


  
   
     
     
   
     

     
     



   
    
     

     
    
   


     
  

    
     
    
   
   
 
    

































      

       
       
        
      

       
        









Данный фермент рассматривается как
перспективная мишень для создания лекарств
нового поколения, блокирующих эндогенный
синтез холестерина. В настоящее время наиболее
распространённым классом препаратов,
ингибирующих активность ферментов семейства
CYP51 являются азолы, использующиеся
при терапии грибковых заболеваний. Однако
этот класс препаратов обладает широким
спектром действия на цитохромы Р450,
что приводит к ингибированию активности
цитохромов, отвечающих за биосинтез желчных
кислот, и других ферментов [5]. Кроме того,
по мнению ряда авторов, азолы опасно
применять во время протекания беременности
[6, 7]. Ранее уже предпринимались попытки
создать ингибиторы цитохромов семейства
CYP51 на основе аналогов их субстратов,
как возможную замену азолов и других
применяемых для снижения уровня холестерина
соединений, что позволило бы получить
препараты, не обладающие токсическими
эффектами этих медикаментов [8-13].

В настоящий момент известны
3 кристаллические структуры CYP51А1: белок
без лигандов (PDB код 3JUV) и два комплекса

с азольными ингибиторами – кетоконазолом
(PDB код 3I3K) и эконазолом (PDB код 3JUS)
[14]. Кроме этого, в 2014 году получена
кристаллическая структура полноразмерной
формы CYP51 дрожжевого гриба Saccharomyces
cerevisiae, аминокислотная последовательность
которого обладает достаточно высокой
степенью гомологии с CYP51 патогенных
грибов (62% в отношении CYP51 Candida
albicans, 82% – CYP51 C. glabrata, 60% – CYP51
C. guilliermondii). Эти структурные данные могут
быть использованы для компьютерного поиска
и конструирования новых потенциальных
ингибиторов CYP51А1 методами виртуального
скрининга химических баз данных и
3D моделирования комплексов белок-лиганд [16].

Ранее, нами была разработана тест-система
для скрининга лигандов CYP51А1 на базе
биосенсора “Biacore”, работающего на технологии
поверхностного плазмонного резонанса [17].
Целью данной работы был поиск перспективных
соединений-прототипов, структурные мотивы
которых могут в дальнейшем быть использованы
для создания новых ингибиторов цитохромов
семейства CYP51, не обладающих побочным
эффектами существующих на данный
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Рисунок 1. Схема биосинтеза стеролов с участием CYP51.



момент препаратов. В качестве модельного
фермента для скрининга лигандов CYP51
в данном исследовании был использован
высокоочищенный препарат CYP51A1 человека.

МЕТОДИКА

Материалы

В работе использовали следующие реактивы:
гуанидинтиоционат, Трис(гидроксиметил)-
аминометан (Трис), и этилен-диамино-
тетраацетат натрия (Na-ЭДТА) фенилметил-
сульфонилфторид (ФМСФ), кумасси
бриллиантовый голубой R-250 (“Sigma”, США);
агароза, изопропил-b-D-1-тиогалактопиранозид
(ИПТГ), дитиотреитол (“GibcoBRL”, США);
Ni-NTA-Agarose (“Qiagen”, США); Bacto-
Tryptone, Bacto-Peptone и Bacto-Yeast экстракт
(“DifcoLaboratories”, США); Bio-Gel HTP
(“Bio-Rad”, США), 3-[(3-холамидопропил)-
диметиламмонио]-1-пропансульфонат (CHAPS)
(“Sigma”, США), диметилсульфоксид (ДМСО)
(“Sigma”, США), концентрат HBS-N буфера
(100 мМ HEPES, pH 7,4 (при 10-ти кратном
разведении), 1500 мМ NaCl) (“GE Healthcare”,
США), этанол 99,5% (“Wako”, Япония), 1-этил-3-
(3-диметиламинопропил)-карбодиимид-HCl
(EDC) и N-гидроксисукцинимида (NHS)
(“GE Healthcare”, США), 10 мМ ацетатный
буфере (pH 5,0) (“GE Healthcare”, США),
1 М раствор этаноламин-HCl (pH 8,5)
(“GE Healthcare”, США). В биосенсорных
экспериментах использовали стандартные
оптические чипы CM5 (“GE Healthcare”, США).

Экспрессия и очистка белка

Для работы был использован
высокоочищенный (не менее 95% чистоты
по ДСН-электрофорезу в 12% ПААГ)
рекомбинантный CYP51A1 человека. Белок
экспрессировали в клетках E. coli штамма
DH5a, трансформированных плазмидной ДНК
pCWori+CYP51А1. Клетки подвергали
разрушению с использованием гомогенизатора
Emulsifex C5 (“Avestine”, Канада), после чего
белок солюбилизировали из мембран
детергентом (CHAPS). Нерастворимый материал
удаляли центрифугированием (при 35000 g
в течение 60 мин). Фермент, содержащийся
в супернатанте, очищали до гомогенного
состояния с применением металло-аффинной
хроматографии (сорбент Ni2+-IDA сефароза 6B).
Присутствующий в препарате имидазол удаляли
с помощью адсорбционной хроматографии
(сорбент – гидроксиапатит).

Спектрофотометрическое титрование

Спектрофотометрическое титрование
CYP51A1 проводилось на спектрофотометре
Shimadzu UV-3000. Раствор белка в конечной
концентрации 1 мкМ в 50 мМ калий-фосфатном
буфере, pH 7,4 помещали в две кюветы (l=1см).
В опытную кювету добавляли раствор
низкомолекулярного соединения в этаноле,
в контрольную кювету добавляли равный
объём растворителя. Разностный спектр
поглощения белка регистрировали в области
350–500 нм через 5 мин после добавления
лиганда. Контроль нативной P450 конформации
белка в конце титрования осуществляли,
записывая спектр поглощения СО-разностного
спектра восстановленной формы белка
в диапазоне 400-500 нм. При проведении
эксперимента объемная концентрация этанола
в кювете не превышала 3%.

Определение константы связывания
субстрат-лиганд

В качестве параметра, характеризующего
связывание низкомолекулярных соединений
в активном центре, использовали константу
диссоциации комплекса фермент-лиганд (KD).
KD определяли, аппроксимируя данные
спектрофотометрического титрования нелинейной
функцией по алгоритму Левенберга-Марквардта,
реализованному в программе Origin (v. 8.1): 

где A – амплитуда спектрального изменения
при концентрации лиганда [L]; Amax – амплитуда
спектрального изменения при насыщении
фермента лигандом; [L] – концентрация
лиганда в текущий момент времени;
[E]0 – концентрация фермента, в нашем случае
CYP51A1, составляет 1 мкМ.

Низкомолекулярные соединения

В работе были использованы различные
стероидные и терпеновые соединения
растительного и животного происхождения
(табл. 1). Ланостерол был получен от фирмы
“Sigma” (США). Соединения №№ 2-20 были
любезно предоставлены профессором Kintya P.
(The Institute of Genetics and Plant Physiology of
the Academy of Sciences of Moldova). Соединения
21-39 были взяты из лабораторных коллекций
низкомолекулярных соединений.
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Таблица 1. Соединения, использованные в работе.
CID - PubChem ID (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/); HMDB - The Human Metabolome Database ID
(http://www.hmdb.ca/); ND - нет данных.
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Таблица 1. Соединения, использованные в работе (продолжение).
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Таблица 1. Соединения, использованные в работе (продолжение).



Поверхностный плазмонный резонанс

Для исследования межмолекулярных
взаимодействий был использован оптический
биосенсор Biacore 3000 (“GE Healthcare”, США).
Сигнал биосенсора регистрировали в каждом
канале биосенсора независимо в резонансных
единицах (RU, 1 RU соответствует связыванию
1 пг белка/мм2 поверхности оптического чипа)
и представляли в виде сенсограмм, показывающих
его изменение во времени. Все эксперименты
были выполнены при 25°С с использованием
стандартных оптических чипов СМ5, покрытых
слоем карбоксиметилированного декстрана.

Равновесные константы диссоциации (KD)
комплексов низкомолекулярных соединений
с иммобилизованным CYP51А1 вычисляли
в программе BIAevaluation v4.1 (“GE Healthcare”).
Средняя величина и стандартная ошибка KD
получены из не менее чем трёх экспериментов.

Приготовление тестовых образцов
низкомолекулярных соединений

Низкомолекулярные соединения (табл. 1,
№2-39) растворяли в ДМСО до концентрации 3 мМ.

Для снижения оптических артефактов
в ходе проведения биосенсорного эксперимента
(bulk-effect) следовали нижеследующему
протоколу. Тестируемые соединения (исходные
растворы 3 мМ) разводили до концентрации
100 мкМ HBS-N буфером (pH 7,4, 150 мМ NaCl,
10 мМ HEPES). Тестовые концентрации
образцов для анализа готовили из 100 мкМ
аликвот с использованием HBS-N буфера
с добавлением ДМСО, концентрация которого
была нормализована по коэффициенту
преломления среды с 100 мкM образцами
соединений с использованием рефрактометра
RX-5000 (“ATAGO”, Япония). Образцы
ланостерола готовили аналогичным образом,
но вместо ДМСО использовали этанол.
Все экспериментальные образцы ланостерола
готовились непосредственно перед инжекцией
в биосенсор.

Иммобилизация CYP51A1 на поверхности
оптического чипа CM5

В качестве рабочего буфера использовали
HBS-N буфер. Карбоксильные группы декстрана
были активированы путём пропускания смеси
равных объёмов 0,2 М EDC и 0,05 M NHS
в течении 7 мин при скорости потока 5 мкл/мин
с последующей промывкой буфером HBS-N
при той же скорости в течении 1 мин.
Далее осуществляли иммобилизацию CYP51А1
путём пропускания его раствора (20 мкг/мл)

в 10 мМ ацетатном буфере (pH 5,0) по каналам
оптического чипа CM5 в течение 10 мин
при скорости потока 5 мкл/мин.
Не прореагировавшие с белком активированные
карбоксильные группы декстрана блокировали
пропусканием 1 М раствора этаноламин-HCl
(pH 8,5) в течение 1 мин при скорости потока
5 мкл/мин. Эффективность иммобилизации
составляла в среднем 15 нг CYP51A1 на канал.

В качестве сравнения использовали
свободный канал биосенсора, в котором
не проводилась иммобилизация белка.

Скрининг низкомолекулярных соединений
на способность взаимодействовать с CYP51А1

В качестве рабочего буфера использовали
HBS-N буфер, содержащий ДМСО,
концентрация которого была нормализована
по коэффициенту преломления среды с 100 мкM
образцами соединений. Скрининг осуществляли
путём последовательного пропускания 30 мкМ
растворов низкомолекулярных соединений через
опытный (с иммобилизованным CYP51А1)
и контрольный (без белка) каналы биосенсора
в течение 6 мин при скорости потока 10 мкл/мин.
Поверхность оптического чипа регенерировали
двукратной инжекцией регенерационного
раствора (2 M NaCl, 0,4% (m/v) CHAPS)
в течение 17 с при скорости потока 35 мкл/мин.
Результаты скрининга оценивали по разности
сигналов опытного и контрольного каналов
биосенсора на последней минуте инжекции
раствора низкомолекулярного соединения.
Эксперимент повторяли не менее трёх раз.

Эксперимент проводился по аналогичной
методике, но вместо ДМСО в рабочий буфер
добавляли этанол.

Регистрация кинетических параметров
взаимодействий низкомолекулярных соединений
с CYP51А1

В качестве рабочего буфера использовали
HBS-N буфер, содержащий ДМСО,
концентрация которого была нормализована
по коэффициенту преломления среды
с 100 мкM образцами соединений. Растворы
низкомолекулярных соединений пропускали
через контрольный и опытный каналы
биосенсора в течении 360 с при скорости
потока 10 мкл/мин в диапазоне концентраций
10-100 мкМ (соединения №№1-8, 10-39)
и 1-10 мкМ (соединение №9). После окончания
инжекции диссоциацию комплексов “CYP51А1-
низкомолекулярное соединение” регистрировали
в течении не менее чем 360 с. Поверхность
оптического чипа регенерировали двукратной
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инжекцией регенерационного раствора (2 M NaCl,
0,4% m/v CHAPS) в течение 17 с при скорости
потока 35 мкл/мин. При работе с ланостеролом
использовался вышеописанный протокол,
но вместо ДМСО использовали 99% этанол.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В результате проведенных исследований
по связыванию различных лигандов
с иммобилизованным CYP51A1 на поверхности
оптического чипа было показано, что ряд
соединений способен взаимодействовать
с ферментом (рис. 2). Большинство
использованных для скрининга веществ
представляют собой конъюгированные
соединения, содержащие стероидоподобный
структурный элемент. При этом, в отличие
от ланостерола (природного субстрата) данные
вещества имеют значительно больший
молекулярный вес и разветвленную структуру.
Для соединений, показавших уровень сигнала,
превышающий 15 RU (уровень отсечения был
введён эмпирически для выбраковки наименее
активно связывающихся с иммобилизованным
белком соединений, поскольку низкий
уровень связывания свидетельствует о более
низкой скорости образования комплексов
“иммобилизованный белок-низкомолекулярное
соединение”), в экспериментах на оптическом

биосенсоре были получены значения KD
комплексов “CYP51А1-низкомолекулярное
соединение”. Таким образом, в выборке
из 38 соединений методом поверхностного
плазмонного резонанса было обнаружено
21 соединение, способное взаимодействовать
с CYP51A1. При этом следует отметить,
что аффинность большинства протестированных
соединений к ферменту несколько ниже,
чем природного субстрата ланостерола (табл. 2). 

Однако данные биосенсора не являются
показателем того, что низкомолекулярное
соединение способно связываться с активным
центром фермента и влиять на его функцию.
Оптический биосенсор учитывает все
типы контактов лигандов с поверхностью
липофильного фермента. Для подтверждения
способности этих соединений связываться
с активным центром фермента и изменять
спиновое состояние атома железа гема было
проведено исследование методом спектрального
титрования. Результаты биосенсорного
исследования и спектрального титрования
представлены в таблице 2. Методом
спектрального титрования было показано,
что 4 соединения из этой выборки: капсикозин,
голотурин А, бетулафолиентриол и теасапонин
(12, 26, 29, 34) – способны взаимодействовать
с активным центром CYP51A1. Следует отметить,
что полученные с помощью оптического
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Рисунок 2. Результат скрининга низкомолекулярных соединений на способность взаимодействовать
с CYP51A1 in vitro. Концентрация образцов – 30 мкМ.



биосенсора значения KD для комплексов
низкомолекулярных соединений с CYP51A1
отличаются от значений KD, полученных в ходе
экспериментов по спектрофотометрическому
титрованию. Данный результат может
иметь несколько объяснений: 1) разная
прочность комплексов, находящихся в растворе
и на поверхности оптического чипа; 2) лиганды
могут взаимодействовать с различными
участками фермента.

Таким образом, в результате проведенных
исследований был обнаружен ряд природных
терпеновых соединений, являющихся
структурными аналогами природного субстрата
ланостерола, и способных взаимодействовать
с активным центром CYP51A1. Полученные
данные расширяют спектр соединений,
которые могут быть использованы в качестве
специфических ингибиторов CYP51A1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ВЫВОДЫ

Проведена эффективная иммобилизация
высокоочищенного ферментного препарата
CYP51A1 человека на поверхности оптического

биосенсора. С использованием сочетания
методов поверхностного плазмонного
резонанса и спектрального титрования
был осуществлен скрининг лигандов CYP51A1
в ряду природных соединений (38 соединений,
структурных аналогов ланостерола), полученных
из уникальных источников (растений
и морских беспозвоночных). Эффективное
взаимодействие с активным центром было
зарегистрировано для четырёх соединений:
капсикозина, голотурина А, бетулафолиентриола
и теасапонина.

Авторы выражают глубокую
признательность профессору Kintya P.
(The Institute of Genetics and Plant Physiology
of the Academy of Sciences of Moldova)
за предоставленные образцы низкомолекулярных
соединений. Работа была выполнена
при финансовой поддержке гранта
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Таблица 2. Константы диссоциации комплексов CYP51A1 с низкомолекулярными соединениями,
полученные с помощью оптического биосенсора и спектрального титрования.

Примечание: ND - зафиксировать значимые параметры взаимодействия не удалось. * - по данным
предыдущих работ [14].
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THE SCREENING OF THE INHIBITORS OF THE HUMAN CYTOCHROME P450(51)
(CYP51A1): THE PLANT AND ANIMAL STRUCTURAL LANOSTEROL'S ANALOGS
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The cholesterol biosynthesis regulation is the important part of the hypercholesterolemia diseases
therapy. The inhibition of the post-squalene cholesterol biosynthesis steps provide the alternative to classic
statin therapy. Sterol-14a-demethylase (CYP51) is one of the hypothetical targets for it. In this work
the screening of the ability to interact with human CYP51 (CYP51A1) for the nature low-weight compounds
with steroid-like scaffold were performed by integration of the surface plasmon resonance biosensor and
spectral titration methods. The results of the selection were 4 compounds (betulafolientriol, holothurin A,
teasaponin, capsicoside A) witch had high affinity to the CYP51A1 active site. These data extend the range
of compounds which may be used as specific inhibitors of CYP51 and give the permission to suggest
the dynamic of the enzyme. 

Key words: surface plasmon resonance, optical biosensor, spectral titration, cytochrome P450,
CYP51, triterpenes.


