирования сигналов MetaboScape: 
минимальный порог интенсивности, равный 1000 
отсчётов и минимальная длина пика в 7 спектров 
для обнаружения пиков с использованием пло-
щади пика для количественного анализа характе-
ристик; минимальное количество data points – 60; 
при деконволюции ион [M + H]+ определялся как 
первичный; [M + Na]+, [M + K]+, [M + NH4]+ опре-
делялись как затравочные ионы, а [M + H-H2O]+ 
и [M+NH4H]+ – как вторичные ионы. Отбирали 
только те сигналы, которые присутствуют как ми-
нимум в 9 из 45 образцов (45 сравниваемых образ-
цов, 9 образцов контроля качества и 4 бланка).

Метаболиты идентифицировали путём сопо-
ставления значений m/z и фрагментных спек-
тров высокого разрешения метаболитов в образ-
цах с внутренними стандартными базами данных 
MetaboScape (Bruker MetaboBASE Personal Library 2.0,  
NIST, 2020). Параметры для автоматического ан-
нотирования в MetaboScape: значение совпадения 
экспериментальных МС/МС с библиотечными 
больше 800, ошибка по m/z < 10 ppm (ошибка по 
значению m/z иона-предшественника), mSigma < 20 
(совпадение изотопного распределения). 
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Статистический анализ результатов мета-
боломного профилирования. Характеристика и ви-
зуализация различий в метаболомных профилях 
выполнены с использованием дискриминантно-
го анализа методом частичных наименьших квад-
ратов (Partial Least Squares Discriminant Analysis, 
PLS-DA). В этом анализе использовали полный 
набор идентифицированных метаболитов для 
оценки глобальных различий между группами. 
Статистически значимые различия между сред-
ними значениями в группах bp10 и aN500 выяв-
лены с применением одномерного анализа на 
основе t-критерия Стьюдента с уровнем значи-
мости 0,05 и построения вулканического графи-
ка (Volcano plot) с помощью веб-инструмента 
MetaboAnalyst 6.0 [14]. Также были проведены 
анализ методом главных компонент (Principal 
Component Analysis, PCA); анализ дисперсии 
(Analysis of Variance, ANOVA), отобранных t-кри-
терием Стьюдента данных; построена тепловая 
карта на основе результатов ANOVA, дана оценка 
роли соединений, демонстрирующих существен-
ные различия между группами, в метаболических 
процессах.

Результаты
Образцы контроля качества содержали репре-

зентативный пул всех клеточных групп, участво-
вавших в эксперименте, и распределялись при 
ВЭЖХ-МС/МС-анализе до, после и между ис-
следуемыми образцами. Таким образом, на этапе 
предварительной обработки данных в извлечён-
ную матрицу хромато-масс-спектрометриче-
ских данных было включено около 70 % ионных 
признаков, выявленных в образцах контроля ка-
чества. Отбор проводился с учётом воспроизво-
димости и стабильности сигналов; низкоинфор-
мативные и нестабильные компоненты были 
исключены. Дальнейшая обработка масс-спек-
трометрических данных в MetaboScape, позво-
лила выявить 373 сигнала. После исключения 
сигналов без МС/МС-спектров и встречающих-
ся в бланковых образцах было отобрано 338 сиг-
налов. Аннотирование проводили в сравнении с 
данными спектральных библиотек, составленных 
Bruker и NIST. Затем эти данные были экспорти-
рованы для дальнейшего статистического анали-
за в сервисе MetaboAnalyst 6.0.

Нормализация данных была проведена путём 
преобразования квадратного корня (квадрат-
ный корень значения данных) и автоматического 
масштабирования (центрированного по среднему 
и делённого на квадратный корень стандартного 
отклонения каждой переменной). На первом эта-
пе была построена многомерная модель для всех 

сигналов, отобранных по результатам обработки 
в программном обеспечении MetaboScape. Дву-
мерный график оценок (рис. 1, а, см. на вклейке) 
показал заметное разделение между контрольной 
группой (Control, синий кластер) и образцами с 
добавлением Б[а]П (bp10, Ket, FICZ и aN500). 
Распределение отдельных образцов по первой 
и третьей главным компонентам (PC1 и PC3) в 
совокупности объясняет 48% общей дисперсии. 
Результат анализа PLS-DA показывает, что суще-
ственные различия между группами bp10 и aN500 
могут объясняться определённым подмноже-
ством метаболитов.

Для определения этого подмножества был 
проведён анализ двухвыборочным t-критерием 
Стьюдента для сравнения групп bp10 и aN500 
при уровне значимости p < 0,05. По результатам 
анализа построен вулканический график (рис. 1, 
б, см. на вклейке), который отображает значения 
достоверности и кратности изменения концен-
траций метаболитов. Цвет точек на графике отра-
жает соотношение содержаний метаболитов: си-
ним цветом отмечены сигналы метаболитов, ко-
торые имеют более высокое содержание в группе 
aN500 по сравнению с группой bp10; красным 
цветом – сигналы метаболитов, преобладающих 
в группе bp10 по сравнению с группой aN500. 
Серые точки относятся ко всем другим сигналам 
без существенных изменений между группами. 
Для дальнейшего анализа были отобраны сиг-
налы метаболитов, удовлетворяющие критерию 
значимости (0,05) и порогу кратности измене-
ния ≥2 (двукратное увеличение или уменьшение 
относительного содержания метаболита). Вулка-
нический график выявил четкие различия в со-
держании 53 метаболитов между группами bp10 и 
aN500.

Для определения этого подмножества был 
проведён анализ двухвыборочным t-критерием 
Стьюдента для сравнения групп bp10 и aN500 
при уровне значимости p < 0,05. По результатам 
анализа построен вулканический график (рис. 1, 
б, см. на вклейке), который отображает значения 
достоверности и кратности изменения концен-
траций метаболитов. Цвет точек на графике по-
казывает соотношение содержаний метаболитов: 
синим цветом отмечены сигналы метаболитов, 
которые имеют более высокое содержание в груп-
пе aN500 по сравнению с группой bp10; красным 
цветом – сигналы метаболитов, преобладающих 
в группе bp10 по сравнению с группой aN500; 
серые точки относятся ко всем другим сигналам 
без существенных изменений между группами. 
Для дальнейшего анализа были отобраны сиг-
налы метаболитов, удовлетворяющие критерию 
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значимости (0,05) и порогу кратности изменения 
≥ 2 (двукратное увеличение или уменьшение от-
носительного содержания метаболита). Вулка-
нический график выявил чёткие различия в со-
держании 53 метаболитов между группами bp10 и 
aN500.

На следующем этапе для отобранных t-кри-
терием Стьюдента данных был проведён анализ 
методом PCA. Результаты, представленные гра-
фиками оценок и нагрузок, показаны на рис. 2, а,  
см. на вклейке. Модель объясняет значимую 
часть дисперсии данных (R2 = 0,79; p = 0,001), 
PC1 и PC3 вместе составляют 79,8%. Группы 
bp10, FICZ и Ket образуют компактные кластеры, 
существенно отличающиеся от группы Control.  
В группе aN500 наблюдается значительная вари-
абельность, характеризующаяся кластером с ши-
рокой дисперсией вдоль PC1, что обусловлено 
существенными различиями метаболома между 
образцами кондиционных сред от контрольных 
клеток (Control) и клеток, обработанных Б[а]П. 
Результаты PCA-анализа позволяют сделать вы-
вод, что отбор метаболитов с использованием  
t-критерия Стьюдента даёт возможность выявить 
в составе метаболома кондиционных сред «мар-
керные» соединения, концентрация которых 
близка к контрольным уровням и отражает цито-
протекторные эффекты α-нафтофлавона.

Расчёт вариабельности относительного содер-
жания метаболитов в анализируемых образцах 
оценён с использованием ANOVA методом наи-
меньшего значимого различия (LSD Фишера, 
Least Significant Difference): статистически значи-
мыми считались дисперсии содержания соедине-
ний со значением уровня ложного обнаружения 
(FDR, False Discovery Rate) р < 0,05) (рис. 2, а, б, 
см. на вклейке). По итогу анализа все исследуе-
мые нами сигналы удовлетворяли критериям зна-
чимости: FDR < 0,05, f. value > 4 (статистика те-
ста, вычисленная как отношение дисперсии меж-
ду группами к дисперсии внутри групп). На осно-
ве результатов анализа ANOVA была построена 
тепловая карта (рис. 2, в, см. на вклейке) для 18 
соединений с лучшими показателями дисперсии 
(f. value) с иерархической кластеризацией, на-
глядно демонстрирующая вариации содержания 
метаболитов в различных экспериментальных 
условиях. Каждая строка соответствует иссле-
дованным образцам, которые сгруппированы с 
учётом экспериментальных условий, в столбцах 
представлена информация о содержании метабо-
литов в этих образцах. Цветовая шкала показы-
вает относительную концентрацию метаболита в 
каждой из сравниваемых групп, где красные от-
тенки соответствуют более высоким концентра-

циям, синие оттенки – более низким, а нейтраль-
ные цвета (жёлтый) отражают промежуточные 
уровни. Дендрограмма по строкам иллюстрирует 
иерархическую кластеризацию, группируя вместе 
образцы со схожими профилями. В частности, 
на рис. 2, в (см. на вклейке) показано наличие 
двух отдельных кластеров образцов: контрольной 
группы клеток и клеток с добавлением Б[а]Па и 
α-нафтофлавона, а также для образцов из групп 
bp10, Ket, FICZ. Первый кластер, включающий 
контрольные образцы и образцы Б[а]П c α-наф-
тофлавоном, характеризуется преимущественно 
синим цветом на тепловой карте, что отражает 
более низкие относительные концентрации ме-
таболитов. Напротив, второй кластер, состоя-
щий из образцов bp10, Ket и FICZ, представлен 
на тепловой карте преимущественно красным 
цветом, что указывает на более высокие уровни 
содержания метаболитов. Однако исключения 
из этой общей тенденции наблюдаются для ги-
поксантина и орнитина, демонстрирующих сни-
жение концентраций во всех клетках с Б[а]П.  
В таблице представлен список аннотированных 
метаболитов, отобранных при построении тепло-
вой карты. 

На последнем этапе работы нами был про-
ведён анализ метаболомных путей (Metabolome 
Pathway), по результатам которого определе-
ны пути с участием исследуемых метаболитов. 
Эффекты, связанные с метаболизмом глицеро-
фосфолипидов показали наивысшее (0,5) значе-
ние влияния по сравнению с другими метаболи-
ческими путями. Значимое влияние воздействия 
на клетки выявлено также в путях метаболизма 
аргинина (рис. 3, см. на вклейке).

Обсуждение
Наиболее существенными изменениями мета-

болома кондиционных сред в результате воздей-
ствия Б[а]П является существенное изменение 
соотношений ряда метаболитов, образующих-
ся при синтезе глицерофосфолипидов (ГФЛ)  
de novo и при ресинтезе ГФЛ из лизофосфатидов, 
а также при распаде ГФЛ. Обращает на себя вни-
мание существенный рост уровней свободного 
холина в кондиционных средах после обработки 
клеток Б[а]П, что может быть следствием выхо-
да продуктов деградации ГФЛ при гибели клеток 
или результатом ускоренного распада ГФЛ после 
воздействия Б[а]П. При этом не выявлено суще-
ственных различий в направленности изменений 
концентрации свободного холина при совмест-
ном действии Б(а)П с агонистом AhR FICZ или c 
кетоконазолом. Уровни содержания лизофосфа-
тидов (CID: 24779458, 24779463, 460604, 497299; 
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см. таблицу) в образцах из всех групп после об-
работки Б[а]П, кроме aN500, имеют практиче-
ски одинаковые профили. Профили ГФЛ, кото-
рые не подверглись гидролитической деградации 
(CID: 5497103, 5287971; см. таблицу), существен-
но отличаются от профилей лизофосфатидов. 
Для кондиционных сред в группах Control, aN500 
и bp10 характерны низкие уровни ГФЛ. Высокие 
уровни ГФЛ в группах FICZ и Ket, вероятно, обу-
словлены опосредованными эффектами воздей-
ствия FICZ и кетоконазола на скорость деграда-
ции мембранных липидов. Содержание одного 
из идентифицированных ГФЛ (CID 24778931, 
1-олеоил-2-миристоил-sn-глицеро-3-фосфохо-
лин; см. таблицу) в образцах сред из группы bp10 
существенно выше, чем во всех остальных об-
разцах. Является ли эта находка артефактом или 
выявленное соединение может служить биомар-
кером воздействия Б[а]П при его изолированном 
воздействии на клетки пока не ясно.

Три соединения из числа отобранных – гипок-
сантин (CID 790), 5-(2-гидроксиэтил)-4-метил-
тиазол (CID 1136) и орнитин (CID 6262) в значи-
тельно более высоких количествах присутствуют 
в образцах кондиционных сред группы Control, а 
в остальных группах (где выполнялась обработка 
клеток Б[а]П) этих соединений крайне мало. При 
этом уровень ксантина возрастает в кондицион-
ных средах в ряду Control→aN500→bp10→FICZ→Ket. 
Накопление ксантина в образцах после обработки 
кетоконазолом может быть связано с хелатирую-
щими свойствами азолов, поскольку завершаю-
щая стадия утилизации пуринов в клетках мле-
копитающих – это окисление ксантина с участи-
ем ксантиноксидазы (EC 1.17.3.2) – фермента, 
активность которого существенно зависит от 
концентрации двухвалентных катионов, в пер-
вую очередь от содержания Fe2+, которое в среде 
William’s E сравнимо с использованной в экс-
перименте концентрацией кетоконазола. Выяв-
ленный в кондиционных средах группы Control 
высокий уровень гипоксантина свидетельствует 
о сохранении способности неповреждённых кле-
ток HepaRG реутилизировать пуриновые азоти-
стые основания. В остальных группах, вероятно, 
имеют место существенные потери гипоксантина 
и, по-видимому, других пуринов, пригодных для 
синтеза нуклеотидов. 

Похожие различия (рост содержания в ряду 
Control→aN500→bp10→FICZ→Ket) выявлены для 
5-гидрокситриптофола (CID 9061) – продукта 
метаболизма серотонина, образующегося в ре-
зультате двух последовательных реакций, ката-
лизируемых моноаминоксидазой (EC 1.4.3.4) и 
алкогольдегидрогеназой (EC 1.1.1.1). В норме 

этот метаболит утилизируется после конъюга-
ции с глюкуроновой кислотой с участием глю-
куронозилтрансферазы, UGT (EC 2.4.1.17). Сле-
довательно, накопление 5-гидрокситриптофола 
свидетельствует о нарушении каталитического 
переноса глюкуроновой кислоты в указанной ре-
акции или о снижении содержания необходимо-
го для этой реакции субстрата (УДФ-глюкуроно-
вой кислоты). Можно предположить, что эффект 
накопления 5-гидрокситриптофола обусловлен 
действием кетоконазола, поскольку для этого ве-
щества описан ингибирующий эффект в отноше-
нии двух изоферментов UGT1A1 и UGT1A9 [15].

Изменения содержания аргинина, орнитина 
и глутаминовой кислоты (CID 6322, 6262, 33032) 
отражают нарушения обмена аргинина и синтеза 
мочевины, индуцированные токсическим воз-
действием Б(а)П или его метаболитов. Для арги-
нина самое высокое содержание зарегистрирова-
но в группе bp10, в меньшей степени – в группе 
FICZ. При этом в группах Ket, aN500 и Control – 
уровни аргинина низкие. Накопление аргинина, 
вероятнее всего, отражает нарушение реакции 
гидролиза аргинина, катализируемой цитоплаз-
матической аргиназой (EC 3.5.3.1). Однако на-
копление (сохранение) орнитина имеет место в 
образцах группы Control, а во всех образцах по-
сле обработки Б[а]П содержание орнитина су-
щественно ниже. Расходование этого метаболита 
может указывать на ускорение процессов утили-
зации аммиака в культуре HepaRG после воздей-
ствия Б[а]П. Вероятно, культивирование клеток 
в присутствии ПАУ влечет за собой ускорение ре-
акций, сопровождающихся выделением аммиака 
(дезаминирование).

5-Оксопролин, или пироглутаминовая кислота 
(CID 7405), имеет отличающийся от большинства 
других метаболитов профиль в исследованных об-
разцах кондиционных сред (рост содержания на-
блюдается в ряду Control~aN500~FICZ→bp10→Ket). 
Данный метаболит может образоваться в ре-
зультате лактамной циклизации глутамина в 
ходе реакции, катализируемой глутаминил-пеп-
тид циклотрансферазой (EC 2.3.2.5) или в про-
цессах, связанных с метаболизмом глутатиона: 
в обратимой реакции, катализируемой глута-
тион-специфичной γ‑глутамилциклотрансфе-
разой (EC 4.3.2.7). Накопление пироглутамино-
вой кислоты, по-видимому, является следстви-
ем нарушения её дальнейшей утилизации либо 
в реакциях синтеза глутатиона, либо в ходе гид-
ролиза с участием АТФ-зависимой 5-оксопро-
линазы (EC 3.5.2.9). Нельзя исключить, что про-
дукты активации ПАУ и/или кетоконазол могут 
приводить к нарушениям этих процессов.
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Ограничения исследования. Исследование вы-
полнено in vitro на культуре клеток без анализа за-
висимости наблюдаемых изменений метаболома 
от доз исследуемых соединений и не позволяет 
экстраполировать полученные результаты на жи-
вой организм.

Заключение
Проведён метаболомный анализ с помощью 

гидрофильной хроматографии и масс-спектро-
метрии высокого разрешения кондиционных 
сред клеток линии HepaRG при остром токсиче-
ском действии Б[а]П и при совместном действии 

цитопротекторных соединений ингибиторов 
цитохромов CYP1A и CYP3A α-нафтофлавона и 
кетоконазола, снижающих вероятность образо-
вания генотоксичных метаболитов Б[а]П и аго-
ниста арил-гидрокарбонового рецептора FICZ, 
снижающего вероятность транспорта Б[а]П и его 
метаболитов в ядро. С помощью методов стати-
стической обработки данных обзорной метабо-
ломики выявлены маркерные соединения, ассо-
циированные с токсическим действием на клетки 
Б[а]П и статистически значимо меняющиеся при 
совместном действии цитопротекторных изучен-
ных соединений и Б[а]П.
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Рис. 1. Статистический анализ всех обнаруженных сигналов: а – двумерный график оценок PLS-DA; б – вулканический график. 
Fig. 1. Statistical analysis of all detected signals: a – Two-dimensional PLS-DA score plot; б – Volcano plot. 
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Рис. 2. Результаты поиска подмножества метаболитов, отвечающих за дисперсию группы aN500: а – PCA-анализ; 
б – ANOVA сравнение групп bp10 и aN500; в – тепловая карта результатов дисперсионного анализа относительных 

количественных профилей метаболитов в среде, полученных методом ЖХ/МС, по сравнению с контрольной группой  
(без добавления Б[а]П); высокие концентрации метаболитов отмечены красным цветом, низкие – синим; p < 0,001.

Fig. 2. Results of the search for a subset of metabolites responsible for the variance of the aN500 group: а – PCA analysis;  
б – ANOVA comparison of bp10 and aN500 groups; в – Heatmap of the ANOVA results for relative quantitative profiles  

of metabolites in the culture medium obtained by LC-MS, compared to the control group (without B[a]P addition);  
high metabolite concentrations are shown in red, low concentrations – in blue; p < 0.001.
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Рис. 3. Анализ влияния на метаболические пути (размер кругов соответствует степени влияния на метаболический путь; 
цветовой градиент от белого к красному отражает скорректированные значения значимости (FDR)).

Fig. 3. Analysis of the effect on metabolic pathways (the size of the circles corresponds to the degree of influence  
on the metabolic pathway; the color gradient from white to red reflects the adjusted significance values (FDR)).
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