
ВВЕДЕНИЕ 

Цитохромы Р450 — гемопротеины, участвующие
в 90% реакций I фазы биотрансформации
ксенобиотиков, в том числе более чем
75% лекарственных препаратов, а также в биосинтезе
и метаболизме эндогенных соединений, таких как
холестерин, стероидные гормоны, жирные кислоты,
эйкозаноиды [1-5]. С момента открытия
цитохромов Р450 в 1958 г. [6] в микросомах печени
крыс идентифицировано более 370000 аминокислотных
последовательностей цитохромов P450 (UniProt),
которые содержатся в организме человека, животных,
растений, микробов и даже вирусов, демонстрируя
свое невероятное разнообразие в природе [1].
В геноме человека идентифицировано

57 форм цитохрома Р450, 15 из которых участвуют
в метаболизме ксенобиотиков [7-9]. Особенностью
для проявления каталитической активности
цитохромов Р450 является образование комплексов
с белками-партнёрами. Цитохром Р450-содержащие
системы объединены в 10 классов в зависимости
от субклеточной локализации, состава комплексов и
организации электрон-транспортной цепи [7, 8]. 
Основными являются классы I и II, в которых

NADPH выполняет роль источника электронов
для инициирования каталитической реакции.
Класс I включает митохондриальные и
бактериальные цитохром Р450-зависимые системы,
содержащие железосерные белки — ферредоксин
или адренодоксин — и флавопротеин — редуктазу
ферредоксина или адренодоксина в качестве
редокс-партнёров цитохрома Р450 [1, 8, 9]. Семейство
CYP11 (изоферменты CYP11A1, CYP11B1, CYP11B2)

является представителем класса I цитохром Р450-
зависимой системы стероидогенеза, локализованным
во внутренней мембране митохондрий клеток коры
надпочечников млекопитающих. К классу II
принадлежат изоферменты цитохрома Р450
микросомальной монооксигеназной системы,
локализованной в мембране эндоплазматического
ретикулума клетки и использующей
в качестве редокс-партнёра флавопротеин —
NADPH-цитохром Р450 редуктазу (CPR).
Для функционирования некоторых микросомальных
изоферментов цитохрома Р450 необходимо участие
гемопротеина цитохрома b5 (cyt b5) [10, 11].
Белки редокс-партнёры последовательно переносят
электроны от донора электронов NAD(P)H к активному
центру гемопротеина, где происходит активация
молекулярного кислорода с последующей реакцией
включения атома кислорода в субстрат, это стадия
является лимитирующей в каталитическом цикле [1, 6]. 
Адренодоксин (Adx) относится к железо-

серосодержащим [2Fe-2S] белкам, он является
одноэлектронным переносчиком в электрон-
транспортной цепи митохондриальных
цитохромов Р450 [12, 13]. Adx играет важную роль
в биосинтезе стероидных гормонов у млекопитающих.
Он переносит электроны от NADPH-зависимой
адренодоксинредуктазы (AdR) к CYP11A1 (P450scc) и
ферментам семейства CYP11B. CYP11A1 катализирует
три последовательных реакции гидроксилирования,
приводящие к удалению боковой цепи холестерина.
Образующийся в результате прегненолон является
предшественником всех стероидных гормонов
у млекопитающих. Цитохром P45011b (CYP11B1)
участвует в биосинтезе кортизола и альдостерона.
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Для исследования роли белков-партнеров в образовании функциональных комплексов в системах
цитохрома Р450 с помощью оптического биосенсора определены кинетические константы и равновесные константы
диссоциации комплексов цитохрома CYP11A1 (P450scc) с адренодоксином дикого типа Adx WT и мутантными
формами адренодоксина R106D и D109R. Адренодоксин дикого типа Adx WT (Kd =1,23±0,09)⋅10-6 M) и мутантная
форма D109R (Kd = (2,37±0,09)⋅10-8 M) образовывали комплексы с цитохромом Р450scc. Для мутантной формы R106D
связывание не было зарегистрировано. Для анализа возможного участия адренодоксинов и их мутантных вариантов
в процессе переноса электронов в митохондриальных цитохром Р450 системах были исследованы электрохимические
свойства этих железосерных белков. Адренодоксин дикого типа Adx WT и мутантные формы адренодоксинов
R106D и D109R имеют окислительно-восстановительные потенциалы Е1/2 в катодной отрицательной области
потенциалов, причём значительно более отрицательные, чем цитохромы Р450 (-579±10 мВ, -590±15 мВ, и -528±10 мВ
соответственно). Такие результаты указывают на возможность участия этих белков в качестве доноров электронов.
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Цитохром P45018 (CYP11B2) катализирует
последние две реакции синтеза альдостерона.
Adx экспрессируется в надпочечниках [14-16],
в плаценте [17], печени [18, 19], почках [20-22],
где он участвует в цитохром Р450-зависимом
метаболизме стероидных гормонов, витамина D3 и
жирных кислот [23-31]. Для того, чтобы передавать
электроны между AdR и P450scc, Adx должен
взаимодействовать с обоими редокс-партнерами —
цитохромом Р450 и редуктазой. Установлена
кристаллическая структура комплекса Adx и CYP11A1
человека [30]. При этом, предполагается, чтоAdx может
функционировать в виде димера. Для понимания
механизма белок-белковых взаимодействий и
возможности их регулирования представляет интерес
изучение взаимодействия адренодоксинов, содержащих
аминокислотные замены, и функционально
значимых цитохромов Р450, таких как CYP11A1,
являющегося основным ферментом в метаболизме
стероидных гормонов. 
Оптические биосенсоры ранее использовались

для исследований белок-белковых взаимодействий
в цитохром P450scc-зависимой монооксигеназной
системе [32-36]. 
Целью данной работы было определение

кинетических констант и равновесных констант
диссоциации комплексов цитохрома CYP11A1
(P450scc) с адренодоксином дикого типа Adx WT и
мутантными формами адренодоксина R106D и D109R
с помощью оптического биосенсора и исследование
окислительно-восстановительных потенциалов
адренодоксинов электрохимическими методами.

МЕТОДИКА

Adx быка (дикий тип и мутантные формы)
экспрессирован и очищен как описано в [37].
Концентрацию адренодоксинов определяли спектрально
с использованием ε = 11000 M-1см-1 при 414 нм [38].
Концентрации адренодоксинов, используемые
для электрохимических экспериментов, представлены
в таблице 1.

Спектральные исследования проводили
с помощью спектрофотометра Cary 100 Scan UV-Vis
(“Agilent Technologies”, США). Электрохимические
измерения проводили с помощью потенциостата
AUTOLAB (“Eco Chemie”, Нидерланды), снабжённого
программным обеспечением GPES (версия 4.9.7).
Все измерения проводили при комнатной
температуре. Электрохимические исследования
проводили в 0,1 М калий-фосфатном буфере,
содержащем 0,05 М NaCl, рН 7,4 в аэробных и
анаэробных (аргон) условиях. В работе использовали
трёхконтактные электроды, полученные методом
трафаретной печати (“КолорЭлектроникс”, Россия)
с графитовыми рабочим и вспомогательным

электродами и хлорид-серебряным электродом
сравнения Ag/AgCl. Диаметр рабочего электрода 2 мм.
Цикловольтамперограммы (CV) регистрировали
при скорости сканирования от 10 мВ/с до 100 мВ/с.
Параметры, используемые при исследовании
квадратно-волновой вольтамперометрии (SWV):
начальный потенциал 100 мВ, конечный
потенциал -600 мВ (для восстановительных
процессов), шаг потенциала 5 мВ, амплитуда 20 мВ,
частота от 10 Гц до 100 Гц. Параметры,
используемые при дифференциально-импульсной
вольтамперометрии (DPV): амплитуда импульса 25 мВ,
начальный потенциал 100 мВ, конечный
потенциал -600 мВ, шаг потенциала 1 мВ,
продолжительность импульса 50 мс. Все потенциалы
приведены относительно хлорид-серебряного
электрода сравнения Ag/AgCl.
Эксперименты по исследованию белок-белковых

взаимодействий выполняли на оптическом
SPR-биосенсоре Biacore 3000 (“GE Healthcare”,США).
Все измерения были выполнены при 25°C
с использованием стандартных оптических
чипов CM5 (“GE Healthcare”), покрытых слоем
карбоксиметилированного декстрана.

Реагенты

В работе использовали реактивы фирмы
“Sigma-Aldrich” (США): дидодецилдиметиламмоний
бромид (DDAB), HAuCl4⋅3H2O боргидрид натрия.
От фирмы “GE Healthcare” были получены
следующие реагенты: HBS-буфер (150 мМ NaCl,
3 мМ ЭДТА, 0,005% детергента P20,
10 мМ HEPES, pH 7,4); 10 мМ ацетатный
буфер, pH 5,0; набор реагентов для ковалентной
иммобилизации белков за первичные аминогруппы
(1-этил-3-(3-диметиламинопропил)-карбодиимид-HCl,
N-гидроксисукцинимид, 1 М этаноламин-HCl, pH 8,5).
Синтез коллоидного раствора золота

(наночастиц золота), стабилизированного DDAB,
проводили, как описано ранее [39, 40]. 

Приготовление электродов

На поверхность рабочего графитового электрода
наносили 1 мкл 10 мМ коллоидного раствора
золота в 0,1 М DDAB в хлороформе, после
испарения хлороформа (10 мин) наносили
1 мкл исследуемого Adx. Электроды оставляли на 12 ч
при 4°С во влажной камере, предотвращающей
полное высыхание электродов. 
Для экспериментов в анаэробных условиях

аргон пропускали в буферный раствор электролита
в течение 30 мин. Все потенциалы приведены
относительно хлорид-серебряного электрода
сравнения Ag/AgCl. 

Анализ белок-белковых взаимодействий с помощью
оптического биосенсора 

Иммобилизацию Adx WT, D109R, R106D выполняли
по стандартной методике [41]. Взаимодействие
цитохрома P450scc с иммобилизованными
препаратами Adx исследовали в диапазонах
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Таблица 1. Характеристики адренодоксинов дикого типа
и мутантных форм

Adx WT R106D D109R
500 мкМ 384 мкМ 751 мкМ



концентраций от 0,01 мкМ до 10 мкМ. В качестве
рабочего буфера использовали HBS-буфер. После
пропускания каждого образца цитохрома CYP11A1
в течение 5 мин при скорости потока 10 мкл/мин
поверхность чипа регенерировали буфером,
содержащим 1 М NaCl, 10 мМ HEPES, pH 7,4,
в течение 0,5 мин при скорости потока 50 мкл/мин.
Канал без иммобилизованного белка использовали
в качестве контрольного.
Расчёт кинетических констант и равновесных

констант диссоциации (Kd) белковых комплексов
выполняли с помощью программы BIAevaluation
Version 4.1 (“GE Healthcare”).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исследование белок-белковых взаимодействий
методом поверхностного плазмонного резонанса

Adx функционирует как окислительно-
восстановительный белок, доставляя электроны
к митохондриальным цитохромам P450 [42, 43].
Для исследования механизма белок-белковых
взаимодействий между электрон-транспортным Adx,
его мутантными формами и цитохромом Р450scc
наиболее информативным является метод
поверхностного плазмонного резонанса, позволяющий
количественно оценить взаимодействия и
рассчитать кинетические параметры образования
комплексов [32-36]. Было исследовано взаимодействие
цитохрома Р450scc (CYP11A1) как важнейшего
фермента в стероидогенезе, с иммобилизованными
в разных каналах чипа оптического биосенсора
адренодоксинами. Обнаружено, что цитохром P450scc
образует комплексы сAdx WT и D109R, но не с R106D,
причём комплексы с D109R являются более
прочными (табл. 2). 
Замена отрицательно заряженной

при физиологических значениях рН аспарагиновой
кислоты D на положительно заряженный
аргинин R в положении 109 приводит к более
прочному связыванию (Kd = (2,37±0,09)⋅10-8 М),
в то время как дикий тип Adx WT связывается
с Kd = (1,23±0,09)⋅10-6 М. 
Мутантный R106D Adx не проявляет

комплексообразующих свойств с цитохромом Р450scc.
По-видимому, отрицательный заряд аспарагиновой
кислоты не способствует образованию комплекса
с регистрируемой Kd. Исходя из полученных
данных по анализу комплексообразования мутантных
форм Adx, можно предположить, что замена D109R
приводит к образованию связи с отрицательно
заряженными остатками на поверхности P450scc.

Так как поверхность взаимодействия P450scc c Adx
представлена преимущественно положительно
заряженными аминокислотными остатками [44-46],
то наиболее вероятным аминокислотным остатком,
который взаимодействует со стороны P450scc c R109
мутантной формы Adx D109R, является E429 Р450scc.
Ранее было показано, что нейтрализация заряда
на E429 Р450scc приводит к трёхкратному уменьшению
значения Kd для комплекса P450scc-Adx [47].

Электроанализ адренодоксинов

Белки, содержащие железосерные кластеры Fe-S,
были впервые обнаружены в 1960-х гг. на основе
их уникального сигнала ЭПР с g=1,9, возникающего
при восстановлении этих металлопротеинов [13, 16]. 
Для анализа возможного участия

адренодоксинов и их мутантных вариантов
в процессе переноса электронов в митохондриальных
цитохром Р450 содержащих системах были
исследованы электрохимические свойства этих
железосерных белков. Кофакторный кластер [2Fe−2S]
может принимать и отдавать электроны,
что может быть зарегистрировано с помощью
электрохимических методов [43]. Изоэлектрическая
точка Adx WT pI=4,4; при физиологических
значениях рН этот железосеросодержащий белок
имеет отрицательный заряд. Для нековалентной
адсорбционной иммобилизации Adx WT и
мутантных форм на электроде был использован
дидодецилдиметиламмоний бромид (DDAB)
как мембраноподобное соединение, поддерживающее
нативную структуру белков и несущее положительный
заряд, способствующий встраиванию адренодоксина
на модифицированном электроде. Наночастицы золота
являются активными системами наноэлектродов,
способствующих электронному транспорту между
белком и электродом. Adx проявляет свойства
активного мобильного переносчика электронов
между его природными редокс-партнёрами
NADPH-зависимой адренодоксин редуктазой и
цитохромами Р450 (Р450 11А1 и ферментами
семейства CYP11B) [8, 29, 31].
Необходимо отметить, что как и гемопротеины

цитохромы Р450, Adx в восстановленной
форме активно взаимодействует с кислородом.
Электрохимически это свойство отражается
в увеличении катодного восстановительного
каталитического тока по сравнению с анодным
окислительным током в анаэробных условиях.
Плёнки DDAB достаточно сильно оксигенированы,
поэтому цикловольтамперограммы (CV) не всегда
симметричны (рис. 1А,Б) [42]. 

Шумянцева и др.
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Примечание: * — взаимодействие не зарегистрировано. 

Таблица 2. Константы скоростей образования (kon), диссоциации (koff) и равновесные константы диссоциации (Kd)
комплексов P450scc с Adx, рассчитанные на основании результатов анализа с помощью поверхностного
плазмонного резонанса

Иммобилизованный белок kon, M-1с-1 koff, с
-1 Kd, M

Adx WT (2,24±0,06)·103 (2,8±0,2)·10-3 (1,23±0,09)·10-6

D109R (2,74±0,07)·105 (6,5±0,2)·10-3 (2,37±0,09)·10-8

R106D* — — —



Как следует из рисунка 1А, Adx WT
восстанавливается при потенциале -600 мВ.
Цикловольтамперограммы в аргоне также были
не полностью симметричны, демонстрируя прочное
связывание Adx WT с кислородом [43]. 
Чётко выраженная окислительно-восстановительная

волна наблюдается при потенциале -600 мВ
при скорости сканирования 50 мВ/с (рис. 1А).
При низких скоростях сканирования (10 мВ/с, 50 мВ/с)
процесс восстановления был близок к электрохимически
обратимым, тогда как при более высоких скоростях
сканирования (100 мВ/с) наблюдалась только
квазиобратимость (рис. 1Б). Полученные результаты
согласуются с результатами электроанализа
Adx WT человека с использованием золотого
электрода, модифицированного меркаптоундекановой
кислотой и полиаллиламином [42] и пиролитического
графитового рабочего электрода, модифицированного
поли-L-лизином [43]. 
Полупотенциал (средний потенциал) пиков

определяется уравнением (1):
Е1/2 = Epa + Epc /2 (1),
где Epa — потенциал пика окисления (анодного пика)
и Epc — потенциал пика окисления восстановления
(катодного пика) в анаэробных условиях. 
Электрохимические параметры адренодоксинов

были исследованы методами вольтаметрического
анализа (квадратно-волновой вольтамперометрии
(КВВА, SWV) и дифференциально-импульсной
вольтамперометрии (ДИВА, DPV). КВВА и ДИВА —
методы вольтамперометрического анализа,
способствующие снижению границы определяемых
концентраций. КВВА и ДИВА в анаэробных
условиях продемонстрировали два симметричных
пика, соответствующих обратимому процессу
окисления/восстановления. 
Цикловольтамперограммы Adx WT (рис. 1Б)

демонстрировали линейную зависимость от скорости
сканирования в диапазоне 10-100 мВ/с,

что свидетельствует о процессе, протекающем
на поверхности электрода [48-50]. 
Поданным КВВАокислительно-восстановительный

полупотенциал Adx WT Е1/2 = -550±10 мВ
(относительно vs. Ag/AgCl) с ΔЕ = 18±5 мВ (рис. 2).
По данным ДИВА окислительно-восстановительный
потенциал Е1/2 имеет близкое значение
и соответствует -579±10 мВ (рис. 3).
В присутствии кислорода происходит смещение

восстановительного (ΔЕ = 98±8 мВ) и окислительного
потенциала (ΔЕ = 200±10 мВ) в катодную область
(рис. 4А и 4Б).
Поданным ДИВАокислительно-восстановительный

потенциал адренодоксина D109R в анаэробном
буфере Е1/2 = -528 мВ (относительно vs. Ag/AgCl)
с ΔЕ = 36 мВ (рис. 5). Adx R106D имеет
полупотенциал E0′ = -590 мВ (ДИВА), смещённый
в более отрицательную область потенциалов (рис. 6).
Такое катодное смещение может свидетельствовать
о термодинамически невыгодном процессе
протекания окислительно-восстановительных реакций
мутанта R106D. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На основании проведённых экспериментов
с использованием графитовых электродов,
с модификацией рабочей поверхности
мембраноподобными плёнками, содержащими
наночастицы золота, стабилизированные
дидодецилдимитиламмоний бромидом (DDAB/Au),
можно сделать следующий вывод: электрохимическая
активность Adx и его мутантных форм зависит
от аминокислотных замен в полипептидной цепи.
Замена положительно заряженной аминокислоты
в положении 106 остаток аспарагиновой кислоты,
содержащий ионизированную карбоксильную группу
(адренодоксин R106D), приводит к смещению
потенциала по сравнению с диким типом в более
отрицательную область (табл. 3).
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Рисунок 1. (А) Циклическая вольтамперограмма печатных электродов DDAB/Au/Adx WT в анаэробных условиях
(пунктиром обозначен электрод DDAB/Au). Скорость сканирования 50 мВ/с. (Б) Циклическая вольтамперограмма
печатных электродов DDAB/Au/Adx WT в анаэробных условиях. Скорость сканирования (1) 10 мВ/с, (2) 50 мВ/с,
(3) 100 мВ/с. Объём электролита 1 мл, 100 мМ калий-фосфатный буфер, 50 мМ NaCl, pH 7,4.
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Рисунок 3. Дифференциальные импульсные
вольтамперограммы DDAB/Au/Adx WT электрода
в анаэробных условиях. Объём электролита 1 мл,
100 мМ калий-фосфатный буфер, 50 мМ NaCl, pH 7,4.

Рисунок 4. Квадратно-волновые вольтамперограммы DDAB/Au/Adx WT электрода в анаэробных (Ar) условиях и
аэробных (O2) условиях. (А) процесс восстановления, (Б) процесс окисления. Объём электролита 1 мл,
100 мМ калий-фосфатный буфер, 50 мМ NaCl, pH 7,4. Частота 10 Гц.

Рисунок 5. Дифференциальные импульсные
вольтамперограммы ПГЭ/DDAB/Au/D109R электрода
в анаэробных условиях. Объём электролита 1 мл,
100 мМ калий-фосфатный буфер, 50 мМ NaCl, pH 7,4.

Рисунок 6. Дифференциальные импульсные
вольтамперограммы DDAB/Au/R106D электрода
в анаэробных условиях. Объём электролита 1 мл,
100 мМ калий-фосфатный буфер, 50 мМ NaCl, pH 7,4.

Рисунок 2. Квадратно-волновые вольтамперограммы
ПГЭ/DDAB/Au/Adx WT электрода в анаэробных условиях.
Объём электролита 1 мл, 100 мМ калий-фосфатный
буфер, 50 мМ NaCl, pH 7,4. Частота 10 Гц.

Таблица 3. Значения окислительно-восстановительных потенциалов Е1/2 Adx по данным
квадратно-волновой вольтамперометрии

Металлопротеин R106D Adx WT D109R
Е1/2, мВ -590±15 -579±10 -528±10



Adx WT и его мутантные формы R106D и D109R
имеют окислительно-восстановительные потенциалы
в катодной отрицательной области потенциалов,
причём значительно более отрицательные,
чем цитохромы Р450 [33, 34]. Адренодоксин R106D,
содержащий аминокислотную замену аргинина106
на аспарагиновую кислоту106 и имеющий наиболее
отрицательным потенциалом (Е1/2 = -590±15 мВ),
в экспериментах на оптическом биосенсоре
не взаимодействует с P450scc, а адренодоксин D109R
(с наименее отрицательным потенциалом
Е1/2 = -528±10 мВ) показал большую аффинность,
чем Adx WT. Такое значение потенциалов может
способствовать участию адренодоксинов в электрон-
транспортных путях как редокс-партнёров и прямых
доноров электронов в цитохром Р450-системах. 
Необходимо отметить, что окислительно-

восстановительный статус белков, содержащих
такие простетические группы, как гем, влияет
на конформацию белков [16]. Можно предположить,
что и для белков, содержащих железосерные
редокс-центры ([2Fe−2S] кластер для адренодоксинов)
могут происходить конформационные перестройки;
отсутствие взаимодействия Adx R106D
с цитохромом Р450scc (CYP11A1) может их отражать.
Для Adx D109R такие конформационные
перестройки могут быть менее существенными
и не влиять на аффинность по отношению
к цитохрому Р450scc. 
Таким образом, рассчитаны кинетические

константы и равновесные константы диссоциации
комплексов цитохрома CYP11A1 (P450scc)
с Adx WT и его мутантными формами
Adx R106D и D109R с помощью оптического
биосенсора. С помощью методов циклической
вольтамперометрии и вольтамперометрического
анализа определены окислительно-восстановительные
потенциалы адренодоксинов. 
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ADRENODOXINS AND THEIR ROLE IN THE CYTOCHROME P450 SYSTEMS

V.V. Shumyantseva1,2, T.V. Bulko1, O.V. Gnedenko1*, E.O. Yablokov1, S.A. Usanov3, A.S. Ivanov1
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The role of partner proteins in the formation of functional complexes in cytochrome P450 systems
was investigated by means of optical biosensor technique. Kinetic constants and equilibrium dissociation constants
of complexes of cytochrome CYP11A1 (P450scc) with wild-type adrenodoxin (Adx WT) and mutant forms
of adrenodoxin R106D and D109R were determined using an optical biosensor. Wild-type adrenodoxin
(Kd = (1.23±0.09)⋅10-6 M) and mutant D109R (Kd = (2.37±0.09)⋅10-8 M) formed complexes with cytochrome P450scc.
For the R106D mutant, no complex formation was detected. To investigate the possibility of the participation
of adrenodoxins and their mutant variants in the process of electron transfer as electron donors in mitochondrial
cytochrome P450 systems, the electrochemical properties of these iron-sulfur proteins Adx WT and mutant forms
of adrenodoxins were studied. Adx WT, mutant forms R106D and D109R have redox potentials E1/2 significantly more
negative than cytochromes P450 (-579±10 mV, -590±15 mV, and -528±10 mV, respectively). These results suggest that
Adx WT and mutant forms may be electron donors in the cytochrome P450 systems.

Key words: adrenodoxine; mutant forms; cytochrome P450; surface plasmon resonance (SPR); electroanalysis;
redox potential
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