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ГАРМОНИЗАЦИЯ КОДОНОВ КАК СПОСОБ УВЕЛИЧЕНИЯ УРОВНЯ ЭКСПРЕССИИ 
ФУНКЦИОНАЛЬНО-АКТИВНОГО CYP17A1 ЧЕЛОВЕКА 

Аннотация. CYP17A1 является ключевым ферментом в биосинтезе глюкокортикоидов и андрогенов, а дисфунк
ция данного фермента сопровождается тяжелыми нарушениями в организме, в том числе гормон-зависимыми зло-
качественными новообразованиями (рак предстательной железы, рак молочной железы). Впервые проведена гар-
монизация нуклеотидной последовательности гена СYP17A1 человека и осуществлена оптимизация методики его 
выделения и очистки из бактериальных клеток различных штаммов. Установлено, что гармонизация кодонов гена, 
кодирующего СYP17A1 человека, позволяет увеличить уровень экспрессии целевого белка на 28 %. Проведенный 
анализ гармонизации кодонов позволил выявить, что редкими кодонами представлены только определенные амино-
кислоты (A, C, D, G, I, V, Y), также редкие кодоны встречаются в аминокислотных остатках активного центра белка. 
В ходе исследования доказано, что гармонизированный белок взаимодействует с природным субстратом СYP17A1 – 
прогестероном аналогично оптимизированному белку и обладает функциональной активностью. Полученные ре-
зультаты дают основание считать, что гармонизация кодонов для СYP17A1 человека является методом, способным 
оптимизировать получение препаративных количеств терапевтически значимого фермента c сохранением его ката-
литической активности.
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Abstract. CYP17A1 is a key enzyme in the biosynthesis of glucocorticoids and androgens, and its dysfunction is asso-
ciated with severe disorders, including hormone-dependent malignant neoplasms (prostate cancer and breast cancer). In this 
study, the codon harmonization of the human CYP17A1 gene was performed for the first time, and the method for its ex-
pression and purification from bacterial cells of various strains was optimized. It was found that harmonization of codons 
of the gene encoding human CYP17A1 increases the expression level of the target protein by 28 %. The analysis of codon 
harmonization revealed that only certain amino acids (A, C, D, G, I, V, Y) are represented by rare codons, and rare codons 
are also found in the amino acid residues of the active center of the protein. The study demonstrated that the harmonized pro-
tein interacts with the natural substrate of CYP17A1, progesterone, similarly to the optimized protein and exhibits functional 
activity. The results obtained indicate that codon harmonization for human CYP17A1 is an effective approach for producing 
preparative quantities of the therapeutically significant enzyme while maintaining its catalytic activity.
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Введение CYP17A1 человека (17α-гидроксилазa/17,20-лиаза, ЕС 1.14.14.19/EC 1.14.14.32) пред-
ставляет собой фермент-монооксигеназу, относится к суперсемейству цитохромов Р450 и участ
вует в реакциях биосинтеза стероидных гормонов в мембранах эндоплазматической сети стеро-
идогенных органов и тканей. CYP17A1 является ключевым ферментом в биосинтезе глюкокор-
тикоидов и андрогенов, а дисфункция данного фермента сопровождается такими тяжелыми 
нарушениями в организме, как гормон-зависимые злокачественные новообразования (рак пред-
стательной железы, рак молочной железы, синдром Кушинга, синдром поликистозных яични-
ков). В литературе описаны ингибиторы CYP17A1 для лечения рака предстательной железы (аби-
ратерона ацетат) и синдрома Кушинга (левокетоконазол), позволяющие снизить уровень андро-
генов и глюкокортикоидов в крови соответственно. Однако для вышеуказанных лекарственных 
препаратов свойственны серьезные побочные эффекты: артериальная гипертензия, гепатоток-
сичность, гипокалиемия, периферические отеки, что может приводить к сердечной недостаточ-
ности. В связи с этим является перспективным изучение новых селективных ингибиторов фер-
мента [1]. Для проведения высокопроизводительного лабораторного скрининга новых ингибито-
ров CYP17A1 человека необходимо достаточное количество белка, который получают методом 
гетерологической экспрессии в клетках Escherichia coli. Согласно литературным данным макси-
мальный уровень экспрессии «растворимой» (транкированной) формы CYP17A1 человека со-
ставляет около 25 мг на 1 л культуральной жидкости. Для полноразмерного фермента уровень 
экспрессии более низкий в связи с трудностью выделения и очистки белка, содержащего гидро-
фобный трансмембранный сегмент [2, 3].

Гармонизация кодонов представляет собой замену кодонов в соответствующем гене таким 
образом, чтобы их частоты встречаемости в микроорганизме, который используется для гетеро-
логической экспрессии, были приблизительно такие же, как и в организме, из которого получен 
ген [4]. Наличие редких кодов в последовательности приводит к снижению скорости трансля-
ции. В свою очередь, снижение скорости трансляции позволяет корректно сформировать вто-
ричную и третичную структуры кодируемого белка, обеспечивающую его функцию, и повысить 
выход функционально-активного фермента [5,  6]. В научной литературе имеются неоднократ-
ные сведения о том, что использование гармонизации кодонов в генах, кодирующих мембран-
ные белки, позволяет увеличить уровень экспрессии белка по сравнению с оптимизированной 
либо нативной последовательностью. Однако также было показано, что в некоторых случаях 
уровень экспрессии, наоборот, снижается [7]. В литературе представлена информация о том,  
что гармонизация по сравнению с оптимизацией кодонов обеспечивает получение наиболее ста-
бильной формы белка [8], а также способствует сохранению или модификации биологической 
активности белка, например повышению его иммуногенности [9, 10]. Были получены данные  
об увеличении уровня экспрессии как цитозольных, так и мембранных белков [11, 12]. Исследо-
вания по влиянию гармонизации кодонов на уровень экспрессии и функциональную активность 
проводились с белками вирусов (HTH1), микроорганизмов (K. pneumonia, B. xenovorans, P. falci
parum), грызунов (M. musculus), аллергенов растений (B. verrucosa), экспрессируемых в клетках 
E. coli. Исследования о влиянии гармонизации кодонов на экспрессию и функциональную актив-
ность цитохромов P450 человека в клетках E. coli в научной литературе не описаны.

Цель настоящей работы заключается в изучении влияния гармонизации нуклеотидной по-
следовательности гена транкированного мембранного белка CYP17A1 человека на уровень его 
экспрессии в клетках E. coli, функциональную активность в сравнении с транкированным бел-
ком CYP17A1 человека с оптимизированной последовательностью.

Материалы и методы исследования. Гармонизация кодонов CYP17A1 человека. Нуклеотидную 
последовательность, кодирующую CYP17A1 человека, брали из базы данных UniProt (P05093). 
Для получения конструкции транкированного белка (CYP17TR) проводили множественное вы-
равнивание последовательностей с использованием инструмента BLAST (алгоритм blastp) c ами-
нокислотными последовательностями CYP17A1 человека из базы данных PDB (PDB ID: 3RUK, 
3SWZ, 4NKV, 4NKW, 4NKX, 4NKY, 4NKZ, 5IRQ, 5IRV, 5UYS, 6CHI, 6CIR, 6CIZ, 6WR0, 6WR1, 
6WW0). По результатам множественного выравнивания были удалены 23 аминокислотных остат-
ка трансмембранного сегмента для улучшения растворимости белка и снижения его агрегации 
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при очистке. Для имитации трансмембранного сегмента со стороны N-конца добавлена оптими-
зирующая аминокислотная последовательность MAKKT [13]. Ввиду того что в дальнейшем 
очистку фермента планируется осуществлять с использованием металл-хелатной аффинной хро-
матографии, со стороны C-концевой последовательности добавляли последовательность, коди-
рующую гексагистидиновый кластер. 

Нуклеотидную последовательность гена, кодирующую CYP17TR, далее оптимизировали  
и гармонизировали с использованием инструмента Codon Harmonizer [6] для экспрессии в клет-
ках E. coli. Для этого использовали следующие параметры: глобальный метод оптимизации ко-
донов (global_codons), исходный организм – Homo Sapiens (93487), организм для экспрессии – 
Escherichia coli (8087). В результате получена гармонизированная нуклеотидная последователь-
ность (CYP17TR_H).

Молекулярное клонирование и создание плазмид. К гену, кодирующему CYP17TR_H, длиной 
1488 п. н. добавляли стоп-кодон и сайты узнавания рестриктазами BamHI и HindIII. Ген полу- 
чали синтетическим путем. Для этого кодирующую последовательность разбивали на олигону-
клеотиды с использованием программ DNAWorks [14, 15] и SnapGene 2.3.2 (GSL Biotech, США). 
На олигонуклеотидном синтезаторе Н32 (K&A, Германия) получили 39 олигонуклеотидов, дли-
ной преимущественно 65 п.  н. Осуществили полимеразную цепную сборку двух фрагментов 
гена длиной 722 и 773 п. н. из смесей олигонуклеотидов, совместно очищенных методом твердо-
фазной экстракции  [16]. Фрагменты клонировали в вектор pJET1.2 blunt из набора CloneJET 
PCRCloningKit (ThermoFisherScientific, США) в соответствии с рекомендациями производителя. 
Нуклеотидную последовательность секвенировали по методу Сэнгера на генетическом анализа-
торе 3500 xL (AppliedBiosystems, США) с набором реагентов BrilliantDye™ Terminator (v3.1) Cycle 
Sequencing Kit (NimaGen, Нидерланды). Амплифицировали верные последовательности с конце-
выми праймерами. Далее два фрагмента объединили способом overlap extension ПЦР, а затем 
полученную центральную часть гена (1 474 п. н.) дорастили до 1 488 п. н. с использованием ПЦР, 
добавив на оба конца соответствующие сайты рестрикции и стоп-кодон. Данную конструкцию 
клонировали в вектор pJET1.2 blunt и снова убедились в корректности последовательности  
по результатам секвенирования. Для всех ПЦР использовали высокоточную ДНК полимеразу 
Q5 с горячим стартом (New England Biolabs, Великобритания). Затем плазмиду, несущую ген, 
кодирующий CYP17TR_Н, обрабатывали рестриктазами BamHI и HindIII (NEB, Великобрита-
ния) и разделяли получившиеся фрагменты методом электрофореза в агарозном геле. Далее 
фрагмент нужной длины вырезали из геля, очищали и клонировали в экспрессионную плаз-
миду pCW-LIC по соответствующим сайтам рестрикции. Продукты лигирования трансформи-
ровали в компетентные клетки E.  coli DH5α, из которых проводили выделение плазмидной 
ДНК, несущей гармонизированную нуклеотидную последовательность (pCWori_CYP17TR_H). 
Синтезированную рекомбинантную плазмиду проверяли рестрикционным картированием  
и секвенированием.

Выбор оптимальной экспрессионной системы и оптимальных условий экспрессии для CYP17TR_H. 
Для выбора оптимальной экспрессионной системы хозяин–вектор с использованием экспрессион-
ных тестовых систем 1-6 (табл. 1) проводили аналитическую экспрессию.

Т а б л и ц а  1. Экспрессионные тестовые системы для проведения аналитической экспрессии

T a b l e  1. Expression test systems for analytical expression

Образец Экспрессионная тестовая система

1 Плазмида pCWori_CYP17A1TR, клетки Escherichia coli штамм BL21 
2 Плазмида pCWori CYP17A1_TR, клетки Escherichia coli штамм С41
3 Плазмида pCWori CYP17A1_TR, клетки Escherichia coli штамм С43
4 Плазмиды pCWori CYP17A1_TR и pGroEL/ES, клетки Escherichia coli штамм BL21 
5 Плазмиды pCWori CYP17A1_TR и pGroEL/ES, клетки Escherichia coli штамм С41
6 Плазмиды pCWori CYP17A1_TR и pGroEL/ES, клетки Escherichia coli штамм С43
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Ночную культуру (5 мл) клеток необходимого штамма (BL21, C41 или C43) инокулировали 
в 0,1 л питательной среды TB (Conda, Испания), содержащей ампициллин (100 мкг/мл), микро- 
элементы, для образцов 4–6 – дополнительно канамицин (35 мкг/мл). Культивирование прово- 
дили в орбитальном термостатируемом шейкере при температуре 37 °С и интенсивности пере-
мешивания 180 об/мин до достижения оптической плотности ~0,8–1,0 на длине волны 600 нм. 
Затем температуру снижали и добавляли индуктор синтеза белка ИПТГ (0,5 мM – здесь и далее 
указана конечная концентрация компонента в среде), предшественник синтеза гема δ-аминоле-
вулиновую кислоту (δ-АЛК) (0,65 мМ), индуктор синтеза шаперонов GroEL/ES (для образ- 
цов 4–6), арабинозу (4 мг/мл). Через 48 ч экспрессии из каждой колбы (образцы 1–6) отбирали  
по 1 мл клеточной культуры, затем клетки осаждали при 1 400 g в течение 5 мин, осадок ресу-
спендировали в 200 мкл SDS-восстанавливающего буфера. Оценку оптимальной экспрессион-
ной системы проводили методом вестерн-блоттинга. Для интерпретации результатов применя-
ли программу GelAnalyzer 23.1.1.

Далее использовали оптимальную экспрессионную систему для определения оптимальных 
условий из различных тестовых (температура экспрессии – 22, 26, 30 °C и время экспрессии – 24 
или 48 ч). Оценку условий осуществляли с использованием метода вестерн-блоттинга, результа-
ты которого анализировали в программе GelAnalyzer 23.1.1.

Гетерологическая экспрессия и очистка рекомбинантного CYP17TR_H человека. Экспрессион- 
ную плазмидy pCWori_CYP17TR_H совместно с плазмидой, кодирующей шапероны GroEL/ES, 
трансформировали в клетки E. coli (штамм С43), единичные колонии инокулировали в 5 мл сре-
ды LB и растили в течение ночи. Далее клеточную культуру добавляли в 1 л питательной среды 
TB, содержащей ампициллин (100 мкг/мл) и канамицин (35  мкг/мл). Клеточную культуру на- 
ращивали в колбах Эрленмейера при 37  °С до OD600 ~0,8–1,0. Затем температуру уменьшали  
до 26  °С и индуцировали экспрессию добавлением ИПТГ (0,5 мМ), скорость перемешивания 
уменьшали до 120 об/мин и инкубировали клеточную культуру в течение 48 ч. В экспрессион-
ную среду также добавляли δ-АЛК (0,65 мМ) и арабинозу (4 мг/мл). Затем клетки осаждали цен-
трифугированием (3500 g, 20 мин, 4 °С), ресуспендировали в буферном растворе А (50 мМ ка-
лий-фосфатный буфер (рН 7,4), 0,3 М NaCl и 20 % глицерин) в соотношении 3 мл раствора на 1 г 
клеточной массы. К суспензии клеток добавляли ингибитор сериновых протеаз ФМСФ (0,4 мМ) 
и замораживали при –80 °С до процедуры очистки. 

Для выделения белка клетки размораживали, после чего разрушали на гомогенизаторе высо-
кого давления Emulsiflex C3 (Avestin, Канада). Для солюбилизации фермента к полученному гомо-
генату добавляли Эмульген-913 (1 %), бензоназу (10 U/мл клеточной суспензии) и перемешивали 
при 4 °С в течение 1 ч. Затем клеточные мембраны осаждали центрифугированием (100 000 g,  
1 ч, 4 °С). Клеточный супернатант использовали для нанесения на колонку для металл-хелатной 
аффинной хроматографии HisTrap HP (Cytiva, США) (хроматограф Unique AutoPure 25-M604, 
Китай) с сорбентом Ni-NTA-Сефарозой (скорость потока 4 мл/мин), уравновешенную буфером B 
(50 мМ калий-фосфатный буфер (рН 7,4), 0,3 М NaCl, 0,2 % Эмульген-913, 1,4 мМ β-меркаптоэтанол). 
После промывки тем же буфером белок элюировали в градиентном режиме буфером W (50 мМ 
калий-фосфатный буфер (рН 7,4), 0,3 М NaCl, 0,2 % Эмульген-913, 1,4 мМ β-меркаптоэтанол,  
250 мМ имидазола). Полученные белковые фракции с наиболее высоким спектрофотометриче-
ским индексом чистоты (отношение поглощения на длинах волн 417 и 280 нм > 0,7) объединяли 
и концентрировали на мембране AmiconUltra-4 (MWCO 30 кДа). Полученные фракции наносили 
на колонку с гидроксиапатитом кальция, уравновешенную в 10 мМ калий-фосфатным буфером 
(pH 7,4). Колонку промывали 10 объемами 10 мМ калий-фосфатного буфера (pH 7,4), содержащего 
20 % глицерина, 0,3 М NaCl, 0,2 % Эмульген-913 и 1,4 мМ β-меркаптоэтанол. Белки элюировали 
с колонки увеличением концентрации фосфата до 600 мМ. Очищенный белок хранили при тем-
пературе –80 °С до использования. Чистоту рекомбинантного CYP17TR_Н оценивали по резуль-
татам электрофореза в 12%-м полиакриламидном геле в денатурирующих условиях. Электрофо-
реграмму анализировали c применением программы GelAnalyzer 23.1.1. Концентрацию белка оп- 
ределяли спектрофотометрически (Nanodrop 2000, Thermo Fisher Scientific, США) по поглощению 
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в максимуме полосы Соре на 417 нм (коэффициента молярной экстинкции ε417 = 117 мМ–1 см–1 
для гемопротеина в низкоспиновом состоянии).

Масс-спектрометрия. Запись спектров MALDI-TOF осуществляли на масс-спектрометре 
Microflex LRF system (Bruker Daltonics, Германия), в качестве матрицы использовали раствор си-
напиновой кислоты (Bruker Daltonics, Германия) с концентрацией 10 мг/мл в 50 % об. ацетони-
триле, 0,1 % об. трифторуксусной кислоте. Раствор матрицы готовили с использованием деио- 
низированной воды, ацетонитрила (Fisher Chemical, США), трифторуксусной кислоты (Acros 
Organics, Франция). В ходе анализа на мишень наносили 1 мкл раствора матрицы и смешивали  
с 1 мкл раствора образца в 70 % об. муравьиной кислоты. Параметры работы масс-спектрометра 
использовали следующие: линейный режим, диапазон детектируемых масс 9 900‒100 800 m/z, 
калибровочный стандарт Protein Calibration Standard II. Запись масс-спектров проводили с помо-
щью программного обеспечения flexControl (Bruker Daltonics, Германия), анализ спектров осу-
ществляли с помощью программного обеспечения flexAnalysis (Bruker Daltonics, Германия).

Оценка уровня экспрессии белков. Уровень экспрессии рекомбинантных CYP17TR_H (гармо-
низированный) и CYP17TR_O (оптимизированный) оценивали по результатам вестерн-блоттин-
га с интерпретацией полученных результатов в программе GelAnalyzer 23.1.1.

Спектрофотометрическое титрование белков с природным субстратом – прогестероном. 
Спектрофотометрическое титрование проводили по стандартному протоколу [17] на спектрофо-
тометре Cary5000 UV-Vis NIR (Agilent Technologies, США) при 20 °С путем добавления к раство-
рам очищенных белков CYP17TR_Н и CYP17TR_O увеличивающейся концентрации субстрата 
(прогестерона) с последующей записью спектра. Разностные спектры использовались для расче-
та разницы поглощения при каждой концентрации субстрата. График зависимости получен- 
ных значений изменения поглощения от концентрации прогестерона применяли для определе-
ния равновесных констант диссоциации комплекса фермент–субстрат при помощи программы 
Origin Pro 9.1, аппроксимируя данные спектрофотометрического титрования нелинейной функ-
цией по алгоритму Левенберга–Марквардта с использованием формулы:

	

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ][ ]
[ ]

2

max
( )( ) 4

,
2

d d dL E K L E K L E K E L
A A

E
+ + − + + + + −

=

где А – наблюдаемое изменение поглощения при концентрации лиганда [L]; Аmax– изменение по-
глощения при концентрации лиганда [L], при которой происходит насыщение; [L] – общая кон-
центрация лиганда; [E] – общая концентрация белка; Kd – константа диссоциации для комплекса 
белок–лиганд.

Определение функциональной активности белков. 17α-гидроксилазную активность CYP17TR_H 
и CYP17TR_O определяли по стандартному протоколу [17] в реконструированной системе, со-
держащей 10 мМ MgCl2, 0,05 % Tween-20, 25 мМ Hepes, 0,5 мкМ СYP17A1, 1 мкМ NADPH-ци-
тохром Р450 редуктазы, 50 мкМ прогестерона, 8 мМ изоцитрата натрия и 1 U/мл изоцитрат дегид
рогеназы. Реакцию запускали добавлением NADPH в конечной концентрации 0,25 мМ. Аликвоты 
отбирали из инкубационной смеси через 0, 2, 5, 10 и 30 мин. Реакцию останавливали добавлением 
дихлорметана. Органическую фазу высушивали, растворяли в метаноле для HPLC-UV анализа 
на хроматографе (Agilent, США). Ферментативная активность рассчитывалась исходя из количе-
ства, образованного в ходе реакции продукта (мкмоль) в единицу времени (мин) на 1 мкмоль 
цитохрома Р450 и выражалась в мин–1. Кинетику реакций образования 17α-ОН прогестерона 
оценивали при помощи программного обеспечения GraphPad Prism.

Результаты и их обсуждение. Гармонизация кодонов CYP17A1 человека. При гармонизации 
произведена замена 326 (29 % от общего количества) нуклеотидов и 292 кодонов (58,9 % от обще-
го количества) в сравнении c изначальной оптимизированной последовательностью белка. Ами-
нокислотные остатки и принимающие участие в формировании вторичной структуры белка отоб
ражены на рис. 1, a. Общее количество аминокислот в белке, соответствующих редким кодонам, 
составляет 159 (32 % от общего количества аминокислот в белке). Редкие кодоны в элементах 
вторичной структуры белка составляют 61 %, а в неструктурированных белковых фрагментах – 
39 %, причем 30 % аминокислотного состава белка, отвечающего за формирование вторичной 
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структуры, представлено редкими кодонами. Анализ рис. 1, b показывает, что редкие кодоны 
также содержатся в аминокислотных остатках активного центра CYP17A1 (65 % аминокислот 
активного центра). Выявлено, что в белке с гармонизированными последовательностями редкие 
кодоны соответствуют только определенным аминокислотам: A (аланин) – 16,9 %, С (цистеин) – 
2,51 %, D (аспарагиновая кислота) – 16,9 %, G (глицин) – 18,2 %, I (изолейцин) – 22,6 %, V (валин) – 
18,2 %, Y (тирозин) – 4,4 %. Из них 73 % аминокислот являются гидрофобными (A, I, V), 21 % – 
полярными (C, G, Y) и 16 % – гидрофильными с отрицательным зарядом (D). Определено, что 
82 % от количества аминокислот, соответствующих редким кодонам вторичной структуры, при-
ходится на α-спирали, а 18 % – на β-слои. Из них 17,5 % аминокислот находится в начале или 
конце элемента вторичной структуры, а 80 % – в середине. Следует отметить, что редкие кодоны 
преимущественно соответствуют гидрофобным остаткам и это необходимо для формирования 
гидрофобных контактов сразу после трансляции на рибосоме, что снижает агрегацию белка  
и вероятность формирования телец включения при экспрессии [10]. В научной литературе отме-
чены данные о том, что гидрофобные аминокислотные остатки A, I, V, представленные редки- 
ми кодонами в гармонизированной последовательности, являются важными для формирования 
стабильной корректной структуры белка при фолдинге [18]. Необходимо заметить, что редкие 
кодоны преимущественно расположены в середине α-спиралей, что, по-видимому, необходимо 
для правильной укладки сформированной α-спирали в структуре белка [19].

Выбор оптимальной экспрессионной системы и оптимальных условий экспрессии для гармо-
низированного CYP17TR_H человека. Оценка и сравнение уровня экспрессии белков CYP17TR_H  
и CYP17TR_O. Анализ графика нормализованных величин для CYP17TR_H (рис. 2, a) показывает, 
что на 1 мл препарата наилучшие и достаточно сходные показатели наблюдаются для экспрес- 
сионных тестовых систем 3, 5 и 6. На 1 г клеток лучший показатель зафиксирован для экспресси
онной системы 6.

Исходя из результатов тестовой экспрессии, оцененной с использованием метода вестерн- 
блоттинга (рис. 2, b), можно сделать вывод о том, что система под номером 6 (клетки штамма 
С43 E. coli) является наилучшей. Стоит отметить, что для достижения оптимальных показате-
лей необходимо наличие плазмиды, обеспечивающей экспрессию белков-шаперонов GroEL/ES 
для регуляции фолдинга. Экспериментально установлено, что оптимальными условиями экс-
прессии для белка CYP17TR_H является температура 26 °C и время 48 ч (образец 4, рис. 2, c). 
Выявлено, что уровень экспрессии гармонизированного белка превышает уровень экспрессии 
оптимизированного при тех же условиях на 28 % (из оценки по результатам вестерн-блоттинга 
(рис. 2, d)).

      
                                           а                                                                                                     b

Рис. 1. Редкие кодоны в структуре гармонизированного CYP17A1 человека: a – аминокислотная последовательность 
CYP17A1 (элементы вторичной структуры представлены в виде скругленных прямоугольников (α-спирали)  

и в виде стрелок (β-слои); темным цветом выделены аминокислотные остатки (представленные редкими кодонами) 
вторичной структуры, светлым – аминокислотные остатки (содержащие редкие кодоны) неструктурированных 

фрагментов; b – активный центр CYP17A1 человека с обозначением аминокислотных остатков, представленными 
редкими кодонами

Fig. 1. Rare codons in the structure of harmonized human CYP17A1: a – amino acid residues of CYP17A1  
(elements of the secondary structure are shown as rounded rectangles (α-helices) and as arrows (β-sheets);  
amino acid residues (represented by rare codons) of the secondary structure are highlighted in dark color,  
and amino acid residues (containing rare codons) of unstructured fragments are highlighted in light color;  
b – active site of human CYP17A1 with the designation of amino acid residues represented by rare codons
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Гетерологическая экспрессия и очистка CYP17TR_H. При использовании двух последова-
тельных очисток методами металл-хелатной аффинной хроматографии на сорбенте Ni2+-NTA  
и адсорбционной хроматографии на гидроксиапатите получен CYP17TR_H, для абсолютного 
спектра которого характерно наличие двух основных пиков: на 280 нм (апофермент) и на 417 нм 
(гемовая группа в составе белка), что соответствует низкоспиновой форме цитохрома P450  
(рис. 3, а). Электрофоретический анализ белка в денатурирующих условиях показал наличие  
полосы с молекулярной массой около 55 кДа (рис. 3, b), значение степени чистоты CYP17TR_H 
составило не менее 90 %. Анализ MALDI-TOF указывает на наличие основного пика с массой 
55,8 кДа, что соответствует расчетной теоретической массе фермента (рис. 3, c).

Спектрофотометрическое титрование белков CYP17TR_H и CYP17TR_O с природным суб-
стратом – прогестероном. Связывание прогестерона с активным центром цитохрома CYP17A1 
сопровождается переходом из шестикоординированного низкоспинового состояния в пятикоор-
динированное высокоспиновое, что приводит к увеличению поглощения на 393 нм и уменьше-
нию на 419 нм в разностном спектре. Разностные спектры поглощения для оптимизированного  
и гармонизированного белков представлены на рис. 4. Анализ рисунка свидетельствует о том, 
что существенных отличий в спектральном ответе для двух белков не выявлено, а значения Kd 
для оптимизированного и гармонизированного белков составляют 1,93 ± 0,61 и 1,05 ± 0,35 мкМ 

Рис. 2. Оценка экспрессионных тестовых систем и сравнение уровня экспрессии: a – нормализованные величины, 
оцененные исходя из площади хроматографического пика для образцов экспрессионных тестовых систем 1–6;  

b – результаты вестерн-блоттинга для экспрессионных систем 3, 5, 6, имеющих наиболее приемлемые показатели; 
c – результаты вестерн-блоттинга для различных условий экспрессии (1 – 26 °C, 24 ч; 2 – 22°C, 24 ч; 3 – 30 °C, 24 ч; 

4 – 26 °C, 48 ч; 5 – 22 °C, 48 ч; 6 – 30 °C, 48 ч; d – результаты вестерн-блоттинга для оценки уровня экспрессии  
оптимизированного (1) CYP17TR_O и гармонизированного (2) CYP17TR_Н белков человека

Fig. 2. Evaluation of expression test systems and comparison of expression levels: a – normalized values, estimated based 
on the chromatographic peak area for samples of expression test systems 1–6; b – western blotting results for expression 

systems 3, 5, 6, which have the most accepT a b l e indicators; c – western blotting results for different expression conditions 
(1 – 26 °C, 24 hours; 2 – 22 °C, 24 hours; 3 – 30 °C, 24 hours; 4 – 26 °C, 48 hours; 5 – 22 °C, 48 hours; 6 – 30 °C,  

48 hours); d – western blotting results for assessing the expression level of optimized (1) CYP17TR_O and harmonized (2) 
CYP17TR_H human proteins
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соответственно. Исходя из полученных результатов можно сделать вывод, что гармонизирован-
ный белок взаимодействует с субстратом аналогично оптимизированному.

Определение функциональной активности белков. Функциональная активность для гармони-
зированного и оптимизированного белков изучалась путем определения каталитической способ-
ности фермента осуществлять реакцию гидроксилирования прогестерона (рис. 5).

Каталитическая активность составила 0,385  ±  0,027 мин–1 для оптимизированного белка 
и 0,37 ± 0,018 мин–1 для гармонизированного. Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что функциональная активность изучаемых белков является сопоставимой и существенно не от-
личается в реконструированной системе.

Рис 3. Физико-химические характеристики полученного препарата CYP17TR_H: a – абсолютный спектр  
поглощения фракции CYP17TR_H после двухстадийной очистки; b – результаты электрофореза фракций,  

содержащих CYP17TR_H: 1 – клеточный гомогенат после разморозки,  
2 – клеточный гомогенат после солюбилизации с детергентом, 3 – фракция после очистки на сорбенте Ni2+-NTA,  

st – стандарт молекулярных масс, 4 – фракция после ультрафильтрации через мембрану 30кДа,  
5 – фракция после адсорбционной хроматографии; c – MALDI-TOF масс-спектр очищенного препарата белка

Fig. 3. Physicochemical characteristics of the obtained CYP17TR_H preparation: a – absolute absorption spectrum  
of the CYP17TR_H fraction after two-stage purification; b – results of electrophoresis of fractions containing CYP17TR_H: 
1 – cell homogenate after defrosting, 2 – cell homogenate after solubilization with detergent, 3 – fraction after purification  

on Ni2+-NTA sorbent, st – molecular weight standard, 4 – fraction after ultrafiltration through a 30 kDa membrane,  
5 – fraction after adsorption chromatography; c – MALDI-TOF mass spectrum of purified protein preparation
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Заключение. В результате работы впервые проведена гармонизация последовательности 
гена СYP17A1 человека и осуществлена оптимизация методики его выделения и очистки из бакте
риальных клеток. Установлено, что гармонизация кодонов гена, кодирующего СYP17A1 челове-
ка, позволяет увеличить уровень экспрессии целевого белка на 28 %, причем редкими кодонами 
представлены только определенные аминокислоты (A, C, D, G, I, V, Y), составляющие 30 % ами-
нокислот, обеспечивающих формирование вторичной структуры белка. В ходе исследования до-
казано, что гармонизированный белок взаимодействует с природным субстратом СYP17A1 – 
прогестероном аналогично оптимизированному белку и обладает сходной каталитической актив
ностью. Из этого следует вывод о том, что гармонизация нуклеотидных последовательностей 
позволяет корректно сформировать пространственную структуру кодируемого белка, обеспечи-
вающую его функцию, и повысить выход функционально-активного фермента. Полученные ре-
зультаты дают основание считать, что гармонизация кодонов для СYP17A1 человека является 
методом, способным оптимизировать условия получения больших количеств терапевтически 
значимого фермента c сохранением его каталитической активности. 

                                       a                                                                                                          b

Рис. 4. Разностные спектры, полученные при титровании прогестероном, для оптимизированного (а)  
и гармонизированного (b) CYP17A1 человека

Fig. 4. Difference spectra obtained by titration with progesterone for optimized (a)  
and harmonized (b) human CYP17A1

                                         a                                                                                                  b

Рис 5. Кинетика реакций образования 17-ОН прогестерона, катализируемых CYP17A1 человека  
с оптимизированной (a) и гармонизированной (b) последовательностью

Fig. 5. Kinetics of 17-OH progesterone formation reactions catalyzed by human CYP17A1 with optimized (a)  
and harmonized (b) sequence
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