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СПЕКТРАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА ЦИТОХРОМУ P450 ПРИ ВЗАЄМОДІЇ  
З ПРОПОКСАЗЕПАМОМ ТА ЙОГО МЕТАБОЛІТОМ

Вступ. Пропоксазепам (похідне бензодіазепіну) є новаторським анальгетиком, що одночасно гальмує 
гострий і хронічний біль, з компонентами протизапальної та протисудомної дій, які залежать від стану 
рецептора гамма-аміномасляної кислоти. Відомості про можливу взаємодію сполуки з іншими препарата-
ми на рівні цитохрому Р450 (CYP) на сьогодні відсутні.

Мета дослідження – вивчити показники спектральних змін загального CYP мікросом печінки щурів 
при взаємодії з пропоксазепамом та його 3-гідроксиметаболітом, що опосередковано може свідчити про 
взаємодію сполуки з іншими лікарськими засобами.

Методи дослідження. Досліди проведено на статевозрілих щурах лінії Вістар масою 150–180 г, яких 
поділили на дві групи: 1-ша – тварини, яким протягом 3 днів вводили фенобарбітал (80 мг/кг); 2-га – тва-
рини, яким упродовж 3 днів вводили 3-метилхолантрен (40 мг/кг). Мікросоми печінки щурів ізолювали 
шляхом ультрацентрифугування постмітохондріальної фракції в середовищі, що містить 1,15 % КСl і 
40 мМ трис-НСl-буфер (рН 7,4), в ультрацентрифузі “Beckman” при 105 000 g. Мікросоми розводили 40 мМ 
трис-НСl-буфером (рН 7,4) до вмісту білка 2,6 мг/мл. Пропоксазепам та його 3-гідроксиметаболіт розчи-
няли в метанолі до концентрації 30 мМ і додавали до 3 мл суспензії мікросом. Вміст CYP та його спект-
ральні характеристики досліджували методом диференційної спектрофотометрії на спектрофотометрі 
“Aminco”.

Результати й обговорення. Пропоксазепам (I) та 3-гідроксиметаболіт (II) при взаємодії із CYP пе-
чінки щурів, яким вводили фенобарбітал і 3-метилхолантрен, продемонстрували 2-й тип спектральних 
змін гемопротеїну, що є характерним при зв’язуванні сполук з гемовим залізом. Константи зв’язування I  
і II істотно відрізняються, що вказує на можливість взаємодії субстратів з різними ділянками CYP. Харак-
терні точки (максимум, мінімум та ізобестика) спектра CYP були зміщені під час титрування II до дов-
гохвильової ділянки порівняно з I. Пропоксазепам та його метаболіт проявляли незначну спорідненість 
до мікросом щурів, які отримували різні індуктори, значення Ks були в межах 0,76·10-4–1,25·10-4 М.

Висновок. Кількісні показники інгібіторної активності I та II, визначені з використанням методу ди-
ференційної спектрофотометрії, є лише орієнтовними за своєю природою, але все ж можуть припус кати 
принаймні значну можливість інгібіторної взаємодії при клінічному застосуванні ліків.

 
КЛЮЧОВІ СЛОВА: пропоксазепам; cYP; мікросоми печінки щурів; спектральні зміни.
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ВСТУП. Інноваційний анальгетичний засіб 
“Пропоксазепам”, який створено у Фізико-хіміч-
ному інституті імені О. В. Богатського НАН Украї-
ни і ТДВ “ІНТЕРХІМ”, отримав дозвіл МОЗ 
 України (наказ від 23 лютого 2021 р. № 310) на 
проведення 1-ї фази клінічних випробувань, які 
успішно завершилися, і розпочато 2-гу фазу 
досліджень (наказ МОЗ України від  29 липня 
2022 р. № 1340). Основною мішенню сполуки 
для знеболювання є α2- та α3-субодиниці рецеп-
торів гамма-аміномасляної кислоти [1]. Сполука 
має фармакодинамічний профіль, відмінний від 
усіх анальгетиків, оскільки одночасно гальмує і 
гострий, і хронічний біль, та компоненти проти-

запальної і протисудомної дій [2]. За технологіч-
ними і терапевтичними показниками пропокса-
зепам є інноваційним засобом [3]. За умов 
in vitro пропоксазепам (I) продемонстрував [4] 
відносно високу метаболічну стабільність з 
~90 % незміненої сполуки після 4 год інкубації з 
гепатоцитами людини. Основним виявленим 
метаболітом є 3-гідроксипохідне (II):    
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Новий препарат повинен не лише де-
монструвати належну фармакологічну дію і дос-
татню безпеку, але й уникати ризику взаємодії з 
іншими лікарськими засобами (ВЛЗ), що можуть 
серйозно вплинути на ефективність препара-
тів, які вводять одночасно. Ензими цитохро-
му P450 (CYP) спричиняють більшість ВЛЗ, 
оскільки відіграють важливу роль у метаболізмі 
значної кількості ксенобіотиків, у тому числі й 
лікарських засобів, доступних зараз на ринку [5]. 
На сьогодні в людей ідентифіковано 57 генів 
CYP, однак понад 95 % схвалених Управлінням 
з контролю за продуктами й ліками (FDA) пре-
паратів метаболізуються лише шістьма ізофор-
мами CYP: CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, 
CYP2D6 та CYP3A4 [6]. Основними причинами 
ВЛЗ є інгібування CYP (70 %) та індукція (23 %); 
таким чином, рекомендації FDA вимагають оцін-
ки препаратів для інгібування CYP1A2, 2B6, 2C8, 
2C9, 2C19, 2D6 і 3A4/5, а також для індукції 
CYP1A2, 2B6, 2C та 3A [7]. Інгібування або індук-
ція CYP, викликані введеними препаратами, 
може призвести до небажаних побічних ефектів, 
пов’язаних з підвищенням концентрації в плазмі, 
або значного зниження ефективності, пов’язаної 
зі зменшенням концентрації в плазмі інших пре-
паратів, які вводять одночасно. Тому багато 
фармацевтичних компаній проводять скринінго-
ві тести для нових препаратів-кандидатів, щоб 
уникнути або послабити потенційні ВЛЗ. 

Функціональна система CYP складається з 
гемового ензиму і його окисно-відновних парт-
нерів, які містять залізо-сірчані білки та флаво-
протеїни, зі специфічними варіаціями в різних 
біологічних видах – від прокаріотів до еукаріотів 
і від рослин до тварин. Усі вони містять одна кову 
простетичну групу гему (Fe – протопорфірин IX) 
із цистеїном, що бере участь у легуванні гемо-
вого заліза [8], та використовують подібний ка-
талітичний цикл, який активує молекулярний 
кисень або перекис водню. 

Реакції окиснення, які каталізує CYP, відпо-
відають такій стехіометрії: 
  NADPH+ H+ + O2 + RH → NADP+ + ROH+ H2O,

де RH – субстрат, що підлягає окисненню;
ROH – гідроксильований продукт  (метаболіт). 
Каталітична активність CYP пов’язана з ре-

докс-партнерськими білками, які переносять 
електрони від NADPH до гемового центру ге-
мопротеїну [9]. 

Окиснення хімічної речовини за допомогою 
CYP є складним процесом, який полягає в пе-
ренесенні електронів, утворенні дуже реакцій-
ноздатного залізо-кисневого комплексу і розри-
ві C-H та/або інших зв’язків [10]. Першим кроком 
у реакційному циклі, як правило, є зв’язування 
субстрату, оскільки присутність субстрату полег-

шує введення електрона у тривалентне залізо 
в деяких, але не в усіх випадках. Зв’язування 
субстратів також може відбуватися після почат-
кового відновлення заліза [11], що призводить 
до зміни стану заліза з низького на високий спін 
(різницеві спектри типу I), які пов’язані з частко-
вим видаленням дистального ліганду (H2O) з 
гемового заліза активного центру [12]. Деякі лі-
ганди, переважно інгібітори активностей CYP, 
зв’язуються безпосередньо з гемовим залізом 
через основні атоми азоту, утворюючи так звані 
спектральні спектри типу II, але деякі з цих лі-
гандів також можуть бути субстратами [13]. За-
значені подібності в структурі й каталізі реакцій 
дають можливість екстраполювати інформацію, 
отриману для одних ізоферментів CYP, на до-
слідження інших, а також зробити певні прогно-
зи щодо їх функціональних властивостей лише 
на основі їх головних фізико-хімічних характе-
ристик. Важливим є також те, що всі вони де-
монструють подібні спектроскопічні властивості, 
це дозволяє ідентифікувати даний ензим за його 
унікальною спектральною ознакою. До речі, 
завдяки цьому дані ензими отримали свою наз-
ву від слова “pigment” і довжини хвилі максиму-
му поглинання відновленої форми білка в комп-
лексі з оксидом вуглецю при 450 нм – Р450 [14]. 
Дослідження зв’язування сполуки з CYP стано-
вить значний інтерес, оскільки розкриває деталі 
субстратної специфічності ензиму, незвичайної 
кінетики його окиснення (тобто кооперативності), 
особливостей будови активного центру та розу-
міння окремих етапів його каталітичного циклу. 
Спектральні дослідження CYP основані на на-
явності характеристичної для простетичної 
групи цих гемопротеїнів смуги поглинання світ-
лової хвилі, що робить UV-Vis-спектроскопію 
домінуючою при розрахунку концентрації ге-
мопротеїну, дослідженні фізико-хімічних власти-
востей, вивченні взаємодії не тільки із субстра-
тами, але й індукторами та інгібіторами [15], що 
є важливим етапом у прогнозуванні ВЛЗ. Особ-
ливо це стосується незворотного гальмування 
активностей CYP.

Найбільш частим механізмом клінічно зна-
чущих ВЛЗ є пригнічення ізоферментів CYP. При 
цьому спостерігають зниження метаболізму 
комплексу препарат – субстрат інгібованого 
ізоферменту, що призводить до збільшення 
концентрації даної сполуки у плазмі та її токсич-
ної дії [16]. Процес зниження активності CYP 
внаслідок безпосередньої його взаємодії з лікар-
ським засобом починається з першої дози інгі-
бітора, а початок і кінець інгібування корелюють 
з періодом напіввиведення цих препаратів. 

Мета дослідження – вивчити показники спек-
тральних змін загального CYP мікросом печінки 
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щурів при взаємодії з пропоксазепамом та його 
3-гідроксиметаболітом, що опосередковано 
може свідчити про взаємодію сполуки з іншими 
лікарськими засобами.

МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ. Для дослідження 
використовували щурів-самців лінії Вістар масою 
150–180 г, дотримуючись біоетичних принципів 
відповідно до Директиви 2010/63/EU Європей-
ського Парламенту та Ради ЄС про захист тва-
рин, які використовуються з науковою метою [17]. 
Тваринам внутрішньочеревно протягом 3 днів 
вводили фенобарбітал (ФБ) (80 мг/кг) і 3-метил-
холантрен (3-МХ) (40 мг/кг), розчинені у соняш-
никовій олії. Мікросоми печінки щурів ізолювали 
шляхом ультрацентрифугування постмітохон-
дріальної фракції в середовищі, що містить 
1,15 % КСl і 40 мМ трис-НСl-буфер (рН 7,4), в 
ультрацентрифузі “Beckman” при 105 000 g. 
Мікросоми розводили 40 мМ трис-НСl-буфером 
(рН 7,4) до вмісту білка 2,6 мг/мл. Субстрати 
розчиняли в метанолі до концентрації 30 мМ і 
додавали до 3 мл суспензії мікросом. У контроль-
ну кювету додавали рівну кількість метанолу. 
Після кожної добавки записували різницю в 
поглинанні між 390 і 420 нм. Вимірювання про-
водили при кімнатній температурі [18]. Вміст CYP 
та його спектральні характеристики досліджува-
ли методом диференційної спектрофотометрії 
на спектрофотометрі “Aminco” [14].

Сполуки I і II синтезовано у Фізико-хімічному 
інституті імені О. В. Богатського НАН України, їх 
чистоту (>99,8 %) та ідентичність доведено низ-
кою фізико-хімічних методів.

РЕЗУЛЬТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ. Правильне 
віднесення окремих ізоформ CYP до певних 
метаболічних шляхів має велике значення, 
зокре ма в раціональному прогнозуванні взаємо-
дії між ліками. Нині використовують багато різних 
стратегій для однозначної ідентифікації ізоформ 
CYP, відповідальних за біотрансформацію тера-
певтичних засобів. До них належать застосуван-
ня селективних хімічних інгібіторів ізоформ CYP, 
інгібіторних антитіл до CYP, дослідження з очи-
щеними, відновленими ензимами та кореляція 
імунокількісних рівнів CYP і швидкості метабо-
лізму [19]. Відсутність зразків печінки людини 
для досліджень взаємодії препаратів може бути 
компенсована мікросомами печінки щурів, що 
дозволяє прогнозувати відповідну залежність у 
людини [20]. 

Відповідно до публікації [21], загальна кіль-
кість CYP мікросом печінки щурів становить 
0,65 нмоль/мг білка, що не завжди дає змогу 
визначити деякі кінетичні параметри ензиму. В 
нашому дослідженні ми використали принцип 

індукції загальної кількості CYP класичними ін-
дукторами – фенобарбіталом і 3-метихолантре-
ном. Відомо [22], що ФБ індукують такі ізоформи 
CYP мікросом печінки, як 1A2, 2B6, 2C9, 2C19 
та 3A4/5. На відміну від ФБ, 3-МХ у процесі ін-
дукції CYP збільшує його загальну кількість 
тільки за рахунок ізоформи 1A2. Вміст CYP при 
індукції ФБ становив 1,3 нмоль/мг білка, 3-МХ – 
0,98 нмоль/мг білка. У цьому випадку ми вико-
ристовували певною мірою “коктейль” ізоформ 
CYP [23].

Цитохром P450 мікросом печінки щурів, яким 
вводили ФБ при взаємодії з І, давав максимум 
поглинання при 412 нм, мінімум – при 384 нм з 
ізобестичною точкою при 400 нм. Для ІІ ці показ-
ники відповідали 415, 386 та 404 нм. Для спектра 
зв’язування гемопротеїну печінки щурів, яким 
вводили 3-МХ, спостерігали подібну картину, але 
з деяким зсувом характеристичних точок. Харак-
тер взаємодії гемопротеїнів з І та ІІ відповідав 
2-му, або так званому аніліновому, типу субстрат-
ного зв’язування (рис.). Він виникав при безпо-
середньому приєднанні субстрату до гемової 
групи. 

Відомо [24], що характерною структурною 
особливістю CYP є так звана спінова рівновага, 
яка змінюється через взаємодію іона гемового 
заліза з лігандами, що супроводжується пере-
ходами між двома магнітними вихідними поло-
женнями Fe3+, тобто шестикоординаційного 
низькоспінового без субстрату та п’ятикоорди-
наційного високоспінового, з’єднаного із субстра-
том. Спектру поглинання окисненої Fe3+ форми 
CYP властивий максимум спектральної смуги 
Соре при 415–417 нм. Різні сполуки (субстрати), 
що взаємодіють із CYP, можуть викликати моди-
фікацію у диференційних спектрах поглинання, 
що пов’язано зі зміною спінового стану гемового 
заліза [25]. Спектральні зміни 1-го типу характери-
зуються максимумом поглинання при довжині 
хвилі 390 нм та мінімумом – при 420 нм. Сполу-
ки, що викликають ці зміни, переводять іон ге-
мового заліза ензиму у високоспіновий стан, і, 
як правило, до таких сполук належать субстрати 
CYP. Спектральні зміни 2-го типу характеризуються 
максимумом поглинання при довжині хвилі в 
межах 425–440 нм та мінімумом – при 390–
415 нм. До сполук, що спричиняють спектральні 
зміни цього типу, належать азотовмісні речовини, 
які здатні до координації з іоном гемового заліза. 
Деякі сполуки можуть викликати спектральні 
зміни так званого “мо дифікованого 2-го типу”, 
або “реверсивного 1-го типу”, що є дзеркальним 
відображенням спектральних змін 1-го типу [26]. 
Тому абсорбційну спектроскопію використовують 
для скринінгу потенційних субстратів чи інгі бі-
торів CYP, що є важливим при прогнозуванні ВЛЗ.
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Як свідчать результати вимірювання амплі-
туди спектральних змін комплексу гемопротеїн – 
бензодіазепін, вони залежать від концентрації 
субстрату. Титрування бенздіазепінами мікросом 
печінки щурів, які отримали фенобарбітал, по-
казало, що насичення ензиму настає при кон-
центрації I 300 мкмоль, а II – 200 мкмоль. Звідси 
показники Ks та ΔDмакс для І і ІІ, графічно визна-
чені за методом Лайнуівера – Берка, значно 
відрізняються (табл.). При індукції монооксигеназ 
печінки тварин 3-МХ насичення гемопротеїну 
настає при концентрації І близько 400 мкмоль, 
а ІІ – приблизно 100 мкмоль. Одночасно зміню-
ються оптичні властивості комплексу, що про-
являється двократним зменшенням значення  
ΔDмакс для І та незначним збільшенням цього 
показника для ІІ. Такі відмінності оптичних 
властивостей комплексу гемопротеїну з І та ІІ 
можуть бути викликані вмістом різних ізоформ 
CYP, які утворюються при індукції ФБ або 3-МХ. 

Загалом як для І, так і для II відмічено низькі 
значення Ks, які не збігаються зі значеннями Km, 
це свідчить про те, що дані сполуки зв’язуються 
з гемопротеїном по двох центрах – гему й апо-
ферменту. При взаємодії з першим спостеріга-
ють спектральні зміни 2-го типу, а з іншим – утво-
рення комплексу субстрат – ензим, що забезпе-
чує окисну трансформацію І та ІІ у процесі 
ароматичного гідроксилювання, тобто утворен-
ня мінорних метаболітів [4]. 

Відмінність спектральних характеристик (Ks, 
ΔDмакс) комплексів, а також зміщення точок мак-
симумів та мінімумів, що викликаються І і ІІ, 
можуть бути зумовлені електронною структурою 
цих субстратів, яким властива наявність різних 
стеричних ділянок (бензольного кільця, конден-
сованого з гетероциклом, гетерокільця та віль-
ного бензольного кільця). Це дає можливість 
молекулі бензодіазепіну взаємодіяти як із різни-
ми центрами зв’язування, так і з модифікаціями 

Рис. Диференційні спектри мікросом печінки щурів за умов індукції цитохрому P450: А – фенобарбіталом; Б – 3-ме-
тихолантреном і при додаванні пропоксазепаму (І) та його метаболіту (ІІ).
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гемопротеїну, співвідношення яких і визначатиме 
тип взаємодії. 

Встановлено, що для субстратів 2-го типу 
зв’язування значна роль в утворенні такого спек-
тра належить атомам азоту, що безпосередньо 
взаємодіють електронною парою з гемовим за-
лізом. На підставі отриманих даних можна при-
пустити, що спостережувані для II зміщення 
точок максимуму і мінімуму в довгохвильову 
ділянку, а також відмінність у кінетичних пара-
метрах зв’язування, порівняно з I, можуть бути 
викликані впливом гідроксигрупи, що зменшує 
електронну щільність гетерокільця, зокрема на 
атомах азоту (N1 та N4). При цьому може зміни-
тися стан електронів гемового заліза, що впливає 
через аксіальні ліганди на апофермент. Це може 
спричинити конформаційні зміни макромолеку-
ли. Імовірно, гідроксильна група II може взаємо-
діяти з полярними групами прилеглих амінокис-
лотних залишків, змінюючи тим самим положен-
ня площини порфіринового кільця, в результаті 
чого відбуватиметься взаємодія порфірину й 
амінокислотного ланцюга молекули СYP.

ВИСНОВКИ. Зв’язування субстрату із CYP – 
важливий крок у вивченні загального механізму 
каталізу ензиму. Не менш важливим є те, що 
отримані дані можуть слугувати доповненням 
до ензиматичних та фармакологічних методів 
дослідження з використанням оптичної абсорб-
ційної спектроскопії. Спектри оптичного погли-
нання гему є чутливими до спінового стану ге-
мового заліза, що відображається в характерних 
положеннях смуги Соре в УФ-спектрах: 415–
417 нм для низькоспінового CYP і 390–394 нм – 
для високоспінового.

Пропоксазепам (I) та його 3-гідроксимета-
боліт (II) при взаємодії із CYP печінки щурів, 
яким вводили фенобарбітал і 3-метилхолан-
трен, продемонстрували 2-й тип спектральних 
змін гемопротеїну, що є характерним при зв’я-
зуванні сполук з гемовим залізом. Константи 
зв’язування I і II істотно відрізняються, що 
вказує на можливість взаємодії субстратів з 
різними ділянками CYP. Характерні точки (мак-

симум, мінімум та ізобестика) спектра CYP були 
зміщені під час титрування II до довгохвильової 
ділянки порівняно з I. Пропоксазепам та його 
метаболіт проявляли незначну спорідненість 
до мікросом щурів, які отримували різні індук-
тори, значення Ks були в межах 0,76·10-4–
1,25·10-4 М.

Отримані дані свідчать про можливе незво-
ротне інгібування активностей CYP сполуками I 
і II. При такому типі інгібування сполука або її 
проміжні метаболіти ковалентно зв’язуються з 
гемом CYP, тим самим інактивуючи його, і від-
новлення активності залежить від періоду син-
тезу нового ензиму. Отже, кількісні показники 
інгібіторної активності пропоксазепаму та його 
метаболіту, визначені з використанням методу 
диференційної спектрофотометрії, є лише орі-
єнтовними за своєю природою, але все ж можуть 
припускати принаймні значну можливість інгібі-
торної взаємодії при клінічному застосуванні 
ліків. Механізми інгібування можуть бути дуже 
складними і потребувати поглиблених експери-
ментів, щоб розкрити деталі інгібування на під-
ставі дослідів in vitro та in vivo. Слід також під-
креслити, що концентрація лікарського засобу, 
що взаємодіє з ензимом, може відрізнятися від 
концентрації в плазмі крові, яку необхідно буде 
отримати під час клінічних випробувань і пізніших 
заходів моніторингу.

З цієї причини константу інгібування або такі 
відповідні показники, як Ks та ΔDмакс, і фактичну 
терапевтичну концентрацію препарату в крові 
необхідно враховувати в подальших інтерпре-
таціях отриманих даних. 

Роботу виконували в межах фінансування 
дослідницького проєкту “Визначення безпеч-
ності новаторського анальгетичного засобу 
пропо кса зепаму при його хімічній та біологічній 
взаємодії з іншими препаратами в умовах 
 по літерапії” у Фізико-хімічному інституті іме-
ні О. В. Богат сько го НАН України за бюджетною 
програмою КПКВК 6541230 (Постанова НАН 
України від 28.12.2022 р. № 414, № держреєст-
рації: 0123U100824).

Таблиця – Характеристика диференційних спектрів цитохрому P450 мікросом печінки щурів  
при взаємодії з І і ІІ за умов індукції фенобарбіталом та 3-метилхолантреном

Умова досліду Фенобарбітал 3-Метилхолантрен
І ІІ І ІІ

Інтервал концентрацій, 
мкмоль

20–300 20–300 40–400 40–250

ΔDмакс, нмоль, CYP 0,0014 0,0016 0,0006 0,0020
Ks, М 0,76·10-4 1,25·10-4 1,0·10-3 1,0·10-4

λмін, нм 384 386 383 385
λмакс, нм 412 415 413 415
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SPECTRAL CHARACTERISTICS OF CYTOCHROME P45O IN THE INTERACTION 
WITH PROPOXAZEPAM AND ITS METABOLITE

    
Summary

Introduction. Propoxazepam (a 1,4-benzodiazepine derivative) is a novel analgesic that simultaneously inhibits 
acute and chronic pain with anti-inflammatory and anticonvulsant components that depend on the state of the 
gamma-aminobutyric acid receptor. There is currently no information on the possible interaction of the compound 
with other drugs at the cytochrome P-450 (CYP) level.

The aim of the study – to study the indicators of spectral changes of total CYP of rat liver microsomes when 
interacting with propoxazepam and its 3-hydroxymetabolite, which may indirectly indicate the interaction of the 
compound with other drugs.

Research Methods. Experiments were conducted on mature Wistar rats weighing 150–180 g, which were 
divided into two groups: 1 – animals that were treated with phenobarbital (80 mg/kg) for 3 days); 2 – which was 
treated with 3-methylcholanthrene (40 mg/kg) for 3 days. Rat liver microsomes were isolated by ultracentrifugation 
of the postmitochondrial fraction in a medium containing 1.15 % KCl and 40 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 in a Beckman 
ultracentrifuge at 105,000 g. Microsomes were diluted with 40 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 to a protein concentration 
of 2.6 mg/ml. Propoxazepam and its 3-hydroxymetabolite were dissolved in methanol to a concentration of 30 mM 
and added to 3 ml of microsome suspension. The content of CYP and its spectral characteristics were studied by 
the method of differential spectrophotometry on the “Aminco” spectrophotometer.

Results and Discussion. Propoxazepam (I) and 3-hydroxymetabolite (II) interacting with CYP of the liver of 
rats administered phenobarbital and 3-methylcholantren demonstrated the 2nd type of spectral changes in hemopro-
tein. The binding constans of I and II considerably differ, which points to the possibility of interaction of substrates 
with different areas of CYP. The characteristic points (ma[imum, minimum and isobestic) of CYP spectrum were 
displaced during II titration to the longwawe region as compared with I. Propoxazepam and its metabolite showed 
negligible affinity to microsomes of rats treated with different inductors, Ks values were in the range 0.76·10-4  – 
1.25·10-4 М.

Conclusions. Quantitative indicators of the inhibitory activities of I and II using the method of differential 
spectroscopy are only indicative in nature, but still can suggest at least a significant possibility of inhibitory interaction 
in clinical use of drugs.

KEY WORDS: Propoxazepam; cYP; rat liver microsomes; spectral changes.
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