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Исследован механизм окислительной модификации апофермента цитохрома Р450 в ходе ката-
литического цикла в монооксигеназной реконструированной системе

Показано, что окислительная самоинактивация цитохрома Р450 сопровождается снижением
содержания SH-групп и образованием карбонильных групп на молекуле белка, изменением агрегатно-
го состояния цитохрома Р450 и полимеризацией гемопротеина под действием перекиси водорода

Предполагается, что окислительная модификация гема и апофермента цитохрома Р450 в ходе
каталитического цикла является важным этапом в регуляции распада фермента в клетке

Одним из основных направлений исследований в биохимии является изучение про-
цессов метаболизма белков в организме И если в вопросах синтеза белков мы обладаем
значительным объемом информации, то другая сторона проблемы —катаболизм бел-
ков — остается пока недостаточно изученной Среди многочисленных проблем дегра-
дации белков в клетке вопросы распознавания поврежденных белков эндогенными
протеазами остаются на настоящий момент практически невыясненными.

Для некоторых белков установлено, что модификация их первичной, а следователь-
но и пространственной структуры под действием активных форм кислорода сопровож-
дается повышением доступности молекул протеолитическим ферментам [1] Структур-
ные изменения в молекуле белка, повышая его гидрофобность, ведут к ускорению
протеолитической деградации [2| Однако до сих пор не ясна роль реакций окислитель-
ной модификации в регуляции распада гемсодержащих белков и, в частности, цитох-
ромов Р450, которые не только генерируют в каталитическом цикле активные формы
кислорода, но и инактивируются под их действием [3].

Учитывая, что монооксигеназная система эндоплазматического ретикулума клеток
печени выполняет в организме важную функцию по окислительной модификации низ-
комолекулярных соединений, самоинактивация цитохрома Р450 может приводить к
нарушению функции гидроксилирующих систем печени и, как следствие, вызывать
изменения скорости и путей метаболизма ксенобиотиков, нарушения обмена холесте-
рина, стероидных гормонов, жирорастворимых витаминов и других эндогенных суб-
стратов, что может быть важным звеном в патогенезе различных заболеваний [4]

Настоящая работа посвящена исследованию механизмов модификации апофермен-
та цитохрома Р450 2В4 в процессе его окислительной самоинактивации в монооксиге-
назной реконструированной системе. В работе показано, что самоинактивация гемоп-
ротеина сопровождается окислительной модификацией апофермента цитохрома Р450

Методика. Высокоочищенный препарат цитохрома Р450 2В4 получали по методу
Карузиной и соавт. [5] с некоторыми модификациями аффинной хроматографии, пред-
ложенной Imai и Sato [6]

НАДФН-цитохром Р450 редуктазу выделяли по методу Yasukuchj и Masters [7]
Мономеризацию цитохрома Р450 2В4 и НАДФН-цитохром Р450 редуктазы прово-

дили по методу Бачмановой и соавт [8]
Концентрацию цитохромов Р450 измеряли на спектрофотометре "Hewlett Packard"

8451А (США) по дифференциальному спектру поглощения его восстановленного
СО-комплекса при длинах волн 450 и 490 нм [9] При расчетах использовали коэффи-
циент молярной экстинкции 91 мМ ' см '

Содержание белка измеряли по методу Lowry [10], используя в качестве стандарта
бычий сывороточный альбумин

Определение агрегатного состояния цитохрома Р450
Молекулярную массу цитохрома Р450 измеряли в процессе проведения гель-фильт-

рации на колонке Biosil Scc250 (0,75x60 см) фирмы "BioRad" (США). Колонку уравно-
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вешивали 100 мМ натрий-фосфатным буфером, рН 7,4, содержащим 0 025% эмульген
913 и наносили на колонку 50 мкл инкубационной смеси, содержащей 3,3 мкМ цитох-
ром Р450. Элюцию проводили при постоянной скорости тока 0,5 мл/мин. Содержание
белка в элюате регистрировали методом постколоночной модификации с ортофтале-
вым альдегидом, с последующим измерением флюоресценции: смешивание элюента
ортофталиевого альдегида (реактив "Fluor" фирмы "Beckman") происходило в пост-
колоночном реакторе (диаметр 0614 мм, общий объем 0,3 мл) в соотношении 5:1,
соответственно. Через 30 сек после смешивания флуоресценцию регистрировали на
флюориметре "Shumadzu" (Япония) с проточной кюветой при длине волны возбужде-
ния 340 нм и испускания 455 нм.

Электрофорез в полиакрилауидном геле (ПААГ) проводили в присутствии SDS по
методу Laemmli [11]. Окраску гелей азотнокислым серебром проводили по методу Blum
и соавт. [12].

Определение содержания карбонильных групп
Образование карбонильных групп регистрировали по методу Levine и Federici. [ 131-
Определение содержания групп проводили с использованием пиренмалеимида в

качестве флюоресциирующей метки с последующим применением метода пептидного
картирования [14].

Данные по инактивации цитохрома Р450 2В4 — результат типичного эксперимента,
который проводили не менее 3 раз на различных препаратах гемопротеина и НАДФН-
цитохром Р450 редуктазы.

1. Изменение агрегатного состояния цитохрома Р450 2В4 при его инактивации в мо-
нооксигеназной реконструированной системе.

Согласно данным литературы, при концентрации эмульгена 913, равной 0.25 г/л,
цитохром Р450 присутствует в растворе в виде мономеров и сохраняет свои каталити-
ческие свойства [8]. Однако присутствие детергента в элюирующем буфере затрудняет
регистрацию поглощения белка в области 200-280 нм вследствие большого фонового
значения поглощения буфера. Поэтому для регистрации профиля разделения компо-
нентов монооксигеназной системы был использован метод постколоночной модифи-
кации NH2-rpynn белка ортофталевым альдегидом с последующей регистрацией флю-
оресценции.

Как видно из рис. 1, в процессе инактивации цитохром Р450 изменяет свое агрегат-
ное состояние. При этом уменьшение площади пика, соответствующего нативному
мономерному цитохрому Р450, сопровождалось образованием агрегатов белка с моле-
кулярными массами 95 — 300 и более кДа, общая площадь пиков хроматограммы в
процессе инактивации Р450 не изменялась. На рис. 2 показана зависимость между инак-
тивацией цитохрома Р450 в монооксигеназной системе в процессе окисления бензфе-
тамина и агрегацией цитохрома Р450. Как видно из графика, процессы инактивации и
уменьшение содержания белка в области 50 кДа проходили параллельно. Введение в
инкубационную среду каталазы в одинаковой степени замедляло как инактивацию,
так и агрегацию цитохрома Р450 (рис.2). Корреляция между процессами самоинактива-
ции цитохрома Р450 и его агрегации, а также одинаковое ингибирующее действие
каталазы на эти процессы указывает на единый механизм их возникновения.

Исходя из приведенных выше результатов, можно предположить два механизма
образования агрегатов в результате инактивации цитохрома Р450. Первый — за счет
изменения физико-химических свойств апофермента, как следствие окислительной
модификации аминокислот, которая может вести к изменению поверхностного заряда
фермента, увеличению гидрофобное™ при денатурации белка. Второй механизм — это
образование межмолекулярных ковалентных сшивок [15].

Подтверждением изменения физико-химических свойств белка являются данные,
полученные при хроматографическон разделении компонентов монооксигеназной си-
стемы на ионнообменной DEAE колонке. Как видно из рис. 3, при хроматографии
компонентов монооксигеназной реконструированной системы в начальный момент
инкубации цитохром Р450 не связывался с носителем и элюировался в свободном
объеме колонки. В процессе инактивации цитохрома Р450 наблюдалось появление но-
вой белковой фракции. Скорость образования новой фракции коррелировала со скоро-
стью инактивации цитохрома Р450.
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Рис 1. Гель-проникающая ВЭЖХ нативного (1) и инактивированного в МРС цитохрома Р450
в течение четырех (2), восьми (3) и двадцати четырех (4) часов Хроматографию проводили на

колонке BioSil Sec25O уравновешенную 100 мМ натрий-фосфатным буфером, рН 7,4,
содержащим 0,25% эмульген 913, при скорости элюции 1 мл/мин Регистрацию профиля

разделения проводили с использованием метода постколоночной модификации NH2-rpynn с
ортофталевым альдегидом и последующей регистрацией флюоресценции.

1 5 6 7 8
Время, часы

Рис 2 Корреляция между агрегацией цитохрома Р450 2В4 и его инактивацией в МРС.
1 — Изменение содержания цитохрома Р450 2В4 регистрируемое по СО— дифференциальному

спектру поглощения (-О-;), 2 — то же в присутствии каталазы (-•—]),
3 — Уменьшение площади пика в области 50 кДа (-Б-]), 4 — то же в присутствии каталазы

(-Ш-)Х 5 — Суммарная площадь пиков с молекулярными массами более 5 кДа

С целью выяснения возможности образования ковалентных межмолекулярных сши-
вок были проведены исследования с использованием SDS-PAGE. Как видно из рис 4,
истощение полосы, соответствующей цитохрому Р450 2В4, сопровождается образова-
нием белковых полимеров с молекулярными массами 94 и 178 кДа. Сравнение скорос-
тей образования полимеров со скоростью инактивации цитохрома Р450 показало от-
сутствие корреляции между этими процессами (рис. 5). Так, к восьми часам работы
монооксигеназной системы инактивировалось 85% цитохрома Р450, в то время как
уменьшение площади пика в области 50 кДа не превышало 40%.
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Рис. 3. Ионнообменная DEAE-ВЭЖХ нативного (А) и инактивированного (Б) в МРС
цитохрома Р450 2В4. Фракции 1 и 2 содержали нативный и инактивированный цитохромы
Р450 соответственно. Хроматографию проводили на колонке TSK DEAE, уравновешенную

100 мМ натрий-фосфатным буфером, рН 7,4, содержащим 0,25% эмульген 913, при скорости
элюции 0,5 мл/мин.
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Рис. 4. ДСН-ПААГ электрофорез нативного (1) и инактивированного в течение двух (2),

четырех (3), шести (4) и восьми (5) часов цитохрома Р450.

Низкая скорость образования межмолекулярных ковалентных сшивок между агре-
гатами свидетельствует в пользу вторичности этого процесса и предполагает, что в
модификацию апофермента цитохрома Р450 вовлечены неспецифические радикаль-
ные процессы. Данные, полученные в присутствии каталазы, которая замедляла про-
цесс образования межмолекулярных ковалентных сливок на 75% (рис. 5, кривая 4),
указывают на то, что Н2О2 участвует в полимеризации гемопротеина.
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Рис 5 Зависимость между скоростью образования ковалентных межмолекулярных сшивок и
инактивацией цитохрома Р450 2В4 в МРС 1 —Изменение содержания цитохрома Р450 2В4

регистрируемое по СО — дифференциальному спектру поглощения (-£-;) , 2 — то же в
присутствии каталазы (-•-]), 3 — Уменьшение плошали пика в области 50 кДа (-В-]), 4 — то

же в присутствии каталазы (-в-|),

Изменение агрегатного состояния, поверхностного заряда и явление полимериза-
ции указывают, что, в процессе окислительной самоинактивации цитохрома Р450 2В4
изменяется его пространственная организация. Конформационные изменения белка
могут быть вызваны различными причинами, в том числе и в результате модификации
аминокислот. Поэтому с целью определения возможных изменений в первичной струк-
туре гемопротеина были проведены исследования содержания SH- и карбонильных
групп в процессе инактивации Р450.

2. Изменения в первичной структуре цитохрома Р450 2В4 при его инактивации в МРС
Исследование возможности модификации SH-групп проводилось с использовани-

ем комбинации методов пептидного картирования и измерения уровня флюоресцен-
ции SH-групп, меченых пиренмалеимидом [14]. Несколько усложненная схема измере-
ния содержания SH-групп обусловлена присутствием в исходных препаратах цитохро-
ма Р450 дитиотреитола (ДДТ), который используется при выделении гемопротеина.

Обработка компонентов монооксигеназной системы 10-кратным избытком пирен-
малеимида в расчете на SH-группу с последующим гидролизом белка лизилэндопеп-
тидазой и разделением пептидов с использованием RP-ВЭЖХ позволила не только
измерить содержание SH-групп, но и локализовать их

Как видно из рис. 6, при разделении гидролизата цитохрома Р450 было получено
четыре флюоресцирующих пика. В процессе инактивации цитохрома Р450 наблюдается
снижение содержания SH-групп белка в этих фракциях Общая площадь флюоресциру-
ющих пиков уменьшалась за 3 часа на 38% и за 6 часов на 60% от их исходного содер-
жания. При этом уровень флюоресценции 1-го пика в течение всего срока инактивации
оставался постоянным, а флюоресценция трех остальных убывала со скоростью, рав-
ной скорости инактивации цитохрома Р450. Так, через 3 и 6 часов инактивации сум-
марная площадь 2, 3 и 4-го пиков уменьшалась до 50% и 20%, соответственно. Иссле-
дования инактивации, проведенные в отсутствии бензфетамина, не показали принци-
пиальных различий с экспериментами, проведенными в присутствии субстрата Как и
в этом случае, свободное окисление НАДФН сопровождалось снижением уровня флю-
оресценции тех же трех пептидов, при этом большая скорость инактивации цитохрома
Р450 сопровождалась более быстрым уменьшением площади пиков.
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Рисунок 6. Содержание SH-групп в молекуле нативного и инактивированного
цитохрома Р450, измеренное методом пептидного картирования. А — О часов инактивации;
Б — после 3 часов инактивации; В — после 6 часов инактивации, Г - 6 часов инактивации в

отсутствии бензфетамина.

На рис. 7 представлены результаты измерения содержания карбонильных групп бел-
ка, образующихся в процессе инактивации цитохрома Р450. Как видно из хроматог-
рамм, через 6 часов инактивации наблюдается значительное увеличение содержания
карбонильных групп белка, причем наибольший их прирост происходит за счет высо-
комолекулярной фракции (100 кДа и более) полимеризованного белка. Каталаза инги-
бировала процесс образования карбонильных групп на 35%.

208



8

6

4

2

0 •

Поглощение

Ф

390 нм (опт. ед. *10'0

2

М
п
П А

| Ш •
>100кЕ>а М)кГ>«

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Объем элюции (мл)

Рисунок 7 Изменение содержания карбонильных групп в процессе окислительной
инактивации цитохрома Р450 2В4 в МРС регистрируемое методом гель-проникающей

хроматографии 1 Контроль 2 6 часов инактивации в МРС без каталазы. 3 6 часов инактивации
в МРС в присутствии каталазы

Таким образом, в процессе окислительной самоинактивации цитохрома Р450 про-
исходит модификация SH-групп цистеина и появляются карбонильные группы на мо-
лекуле гемопротеина.

Обсуждение результатов. Высокая степень корреляции между процессами самоинак-
тивации цитохрома Р450, агрегации гемопротеина и модификации его SH-групп, а
также одинаковое ингибирующее действие каталазы на эти процессы указывает на
единый механизм их возникновения. Среди причин, вызывающих агрегацию цитохро-
ма Р450, можно предположить окислительное действие перекиси водорода на боковые
цепи аминокислот (по крайней мере, на SH-группы цистеинов,), которое приводит к
изменению физико-химических свойств белка Как было показано ранее Devies и со-
авт., окислительное действие активных форм кислорода на различные классы белков
выражается в модификации аминокислот, среди которых Cys, Trp, Туг, His наиболее
подвержены действию кислородных радикалов [16]. Окислительная модификация ами-
нокислот, по мнению тех же авторов, ведет к изменению ряда физико-химических
показателей белков, а в частности, к увеличению их гидрофобное™ и образованию
агрегатов белков [17]. По нашему мнению, кроме гидрофобных сил, участвующих в
образовании агрегатов цитохрома Р450, необходимо учитывать также и ионные взаи-
модействия между поврежденными молекулами. Исходя из наших данных, показываю-
щих увеличение времени выхода инактивированного цитохрома Р450 при разделении
на DEAE колонке, можно предположить, что происходит изменение поверхностного
заряда гемопротеина. В результате изменения заряда белка могут возникать дополни-
тельные ионные взаимодействия, участвующие в агрегации белка.

Кроме непосредственного окислительного действия перекиси водорода на апофер-
мент цитохрома Р450, необходимо отметить возможность изменения пространствен-
ной структуры белка в результате потери гема. Этот процесс также связан с действием
Н2О,, однако, по нашему мнению, потеря гема может являться результатом модифи-
кации SH-группы цистеина 436, который, согласно литературным данным, является
5-ым аксиальным лигандом гема для цитохромов Р450 [18J Потеря гема цитохро-
мом Р450, как показывают данные, полученные Уваровым и соавт , ведет к измене-
нию конформации белка, что также может быть причиной образования агрегатов за
счет гидрофобных и ионных взаимодействий [19]

Низкая скорость образования межмолекулярных сшивок между агрегатами указыва-
ет на вторичность этого процесса. Данные, полученные нами при исследовании про-
цесса полимеризации в присутствии каталазы, которая в значительной степени инги-
бировала этот процесс, указывают, что Н2О, вовлечена в образование межмолекуляр-
ных ковалентных сшивок Исходя из литературных данных о возможности полимериза-
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ции гемопротеинов под действием перекиси водорода, можно предположить, что в
модификацию апофермента цитохрома Р450 вовлечены неспецифические радикаль-
ные реакции [14]. Вероятно, ведущую роль в этом процессе играют высоко реакцион-
ные гидроксильные радикалы, образующиеся при распаде перекиси водорода в реак-
ции Фентона при участии ионов железа, освобождающихся при распаде гема, в каче-
стве катализатора [20]. Одним из показателей участия гидроксильных радикалов в мо-
дификации апофермента цитохрома Р450 является образование, карбонильных групп.
Основываясь на литературных данных, можно предположить два механизма образова-
ния карбонильных групп. Во-первых, расщепление полипептидной цепи под действи-
ем гидроксильных радикалов по альфа-углеродному атому аминокислот и, во-вторых,
модификация аминокислотных Остатков активными формами кислорода, которая со-
провождается образованием карбонильных производных этих аминокислот [16, 20].
Поскольку ни электрофоретически, ни хроматографически в ходе инактивации цитох-
рома Р450 не было обнаружено пептидных фрагментов, наиболее вероятным кажется
путь образования карбонильных групп через модификацию аминокислотных остатков.

Как показывают данные литературы, окислительная модификация белков и, как
следствие, увеличение гидрофобности и денатурация являются сигналом для эндоген-
ных протеаз, которые, расщепляя поврежденные белки, удаляют их из клетки [21].

Таким образом, окислительная модификация цитохрома Р450 в монооксигеназных
реакциях может быть начальной стадией в процессе его распада в клетке, и выяснение
молекулярных механизмов этой реакции открывает новые возможности для понима-
ния путей обновления белков в клетке.
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MECHANISM OF P450 APOENZYME OXIDATIVE MODIFICATION DURING CATALYTIC TURNOVER
HAVE BEEN STUDIED IN MONOOXYGENASE RECONSTITUTED SYSTEM.
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The hemoprotein self-inactivation is accompanied by oxidation of all-groups, carbonyl group formation, changes
in aggregate state and apoenzyme polymerization.

It is pfobable that heme loss and oxidative modification of apoenzyme is a important step in regulation of P450
decay in cell.
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