
 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя хімічных навук. 2024. Т. 60, № 3. C. 235–245 235

ISSN 1561-8331 (Print)
ISSN 2524-2342 (Online) 
УДК 577.151.4                                                                              Поступила в редакцию 25.08.2023
https://doi.org/10.29235/1561-8331-2024-60-3-235-245 Received 25.08.2023

Е. Ю. Карпуть1, И. И. Капустина2, К. М. Табакмахер2, Т. Н. Макарьева2, А. А. Кича2, 
Н. В. Иванчина 2, П. С. Дмитренок2, Л. А. Калужский3, А. А. Гилеп1

1Институт биоорганической химии Национальной академии наук Беларуси, Минск, Беларусь 
2Тихоокеанский институт биоорганической химии имени Г. Б. Елякова Дальневосточного отделения  

Российской академии наук, Владивосток, Россия 
3Научно-исследовательский институт биомедицинской химии имени В. Н. Ореховича, Москва, Россия
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Аннотация. Стероид-14α-деметилазы CYP51 – представители крупного суперсемейства ферментов цитохромов 
Р450, обнаруженные во всех царствах живых организмов и катализирующие реакцию 14α-деметилирования ряда 
природных стероидов, включая ланостерин, обтузифолиол и 24,25-дигидроланостерин. CYP51 являются важными 
компонентами цепи биосинтеза стероидов у эукариот и по этой причине представляют одну из основных мишеней 
противогрибковой терапии. Ген, гомологичный стероид-14α-деметилазе CYP51, также обнаружен в геноме Mycobac-
terium tuberculosis. При этом у M. tuberculosis отсутствует путь de novo биосинтеза стероидов. Консервативность 
CYP51 среди представителей рода Mycobacterium и колокализация в геноме с 3Fe-4S ферредоксином Rv0763c, кото-
рый поддерживает его каталитическую активность in vitro, могут косвенно указывать на участие CYP51 в важном 
для микобактерий биохимическом процессе. С целью установления специфичности активного центра MTCYP51  
в отношении различных соединений изопреноидной природы нами получен высокоочищенный белковый препарат 
MTCYP51 и с помощью методов спектрофотометрического титрования и поверхностного плазмонного резонанса 
проведены исследования взаимодействия MTCYP51 со стероидами из морских организмов, полученными в Тихоо-
кеанском институте биоорганической химии Дальневосточного отделения Российской академии наук. Исследован-
ные соединения представляют собой широкий набор эволюционно древних изопреноидов. Результаты показали, что 
MTCYP51 способен связывать в активном центре разнообразные по структуре производные стероидов. Проведен-
ные исследования позволяют предположить биологическую роль MTCYP51 для патогенных микобактерий, заклю-
чающуюся в связывании и возможном метаболизме экзогенных биорегуляторных изопреноидов в условиях in vivo.
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LIGAND-BINDING CHARACTERISTICS OF CYP51 MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS  
IN RELATION TO MARINE STEROID COMPOUNDS

Abstract. CYP51 steroid-14α-demethylases are members of a large superfamily of cytochrome P450 enzymes found in 
all kingdoms of living organisms, and catalyze the 14α-demethylation reaction of a number of natural steroids, including la-
nosterol, obtusifoliol, and 24,25-dihydrolanosterol. CYP51 are important components of the eukaryotic steroid biosynthetic 
chain, and thus represent one of the main targets for antifungal therapy. A 14α-demethylase CYP51 homologous gene has also 
been found in the genome of Mycobacterium tuberculosis. At the same time, M. tuberculosis lacks the de novo pathway for 
steroid biosynthesis. Conservation of CYP51 among the Mycobacterium genus and colocalization in the genome with 3Fe-4S 
ferredoxin Rv0763c, which maintains its catalytic activity in vitro, may indirectly indicate the involvement of MTCYP51 in  
a biochemical process important for mycobacteria. In order to characterize the specificity of the MTCYP51 active site to var-
ious compounds of isoprenoid nature, we obtained a highly purified MTCYP51 and, using spectrophotometric titration and 
surface plasmon resonance methods, studied the interaction of MTCYP51 with steroids from marine organisms obtained in 



236   Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Chemical series, 2024, vol. 60, no. 3, pp. 235–245 

the Pacific Institute of Bioorganic Chemistry of the Far Eastern Branch of the Russian Academy of Sciences. The investigated 
compounds represent a wide range of evolutionarily ancient isoprenoids. The results showed that MTCYP51 is able to bind 
structurally diverse steroid derivatives in the active site. The conducted studies suggest the biological role of MTCYP51 for 
pathogenic mycobacteria, which consists in the binding and possible metabolism of exogenous bioregulatory isoprenoids  
in vivo.
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sion, high-performance liquid chromatography, SPR-analysis, spectrophotometric titration
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Введение. Согласно отчету ВОЗ в 2021 г. 10,6 млн человек по всему миру заболели туберку-
лезом, количество умерших составило 1,6 млн человек. Было выявлено 450 тыс. новых случаев 
рифампицин-резистентного туберкулеза [1]. Туберкулез человека вызывается бациллами Myco-
bacterium tuberculosis (MT), чьей особенностью является уникальная структура клеточной стен-
ки, которая обеспечивает исключительно прочный непроницаемый барьер для лекарств и игра-
ет фундаментальную роль в вирулентности.

Секвенирование генома MT позволило обнаружить наличие белка, гомологичного эукарио-
тическим стероид-14α-деметилазам [2, 3], что впоследствии было подтверждено эксперимен-
тально [4]. CYP51 – крупное высококонсервативное подсемейство ферментов цитохромов Р450, 
которое представлено во всех царствах живых организмов [5] и обнаруживается в вирусных ге-
номах [6]. Данные ферменты являются важными компонентами цепи биосинтеза стероидов  
у эукариот и катализируют отщепление 14α-метильных групп ланостерина и 24-метилен-24,25- 
дигидроланостерина у грибов и дрожжей, обтузифолиола у растений и 24,25-дигидроланостери-
на у млекопитающих и по этой причине являются основными лекарственными мишенями для 
противогрибковой терапии. При этом в микобактериях отсутствуют пути биосинтеза стероидов, 
что может указывать на возможное участие MTCYP51 в метаболизме экзогенных молекул изо-
преноидной природы. Нокаут-эксперименты с использованием транспозонного мутагенеза пока-
зали, что MTCYP51 не является необходимым для роста микобактерий в условиях in vitro [7], 
при этом исследования in vivo и ex vivo на моделях (макрофаги, зараженные MT) не проводились. 
Следует учитывать, что, по-видимому, MTCYP51 не экспрессируется или экспрессируется на не-
значительном уровне в условиях in vitro [8].

Характерной особенностью паразитических облигатных организмов, подобных MT, являет-
ся редуцирование генома, поэтому консервативность MTCYP51, а также его расположение в ге-
номе у многих видов микобактерий рядом с геном 3Fe-4S ферредоксина Rv0763c [9], который 
поддерживает реакции с участием MTCYP51 в in vitro реконструированной системе и показыва-
ет сходный профиль экспрессии [8], может косвенно указывать на необходимость данного фер-
мента для какого-либо важного физиологического процесса. Исследование лиганд-связывающих 
свойств MTCYP51 показало его способность связываться со многими видами стероидов [4, 10],  
в том числе с эстриолом [11]. Для понимания биологической роли MTCYP51 целесообразно рас-
ширить спектр потенциальных лигандов активного центра. В данной работе в качестве потенци-
альных лигандов MTCYP51 рассматриваются производные стероидов и стероидные гликозиды 
из морских организмов, так как они представляют собой широкий набор эволюционно древних 
изопреноидов, которые могут дать представление о природном субстрате MTCYP51. В качестве ме-
тодов исследования взаимодействия MTCYP51 со стероидными молекулами были использованы 
методы спектрофотометрического титрования и поверхностного плазмонного резонанса (SPR). 
Спектрофотометрическое титрование дает информацию о связывании лиганда с активным цен-
тром фермента, а метод SPR – о связывании лиганда с любой поверхностью молекулы белка. 
Последнее может быть использовано для поиска молекул, которые связываются в области взаи-
модействия цитохромов Р450 с их редокс-партнерами. Данный тип соединений является пер-
спективным для поиска ингибиторов Р450, основанных на нарушении белок-белковых взаимо-
действий с редокс-партнерами. С использованием данного подхода (комбинация спектрофотомет-
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рического титрования и SPR-анализа) нами ранее был идентифицирован потенциальный 
ин ги битор белок-белкового взаимодействия цитохрома Р450 CYP51A1 с его редокс-партнером – 
лютеолин 7,3’-дисульфатом [12]. Исходя из анализа полученной информации предложена гипо-
теза о том, что микобактериальные CYP51 участвуют в метаболизме экзогенных соединений 
изопреноидной природы в условиях in vivo, которые образуются в клетках организма человека и/
или в микроорганизмах микробиоты.

Материалы и методы. Гетерологическая экспрессия и очистка белка. Экспрессионную 
плазмиду pTrc99a со вставкой MTCYP51 (дикий тип) трансформировали в DH5α E. coli, единич-
ные колонии инокулировали в 5 мл среды Lysogeny broth (LB) и растили в течение ночи. Далее 
клеточную культуру добавляли в 1 л Terrific Broth (TB) с добавлением пептона (4 г на 1 л TB), 
содержащую 100 мкг/мл ампициллина. Наращивание клеточной культуры осуществляли в кол-
бах Эрленмейера при 37 °С при интенсивной аэрации (180 об/мин, амплитуда вращения 25 мм) 
до OD600 0,8–1,0. Затем температуру уменьшали до 26 °С и индуцировали экспрессию добавлением 
0,6 мМ ИПТГ, скорость перемешивания уменьшали до 120 об/мин и инкубировали клеточную 
культуру еще в течение 48 ч. В экспрессионную среду также добавляли 1,0 мМ δ-АЛК в качестве 
предшественника биосинтеза гема. Затем клетки осаждали центрифугированием (2 700 g, 20 мин, 
4 °С), ресуспендировали в 50 мМ Tris-HCl (рН 7,4) с добавлением 300 мМ NaCl и 0,5 мМ ФМСФ 
(4 объема буфера на 1 объем клеток) и замораживали при –80 °С.

После размораживания к клеточной суспензии добавляли бензоназу (1 296 Ед на 100 мл кле-
точной суспензии). Клетки разрушались в гомогенизаторе высокого давления Emulsiflex C3 (Av-
estin, Канада), клеточные мембраны осаждали центрифугированием (95 000 g, 1 ч, 4 °С). Клеточ-
ный супернатант использовали для нанесения на колонку для металл-хелатной аффинной хро-
матографии HisTrap HP (Cytiva, США) объемом 5 мл, уравновешенную буфером А (50 мМ 
Tris-HCl (pH 7,4), 300 мМ NaCl). После промывки тем же буфером белок элюировали в градиент-
ном режиме буфером Б (50 мМ Tris-HCl (pH 7,4), 300 мМ NaCl, 500 мМ имидазола). В получен-
ные белковые фракции добавляли 2мМ трис-(2-карбоксиэтил)-фосфина. Для ионообменной хро-
матографии фракции со значениями спектрофотометрического индекса чистоты i425/280 > 1,1 раз-
бавляли буфером 10 мМ Tris-HCl (pH 7,4) до концентрации NaCl ~ 10 мМ и наносили на колонку 
HiTrap Q HP (Cytiva, США) объемом 5 мл для анионообменной хроматографии. После промывки 
буфером 10 мМ Tris-HCl (pH 7,4) белок элюировали в градиентном режиме буфером состава  
50 мМ Tris-HCl (pH 7,4), 1 М NaCl. В полученные фракции с наиболее высоким спектрофотомет-
рическим коэффициентом чистоты (i417/280 > 1,5) добавляли 2 мМ трис-(2-карбоксиэтил)-фосфина 
и 15 % глицерина. Белковые фракции хранили при –80 °С до использования.

Определение чистоты и концентрации белка. Чистоту рекомбинантного MTCYP51 оценива-
ли спектрофотометрически по отношению Р450-специфического поглощения на длине волны 
417 нм к поглощению общего белка на длине волны 280 нм и по результатам электрофоретиче-
ского разделения в 12,5%-м полиакриламидном геле в денатурирующих условиях. В последнем 
случае степень чистоты рассчитывали денситометрически с помощью программного обеспече-
ния (ПО) ImageJ 1.54f, полученное значение составило не менее 89 %. Концентрацию белка опре-
деляли спектрофотометрически по поглощению в максимуме полосы Соре на 417 нм с использо-
ванием коэффициента молярной экстинкции ε417 = 117 мМ–1 ∙ см–1 для гемопротеина в низкоспи-
новом состоянии [13].

Масс-спектрометрия. Масс-спектрометрический анализ белка проводили с помощью мето-
да МАЛДИ с детекцией по времени пролета на приборе Microflex LRF (Bruker Corporation, Гер-
мания). Пробоподготовка включала осаждение и промывку белка 100%-м ацетоном с последую-
щим растворением твердого остатка в 70%-й муравьиной кислоте. В качестве матрицы исполь-
зовали насыщенный раствор синапиновой кислоты, содержащий 0,1 % муравьиной кислоты. 
Белок и матрицу смешивали в соотношении 1 : 1 на лунке полированной стальной мишени MSP 
Polished Target Steel, 96 (Bruker Corporation, США) и оставляли высыхать на воздухе до образова-
ния равномерного слоя кристаллов. В качестве стандарта молекулярной массы использовали 
Protein Calibration Standard II (Bruker Corporation, США). После получения кристаллов записыва-
ли спектр в линейном режиме работы детектора.
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Спектроскопическая характеристика белка. Абсолютный спектр поглощения MTCYP51  
в УФ-видимой области записывали с помощью спектрофотометра малых объемов Nanodrop 2000 
(ThermoFisher Scientific, США). Спектр восстановленного белка записывали после добавления 
небольшого количества дитионита натрия. Спектр поглощения СО-комплекса получали пропу-
сканием монооксида углерода через раствор восстановленного белка в течение 1 мин. Спектро-
фотометрическое титрование проводили по стандартному протоколу [14] на двухлучевом спек-
трофотометре Cary 5000 UV–Vis NIR (Agilent Technologies, США) при 20 °С путем добавления  
к раствору очищенного MTCYP51 увеличивающейся концентрации лиганда с последующей за-
писью спектра. Стоковые растворы соединений готовились в концентрации 10 мМ в ДМСО. Раз-
ностные спектры использовались для расчета разницы поглощения при каждой концентрации 
лиганда. График зависимости полученных значений изменения поглощения от концентрации 
лиганда применяли для определения равновесных констант диссоциации комплекса фермент-ли-
ганд с помощью ПО Origin 2018 (OriginLab Corporation, США) по следующему уравнению:

где Aabs – изменение поглощения при каждой концентрации лиганда, Amax – разница поглощения 
при насыщении лигандом, Et – концентрация белка, S – концентрации лиганда, Kd – константа 
диссоциации комплекса фермент-лиганд [15].

Получение стероидов. Стероидные соединения 1–14 были выделены в Тихоокеанском инсти-
туте биоорганической химии им. Г. Б. Елякова Дальневосточного отделения Российской акаде-
мии наук согласно протоколам, аналогичным опубликованным ранее [16–22], из голотурии 
Eupentacta fraudatrix, морских звезд Echinaster luzonicus, Anthenea sibogae, Anthenoides laevigatus, 
Choriaster granulatus и Archaster typicus, а также морской губки Halichondria vansoesti. Чистота 
выделенных соединений была подтверждена методами ВЭЖХ, ЯМР-спектроскопии (1Н и 13С ЯМР) 
и масс-спектрометрии и соответствовала показателям чистоты образцов, описанным в цитируе-
мых работах [16–22].

Биосенсорный SPR-анализ. SPR-анализ был выполнен при 25 °C с использованием оптическо-
го биосенсора Biacore 8K (GE Healthcare, США). В качестве рабочего буфера использовали 
HBS-N (10 мМ HEPES, 150 мМ NaCl, pH 7,4) (Cytiva, США). MTCYP51 был иммобилизован на 
поверхности стандартного оптического чипа СМ5 серии S (Cytiva, США). Карбоксильные груп-
пы декстрана поверхности оптического чипа активировали с помощью инжекции смеси 0,2 M 
1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимида гидрохлорида и 0,05 M N-гидроксисукцинимида 
в отношении 1 : 1 в течение 30 с со скоростью потока 15 мкл/мин. Далее 20 мкг/мл раствор MTC-
YP51 в 10 мМ ацетате натрия (pH 5,0) инжектировали в рабочий канал биосенсора с той же ско-
ростью потока в течение 3 мин, после чего система промывалась рабочим буфером в течение 1 ч. 
Контрольный канал, в котором не производилась иммобилизация белка, использовался для кор-
рекции эффектов неспецифического связывания аналитов с поверхностью чипа биосенсора.

Низкомолекулярные соединения растворялись в ДМСО для создания стоковой концентра-
ции 10 мМ. Экспериментальные образцы соединений готовились в HBS-N буфере в концентра-
ционном диапазоне 10–100 мкМ, финальная концентрация ДМСО составила 1 %. То же количе-
ство ДМСО добавлялось в рабочий буфер для снижения вклада объемных эффектов, вызванных 
разностью коэффициентов преломления рабочего буфера и экспериментального образца. Коэф-
фициенты преломления рабочего буфера и экспериментальных проб выравнивались с помощью 
рефрактометра RX-5000 (Atago, Япония). При необходимости содержание растворителя в рабо-
чем буфере корректировалось по формуле:

где C(ДМСО)р.б. – финальная концентрация ДМСО в рабочем буфере, C(ДМСО)образца – концен-
трация ДМСО в экспериментальном образце, η1 – коэффициент преломления экспериментально-
го образца, η2 – коэффициент преломления HBS-N буфера, η3 – коэффициент преломления 
HBS-N буфера, содержащего ДМСО в концентрации, равной экспериментальному образцу.
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Для оценки равновесной константы диссоциации Kd MTCYP51 c низкомолекулярными сое-
динениями растворы соединений в концентрационном диапазоне 10–100 мкМ последовательно 
инжектировались в систему биосенсора в течение 5 мин, регистрацию распада образовавшегося 
комплекса проводили в течение 10 мин, скорость потока составляла 30 мкл/мин. Между инжек-
циями образцов соединений поверхность чипа регенерировали двукратной инжекцией регене-
рирующего раствора состава 2 М NaCl, 1 % CHAPS в течение 20 с при скорости потока 35 мкл/мин.

Полученные данные были обработаны в программе BIAevaluation Software v 4.1.1 (GE 
Healthcare, США) с использованием модели расчета Steady state [23] и Two-state (conformational 
change) binding [24]. Итоговое значение Kd получали из расчетной математической функции, ха-
рактеризующейся минимальным параметром chi2.

Результаты и их обсуждение. Гетерологическая экспрессия и очистка белка. После двух 
последовательных очисток методами металл-хелатной аффинной на Ni2+-NTA сорбенте и анио-
нообменной хроматографий был получен MTCYP51 в количестве 31,5 мг с 1 л культуральной 
среды. Продуцируемый E. coli MTCYP51 имеет типичный СО-Р450 спектр поглощения (вставка 
на рисунке, b). Электрофоретический анализ показал наличие полосы с молекулярной массой 
около 50 кДа (вставка на рисунке, a), МАЛДИ-TOF анализ фракций очищенного CYP51 показал 
наличие основного пика с массой 51,6 кДа (рисунок, a), что соответствует расчетной теоретиче-
ской массе апофермента 51,6 кДа. Абсолютный спектр поглощения окисленного MTCYP51 в от-
сутствие субстрата показал наличие пика Соре на 419 нм и α- и β-полос на 569 и 535 нм, что ха-
рактерно для спектра поглощения низкоспиновой формы Р450 (рисунок, b).

Длина волны (нм)
                                                              a                                                                                                        b

Результаты физико-химической характеристики полученного препарата рекомбинантного MTCYP51:  
a – МАЛДИ-TOF анализ фракции MTCYP51 после очистки, во вставке показана электрофореграмма фракций  
MTCYP51 после разделения в полиакриламидном геле в денатурирующих условиях; 1–5 — фракции белка,  

полученные после анионообменной хроматографии, М – маркер молекулярного веса; b – абсолютный спектр  
поглощения фракции MTCYP51 после очистки; во вставке показан абсолютный спектр поглощения карбонильного 

комплекса MTCYP51

Purification and characterization of MTCYP51: a – MALDI-TOF analysis of the MTCYP51 fraction after purification;  
the inset shows the electropherogram of MTCYP51 fractions after purification in polyacrylamide gel under denaturing 

conditions; 1–5 – protein fractions obtained after anion exchange chromatography, M – molecular weight standard;  
b – Absolute absorption spectrum of the MTCYP51 fraction after purification; the inset shows the absolute absorption 

spectrum of the MTCYP51 carbonyl complex

Получение стероидов. В ходе данной работы были получены 14 соединений стероидной при-
роды из голотурии Eupentacta fraudatrix, морских звезд Echinaster luzonicus, Anthenea sibogae, 
Anthenoides laevigatus, Choriaster granulatus и Archaster typicus, а также морской губки Halichon-
dria vansoesti, принадлежащие к разным структурным классам [16–22]. Так, были изучены два 
метилстерина, пять полигидроксилированных стероидов, один трисульфатированный галогени-
рованный стероид, два полигидроксистероидных монозида, один полигидроксистероидный 
био зид, два циклических гликозида и один стероидный биозид редкой структурной группы.
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Биосенсорный SPR-анализ. MTCYP51 был иммобилизован на поверхность оптического чипа. 
Уровень иммобилизации составил 1 413 RU. С помощью SPR-анализа было показано взаимодей-
ствие MTCYP51 с соединениями 2, 4, 8–14. Равновесные константы диссоциации комплексов 
представлены в таблице.

Анализ связывания лигандов с MTCYP51. Связывание лиганда с активным центром цитохро-
ма Р450 сопровождается переходом белка из низкоспиновой в высокоспиновую форму, что отра-
жается в наличии специфических максимумов и минимумов в разностных спектрах поглоще- 
ния [25]. Амплитуда разницы поглощений на данных длинах волн пропорциональна содержа-
нию комплекса Р450-лиганд и позволяет рассчитать константу диссоциации Kd комплекса фер-
мент-лиганд (см. табл.). Титрование осуществляли до насыщающей концентрации лиганда,  
что сопровождается прекращением увеличения ΔAmax, или (для соединений 4, 8 и 9) до такой 
концентрации лиганда, при которой наблюдалось помутнение раствора, что, вероятно, было вы-
звано достижением предела растворимости данных соединений в используемом буферном рас-
творе. Соединения 2–5, 7–9, 11, 14 проявляли субстратоподобный тип связывания с MTCYP51  
с характерными максимумом и минимумом поглощения на ~ 380 и ~ 420 нм соответственно. 
Для соединения 6 наблюдали нетипичную картину связывания: первоначально положения мак-
симума и минимума поглощения соответствовали ответу типа I, однако при дальнейшем увели-
чении концентрации лиганда максимум сместился на ~ 440 нм, а минимум – на ~ 417 нм. Общий 
вид итогового спектра напоминает ответ типа II, характерный для ингибиторов, однако экстре-
мумы сильно смещены в сторону бо́льших длин волн. При этом по результатам SPR-анализа 

Результаты спектрофотометрического титрования и SPR-анализа по оценке связывания производных 
стероидов из морских организмов с активным центром MTCYP51

The results of spectrophotometric titration and SPR-analysis of the binding of steroid derivatives  
from marine organisms to the active site of MTCYP51

Название (источник) Структурная формула Тип спектрального 
ответа ΔAmax Kd, мкМ

Модель расчета 
(SPR) Kd, мкМ

4,14-Δ9-Диметилстерин
(Eupentacta fraudatrix)

н. с. и.*
н. о.** н. о.

14-Δ9-Метилстерин
(Eupentacta fraudatrix)

Тип I
0,0214

1,56 ± 0,7

two-state
98,7 ± 10,1

Лузоникозид A
(Echinaster luzonicus)

Тип I
0,0457

6,4 ± 1,0
н. о.

Лузоникозид D
(Echinaster luzonicus)

Тип I
0,0333

4,1 ± 0,8

steady-state
111,0 ± 13,3
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Название (источник) Структурная формула Тип спектрального 
ответа ΔAmax Kd, мкМ

Модель расчета 
(SPR) Kd, мкМ

Антенозид Q
(Anthenea sibogae)

Тип I
0,0238

3,6 ± 0,5
н. о.

Хлоротопсентиастерин суль-
фат D
(Halichondria vansoesti)

Атипичный 
спектр

н. о.
н. о.

(25S)-5α-холестан-
3β,5,6β,14,15α,16β,26-гептаол
(Anthenoides laevigatus)

Тип I
0,0099

н. о.
н. о.

(25S)-5α-холестан-
3β,5,6β,15α,16β,26-гексаол
(Anthenoides laevigatus)

Тип I
0,0321

5,9 ± 0,8

steady-state
77,0 ± 10,0

Эхинастерозид C
(Choriaster granulatus)

Тип I
0,0304

38,1 ± 5,3

two-state
106,0 ± 11,7

Гранулатозид A
(Choriaster granulatus)

н. с. и.
н. о.

steady-state
179,0 ± 23,3

Эхинастерозид В
(Choriaster granulatus)

Тип I
0,0296

5,6 ± 0,4

two-state
5,3 ± 0,6

(24R)-27-нор-5α-холестан-
3β,4β,5,6α,8,14,15α,24-октаол
(Archaster typicus)

н. с. и.
н. о.

two-state
0,7 ± 0,1

(24R)-27-нор-5α-холестан-
3β,4β,5,6α,7α,8,14,15α,24-нонаол
(Archaster typicus)

н. с. и.
н. о.

two-state
1,4 ± 0,2

5α-холест-24-ен-
3β,6α,8,14,15α,26-гексаол 
15-O-сульфат
(Archaster typicus)

Тип I
0,0294

15,6 ± 3,2

two-state
3,9 ± 0,5

*н. с. и. – нет спектральных изменений
**н. о. – не определено

Окончание таблицы
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связывания для данной молекулы не наблюдается, что может свидетельствовать о взаимодействии 
с активным центром при сохранении исходного объема молекулы белка. Соединения 10, 12 и 13, 
по-видимому, не связываются с активным центром белка, так как отсутствует спектральный ответ, 
однако для соединений 12 и 13 по данным SPR наблюдается связывание с высокой аффинностью, 
что может свидетельствовать о взаимодействии молекулы с поверхностью белка. Соединение 1 
обладает структурным сходством с ланостеролом, который демонстрирует субстратоподобный 
тип спектрального ответа с MTCYP51 и является природным субстратом CYP51 грибов, но дан-
ные спектрофотометрического титрования показали отсутствие взаимодействия. Данный факт мо-
жет объясняться отсутствием одной метильной группы у С4-атома, при этом для соединения 2,  
у которого метильные группы в этом положении отсутствуют, связывание наблюдается. Для со- 
единений 3 и 5 при наличии спектрального ответа наблюдается отсутствие детектируемого взаимо-
действия по данным SPR-анализа, что также может свидетельствовать о связывании с активным 
центром при сохранении исходного объема молекулы белка. Для соединений 4, 8, 9, по-видимому, 
разница в значениях констант, полученных двумя методами, может быть обусловлена взаимодей-
ствием молекул с поверхностью белка за счет гидрофильных областей молекулы, которые имеют-
ся у соединений 4 и 8. Для соединения 7 не было зафиксировано значимых спектральных измене-
ний при титровании и не было обнаружено взаимодействия при SPR, что, вероятно, обусловлено 
большим количеством гидроксильных групп в структуре. В случае соединений 11 и 14 с высокой 
долей вероятности можно утверждать, что происходит связывание молекул в активном центре, что 
обусловлено низкими значениями Kd, полученных обоими методами анализа. Примечательно, что 
общей особенностью для данных молекул является наличие сульфогруппы в С15-положении сте-
роидного кольца. Можно предположить, что сульфогруппа участвует в ионном взаимодействии  
с остатком H259 активного центра MTCYP51, для которого ранее было показано участие во взаи-
модействии с азолсодержащим лигандом MTCYP51 4-фенилимидазолом [26]. Важно отметить, 
что без получения кристаллической структуры нельзя предположить ориентацию молекул в ак-
тивном центре. Кроме того, только часть исследуемой молекулы может быть связана активным 
центром, другая часть может быть расположена в канале доступа субстрата или даже на поверхно-
сти фермента, что может, в частности, являться одним из объяснений различия показанных Kd для 
спектрального титрования и биосенсорного SPR-анализа. Для более глубокого понимания особен-
ностей строения активного центра MTCYP51 и его связывания с лигандами необходимо получе-
ние трехмерных структур.

Спектр изопреноидных соединений, присутствующих в организме человека, огромен, при 
этом структуры большинства из них неизвестны. Наличие большого количества молекул раз-
личных изопреноидов в организме человека обусловлено многообразием эндогенных биосинте-
тический путей метаболизма изопреноидов в организме человека, вторичным метаболизмом эн-
догенных стероидов микробиотой, а также метаболизмом микробиотой и организмом человека 
изопреноидов, содержащихся в продуктах питания. В последнее время показана важная роль 
оксистероидов в регуляции иммунной системы. Следует отметить, что в значительной степени 
изучена лишь роль эндогенных стероидов человека в данных процессах. При этом до конца не-
известна значимость действия продуктов метаболизма изопреноидов ферментами микробиоты 
на иммунную систему человека, а также роль многообразных экзогенных изопреноидов. По этой 
причине в рамках работы было важно оценить спектр потенциальных природных лигандов дан-
ного орфанного фермента микобактерий. В связи с этим можно предположить, что одной из воз-
можных биологических функций MTCYP51 является метаболизм различных по структуре про-
изводных стероидов. Наиболее вероятно, что данный метаболизм направлен на инактивацию 
иммуноактивных изопреноидов и цитотоксичных для микобактерий соединений.

Заключение. Результаты исследований показали, что MTCYP51 способен связывать в актив-
ном центре фермента разнообразные по структуре производные стероидов. Ранее было показа-
но, что микобактериальные цитохромы Р450 участвуют в метаболизме ряда иммуноактивных 
стероидов человека, включая оксистероиды и производные витамина D [27, 28]. Предполагается, 
что такая активность цитохромов Р450 является одной из форм обеспечения защиты микобактерий 
от действия компонентов иммунной системы. Транслируя данную информацию на MTCYP51, 
мы предполагаем, что данный фермент участвует в метаболизме соединений, которые структур-
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но близки к биосинтетическим предшественникам С27-стероидов, относящихся к группе имму-
ноактивных изопреноидов или обладающих цитотоксическими свойствами в отношении мико-
бактерий.
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