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Аннотация. С целью определения оптимальных редокс-партнеров CYP124 M. tuberculosis в in vitro реконструи-
рованной системе осуществлена гетерологическая экспрессия, выделение и очистка рекомбинантных цитохрома 
CYP124 M. tuberculosis и потенциальных редокс-партнеров: Fdx, FdR, FprA, Adx, AdR, CPR, Arh1_A18G, Etpfd. Пока-
зано, что CYP124 проявляет наибольшую каталитическую активность в системе с митохондриальными элек-
трон-транспортными белками S. pombe: Etp1fd и Arh1_A18G.
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Abstract. In order to determine the optimal redox partners of CYP124 M. tuberculosis in reconstituted in vitro system 
we carried out heterologous expression, isolation and purification of recombinant CYP124 Mycobacterium tuberculosis and 
candidate redox partners: Fdx, FdR, FprA, Adx, AdR, CPR, Arh1_A18G, Etpfd. CYP124 was shown to exhibit the highest 
catalytic activity in system with S. pombe mitochondrial electron transfer proteins: Etp1fd и Arh1_A18G.
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Введение. Геном Mycobacterium tuberculosis, основного возбудителя туберкулеза, содержит 
20 генов, кодирующих различные формы цитохромов P450, функции большинства из которых не 
установлены. Тем не менее, цитохромы Р450 выполняют ключевые функции в метаболизме ми-
кобактерий, участвуют в деградации ряда лекарственных средств и являются потенциальными 
мишенями для лекарственной терапии [1]. Изучение физиолого-биохимических свойств данных 
ферментов способствует более полному пониманию их роли в метаболических процессах в клет-
ках микобактерий, а также позволит использовать данные о функциях и структуре цитохромов 
P450 для создания новых лекарственных препаратов.

Цитохром P450 124 Mycobacterium tuberculosis (CYP124) – 27-стероидгидроксилаза, обладает 
ω-гидроксилазной активностью по отношению к метил-разветвленным липидам. Данный фер-
мент состоит из 428 аминокислотных остатков и имеет молекулярную массу 47,8 кДа. Участие  
в катаболических процессах клетки и в биосинтезе стероидных компонентов клеточной мембра-
ны микобактерий делает CYP124 перспективной мишенью противотуберкулезной терапии [2]. 
Тем не менее изучение данного цитохрома ограничено малым количеством информации о его 
редокс-партнерах и соответственно невозможностью полноценной реконструкции ферментатив-
ной активности in vitro.
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Большинство прокариотических цитохромов P450 осуществляют ферментативные реакции  
с участием двух редокс-партнеров. В большинстве случаев это железосерный белок ферредоксин  
и ФАД-содержащая ферредоксин-редуктаза, получающая электроны от НАД(Ф)H. В ряде случаев 
цитохромы Р450 способны принимать электроны от альтернативных доноров электронов. 

Цель данной работы – получение высокоочищенных препаратов рекомбинантных редокс- 
партнеров цитохромов P450 и определение оптимальной системы доноров электронов для вос-
становления CYP124 M. tuberculosis в реконструированной системе. 

Материалы и методы исследования

Экспрессия, выделение и очистка рекомбинантных белков. Получение рекомбинантной 
редуктазы Arh1_A18G (мутант) осуществлялось, согласно методике, описанной в статье K. M. Ewen 
и др. Использование мутантного варианта A18G обусловлено лучшим связыванием ФАД по 
сравнению с белком дикого типа [3]. Очистку и выделение белка проводили методом металл-аф-
финной хроматографии с использованием хроматографической колонки с сорбентом TALONTM.

Получение рекомбинантного ферредоксинподобного домена белка Etp1 S. pombe осущест-
вляли по методике [4]. Двухстадийную очистку белка производили методами ионообменной  
и гель-фильтрационной хроматографий. Экспрессию и очистку рекомбинантного цитохрома 
Р450 CYP124 M. tuberculosis проводили по методике [5]. Получение рекомбинантных адренодок-
син-редуктазы (AdR) и адренодоксина (Adx) человека осуществляли, согласно работе [6]. 

Получение рекомбинантной цитохром Р450 редуктазы (CPR) крысы, содержащей N-концевую 
гистидиновую метку, осуществляли по методике [7]. Очистку рекомбинантного белка проводили 
методами металл-аффинной и ионообменной хроматографий. 

Экспрессию рекомбинантных FprA, FdR и Fdx проводили в соответствии со стандартной ме-
тодикой, описанной в руководстве по pET системам [8]. Очистку рекомбинантных белков прово-
дили в две стадии с помощью FPLC-системы ÄKTApurifier 10 с использованием металл-афинной 
(HisTrap HP) и анионообменной (SP FF) хроматографий по стандартным методикам.

Аналитические методы. Концентрацию белков рассчитывали спектрофотометрически, ис-
пользуя соответствующие коэффициенты молярной экстинкции (табл. 1).

Т а б л и ц а  1. Сводная таблица характеристик белков с указанием результатов  
масс-спектрометрического анализа

T a b l e  1. Summary of the characteristics of proteins including the results  
of mass spectrometric analysis

Белок Характеристика
Показания  

масс-спектрометрии,  
m/z

Теоретически  
рассчитанная  
молекулярная  

масса, Да

Локальные максимумы  
поглощения в UV-VIS 

спектре1, нм

Коэффициенты  
молярной экстинкции1 

1
M c×

CYP124 27-стероидгидроксилаза  
M. tuberculosis 48891,32 48718,93 (421, 538, 571)2 ε450–490 = 910003

Fdx Ферредоксин M. tuberculosis,  
содержит один [3Fe4S] кластер 8761,70

8739,24  
(с учетом 
[3Fe4S]  

кластера)

283, 412 ε412 = 11300

FdR НАДН:ферредоксин  
оксидоредуктаза M. tuberculosis, 
содержит один ФАД

43826,24 43780,52 272, 371, 454 ε450 = 13000

Adx Ферредоксин матрикса  
минтохондрий человека,  
содержит один [2Fe2S] кластер 14465,28

14559,79  
(с учетом 
[2Fe2S]  

кластера)

276, 320, 414, 455 ε414 = 9800

AdR НАДФН:ферредоксин оксидо- 
редуктаза матрикса митохондрий 
человека, содержит один ФАД

50575,91 50818,23 272, 375, 450 ε450 = 10900
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Белок Характеристика
Показания  

масс-спектрометрии,  
m/z

Теоретически  
рассчитанная  
молекулярная  

масса, Да

Локальные максимумы  
поглощения в UV-VIS 

спектре1, нм

Коэффициенты  
молярной экстинкции1 

1
M c×

FprA НАДФН:ферредоксин  
оксидоредуктаза M. tuberculosis, 
содержит один ФАД

50146,82 50103,78 272, 381, 452 ε452 = 10600

CPR НАДФН:P450 оксидоредуктаза 
крысы, содержит один ФАД  
и один ФМН на молекулу белка

77378,81 77654,53 276, 384, 456 ε455 = 21200

Arh1 
(A18G)

НАДФН:ферредоксин  
оксидоредуктаза S. pombe,  
содержит один ФАД

52438,92 52227.86 272, 376, 450 ε450 = 11300

Etp1fd Ферредоксин-подобный домен 
белка Etp1 митохондрий S. pombe, 
содержит один [2Fe2S] кластер 11664,09

11675,86  
(с учетом 
[2Fe2S]  

кластера)

276, 342, 415, 458 ε414 = 9800

1 Данные для окисленной формы белка. 
2 Данные для низкоспиновой формы цитохрома P450.
3 Коэффициент для разностного CO-спектра после восстановления 1 мМ дитионитом натрия: ∆(A450–A490).

Гомогенность белковых препаратов определяли с помощью денатурирующего электрофореза 
в полиакриламидном геле (ДСН-ПААГ). Молекулярные массы белков верифицировали с помо-
щью ДСН-ПААГ, используя белковые стандарты (PageRuller Prestained Protein Ladder, «Ther-
moFisher Scientific»), а также масс-спектрометрии (MALDI-TOF).

Определение каталитической активности рекомбинантного белка с различными редокс- 
партнерами. Определение каталитической активности цитохрома CYP124 в реконструирован-
ной системе проводили при 25 °C в объеме 0,5 мл. CYP124 (0,5 мкМ) инкубировали с субстратом 
(100 мкМ холест-4-ен-3-он) в 50 мМ калий-фосфатном буфере (pH 7,4). В систему добавлялись 
редокс-партнеры в молярном соотношении 1:1:4 (CYP124:ферредоксин:ферредоксин-редуктаза). 
В случае системы CYP124–CPR молярное соотношение – 1:1. Запуск реакции осуществляли до-
бавлением в пробирки с белками раствора НАДФН до финальной концентрации 0,4 мМ и реге-
нерирующей системы (1 мМ глюкозо-6-фосфат; 1 ед./мл глюкозо-6-фосфат дегидрогеназа).  
В системе СYP124–Fdx–FdR использовали 5-кратный избыток НАДН без регенерирующей си-
стемы. В качестве контроля использовали аналогичные системы, в которых отсутствовал 
НАД(Ф)H. Реакцию останавливали через определенные временные интервалы добавлением 5 мл 
дихлорметана.

Субстрат (холест-4-ен-3-он) и образовавшийся продукт (26-гидроксихолест-4-ен-3-он) реак-
ции экстрагировали метанолом и анализировали с помощью ВЭЖХ-МС. Активность (a) рассчи-
тывали из количества образовавшегося в ходе реакции продукта (нмоль) в единицу времени 
(мин) на 1 нмоль цитохрома Р450:

,
( e

A cp s
A A cp

k
a

ts
=

+ )

где k – поправочный коэффициент (в данном случае 1, так как коэффициенты молярной экстинк-
ции субстрата и продукта на длине волны детекции равны); As – площадь хроматографического 
пика субстрата; сs – концентрация субстрата; Ap – площадь хроматографического пика продукта 
реакции; сe – концентрация фермента в реакционной смеси; t – время с момента начала реакции 
до остановки.

Результаты и их обсуждение. M. tuberculosis экспрессирует ряд ферредоксинов. Тем не ме-
нее только для [3Fe4S] ферредоксина Fdx (Rv0763c) показана способность поставлять электроны 
одному из микобактериальных цитохромов P450 – CYP51 [9]. Данный ферредоксин состоит из  
67 аминокислот и имеет молекулярную массу 7,5 кДа.

Окончание табл. 1
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Из ферредоксин-редуктаз наиболее изучена НАДФН:ферредоксин оксидоредуктаза (FprA) – 
гомолог эукариотической адренодоксин-редуктазы (AdR), редокс-партнера митохондриальных 
цитохромов P450. Белок имеет молекулярную массу 49 кДа и на 40 % идентичен адренодок-
син-редуктазе млекопитающих [10]. Другая известная ферредоксин-редуктаза FdR (Rv0688) – 
белок с молекулярной массой 43 кДа, который использует НАДH в качестве источника электро-
нов. Обе вышеупомянутые ферредоксин-редуктазы показали способность поддерживать катали-
тическую активность CYP51 M. tuberculosis в системе с ферредоксином Fdx (Rv0763c) [1].

Адренодоксин (Adx) и адренодоксин-редуктаза (AdR) Homo sapiens обеспечивают транспорт 
электронов к митохондриальным цитохромам P450, функционируя по типу системы редокс-пар-
тнеров цитохромомов P450, характерной для прокариот. Адренодоксин представляет [2Fe2S] же-
лезосерный белок с молекулярной массой 19,4 кДа, который получает электроны от НАДФН че-
рез адренодоксин-редуктазу, 53,8 кДа ФАД-содержащий флавопротеин, и передает электроны на 
терминальный цитохром Р450. 

Потенциальными редокс-партнерами микобактериальных цитохромов P450 являются ферре-
доксин-подобный домен Etp1fd электрон-транспортного белка Etp1 и ферредоксин-редуктаза 
Arh1_A18G S. pombe. Данная система редокс-партнеров способна поставлять электроны к мито-
хондриальным цитохромам P450 млекопитающих с высокой эффективностью. Домен Etp1fd со-
держит [2Fe2S] железосерный кластер и имеет молекулярную массу 11,7 кДа. ФАД-зависимая 

Электрофореграмма в 12 и 15 % ПААГ в денатурирующих условиях препаратов исследуемых белков, где St. –  
стандарт молекулярных масс; 1 – CYP124; 2 – FdR; 3 – FprA; 4 – Arh1; 5 – AdR; 6 – CPR; 7 – Adx; 8 – Etpfd; 9 – Fdx

Electrophoregram in 12 and 15 % PAGE in the denaturing conditions of the loads of the studied proteins, where St.  
is molecular weight standard; 1 – CYP124; 2 – FdR; 3 – FprA; 4 – Arh1; 5 – AdR; 6 – CPR; 7 – Adx; 8 – Etpfd; 9 – Fdx
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редуктаза Arh1 – белок с молекулярной массой 52,4 кДа. Данная редуктаза способна принимать 
электроны как с НАДН, так и с НАДФН [3].

Цитохром P450 редуктаза Rattus norvegicus (CPR) – ФАД/ФМН-содержащий флавопротеин 
молекулярной массой 76,8 кДа. CPR является редокс-партнером микросомальных цитохромов 
P450 эукариот, осуществляя однокомпонентный транспорт электронов от НАДФН непосред-
ственно к цитохромам P450 [11].

Для определения каталитической активности CYP124 с различными редокс-партнерами осу-
ществлена экспрессия, выделение и очистка рекомбинантных белков: CYP124, Arh1_A18G , Etp1fd, 
CPR , FprA, FdR, Fdx, AdR и Adx. Результаты ПААГ электрофореза в денатурирующих условиях 
подтверждают высокую степень чистоты полученных препаратов (электрофореграмма), а резуль-
таты масс-спектрометрии подтверждают, что молекулярные массы выделеных белков соответ-
ствуют теоретически рассчитанным (табл. 1).

С целью определения оптимальной системы доноров электронов для восстановления CYP124 
протестировано 5 систем редокс-партнеров: адренодоксин (Adx) / адренодоксин-редуктаза чело-
века (AdR); ферредоксинподобный домен Etp1fd / ферредоксин-редуктаза Arh1_A18G S. pombe; 
цитохром P450 редуктаза крысы (CPR); ферредоксин Fdx / ферредоксин-редуктаза FprA M. tuber-
culosis; ферредоксин Fdx / ферредоксин-редуктаза FdR M. tuberculosis.

При использовании Adx / AdR и CPR в качестве систем доноров электронов в реакции окис-
ления холест-4-ен-3-она цитохромом CYP124 наблюдалось окисление стероидного субстрата до 
26-гидроксипроизводного (26-гидроксихолест-4-ен-3-она). Скорость образования продукта ре-
акции была выше в случае использования CPR крысы в качестве редокс-партнера по сравнению 
с системой Adx/AdR.

Микобактериальные системы редокс-партнеров Fdx/FprA и Fdx/FdR не показали способ-
ность восстанавливать CYP124 в ферментативной реакции окисления холест-4-ен-3-она, что мо-
жет быть связано с высокой специфичностью микобактериальных редокс-партнеров по отноше-
нию к определенным ферментам, участвующим в окислительно-восстановительных реакциях  
в клетках микобактерий. 

В системе с редокс-партнерами Etp1fd / Arh1_A18G S. pombe CYP124, помимо более высокой 
по сравнению с другими системами каталитической активности, продемонстрировал способ-
ность окислять холест-4-ен-3-он не только до основного продукта 6-гидроксихолест-4-ен-3-она, 
но и до холест-4-ен-3-он-26-овой кислоты (табл. 2).

Т а б л и ц а  2. Ферментативная активность в реакции гидроксилирования цитохромом CYP124  
холест-4-ен-3-она в реконструированной системе с различными белками-донорами электронов

T a b l e  2. Enzyme activity in the cytochrome CYP124 hydroxylation reaction of cholest-4-en-3-one  
in the reconstituted system with various electron donor proteins

Система доноров электронов Каталитическая активность, нмольp/(нмольe×мин)

AdX/AdR 0,89±0,09
CPR 1,09±0,13

Etp1/Arh1 2,73±0,12
FdX/FprA –
FdX/FdR –

П р и м е ч а н и е. «Прочерк» – активности не наблюдалось.

Выводы. Выявлено, что оптимальными донорами электронов для реакции окисления 4-хо-
лестен-3-она цитохромом P450 124 M. tuberculosis в реконструированной системе является систе-
ма митохондриальных электрон-транспортных белков S. pombe Etp1fd/Arh1_A18G. Отсутствие 
каталитической активности CYP124 в системе с микобактериальными редокс-партнерами может 
быть обусловлено высокой специфичностью ферредоксинов M. tuberculosis, в частности Fdx, по 
отношению к цитохромам P450.
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