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I. ВВЕДЕНИЕ
Центральную роль в биосинтезе физиологически активных ве ществ 
(стероидов, витаминов группы D, желчных кислот и др.) и окисле-
нии ксенобиотиков играют ферментные системы с цитохромом 
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 Принятые сокращения: P450scc – CYP11A1, цитохром P450 холестерингид-
рок си лаза/20,22-лиаза; P450c17 – CYP17, цитохром P450 17α-гидроксилаза/
17,20-лиаза; P450c11 – CYP11B1, Р45011β, цитохром P450 11β-гидроксилаза; 
P450c18 – CYP11B2, цитохром P450 альдостеронсинтаза; P450c19 – CYP19, 
Р450arom, цитохром P450 ароматаза; P450c21 – CYP21, цитохром P450 21-гид-
рок силаза; CPR – NADPH-цитохром P450-редуктаза; Ad – адренодоксин, 
[2Fe-2S]-ферредоксин из коры надпочечников; AdR – FAD-содержащая 
NADPH-ад ре нодоксинредуктаза; ГСД – гидроксистероиддегидрогеназа; СМЧ – 
суб митохондриальные частицы; ЭТС – (ферментная) электронтранспортная сис-
те ма; Fdс – бактериальный [2Fe-2S]-ферредоксин; Fld1 и Fld2 – бактериальные 
FMN-флаводоксины типов 1 и 2; FLDR – FAD-содержащая флаводоксин (фер-
ре доксин)-оксидоредуктаза; SiR – NADPH-сульфитредуктаза.
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Р450 в качестве терминальной оксидазы, осуществляющей регио- и 
стерео селективное гидроксилирование молекул субстратов [1–3]. 
Широ кое распространение, универсальность строения и ключевая 
роль в биосинтезе и метаболизме позволяют использовать эти сис-
темы для изучения ряда фундаментальных проблем современной 
био химии, таких как: 1) регуляция биосинтеза физиологически 
актив ных веществ на тканевом, субклеточном и молекулярном 
уров нях; 2) принципы функционирования «многоцентровых» 
фер мен тов и систем, осуществляющих согласованные процессы 
электронного транспорта, взаимодействия с субстратами и активации 
молекулярного кислорода; 3) структурно-функциональные аспекты 
белок-белкового и белок-лигандного узнавания; 4) молекулярные 
меха низмы филогенетического разнообразия путей биосинтеза и 
метаболизма.
 Результаты исследований в области монооксигеназного катализа, 
накоп ленные за последние 30 лет, позволяют в настоящее время сфор-
мулировать ряд задач прикладного характера как реализованных, так 
и находящихся в стадии разработки. К ним относятся: 1) выяв ление 
генетических дефектов, приводящих к нарушению процесса био-
синтеза гормонов и являющихся причиной ряда тяжелых заболева ний; 
2) разработка экономически эффективных и экологически чистых 
мето дов регио- и стереоселективного ферментативного синтеза гормо-
нов (химический синтез которых не эффективен, энергоемок, эколо-
гически опасен или вообще невозможен); 3) создание тест-систем на 
основе субстратспецифичных цитохромов Р450 для использования 
при разработке и анализе новых противомикробных средств и моди-
фикаторов путей биосинтеза стероидов.
 В обзоре представлены результаты исследований стероидтранс-
фор мирующих Р450-монооксигеназ в области структурно-функцио-
нальной и молекулярной организации ферментных систем, особен-
ностей топогенеза белков, субстратной специфичности, взаимоза ме-
няе мости электронтранспортных белков млекопитающих и мик ро-
орга низмов. Эти данные служат основой развития новых подхо дов, 
имеющих целью реконструкцию монооксигеназных систем в клетках 
микроорганизмов для создания метаболических аналогов стероид-
синтезирующих органов млекопитающих.
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II. БИОСИНТЕЗ СТЕРОИДОВ
ПУТИ БИОСИНТЕЗА СТЕРОИДОВ

Биосинтез стероидных гормонов из холестерина в организме мле-
ко питающих включает окислительное расщепление боковой цепи 
холе стерина с последующим регио- и стереоселективным гидрок си-
ли рованием, которое осуществляется цитохромами Р450 – P450scc, 
P450c17, P450c21, P450c11, P450c18 и P450c19 [1, 3–5].
 При биосинтезе стероидов четко выражен принцип компартмен-
та лизации. В коре надпочечников цитохромы P450scc, P450c18 и 
Р450c11 функционируют в митохондриях вместе с FAD-содержащим 
флавопротеидом адренодоксинредуктазой, (AdR) и [2Fe-2S]-фер-
ре доксином (адренодоксином, Ad). Цитохромы Р450c21 и P450c17 
осуществляют гидроксилирование стероидов в эндоплазматическом 
ретикулуме совместно с FAD/FMN-флавопротеидом NADPH-цито хром 
Р450 редуктазой (CPR). В эндоплазматическом ретикулуме половых 
желез женских особей дополнительно функционирует ароматаза 
(P450c19).
 Этапом, лимитирующим скорость стероидогенеза, является 
доставка холестерина к внутренней мембране митохондрий. Процесс 
доставки холестерина в митохондрии и факторы, контролирующие 
этот процесс, подробно описаны в обзоре [6].
 В митохондриях коры надпочечников цитохром Р450scc (scc – от 
англ. «side chain cleavage) катализирует реакции 22- и 20-гид рок-
силирования и реакцию расщепления связи С20–С22 с уда ле нием 
боковой цепи холестерина. Образовавшийся прегнено лон, являю-
щийся предшественником всех стероидных гормонов, покидает 
митохондрии и попадает в эндоплазматический ретикулум. Здесь 
даль нейшие стадии стероидогенеза катализируют Р450c17 (осу-
ществляет 17α-гидроксилирование и лиазную реакцию С17–С20) и 
Р450c21 (осуществляет 21-гидроксилирование). Помимо пере чис-
лен ных цитохромов в стероидогенезе в эндоплазматическом рети-
кулуме участвует 3β-гидроксистероидегидрогеназа /∆4→∆5 изомераза 
(3β-ГСД). На следующем этапе промежуточные продукты синтеза – 
11-дезоксикортикостерон и 11-дезоксикортизол – вновь поступают в 
митохондрии или секретируются в кровь. В митохондриях клеток коры 
надпочечников под действием P450c18 (двухстадийное 18-окисление) 
и Р450c11 (11β-гидроксилирование) из них образуются соответственно 
два наиболее важных представителя кортикостероидов – альдостерон 
и кортизол. 
 Практически все монооксигеназные системы коры надпочечников 
млекопитающих обладают несколькими альтернативными активнос-
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тями, катализируемыми одной формой белка. Таким образом реали-
зуется динамическая модель, в которой субстратные центры различ-
ных P450 (определяющие регио- и стереоспецифичность реакций) и 
гем-связанный оксидант обусловливают проявление множественных 
активностей [3] и, следовательно, возможность переключения путей 
биосинтеза стероидов при различных молекулярных патологиях, 
связанных с мутациями ферментов стероидогенеза. Качественные раз-
личия состава ферментов стероидогенеза, содержащихся в различных 
тканях и субклеточных компартментах, а также их субстратная специ-
фичность определяют последовательности путей биосинтеза корти-
костероидов, прогестинов и половых гормонов. Количественные 
отличия в содержании P450с17, CPR и цитохрома b5 определяют, 
какой путь биосинтеза будет предпочтительно реализован – биосинтез 
кортикостероидов или биосинтез андрогенов и эстрогенов [7, 8].
 Сведения о свойствах ферментов, вовлеченных в биосинтез 
сте роид ных гормонов, представлены в ряде обзоров. Например, 
подроб ное описание двух классов белков – цитохромов Р450 и ГСД 
(номенклатура, кодирующие гены, хромосомная локализация, ткани, 
в которых осуществляется их экспрессия, функциональные свойства), 
обеспечивающих стероидогенез у человека и мыши, приведено 
в обзоре [5]. В работах [4, 6, 9–13] обсуждаются молекулярные 
меха низмы и сигнальные пути, посредством которых регулируется 
про цесс стероидогенеза в коре надпочечников, половых железах, 
пла центе, а также в нервной и сердечной ткани.

РЕАКЦИИ И МЕХАНИЗМЫ КАТАЛИЗА ЦИТОХРОМАМИ P450

Очевидно, что создание рекомбинантных микроорганизмов, син-
те зирую щих стероидтрансформирующие цитохромы Р450, может 
сопровождаться изменением направленности реакций и спектра 
продуктов в связи с наложением на активность этих Р450, обладаю-
щих определенной субстратной специфичностью, активности 
собственных ферментов микроорганизмов. Для того, чтобы судить 
о том, являются ли стероидные метаболиты продуктами функциони-
ро вания гетерологично экспрессированных цитохромов Р450, 
необходимо рассмотреть механизм катализа Р450, особенно – в отно-
шении «необычных» реакций.
 Цитохромы P450 катализируют разнообразные окислительно-
вос становительные реакции, например, С-гидроксилирование, 
N-, S-, O-дезалкилирование, окислительное дезаминирование и 
десульфирование, N-, S-окисление, окислительное дегалогенирова-
ние, эпоксидирование, образование пероксисоединений [14, 15]. 
Основ ные реакции трансформации стероидов цитохромами P450 
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включают C-гидроксилирование, окислительное расщепление 
C–C-связей, окисление спиртовой группы до альдегида (кетона), меха-
низм-зависимую инактивацию искусственными соединениями, содер-
жащими этинильную группу. Некоторые другие типы превращений 
наблюдаются при наличии в молекуле стероидов каких-либо редких 
для них фрагментов (например, N-, S-атомов).
 Ферменты этого класса могут катализировать и такие «необыч-
ные» реакции, как образование циклов, восстановление и восстано-
вительное дегалогенирование, дегидрирование оксимов, ароматизация 
и расширение цикла, ipso-замещение в пара-замещенных фенолах [16, 
17], механизм-зависимое ингибирование [18]. Термин «необычный» 
не следует понимать, как обозначение нового вида каталитической 
актив ности фермента. Тип наблюдаемой реакции определяется 
природой цитохрома Р450 и строением субстрата, а также внешними 
условиями протекания реакции. Все эти процессы могут быть объяс-
нены с учетом механизмов катализа P450 и общих представлений о 
закономерностях внутримолекулярных перегруппировок, а также 
реакционной способности образующихся интермедиатов субстратов 
(радикалов, ионов, ион-радикалов). Можно выделить несколько 
случаев «необычного» катализа для какого-либо определенного 
цитохрома P450: 1) изменение под влиянием внешних условий 
стерео- и/или регио-селективности реакции с обычным субстратом; 
2) минорные побочные реакции; 3) трансформация соединения, не 
являю щегося его обычным физиологическим субстратом; 4) реак-
ции, обусловленные особенностями строения субстрата (различные 
перегруппировки интермедиатов и механизм-зависимую инактива-
цию, см. также раздел VI).
 Схема образования активных форм кислорода при катализе 
P450 показана на рис. 1. Считается, что обратимое присоединение 
субстрата происходит в самом начале указанного каталитического 
цикла (или на любой его стадии), поэтому его трансформация может 
осуществляться под воздействием любой из указанных активных 
структур. Структуры, которые непосредственно осуществляют 
окис лительную трансформацию субстрата, называют «основными 
окси дантами». Наиболее распространенные типы трансформаций 
катализируются формами (4)–(7) [19]. Расщеплению O–O-связи 
(переход (5) в (6)) при катализе P450 способствует механизм эста фет-
ной передачи заряда, т.н. «push–pull»-эффект. Он состоит в том, что 
проксимальный лиганд железа гема (тиолат Cys для P450) и электро-
фильные фрагменты активного центра способствуют смеще нию 
электронов O–O-связи и образованию новых H–O- и O–Fe-свя зей.
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 Схема на рис. 1 обычно рассматривается совместно с другой, 
кото рая называется «отрыв водорода – перегруппировка кислорода» 
(рис. 2). Рассмотренный механизм помогает рационализировать 
С-гид рок силирование и, с учетом превращений радикальных интер ме-
диатов, – расщепление связи C–C [18, 20]. Расщепление связей C–C 
ката лизируют P450scc, P450c17, P450c19, 14α-деметилаза и некоторые 
другие формы P450. Современные исследования подтверждают, 
что расщепление C–C в случаях деацилирования осуществляется 

Рис.1. Схема классического каталитического цикла активации кислорода и 
окисления субстратов цитохромами P450 [18].
 I – передача первого электрона на Fe гема от белка-партнера ЭТС, приводя-
щая к превращению ферриформы железа гема P450 (1) в ферроформу (2); 
II – присоединение кислорода к ферроформе с образованием интермедиата (3); 
III – передача второго электрона на Fe гема от белка-партнера ЭТС с образова-
нием железопероксидного интермедиата (4); IV – присоединение про тона к 
интермедиату (4) с образованием его протонированной формы (5); V – при сое-
ди нение второго протона к интермедиату (5) с последующим отщеп лением 
воды и образованием перферрильного интермедиата (6); VI – изоме ри зация 
перферрильного интермедиата (6) в радикальную форму (7); VII – окис ле ние 
субстрата. 
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посред ством активных форм кислорода ((4) в приведенной схеме на 
рис. 1). Оно реализуется также и ферментами класса флавиновых 
монооксигеназ – монооксигеназами по Байеру-Вилигеру [21].
 Кроме того, под влиянием различных внешних и внутренних 
факторов может происходить так называемое «абортивное отщеп-
ление» кислорода: формы (3) и (4–5) при переходе в форму (1) (рис. 1) 

Рис.2. Схема реакций C-гидроксилирования и разрыва C–C-связи P450. 
 A – C-гидроксилирование по механизму «отрыв водорода – кислородная 
пере группировка»; Б – разрыв C–C-связи на примере 17,20-лиазной реакции 
P450 по механизму Байера-Виллигера [18, 20]. 
 A: 1 – отрыв атома водорода от субстрата перферрильным интермедиатом 
гема P450; 2 –перегруппировки интермедиатов гема P450 и субстрата, при-
во дящая к восстановлению Fe гема до ферриформы и образованию гидрок-
силированного продукта (через присоединение гидроксил-радикала к интер ме-
диату субстрата); 
 Б: 1 – присоединение дистального атома кислорода пероксидного интер-
ме диата гема P450 к углероду 20-кетогруппы субстрата; 2 – образование ради-
кального интермедиата субстрата при гомолитическом разрыве O–O-связи; 
3 – радикальное 2β-расщепление интермедиата субстрата с образованием 
17-кето продукта и уксусной кислоты.
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образуют супероксид-радикал и перекись водорода, соответственно. 
Эти частицы могут проявлять собственную окислительную активность 
[22, 23]. Они относительно стабильны, и поэтому могут окислять как 
фрагменты активного центра, так и любой другой компонент системы.
 В свою очередь, пероксиды могут присоединяться к Fe гема P450, 
образуя форму (5) или ее аналог с последующим образованием (6–7). 
Таким образом, цитохромы P450 могут проявлять пероксидазную 
актив ность [24]. Однако, такой «шунт» характеризуется минимальной 
активностью для P450 и редко реализуется, особенно in vivo [25]. При 
использовании в качестве искусственного оксиданта иодозилбензола 
P450 образует исключительно формы (6–7), минуя (3–5) [26].
 Хотя приведенные выше механизмы достаточно обоснованы, уни-
вер сальны и позволяют объяснить практически все катализируемые 
P450 реакции, многие исследования свидетельствуют, что реальный 
химизм процессов может быть более сложным и разнообразным. 
На роль «предельного оксиданта» предлагают HO+ и некоторые 
дру гие структуры [27]. Следует отметить, что в этих схемах не учи-
ты вается роль структуры активного центра для осуществления ката-
лиза, особенно структуры аминокислот – доноров или акцепторов 
протона.

III. РЕКОНСТРУКЦИЯ СТЕРОИДТРАНСФОРМИРУЮЩИХ 
СИСТЕМ ИЗ ИНДИВИДУАЛЬНЫХ БЕЛКОВ IN VITRO

ПОЛУЧЕНИЕ БЕЛКОВ

При изучении монооксигеназных систем широко использовались 
прин ципы высокоаффинных взаимодействий с использованием 
иммо би лизованных белков, модифицированных субстратов и группо-
спе цифичных лигандов, что явилось важной предпосылкой разви тия 
методов энзиматической инженерии в применении к стероид ным 
гидроксилазам. Для осуществления реконструкции стероид транс фор-
мирующих систем и изучения взаимозаменяемости электронтранс-
порт ных белков авторами настоящего обзора использовано более 
20 гомогенных белков, участвующих в биосинтезе стероидов. 
Цито хромы Р450 различной субстратной специфичности, а также 
электрон транспортные белки митохондриальных и микросомальных 
моно ок сигеназных систем млекопитающих и микроорганизмов полу-
чены по оригинальным методикам [3].
 Для получения белковых компонентов митохондриальных стероид-
транс формирующих систем широко использовались препараты 
иммобилизованных ферредоксинов [28]. Адренодоксин (Ad) был 
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иммо билизован через α-NH2-группы Ser1 и ε-аминогруппы Lys5, 
Lys16 и Lys23 на бромциан-сефарозе. На основе высокого сродства в 
комплексообразующих парах удалось селективно выделить из гру-
бых экстрактов гомогенные по химическому строению Р450scc и 
P450c11, а также AdR аффинной хроматографией на Ad-сефарозе. 
Синтез Ad-сефарозы с пространственной группой осуществляли 
путем сочетания предварительно тиолированного Ad с бромциан-се-
фа  ро зой. Использование Ad-сефарозы с пространственной группой 
позво лило значительно повысить активность иммобилизованного Ad 
в реакции отщепления боковой цепи холестерина за счет более пол-
ной реализации его функций в монооксигеназном катализе: электрон-
транспортной, эффекторной и комплексообразующей.
 Был проведен направленный синтез иммобилизованных препара-
тов цитохрома с, которые использовались для подтверждения принципа 
комплементарности взаимодействий ряда электронтранспортных 
белков [29]. Используя модификацию свободных карбоксильных 
групп цитохрома с гистамином, можно добиться обогащения белка 
имидазольными группами, которые будут более доступными для 
связывания с бромацетил-сефарозой, чем остатки His и Met в моле-
куле нативного белка. По этой схеме за счет 3-х дополнительно 
введен ных имидазольных групп был получен иммобилизованный на 
бром ацетил-сефарозе цитохром с. Селективность и эффективность 
синте зи рованного сорбента продемонстрирована при очистке Ad, гепа-
то редоксина, цитохрома b5 и выделении триптического фраг мента 
цитохрома b5.
 Иммобилизация цитохромов Р450scc и P450c11 через свобод-
ные SH-группы позволила изучить распределение доступных 
остат ков цистеина и оценить их роль для функционирования гемо-
протеидов. Иммобилизация P450scc в денатурирующих усло виях 
конъюгированием с тиопропил-сефарозой сопровождалась высво-
бож дением 2,1–2,3 эквивалентов тиопиридона. Используя различную 
доступность остатков цистеина в нативном и денатурированном 
белке и различное распределение остатков Cys между доменами F1 
и F2, удалось разработать схему селективного разделения доменов 
после трипсинолиза нативной молекулы Р450scc. В суммарном 
химо трип тическом гидролизате денатурированного Р450scc, иммо-
били зованного на тиопропил-сефарозе, были обнаружены два 
цистеинсодержащих пептида с остатками Cys262 и Cys422. Последний 
остаток расположен в высокогомологичной, консервативной области 
и выступает в нативных условиях в качестве лиганда железа гема [30].
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РЕКОНСТРУКЦИИ МОНООКСИГЕНАЗНЫХ СИСТЕМ 
МИТОХОНДРИАЛЬНОГО ТИПА

Были определены основные функциональные, физико-химические и 
структурные параметры, определяющие функциональную анало гию 
редуктазных компонентов в митохондриальных стероидтрансфор-
ми рующих системах, связанных с различными путями метаболизма 
холестерина – биосинтезом стероидных гормонов в коре надпочеч-
ни ков и желчных кислот в печени млекопитающих [31]. Для иссле-
дования кинетики рекомбинации окиси углерода с высоко- и низко-
спи новыми формами гемопротеида был использован импульс ный 
фотолиз [32], метод «остановленного потока» позволил оценить 
ско рость элементарных стадий переноса электронов в зависимости 
от стехиометрии белков-переносчиков электронов, а тандемная 
раз ност ная спектроскопия вторых производных в средней УФ и 
види мой областях дала возможность оценить спектральные изме-
не ния, генерируемые аминокислотными остатками или гемовым 
хро мофором [33]. 
 Для сравнения субстратной специфичности Р450scc и Р45027A1 
определяли активность реконструированных стероид гидрок сили рую-
щих систем с реципрокной заменой субстратов (холестерин и 3α,7α,12α-
5β-холестантриол) и электронтранспортных белков [34]. С точки 
зрения взаимозаменяемости электронтранспортных белков важно уста-
нов ление структуры активного центра ферредоксинов. С помощью 
химической модификации остатков цистеина [14C]йодацетамидом 
с последующим установлением структуры цистеинсодержащих 
пеп ти дов и выравниванием аминокислотных последовательностей 
полипептидных цепей, вовлеченных в образование [2Fe-2S] кластера, 
были получены данные, позволившие предложить возможные схемы 
прост ранст венной организации активного центра ферредоксинов, 
экспрес сируемых в коре надпочечников и печени [35].
 К настоящему времени накоплена большая информация о кине-
ти ческих, спектральных и термодинамических параметрах белок-
бел кового взаимодействия компонентов митохондриальных стероид-
гидроксилирущих систем. Предложено два возможных механизма 
взаимодействия адренодоксина со своими партнерами: кластерный 
механизм, предполагающий образование ассоциированного тройного 
комплекса Р450scc/Аd/AdR [36, 37] и «челночный», предполагающий 
поочередное взаимодействия Ad с Р450scc и AdR [38]. Кроме того, 
есть данные о возможности образования димера Ad [28], кото рый 
взаи модействует с AdR и цитохромом P450scc, причем перенос элект-
ронов от AdR к цитохрому Р450scc осуществляется последо ва тельно 
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по «мосту» из двух Ad [39]. Основываясь на имеющихся дан ных о 
наличии двойных комплексов между Ad и AdR и Ad и Р450 и о том, 
что в молекуле Ad центры связывания AdR и цитохрома Р450scc 
пере кры ваются [40–43], ряд авторов наиболее вероятным считают 
«чел ночный» механизм [44], однако в литературе также имеются 
дан ные в пользу кластерного механизма [45–47].

РЕЦИПРОКНАЯ РЕКОНСТРУКЦИЯ МИКРОСОМАЛЬНЫХ 
И МИТОХОНДРИАЛЬНЫХ МОНООКСИГЕНАЗНЫХ СИСТЕМ 

И ВЗАИМОЗАМЕНЯЕМОСТЬ ЭЛЕКТРОНТРАНСПОРТНЫХ БЕЛКОВ 
МИКРООРГАНИЗМОВ И МЛЕКОПИТАЮЩИХ

Под этим типом реконструкции подразумевают рекомбинацию белков 
митохондриального и микросомального типов из млекопитающих 
и микроорганизмов. Принципиальным было установление факта 
эффективного функционального сопряжения CPR, выделенных 
из Candida maltosa и Yarrowia lipolytica, с микросомальными 
цитохромами Р450с21 и кумарин-7-гидроксилирующим Р450, а также 
указание на возможность использования растительного стерина 
β-ситостерина в качестве субстрата в системе отщепления боковой 
цепи холестерина. Напротив, при использовании микросомальных 
CPR из микроорганизмов для реконструкции с митохондриальными 
цитохромами Р450scc и P450c11 млекопитающих наблюдалось сни-
жение активности в 50–500 раз [48, 49].
 В ходе последующих исследований были обнаружены фермент-
ные электронтранспортные системы (ЭТС) микроорганизмов, 
спо соб ные осуществлять перенос электронов на железо гема ряда 
цито хро мов млекопитающих in vitro и in vivo. Наличие таких белков 
у микроорганизма-хозяина при реконструкции в микроорганизмах 
стероид трансформирующей Р450-монооксигеназной системы час-
тично или полностью устраняет необходимость экспрессии белков 
P450-зависимых ЭТС млекопитающих.

Белки электронтранспортных систем микроорганизмов, 
способные взаимодействовать с P450 млекопитающих

Ферредоксин из бактерии E. coli (Fdс) представляет собой небольшой 
водорастворимый анионный [2Fe–2S]-белок [50]. Предполагается, 
что он участвует в сложной системе образования железосерных 
клас теров многих белков E. coli [51, 52]. По своей первичной струк-
туре и редокс-свойствам он близок к ферредоксинам зеленых расте-
ний, сине-зеленых водорослей, Ad и путидаредоксина из гидрок си-
лирующей камфару системы из бактерий Pseudomonas putida. Fdс 
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спо собен восстанавливать флаводоксины (Fld) типов 1 и 2. Потен-
циал полувосстановления Fdc (–380 мВ) более отрицательный, чем 
для системы P450scc-холестерин (–290мВ) [53], что указывает на 
потенциальную возможность Fdc восстанавливать гетерологично 
экспрес сируемые в E. coli цитохромы P450scc и P450c11 [54].
 Fld1 и Fld2 – небольшие анионные водорастворимые FMN-содер-
жа щие белки [55], являются физиологическими партнерами FAD-со-
дер жащей флаводоксин (ферредоксин)-оксидоредуктазы (FldR) 
[56]. Системы FldR–Fld1 (2) осуществляют перенос электронов с 
NAD(P)H на ряд важных ферментов E. coli [57]. Обратная реакция 
вос станавления NADP+ до NADPH также реализуется системами 
FldR–Fld и используется как защитная при окислительном стрессе 
бак терии [58]. Система NADPH/FldR/Fld способна поддерживать 
17α-гид роксилазную и 17,20-лиазную активности P450c17, правда, 
значительно уступая CPR. Результаты изучения кинетики восста нов-
ления свидетельствуют о том, что Fld осуществляет одноэлектронный 
перенос от FldR на гем-содержащий домен флавоцитохрома P450–BM3 
(гидроксилазы жирных кислот из бактерии Bacillus megaterium) 
и Р450с17 в соответствии с «челночным» механизмом, после дова-
тельно образуя комплексы со стехиометрией 1:1 [55, 59, 60]. Прямое 
взаимо действие с цитохромами Р450 подтверждается успешным 
использованием Fld-сефарозы для выделения и очистки P450c17 и 
P450c21 [61].
 FldR и Fld из цианобактерии Anabaena способны поддерживать 
17α-гидроксилирование прогестерона P450c17 и восстановление 
цито хрома с. Максимальная скорость этих реакций в 2–3 раза выше, 
чем для системы E. coli, но также значительно уступает природной 
системе CPR – Р450с17 [62].
 NADPH-сульфитредуктаза из E. coli (SiR) – мультимерный гемо-
флавопротеид, состоящий из восьми флавиновых α-субъединиц 
(SiR–FP) и четырех гемовых β-субъединиц. SiR катализирует 
шес ти электронное восстановление сульфита в сульфид. Каждая 
α-субъеди ница содержит FAD и FMN в качестве простетических 
групп. Первичная структура SiR–FP аналогична структуре CPR, 
а два С-концевых участка формируют катионный FldR-подобный 
домен [63]. Установлено, что SiR–FP способен поддерживать 17-гид-
роксилирование прегненолона в присутствии цитохрома P450c17 c 
активностью в 12–15 раз более низкой, чем CPR млекопитающих. 
Показано, что P450c17 взаимодействует с FMN-связывающим N-кон-
це вым участком SiR–FP [64, 65].
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 CPR дрожжей способны поддерживать активности дрожжевых 
Р450, а также гетерологично экспрессируемых микросомальных 
цитохромов P450c17, P450c21 и P450 1A [66–68]. В дрожжах Sac-
cha ro myces cerevisiae были обнаружены гены YAH1 [69] и ARH1 
[70], кодирую щие белки с высокими степенями гомологии с Ad и 
AdR млекопи тающих соответственно. Было найдено, что Arh1p 
совместно с Ad in vitro способны катализировать NADPH-зависимое 
восстановление феррицианида, цитохрома c и поддерживать 11β-гид-
рок си лазную активность P450c11 [71]. Вместе с тем, Yah1p S. cerevi siae 
не мог заменять Ad в реконструируемых системах гидроксилирования 
стероидов. Установлено, что гомолог Ad из делящихся дрожжей Schi-
zo saccharomyces pombe etp1, содержащий [2Fe–2S]-кластер, может 
заменять Ad в реконструированных системах и осуществлять пере нос 
электронов с AdR как на P450scc и P450c11 быка, так и на P450scc и 
P450c18 человека [72]. Гомолог AdR – белок Arh1p из S. pombe прояв-
лял слабую способность связывать FAD, однако моди фи ци ро ван ный 
Arh1 A18G обладал рядом спектральных и функциональ ных свойств, 
аналогичных таковым для AdR.

КОВАЛЕНТНО-СОРБЦИОННАЯ РЕКОНСТРУКЦИЯ СТЕРОИДНЫХ 
ГИДРОКСИЛАЗ И ПОЛУЧЕНИЕ РАДИОАКТИВНОМЕЧЕНЫХ 

СТЕРОИДОВ

При ковалентно-сорбционной реконструкции были применены 
три методических подхода: проведение реакции в объеме, исполь-
зо вание проточных миниколонок и непосредственный спектро фо-
то мет рический контроль функциональных состояний иммоби ли-
зо ванных белков в проточных микрокюветах. Установлено, что 
мультиферментные комплексы монооксигеназных систем пред став-
ляют собой двойные или тройные белковые комплексы, обла даю щие 
конформационной подвижностью и способностью к реком би нации. 
При осуществлении отдельной элементарной стадии моно окси-
геназного цикла (связывание субстрата, восстановление, окси гени-
рование) белки монооксигеназных систем преимущественно нахо-
дятся в ассоциированном состоянии [73, 74].
 Изученные закономерности ковалентно-сорбционной реконструк-
ции позволили разработать ряд методов селективного получения 
радиоак тивномеченых стероидов из доступного предшественника – 
холе стерина. Химические методы получения [3H]- и [14C]-стероидов 
основаны на двух принципиально отличающихся подходах. Получе-
ние стероидов, меченых углеродом 14, основано на взаимодействии 
меченого реактива Гриньяра со стероидными еноллактонами. 
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Мече ные тритием стероиды получают методом гидрирования нена-
сы щенных предшественников газообразным тритием. При исполь зо-
вании ферментативных методов возможно получение по одной схеме 
из одного меченого предшественника ([14C] или [3H] холесте рина) ши-
рокого спектра важнейших радиоактивномеченых стероидов [75, 76].

IV. ИСПОЛЬЗОВАНИЕ СИСТЕМ ГЕТЕРОЛОГИЧЕСКОЙ 
ЭКСПРЕССИИ ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ ТОПОГЕНЕЗА 

ЦИТОХРОМА Р450scc
Полученные на модельных системах результаты, касающиеся свойств 
белков стероидтрансформирующих систем в разных организмах-
хозя евах, служат важными предпосылками для конструирования 
транс генных микроорганизмов с целью биотехнологического синтеза 
стероидных гормонов из доступных предшественников с исполь зо-
ванием гетерологической экспрессии цитохромов Р450. Изуче ние 
цитохрома Р450scc представляется особенно важным как в теоре ти-
ческом, так и в прикладном плане, поскольку экспрессия в микро ор-
га низмах монооксигеназной системы цитохрома Р450scc позволит 
решить ключевую проблему синтеза С21-стероидных гормонов, 
т.е. обеспечить превращение холестерина (или его аналогов) в прег-
ненолон.
 Цитохром P450scc синтезируется и обеспечивает синтез важных 
биологически-активных стероидов из холестерина в организме мле-
ко питающих в стероидогенных тканях, в клетках центральной и 
пери ферической нервной системы [77] и в сердечной ткани [78].
 К настоящему времени кДНК CYP11A1 клонированы из многих 
источ ников [5]. Определена структура и локализация гена CYP11A1 
человека и мыши [79–82]. Показана высокая степень гомологии 
аминокислотных последовательностей цитохромов P450scc из разных 
видов млекопитающих; так, для P450scc из надпочечников быка и 
чело века она превышает 70% [5].
 Цитохром P450scc относится к классу цитохромов b-типа [83], его 
зрелая форма содержит 1 моль гема на моль белка. Простетическая 
группа – гем, представляет собой железопорфирин IX, она примерно 
параллельна поверхности мембраны и не погружена в гидрофобный 
слой мембраны [84].

СТРУКТУРНАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ Р450scc

С помощью методов белковой химии была установлена первичная 
струк тура холестеринтрансформирующего цитохрома Р450scc [85]. 
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Прин ципиальными для успешного выполнения этой задачи явились 
разра ботка высокоэффективного метода получения гомогенного 
цитохрома Р450scc с помощью аффинной хроматографии на иммоби-
ли зованном Ad, выяснение доменного строения гемопротеида с 
помощью ограниченного протеолиза и разработка метода получения 
круп ных фрагментов белка (F1 и F2) с помощью хроматографии 
тиол-дисульфидного обмена [30, 86]. Первичная структура белка-
пред шественника Р450scc установлена в работе [87] на основании 
сек ве нирования ДНК.
 До настоящего времени не удалось получить кристаллы цитохрома 
Р450scc, пригодные для рентгеноструктурного анализа. В литературе 
представлены лишь модели этого белка, построенные с использова-
нием компьютерного моделирования на основе экспериментальных 
трехмерных структур цитохромов P450cam (гидроксилазы камфары 
из Pseudamonas putida), P450-BM3, P4502C5 и P4502B4 [88–91]. В 
ре зультате выравнивания аминокислотных последовательностей 
P450scc разных видов млекопитающих, использования метода 
сайт-направленного мутагенеза и анализа имеющихся моделей 
прост ранственной структуры также была получена информация об 
органи зации функционально-важных участков P450scc. В работе 
[92] представлена модель активного центра P450scc, где показано 
поло жение гема, субстрата и аминокислотных остатков активного 
центра. Гем-связывающая петля, которая содержит характерную 
для всех цитохромов P450 последовательность Phe-X-X-Gly-Arg-
X-Cys-X-Gly, включающую абсолютно консервативный для цито-
хро мов Р450 остаток Cys (является пятым лигандом железа гема), 
находится в С-концевой части полипептидной цепи. В P450scc сайт 
взаимодействия с Ad расположен в непосредственной близости от 
гем-связывающего домена [93], взаимодействие осуществляется 
между отрицательно заряженными аминокислотными остатками 
Ad и положительно заряженными остатками P450scc [89]. Область 
пер вичного связывания субстрата находится в N-концевой части 
полипептидной цепи (аминокислоты 8–28) [94, 95]. За субстратную 
специ фичность и региоселективность гидроксилирования как в бак-
териальных цитохромах Р450, так и в цитохромах млекопитающих, 
отве чают специфические остатки в петле В′–С [96, 97].

ОСОБЕННОСТИ ТОПОГЕНЕЗА ЦИТОХРОМА P450scc

Цитохром P450scc синтезируется в цитоплазме клеток в форме 
пред шественника (preP450scc), несущего на N-конце отщепляемую 
адре сующую препоследовательность. Затем он транслоцируется в 
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мито хондрии, подвергается протеолитическому процессингу под дей-
ст вием мембраносвязанной протеиназы и включается во внутреннюю 
мито хонд риальную мембрану [98, 99]. Белок-предшественник 
спо собен к слабой ассоциации с внутренней митохондриальной 
мембраной, но его встраивание в мембрану происходит только после 
процессинга [100].

Импорт цитохрома Р450scc в гетерологических системах
Как правило, наличие у белка специфической адресующей последова-
тельности и способности обратимо разворачиваться являются необхо-
димыми и достаточными условиями для его импорта в митохондрии 
[101, 102]. Тем не менее долгое время считалось, что preP450scc 
может импортироваться только в митохондрии стероидогенных 
тка ней. Основанием для предположения о тканеспецифичности 
импорта в митохондрии послужили данные о том, что preP450scc 
не импортируется в митохондрии из сердечной мышцы [103, 104]. 
Однако позже была показана экспрессия активного Р450scc в COS-1 
клет ках in vivo [105], а также возможность импорта preP450scc в 
мито хондрии из растений в модельной системе in vitro [106]. Тезис 
о тканеспецифичности импорта preP450scc неприменим также к 
моди фицированной форме предшественника P450scc, содержащего 
на N-конце адресующей последовательности 13 дополнительных ами-
нокислот, 8 из которых несут положительный заряд (6Нis-preP450scc) 
[107]. После экспрессии в бактериальных клетках и аффинной 
очистки 6Нis-preP450scc успешно транслоцировался в митохондрии 
печени и сердца крысы и в митохондрии дрожжей и процессировался 
с образованием зрелой формы белка (mature, mP450scc). В целом, 
дан ные приведенных работ продемонстрировали, что для изучения 
цито хрома P450scc можно использовать модельные системы на 
основе нестероидогенных клеток, а результаты работы [107] указали 
на то, что именно структура адресующей препоследовательности 
может быть важным фактором, влияющим на «тканеспецифичность» 
импорта.
 Свойства Р450scc быка детально исследованы в дрожжевых 
митохондриях в системах in vitro и in vivo [108–112]. Одной из важных 
причин выбора дрожжевой системы для данных исследований была 
доступность мутантов по разным компонентам транслокационных 
комп лексов и митохондриальным протеиназам, а также наличие 
инфор мации о сигналах импорта, используемых дрожжевыми бел-
ками для компартментализации в митохондриях [113].
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 В экспериментах по импорту синтезированного in vitro 
preР450scc в изолированные дрожжевые митохондрии обнаружено, 
что апо-цитохром транслоцируется в митохондрии с высокой ско-
ростью, однако превращение предшественника в зрелую форму 
осу ществляется с низкой эффективностью [108]. В отличие от 
ситуации в митохондриях коры надпочечников, молекулы P450scc 
в основном не встраивались во внутреннюю митохондриальную 
мембрану, а накапливались в матриксе. Здесь чужеродный белок 
под вергался деградации под действием эндогенной растворимой 
сериновой протеиназы Pim1p при участии шаперона Hsp70(Ssc1p) 
и связанных с ним кошаперонов (Mdj1p и Mge1p). В отсутствие 
протео литически активной протеазы Pim1p наблюдалась агрегация 
новоим портированного preР450scc [108]. Полученные результаты 
стиму лировали поиск адресующих последовательностей дрожжевых 
белков, способствующих более эффективному встраиванию P450scc 
в мембрану дрожжевых митохондрий. С этой целью был сконструиро-
ван белок Su9(112)-∆P450, в котором последовательность из 75 
N-кон цевых аминокислотных остатков mP450scc была заменена на 
после довательность из 112 аминокислотных остатков 9 субъединицы 
F1F0-ATP-азы Neurospora crassa. Эта последовательность включала 
мито хондриальную адресующую последовательность и первый 
трансмембранный домен, которые способны обеспечивать эффек тив-
ное включение репортерных белков во внутреннюю мембрану по меха-
низму «ре-экспорта» [114, 115]. Гибридный белок Su9(112)-∆P450 
эффек тивно связывался с внутренней мембраной дрожжевых мито-
хондрий, тем не менее, цитохром P450scc не приобретал нативной 
кон формации и также подвергался протеолизу, но уже под действием 
мембраносвязанного протеолитического комплекса Yta10р/Yta12p 
(m-AAA протеиназа) [108]. В этой работе впервые показано, что суб-
стратные специфичности Pim1p и Yta10р/Yta12p перекрываются; 
для них важно не наличие специфических сайтов у мишеней, а их 
кон формационное состояние.
 P450scc c препоследовательностью субъединицы IV дрожжевой 
цито хром с-оксидазы (preCoxIV-mP450scc) импортируется и пра-
вильно процессируется в дрожжевых митохондриях in vivo [109]. 
Однако лишь небольшая часть импортированных молекул включается 
во внутреннюю мембрану, где белок проявляет способность транс-
фор мировать 22R-гидроксихолестерин в прегненолон (в реконструи-
рованной системе, включающей изолированные Аd и АdR быка). При 
экспрессии P450scc с препоследовательностью VI-й субьединицы 
дрожжевой цитохром с-оксидазы также наблюдалось низкое содержа-
ние белка во внутренней мембране дрожжевых митохондрий [116].
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 В работе [112] проведено сравнительное изучение топогенеза в 
дрожжевых митохондриях в условиях in vivo preP450scc и Su9(1–112)-
mP450scc с полноразмерной последовательностью mP450scc. Собст-
вен ная препоследовательность preP450scc, как и preCoxIV [109] 
обеспечивала эффективный импорт P450scc в матрикс митохондрий, 
где белок обнаруживается преимущественно в форме агрегатов. 
Про цес синг собственной препоследовательности приводил к 
обра зо ва нию mP450scc и промежуточной формы iP450scc. Белок 
Su9(1–112)-mP450scc переносился в митохондриальный матрикс, 
про цес сиро вался и встраивался во внутреннюю мембрану за счет 
сиг нала «ре-экспорта», при этом происходила агрегация молекул 
белка. По-видимому, полный перенос белка в матрикс приводит к 
его неправильному сворачиванию, и последующее включение его в 
мембрану не сопровождается восстановлением правильной кон фор-
мации. Измерения холестерингидроксилазной/лиазной актив ности 
показали, что при удержании во внутренней мембране дрож жевых 
митохондрий молекул mP450scc и iP450scc, они полностью пре вра-
щаются в холо-форму. На основании этих фактов было высказано 
пред по ложение, что критическим моментом топогенеза P450scc в 
дрож жевых митохондриях является его «удерживание» во внутренней 
мембране при транслокации из цитозоля. Сказанное иллюстрируется 
схе мой, приведенной на рис. 3.
 Данные в пользу этого предположения получены при экспрессии 
в дрожжах гибридных конструкций с другими адресующими сигна-
лами [117]. Активность в митохондриальных фракциях гибридных 
бел ков, включающих сигнал остановки транслокации в мембране 
(AAC-mP450scc, DLD(1–72)-mP450scc, Bcs1(1-83)-mP450scc), была 
су щест венно выше активности белка с сигналом ре-экспорта Su9(1–112)-
mP450scc; не встраивающийся в мембрану гибрид Ad-mP450scc не 
проявлял ферментативную активность.
 Следует также знать, какие количества импортированных гетеро-
ло гических белков способны составить конкуренцию за шапероны 
и протеиназы с природными мишенями последних. Показано, что 
гибрид АdR-Ad, импортированный в матрикс дрожжевых мито-
хонд рий in vivo в количестве до 0,2% общего митохондриального 
белка, не влияет на развитие дыхательного аппарата клетки. Вместе 
с тем, AdR-Ad подавляет протеолиз и стимулирует агрегацию 
Р450scc, включенного в те же митохондрии [110]. Этот результат 
сви детельствут об ограниченных размерах фонда митохондриальных 
шапе ронов и протеиназ (Pim1p, Yta10р/Yta12p, Yme1p), играющих 
клю чевую роль в формировании дыхательных комплексов, и уста-
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навливает определенные рамки для экспрессии гетерологических 
белков в дрожжах.
 Один из путей «адаптации» P450scc в дрожжевых митохондриях 
состоял в изменении липидного состава митохондриальных мембран. 
Попытки приостановить агрегацию цитохрома P450sсс в дрожже вых 
митохондриях путем замены эргостерина на холестерин в мито хонд-
риальных мембранах, и, кроме того, посредством осуществ ления 
суперэкспрессии шаперона Hsp78 [111], не привели к положи тель-
ному результату.
 Причиной отличия топогенеза P450scc в дрожжевых митохонд-
риях от его топогенеза в природных митохондриях (а именно более 
быст рый перенос в матрикс) может служить различие механизмов 
бел ко вого импорта между этими системами. Показано, что дрожжевой 
белок Tim44 (компонент PAM-комплекса, отвечающего за перенос 
белко вых предшественников в матрикс [118]) прочно ассоциирован 
с внут рен ней мембраной митохондрий, а Tim44 млекопитающих 

Рис. 3. Возможные пути импорта предшественников P450scc в митохондрии 
дрожжей. 
 1) Котранслокационный способ встраивания в мембрану, приводящий 
к образованию активного белка (предположительно способ встраивания 
preP450scc в митохондриях коры надпочечников); 2) быстрая транслокация 
основной части preP450scc и CoxIV(1–25)-mP450scc в матрикс дрожжевых 
митохондрий, где они агрегируют; 3) транслокация Su9(1–112)-mP450scc в 
матрикс и встраивание во внутреннюю мембрану по механизму ре-экспорта.
 TIM23 – транслоказа внутренней мембраны (translocase of inner membrane); 
PAM – комплекс белков, осуществляющий перенос предшественников в матрикс 
митохондрий (presequence translocase-associated motor).
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локали зован преимущественно в растворимой фракции матрикса. Это 
позволяет предполагать, что в митохондриях млекопитающих в основ-
ном реализуется более пассивный mtHsp70-зависимый механизм 
переноса предшественников в матрикс [119]. Недавно получена 
кле точная линия карциномы надпочечников человека, сохраняющая 
спо соб ность к ответу на адренокотикотропный гормон [120]. Это 
откры вает возможность для изучения топогенеза и тонкой регуляции 
актив ности P450scc в условиях, максимально приближенных к при-
родным.

ИЗУЧЕНИЕ ТОПОГЕНЕЗА ЦИТОХРОМА Р450scc 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ МОДЕЛЬНОЙ ПРОКАРИОТИЧЕСКОЙ СИСТЕМЫ

В 1991 г. было показано, что при экспрессии зрелой формы P450scc 
(mP450scc) в клетках E. coli, заведомо не содержащих специфических 
для стероидогенных митохондрий белков и липидов, синтезирован-
ный белок встраивается в цитоплазматическую мембрану и прояв-
ляет свойства, характерные для нативного Р450scc [121]. Отсюда 
следует, что клетки бактерий, синтезирующие цитохром P450scc 
млеко питающих, могут служить адекватной моделью для изучения 
процес сов, обеспечивающих формирования мембранной холо-формы 
белка (внедрение в липидный бислой, присоединение гема, свора-
чи вание полипептидной цепи mP450scc в каталитически-активную 
кон формацию).

Топология цитохрома Р450scc
Цитохром P450scc формально отнесен к интегральным мембранным 
белкам на основании того, что при обработке препаратов внутренней 
мембраны митохондрий карбонатом натрия он не вымывается из 
мембраны [100] и солюбилизируется при использовании детергентов 
[28]. Однако при анализе первичной структуры зрелого цитохрома 
Р450scc не обнаружено протяженных участков, обогащенных непо-
ляр ными аминокислотными остатками, которые могли бы слу жить 
трансмембранными доменами [122, 123], удерживающими белок 
в мембране. Установлено, что с мембраной наиболее прочно свя-
зана N-концевая часть P450scc. С-концевой пептид (содержащий 
участки связывания гема и Аd) слабо ассоциирован с матриксной 
поверхностью внутренней мембраны митохондрий [100] и центр 
свя зывания субстрата P450scc ориентирован в митохондриальный 
матрикс [124].
 На основе экспериментов по связыванию отдельных участков 
поли пептида со специфическими антителами в препаратах митоплас-
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тов и субмитохондриальных частиц, была предложена модель, 
сог ласно которой цитохром P450scc состоит из двух доменов, пере-
секающих внутреннюю мито хондриальную мембрану [125]. Позже, 
при исследовании препаратов липосом с встроенным P450scc полу-
чены результаты, указывающие на то, что цитохром P450scc прочно 
интегрирован с мембраной, но не явля ется трансмембранным бел ком 
[126, 127].
 Профиль гидрофобности, полученный для митохондриальных 
цито хромов Р450scc, Р450c11 и Р450 27А1, указывает на наличие 
в их молекулах участков, включающих несколько гидрофобных 
амино кислот, которые могут быть вовлечены в связывание с мем-
бра ной, но не обязательно должны ее пронизывать [128]. Выска зы-
валось предположение, что ассоциация митохондриальных и микро-
сомальных цитохромов Р450 с мембраной осуществляется в резуль-
тате «заякоривания» в липидный бислой большого гидрофобного 
домена, образованного несколькими несоседними участками поли-
пеп тидной цепи [129]. Результаты недавних исследований топо ло-
гии митохондриальных Р450 указывают на то, что участком, обеспе-
чивающим взаимодействие с мембраной, служит протяженная F–G 
петля, находящаяся в центральной части полипептидной цепи [90]. 
Мутации в области F–G петли Р450scc, Р450 27А1 и Р450 7А1, 
экспрессированных в клетках E.coli, приводят к снижению срод-
ства цитохромов P450 к мембране, что проявляется в изменении 
суб кле точного распределения белков [130–132]. В случае P450scc 
для двух аминокислот из области F–G петли (последовательность 
Val207–Arg226) четко показано встраивание в липидное окружение 
[132]. Кроме того, в связывании цитохрома Р450scc с мембраной пред-
по лагают участие N-концевой A'-спирали; ее удаление также при во дит 
к снижению сродства цитохрома P450scc к мембране E. coli [90].

Роль различных концевых участков последовательностей 
в формировании структуры белка

В литературе имеются работы, посвященные изучению роли кон-
це вых последовательностей цитохромов P450 в процессе свора-
чи ва ния белковых молекул. Для ряда цитохромов P450 показано, 
что консервативная N-концевая последовательность, обогащен ная 
остатками пролина (PR-последовательность, от англ. proline rich), 
расположенная в области, связывающей адресующую после до-
вательность и каталитический домен, играет важную роль в форми-
ровании структуры белка [133, 134]. PR-последовательность цито-
хрома P450scc включает четыре остатка пролина (в положениях 6, 8, 
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13 и 15), причем пролин в положении 13 играет определяющую роль 
в процессе приобретения нативной конформации – замена данного 
остатка на аланин приводит к образованию белка, не обладающего 
харак терным СО-разностным спектром [134]. Однако данные о 
роли PR-последовательности неоднозначны. С одной стороны, 
утвержда ется, что она не только необходима для правильного свора-
чи вания белка, но также стабилизирует его окончательную конфор-
мацию, взаимодействуя с определенными участками молекулы 
[135, 136]. С другой стороны, для цитохрома Р450с17 установлено, 
что PR-последовательность играет важную роль только в процессе 
свора чивания полипептидной цепи и не является необходимой для 
поддер жания структуры свернутого белка [133]. В СOOH-концевой 
после довательности цитохрома P450 46A1 также обнаружен участок, 
обогащенный остатками пролина, однако этот участок, в отличие от 
PR-последовательности, не влияет на сворачивание полипептидной 
цепи, а обеспечивает образование димеров белка [137].

Свойства рекомбинантного цитохрома P450scc, 
синтезируемого в клетках E. coli

При развитии новых ферментативных методов биотрансформации 
стеринов с использованием зрелых форм митохондриальных бел ков 
коры надпочечников, возникают вопросы о структурно-функцио-
нальной организации этих белков  в отсутствие мито хондриальных 
адресующих последовательностей.
 При экспрессии кДНК зрелого цитохрома Р450scc из митохонд-
рий коры надпочечников быка (mP450scc) в клетках E. coli актив ный 
рекомбинантный белок выявлен как в мембранной, так и в раст во ри-
мой фракциях, полученных центрифугированием клеточного гомо-
ге ната в стандартных условиях [54]. Методом гель-проникающей 
высоко эффективной жидкостной хроматографии установлено, что в 
растворимой фракции цитохром P450scc находится исключительно в 
составе частиц размером более 400 кДа. Эти данные, подтвержденные 
методами аффинной хроматографии и кинетическими исследова-
ниями, позволяют предполагать, что частицы, содержащие цитохром 
Р450scc, представляют собой сложные липопротеиновые структуры. 
Растворимый цитохром Р450scc в клетках E. coli не обнаружен, следо-
ва тельно, встраивание в мембрану является необходимой стадией 
форми рования холофермента. Показано, что белок встраивается в 
мемб рану бактерий в той же ориентации, что и во внутреннюю мемб-
рану митохондрий коры надпочечников.
 При добавлении NADPH к высокоскоростному супернатанту 
цито хром Р450scc подвергается одноэлектронному восстановлению и 
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ката лизирует превращение 22R-гидроксихолестерина в прегненолон. 
Возможным партнером цитохрома P450scc в клетках E. coli может 
служить бактериальный ферредоксин [50], обладающий структурным 
сходством с Ad [51], который, вероятно, восстанавливается NADPH-
за висимой флавопротеинредуктазой, по структуре близкой к AdR над-
по чечников [57]. Таким образом, впервые установлена возможность 
функционального сопряжения цитохрома Р450scc млекопитающих 
с электронтранспортной системой бактерий.

Сравнительное изучение топогенеза цитохрома Р450scc 
и его гибридов с адренодоксином при экспрессии в клетках E. coli
Данные о роли N- и С-концевых последовательностей в сворачивании 
цитохромов P450 получены в основном при изучении белков с 
деле ти рованными или несущими мутации концевыми участками 
[133–137]. В работе [138] в клетках E. coli осуществлена экспрессия 
реком би нант ных кДНК, кодирующих гибридные белки Аd-mP450scc 
и mP450scc-Аd. Эти белки включают аминокислотную после дова тель-
ность mР450scc, с N- или C-концом которой слита последовательность 
зрелой формы небольшого (12 кДа) белка Ad, который является ярко 
выраженным гидрофильным белком, несущим общий отрицательный 
заряд [44]. Предполагалось, что наличие домена Ad, сохраняющего 
свойства нативного белка [139] и, следовательно, расположенного на 
поверхности цитоплазматической мембраны, может создавать кон фор-
ма ционное напряжение в структуре белка Р450scc, «фиксируя» концы 
молекулы у поверхности мембраны. В случае участия концевых 
участ ков полипептидной цепи P450scc в процессе его сворачивания, 
присое ди нение домена Ad может влиять на свойства P450scc.
 Обнаружено, что наличие последовательности Ad на концах 
P450scc-домена не препятствует связыванию белков с мембраной 
и свя зыванию гема. Можно отметить, что при экспрессии в клетках 
E. сoli других модельных белков с модифицированным N-концом 
полу чены аналогичные результаты: несмотря на экранировку N-конца 
mP450scc протяженной аминокислотной последовательностью, 
включающей 52 аминокислоты (His6preP450scc) и на удаление более 
50 аминокислот (∆1–53mP450scc), модельные белки, как и немодифи-
ци рованный mP450scc, обнаруживались в клеточной мембране [140].
 Слияние N-конца Р450 с Ad несущественно влияет на процесс 
свора чивания белка и не приводит к структурной деформации домена 
Р450; при модификации С-конца значительно увеличивается фракция 
белка с неправильно свернутым Р450 (Р450/Р420=0,2). Удельная 
ак тив ность (в расчете на содержание Р450-формы) mP450scc-Аd 
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примерно равна активности немодифицированного mP450, модифи-
ка ция N-конца P450scc в белке Аd-mP450scc приводит к снижению 
актив ности фермента на 30%. Таким образом, СOOH-концевая 
область после довательности более, чем NH2-концевая, важна для 
обеспечения правиль ного сворачивания и стабильности белка, а 
NH2-концевая область молекулы Р450scc, по-видимому, играет роль 
в поддержании струк туры каталитически-активного фермента.
 Итак, изучение топогенеза цитохрома P450scc в модельных 
системах на основе клеток дрожжей и бактерий позволило выявить 
позитивные и негативные моменты использования таких гетероло-
гических моделей для экспрессии цитохрома Р450scc. Показано, что 
встраивание новосинтезированных полипептидных цепей цитохрома 
Р450scc в мембрану является обязательной стадией формирования 
холо-формы белка. Работы по экспрессии mP450scc в E. coli показали, 
что характеристики mР450scc, синтезирующегося в клетках бактерий, 
соответствуют характеристикам нативного белка и что цитохром 
P450scc млекопитающих способен осуществлять ферментативную 
реакцию, используя в качестве редокс-партнеров белки бактериаль-
ной клетки. Изучение импорта цитохрома P450scc в митохондрии 
дрожжей S. cerevisiae выявило критическую стадию импорта Р450scc 
в дрожжевые митохондрии и в какой-то мере подтвердило тезис о его 
«тканеспецифичности», которая проявляется в дрожжах на стадии 
процессинга и внутримитохондриальной компартментализации.

V. ТРАНСГЕННЫЕ МИКРООРГАНИЗМЫ ДЛЯ  
БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКОГО ПОЛУЧЕНИЯ СТЕРОИДОВ

При конструировании трансгенных систем «субстратспецифичные 
цитохромы Р450 – микроорганизм» должны быть сохранены сле-
дую щие прин ципы структурно-функциональной организации 
муль ти фермент ных систем: 1) высокая аффинность белок-белко-
вых взаимодействий и возможная замена в трансгенных сис те-
мах белков ЭТС млекопитающих на собственные белки микро ор-
га низмов, обеспечивающие более эффективное использование 
восстановительных эквивалентов при активации молекулярного 
кислорода [3]; 2) сохранение регуляторного принципа равновесия 
спиновых форм цитохрома Р450 в трансгенных системах, как 
прояв ление наиболее предпочтительных конформаций и редокс-
потен циалов при реализации взаимодействий экспрессированных 
гемо протеидов с физиологическими лигандами [141]; 3) сохранение 
аффин ности при взаимодействии с субстратами и интермедиатами, 
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с учетом необходимости направленного транспорта и стерического 
соответствия, и проявления в ряде случаев множественных активнос-
тей одной молекулярной формой фермента [142, 143].
 Технология промышленного получения стероидных гормонов и 
лекарственных средств на их основе включает в качестве началь ной 
стадии микробиологическую трансформацию одного из природ-
ных стеринов (холестерина, эргостерина, β-ситостерина). При этом 
происходит полная деградация боковой цепи и образуются андро-
гены (андростендион и андростендиендион), которые в после дую-
щих химико-ферментативных стадиях превращаются в соеди нения, 
дающие начало всему спектру стероидных гормонов (минералкор-
ти коидов, глюкокортикоидов, половых гормонов). Использование 
трансгенных микроорганизмов, синтезирующих белки, которые 
обес печивают синтез стероидных гормонов, может позволить 
получать прегнаны путем микробиологической биотрансформации 
с проведением нескольких реакций в одну технологическую стадию, 
что принципиально меняет технологию производства конечных 
стероидных препаратов. Важным условием для выбора оптимального 
реципиента для молекулярного клонирования является определение 
базовой активности микроорганизмов в отношении стероидов и 
установление состава белковых компонентов микроорганизмов, 
которые могут являться редокс-партнерами цитохромов Р450. При 
этом следует учитывать, что наличие собственных ферментов, спо-
собных осуществлять модификацию стероидных субстратов, может 
приводить к образованию желательных или нежелательных побочных 
продуктов [143, 144]. 

PЕКОНСТРУКЦИЯ СТЕРОИДГИДРОКСИЛИРУЮЩЕЙ 
СИСТЕМЫ ЦИТОХРОМА Р450scc МЛЕКОПИТАЮЩИХ 

В КЛЕТКАХ МИКРООРГАНИЗМОВ

Для создания рекомбинантных штаммов микроорганизмов, способных 
осуществлять метаболические процессы трансформации стероидов, 
необходимо обеспечить введение в клетки-реципиенты нескольких 
генов, кодирующих белки одной или нескольких многокомпонентных 
систем. В литературе описаны различные методические подходы, 
разработанные для осуществления коэкспрессии белков [145–151].

Конструирование и экспрессия слитых белков
Известно, что природные стероидтрансформирующие ферментные 
системы обладают относительно низкой функциональной актив-
ностью – максимальные значения числа оборотов для Р450scc, 
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Р450с11 или Р450с17 не превышают 100. Идея создания слитых 
моно оксигеназных систем, объединяющих в составе одной поли-
пеп тидной цепи все компоненты, необходимые для катализа, воз-
никла после того, как были обнаружены природные «слитые» 
монооксигеназы [152, 153], в частности, бактериальный цитохром 
Р450–ВМ3, демонстрирующий очень высокую каталитическую 
актив ность (более 1000 оборотов). В состав полипептидной цепи 
этого белка входят 2 каталитических домена (один содержит Р450-
подобный домен, другой – участки связывания FAD и FMN, как в 
CPR). Обнаружение природных прототипов послужило стиму лом 
к созданию двухкомпонентных (микросомальных) [154–157] и трех-
компонентных (митохондриальных) [158–164] слитых моноокси геназ 
в надежде на то, что в пределах единой молекулы будет происходить 
более эффективный перенос электронов между белками-партнерами. 
Исследования двухкомпонентных слитых монооксигеназ показали, 
что в слитых белках может осуществляеться более эффек тивное 
взаимодействие компонентов в сравнении с системами, в которых 
активность обеспечивается независимым взаимодействием отдель-
ных компонентов [165–168]. Показано, что с целью получения 
максимально активных вариантов слитого белка можно изменять 
взаимное расположение доменов и междоменных линкеров [155, 167]. 
Однако в ряде случаев активность слитого белка увеличивалась при 
добавлении изолированной СPR [169, 170]. Выводы, касающиеся 
соотношения активности трехкомпонентных систем и слитых 
моно окси геназ, также различны. COS-1 клетки, экспрессирующие 
слитые белки preР450scc-AdR-Ad [158, 159] и preР45027A1-AdR-Ad 
[160], проявляют большую соответствующую монооксигеназную 
активность, чем клетки, экспрессирующие совместно эквимолярные 
количества preР450scc, AdR и Ad. Однако при экспрессии в СОS-1 
клетках слитой дезоксикортизолгидроксилазы (preР450c11-Ad-AdR) 
полученная система оказалась менее эффективной, чем цитохром 
Р450c11, функционирующий в комбинации с коэкспрессированными 
или даже эндогенными компонентами монооксигеназы [161]. 
 Изучение трехкомпонентных монооксигеназ, включающих 
прока риотический Р450cam [162] и микросомальный Р4501А1 [163], 
выделенных после экспрессии в клетках E. coli и охарактеризованных 
с использованием традиционных энзимологических методов, пока-
зало, что эти белки представляют собой самодостаточные катали-
тические единицы, эффективно функционирующие в резуль тате 
внутримолекулярного транспорта электронов. Активность выде-
лен ного белка путидаредоксинредуктаза-путидаредоксин-Р450cam 
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сопоставима с активностью системы, реконструированной из 
индивидуальных белков (1:1:1).

Взаимодействие каталитических доменов в слитых белках, 
составленных из компонентов холестерингидроксилазной/лиазной 

системы
С целью повышения активности природной системы цитохрома 
Р450scc были сконструированы трех- и двухкомпонентные гибрид-
ные белки, составленные из цитохрома Р450scc, Ad и AdR коры 
над почечников быка. При изучении слитых белков внимание было 
уделено не только каталитическим свойствам, но и таким аспектам, 
как сворачивание отдельных доменов в составе общей полипептидной 
цепи, формирование активных центров доменов и взаимодействие 
между компонентами системы в составе слитого белка [139, 164, 171].
 При использовании искусственной слитой кДНК, кодирующей 
preP450scc-AdR-Ad [158], сконструированы кДНК, кодирующие 
preP450scc(h)-AdR(h)-Ad(h) (гомологический вариант preF2(h), 
h – human) и pre-CoxIVP450scc(b)-AdR(h)-Ad(h) (гетерологический 
вариант preF2(b-h) с preP450scc быка (b – bovine), в котором лидерная 
последовательность P450scc заменена на препоследовательность 
IV-й субъединицы дрожжевой цитохром с-оксидазы). Плазмиды, 
вклю чающие данные кДНК, обеспечивали достаточно эффективную 
экспрессию гибридных белков в дрожжах S. cerevisiae, однако после 
импорта в митохондрии белки F2(b-h) и F2(h) подвергались интен-
сив ному протеолизу [164]. Так как низкое содержание активных 
слитых белков в митохондриях дрожжей препятствовало получению 
их более подробной характеристики, для экспрессии зрелых форм 
белков F2(h) и F2(b-h) были использованы клетки E. coli [139]. 
Кроме того, был сконструирован гибридный белок AdR(h)-Ad(h)-
P450scc(h) (ААР) с изменененным порядком расположения доменов 
в полипептидной цепи по сравнению с F2(h), в котором COOH-конец, 
функционально важный для правильного сворачивания P450scc 
[138], является свободным. Так, перемещение Р450cam-фрагмента 
с NН2-конца на СООН-конец гибридного белка приводило к 3-крат-
ному увеличению активности слитой монооксигеназы [162]. При 
исследовании тройных гибридных белков был установлен ряд 
интересных фактов: (1) значительная доля рекомбинантных белков 
встраивается в мембрану клеток E. coli, (2) спектры клеточного 
гомо ге ната и мембранной фракции не характерны для интактного 
P450scc; (3) белки подвергаются внутриклеточному протеолизу, 
при чем набор низкомолекулярных продуктов, иммуногенных по 
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отно ше нию к антителам к Р450scc, AdR и Ad, для разных гибридных 
белков различен (основным продуктом протеолиза F2(b-h) и F2(h) 
явля ется 65-кДа белок, в случае ААР – 33-кДа белок). Все это 
позво ляет заключит, что указанные белки имеют разную структуру 
вслед ствие разного взаимного расположения белковых доменов. 
Эффек тивный протеолиз тройных гибридов позволяет предположить, 
что сворачивание белков в компактную глобулу затруднено, и они 
преиму щественно принимают конформацию, в которой участки, 
чувстви тельные к протеиназам, экспонируются в окружающую среду. 
Увеличения эффективности сворачивания белка в компактную струк-
туру не удалось добиться ни при осуществлении синтеза гибридов 
в штаммах, дефицитных в отношении Lon протеиназы, ни при 
коэкспрес сии молекулярного шаперона GroESL.
 Слитые трехкомпонентные холестерингидроксилазы обладают 
более низкой активностью, чем система, реконструированная из 
изоли ро ванных P450scc, AdR и Ad (в отношении 1:1:1): удельные 
активности белков F2(b-h) и F2(h), измеренные в гомогенатах клеток, 
на порядок меньше, а активность белка F2(b-h), выделенного из 
лиза тов клеток E. coli методом аффинной хроматографии, почти на 
два порядка ниже активности реконструированной системы. Актив-
ности белков F2(b-h) и F2(h) и в гомогенатах E. coli, и в лизатах 
мито хондрий S. cerevisiae существенно возрастают при добавлении 
экзоген ных компонентов данных белков. Следовательно, в слитых 
белках, синтезированных в клетках бактерий и дрожжей, существуют 
ограни чения для взаимодействия каталитических доменов P450scc, 
Ad и AdR и/или деформация их активных центров.
 Согласно предполагаемым механизмам взаимодействия Ad с AdR 
и Р450scc (см. главу III), для достижения эффективного внутримо ле-
ку лярного транспорта электронов в слитой холестерингидроксилазе/
лиазе домены Р450 и AdR должны быть расположены таким обра-
зом, чтобы они могли либо формировать временный тройной 
комплекс с Ad, либо последовательно с ним взаимодействовать. 
Реали зация «челночного» механизма требует высокой взаимной 
подвиж ности доменов – слитая молекула должна иметь гибкую 
под виж ную конформацию, что сразу же делает ее потенциальной 
мишенью для внутриклеточных протеиназ. В работах [139, 158] было 
обнаружено существование обратной связи между активностью сли-
тых холестерингидроксилаз/лиаз и их устойчивостью к протео лизу. 
При этом оказалось, что наиболее активные слитые полиферментные 
сис темы присутствуют в клетках в незначительных количествах при 
высо ком содержании их фрагментов, что согласуется с «челночным» 
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меха низмом функционирования слитой холестерингидроксилазной/
лиазной системы.
 Сворачивание гибридных белков изучалось с использованием более 
простых моделей – двухкомпонентных белков AdR-Ad, Ad-P450scc и 
P450scc-Ad [139]. При экспрессии в клетках E. coli двойные гибриды, 
в отличие от трехкомпонентных, не подвергаются протеолизу. Опре-
деление активности гибридных молекул в присутствии экзогенных 
индивидуальных белков, входящих в их состав, выявило наличие в 
каждом белке лимитирующего компонента: в белках mP450scc-Аd и 
Аd-mP450scc это Р450scc, а в белке AdR-Ad – Ad. Установлено, что 
фор ми рование одних и тех же доменов в составе разных гибридных 
белков осуществляется по-разному [139].
 Таким образом, при сворачивании слитых белков, составленных 
из компонентов холестерингидроксилазной/лиазной системы, фор ми-
рование каталитических доменов в составе общей поли пеп тид ной 
цепи зависит от природы и взаиморасположения аминокислот ных 
последовательностей отдельных доменов и их аранжи ровка осу-
ществляется в результате кооперативного процесса, опре деляю щего 
нативность отдельных доменов и результирующую актив ность сли-
тых монооксигеназ.
 Результаты работы по дизайну слитой холестерингидроксилазной/
лиазной системы [139] выявляют ряд общих проблем формирования 
и функционирования слитых полиферментных систем (деформация 
активных центров, структурные ограничения для их взаимодействия, 
подверженность протеолизу) [139], что позволяет оценить возмож-
ность их использования в практических целях.

Совместная экспрессия индивидуальных компонентов 
холестерингидроксилазной/лиазной системы в клетках E. coli

Развитие би- и полицистронных систем для коэкспрессии белков сде-
лало возможным реконструкцию ряда активных монооксигеназных 
систем в бактериальных клетках [150, 172–174].
 На основе плазмиды pTrc99A/P450scc [121] были сконструиро-
ваны две генетические конструкции для коэкспрессии зрелых 
белков холестерингидроксилазной системы. Первая – это pTrc99A/
P450scc/AdR/Ad, в которой кДНК P450scc, AdR и Ad находятся в 
составе одной экспрессионной кассеты. Вторая – pTrc/P450-AdR.Ad, 
в которой кДНК P450scc и AdR находятся в составе одной экспрес-
сионной кассеты, а ген Ad встроен в ту же плазмиду в составе 
отдельной транскрипционной единицы (регулируется собственными 
промотором и терминатором) [175]. В клетках E. coli эти плазмиды 
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направ ляют синтез всех трех белков, внутриклеточная локализация 
которых соответствует локализации соответствующих белков коры 
надпо чечников быка. Гомогенаты клеток, культивируемых в условиях 
индук ции экспрессии гетерологических кДНК, в системе in vitro 
демонст рируют холестерингидроксилазную/лиазную активность, 
обуслов ленную наличием каталитически-активных форм всех трех 
белков.
 Для оптимального функционирования холестерингидроксилаз-
ной/лиазной системы in vivo Ad должен находиться в избытке по 
отно шению к другим белкам [176]. Ожидалось, что использование 
плаз миды pTrc/P450-AdR.Ad обеспечит более эффективную транс-
ляцию Ad с собственной короткой молекулы мРНК, чем плазмида 
pTrc99A/P450scc/AdR/Ad. Однако определение стехиометрического 
соотношения экспрессируемых белков показало, что использование 
для коэкспрессии белков второй конструкции (pTrc/P450-AdR.Ad) не 
приводит к заметному увеличению содержания Ad по отношению к 
содержанию других компонентов холестерингидроксилазной/лиаз-
ной системы. Уровни экспрессии гетерологических белков в клетках 
E. coli обычно не соответствуют содержанию функционально-актив-
ных белков, поскольку часть молекул таких белков присутствует в них 
в неактивной форме в составе телец включения. Значительная часть 
рекомбинантных белков цитохрома P450scc, AdR и Ad (~50% от общего 
содер жания) также образует тельца включения в бактериальных клет-
ках [175].

ТРАНСГЕННЫЕ МИКРООРГАНИЗМЫ ДЛЯ БИОТЕХНОЛОГИИ

В 1989 г. была осуществлена гетерологическая экспрессия Р450с17 
в дрожжах S. cerevisiae под контролем промотора алкогольдегидроге-
назы [177]. Позже была детально изучена субстратная специфичность 
рекомбинантных дрожжей S. сerevisiae GRF 18/YEp5117α, содержа щих 
ген Р450с17 под контролем промотора GAL10. Сконструированные 
дрожжи осуществляют последовательную биотрансформацию проге-
стерона до 17α-гидроксипрогестерона и 17α,20α-дигидроксипрегн-
4-ен-3-она. Структура указанных соединений доказана на основании 
данных ВЭЖХ, ТСХ и масс-спектрометрии. Реакция 17α-гидрок-
си лирования осуществляется в результате функционального сопря-
жения гетерологично экспрессируемого цитохрома Р450с17 и CPR 
дрож жей. Скорость этой реакции уменьшается в ряду субстра тов: 
про гестерон > 11β-гидроксипрогестерон > 11α-гид рокси прогесте-
рон > 19-гидроксипрогестерон. Реакция 20α-восстановления, которая 
регист рируется после образования 17α-гидроксипрогестерона, осу ще-
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ствляется дрожжевым белком-ортологом 20α-ГСД млекопитающих. 
Скорость этой реакции уменьшается в ряду: 17α-гидроксипрогестерон > 
21-гидроксипрогестерон > 19-гидроксипрогестерон [178–180].
 Поиск по функциональным участкам белков и гомологии струк тур 
позволил идентифицировать гены, соответствующие белкам, отве-
чаю щим за побочные реакции – GCY1 (индуцируемый галактозой 
крис таллин-схожий белок дрожжей), YPR1 (альдо-кето редуктаза 
дрож жей) и ATF2 (О-ацетилтрансфераза). Биотрансформация прегн-
4-ен-20(α,β)-oл-3-онов рекомбинантными клетками S. cere vi siae 
YEp5117α протекает в следующем порядке: окисление 20(α,β)-ди-
гид ропроизводных прогестерона до прогестерона, 17α-гидроксили-
рование и 20(α,β)-восстановление. 20-Окисление обусловлено 
как обратной реакцией, катализируемой собственным ферментом 
дрожжей, так и оксидазной активностью цитохрома Р450с17 [180].
 Последний этап биосинтеза глюкокортикоидов катализирует 
цито хром P450c11. Успешная экспрессия стероид 11β-гидроксилазы 
в рекомбинантных дрожжах описана в работе [181]. Авторы осущест-
вили коэкспрессию митохондриального Ad и модифицированного 
цитохрома P450c11, в котором исходная препоследовательность 
была заменена на дрожжевую. При этом было установлено, что 
дрож жи S. cerevisiae синтезируют собственный митохондриальный 
белок, подобный NADPH-зависимой AdR. В опытах с S. cerevisiae, 
в кото рых были коэкспрессированы цитохром P450c11 и цитохром 
P450scc, найдено, что цитохром P450scc повышает гидроксилазную 
актив ность P450c11 in vivo и in vitro [116].
 В развитие этих работ в дрожжах S. cerevisiae были реконструиро-
ваны две начальных стадии стероидогенеза млекопитающих, которые 
осуществляются системой отщепления боковой цепи холестерина с 
цитохромом Р450scc и 3β-ГСД [148]. При использовании холестерина 
в качестве исходного субстрата возникает проблема, связанная с его 
проникновением в клетку. Для того, чтобы обойти это затруднение, 
метабо лизм S. cerevisiae изменили таким образом, чтобы при росте 
на глюкозо- или этанол-содержащей среде клетки продуцировали 
новый интермедиат – растительный аналог холестерина вместо 
эргосте рина – природного стерола дрожжей. Отличие эргостерина 
от холестерина состоит в наличии двойных связей при С-7 и С-22 и 
метиль ной группы при С-24, поэтому конструирование биосинтеза 
было направлено на разрушение гена Δ22-десатуразы и введение гена 
Δ7-редуктазы из Arabidopsis thaliana. Полученный трансгенный штамм 
ока зался способным синтезировать новый интермедиат – эргоста-5-
енол вместо эргостерина. Это было замечательным достижением, 
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так как эргоста-5-енол может поддерживать жизнедеятельность 
микро организмов, заменяя эргостерин в мембранах, и в то же время 
служ ить исходным субстратом для Р450scc млекопитающих [148].
 В работе [182] осуществлена полная реконструкция синтеза 
кортизола с использованием рекомбинантных дрожжей S. сerevisiae. 
Кортизол был получен из простого источника углерода в процессе 
из восьми стадий, который включал собственно биосинтез стеринов 
дрожжей, стадию рекомбинантных дрожжей, использующих один 
расти тельный фермент, и пять дополнительных ферментативных 
реак ций, катализируемых восемью белками млекопитающих. 
Были проведены следующие генетические модификации: была осу-
щест влена экспрессия растительного фермента (Δ7-редуктазы), в 
резуль тате чего биосинтез эргостерина приводил к получению соот-
вет ствующих субстратов Р450scc, а также восьми белков млеко пи-
тающих (цитохромов Р450scc и P450c11, Р450c17, Р450c21, Ad, AdR, 
CPR, 3β-ГСД), вовлеченных в биосинтез гормонов в коре надпо чеч-
ников млекопитающих. Результатом работы стали штаммы дрож жей, 
которые синтезировали кортизол как доминирующий стероид при 
росте на глюкозе или этаноле.
 Таким образом, был реконструирован наиболее сложный на сегод-
няш ний день метаболический путь в эукариотических микроорга низ-
мах. Другими словами, был создан биосинтетический аналог корко вого 
слоя надпочечной железы млекопитающих. Безусловно, эта работа 
является выдающимся достижением в области метаболичес кой протео-
мики [182]. Тем не менее, это не означает, что создание новых, еще 
более эффективных трансгенных микроорганизмов нецелесообразно. 
Пути открыты в направлении поиска микроорганизмов-реципиентов, 
адаптированных к трансформации гидрофобных соединений, и по 
линии упрощения генно-инженерных манипуляций.
 Aлкан-утилизирующие дрожжи (Candida maltosa, C. tropicalis 
или Yarrowia lipolyticа) хорошо растут на гидрофобных субстратах 
(алканы, алкены, жирные кислоты, масла). В утилизацию гидро-
фоб ных субстратов этих дрожжей вовлечены несколько систем 
цитохромов Р450 (семейство генов CYP52), которые характеризуются 
очень высокой активностью ферментов с числом оборотов для 
суб стратов 1000–2000 мин–1 в условиях in vivo. Это достигается 
благо даря наличию эффективных систем транспорта субстратов 
(инду цируемые системы поглощения и внутриклеточного транспорта 
гид рофобных соединений), высокому уровню экспрессии собствен-
ных компонентов, обеспечивающих транспорт электронов, и селек-
тив ным механизмам выведения окисленных продуктов [183–185]. 
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Меха низм, обеспечивающий утилизацию углеводородов клетками Y. 
lipolytica, интенсивно изучался с середины 80-х годов. Было уста нов-
лено, что при росте клеток на углеводородах индуцируется особый 
высокогликозилированный внеклеточный белок липосан − эмуль-
сификатор [186], облегчающий попадание гидрофобных субстратов 
в клетку [187].
 Показано, что при экспрессии Р450c17 в клетках дрожжей Yarro-
wia lipolytica наблюдается активное превращение прогестерона в 
17α-гидроксипрогестерон [180,188], что указывает на эффективное 
взаимодействие экспрессированного Р450c17 с дрожжевой CPR. При 
превращении прогестерона рекомбинантными дрожжами Y. lipo lytica 
E129A15, экспрессирующими Р450c17 под контролем промотора 
изоцитрат-лиазы, установлено образование, помимо 17α-гидрок-
си прогестерона, двух дополнительных стероидных продуктов – 
17α,20β- и 17α,20α-дигидроксипрегн-4-ен-3-онов, строение которых 
дока зано с помощью высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии, ТСХ и ЯМР-спектроскопии [180] (рис. 4). Окисление хромовой 
кисло той по Джонсу смесей стероидов (17α-гидроксипрогестерона, 
17α,20β- и 17α,20α-дигидроксипрегн-4-ен-3-она) сопровождалось 
расщеп лением связи С17–С20 в диолах с образованием андрост-4-
ен-3,17-диона – второго продукта ферментативных реакций, катали-
зируемых Р450с17 [180, 188].
 Получены рекомбинантные штаммы Y. lipolytica, способные осу-
щест влять экспрессию белков холестерингидроксилазной/лиазной 

Рис. 4. Ферментативные превращения прегн-4-ен-20β-ол-3-она (I) и прегн-4-
ен-20α-ол-3-она (II) в прогестерон (III) с последующим превращением его в 
17α-гидроксипрогестестерон (IV) и 17α,20α-дигидроксипрегн-4-ен-3-он (V) и 
17,20β-дигидроксипрегн-4-ен-3-он (VI) трансгенными дрожжами Y. lipolytica, 
экспрессирующими P450c17 [188].
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системы (P450scc, AdR, Ad) (рис.5А, 5Б), а также коэкспрессию белков 
холестерингидроксилазной/лиазной системы и Р450c17 [189], что 
позволяет обеспечить сопряжение трансформации холестерина до 
прегне нолона (прогестерона) с синтезом 17α-гидроксилированных 
производных. При конструировании указанных рекомбинантных 
штаммов Y. lipolytica нами был использован новый подход для введения 
нескольких чужеродных кДНК в геном дрожжей, включающий (1) ко-
интеграцию множества копий разных кассет экспрессии в области 
повторяющихся элементов генома дрожжей (rDNA или участки LTR 
zeta ретротранспозона Ylt1 [190]) и (2) конструирование диплоидных 
штаммов с использованием гаплоидных трансформантов разного 
полового типа, что позволяет увеличить количество и получить новые 
комбинации кассет экспрессии с разными гетерологическими кДНК 
в одном диплоидном штамме (рис. 5А).
 Интегративные вектора, содержащие кДНК зрелых форм белков 
холестерин-трансформирующей системы и P450с17 под контролем 
строгого регулируемого промотора и терминатора изоцитрат-лиазы 
(индукция этанолом и алканами, репрессия глюкозой [191–193]), 
были сконструированы на основе мультикопийных интегративных 
плаз мид p64PT и p67PT (последовательности, обеспечивающие 
интеграцию – rDNA или LTRzeta ретротранспозона Ylt1, маркер для 
селекции ura3d4 и pICL1-SphI-ICL1t) [194]. Саузерн-гиб ридизацией 
показана интеграция в геном до 3 векторов при одновременной 
транс формации клеток гаплоидных реципиентных штаммов Y. li po-
lytica смесью идентичных плазмид, включающих кассеты экспрес-
сии с разными гетерологическими кДНК. Получены дип ло ид ные 
штаммы, в которых присутствуют кассеты экспрессии (от 3 до 5) 
для белков холестерингидроксилазной/лиазной системы и Р450c17. 
Экспрессия белков доказана методом Вестерн-блоттинга. Функ-
цио нальная экспрессия в клетках Y. lipolyticа двух систем Р450 
млекопитающих была подтверждена способностью клеток осу щест-
влять биотрансформацию холестерина в прегненолон и далее в 
17α-гидроксипрегненолон, а также прогестерона в 17α-гидрокси про-
гестерон. В данной работе показано, что при использовании метода, 
описанного выше, можно конструировать трансгенные дрожжи 
Y. li polyticа, способные экспрессировать 6 гетерологических белков, 
что, в частности, делает возможным создание новых штаммов, 
коэкспрессирующих большее количество белков, участвующих в 
про цессе стероидогенеза.
 Преимущества использования дрожжей Y. lipolytica для био транс-
фор мации стероидов перед дрожжами S. cerevisiae можно продемонст-
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Рис.5. Конструирование рекомбинантного диплоидного штамма дрож жей 
Y. lipolytica DE6, осуществляющего коэкспрессию компонентов холесте рин-
гидроксилазной/лиазной системы млекопитающих (ци то хрома Р450scc, AdR 
и Ad) (А) и анализ методом Саузерн-гибри ди зации штамма DE6 и исходных 
гаплоид ных мультикопийных транс  формантов Y. lipolytica E150 Т9 и E129 Т11 
(Б). Скрещивание исполь зовано для комбинирования трех кассет экспрессии с 
разными гете рологическими кДНК в одном диплоидном штамме. Родительские 
штамы E150 Т9 и E129 Т11, использованные для скрещивания, полу чены соот-
ветст венно в результате трансформации E129L мульти ко пийной плазмидой 
p67Ad, и одновременной трансформации E150 мультикопийными плазмидами 
p67AdR и p67P. 
 При анализе хромосомной ДНК дрожжей (рестрицированой эндо нуклеазой 
NcoI) в качестве зонда для Саузерн-гибридизации использован SalI-фрагмент 
вектора р67АdР (pICL1-AdP), позволяю щий детектировать фрагменты гена 
ICL1 и кассет экспрессии с гетерологическими кДНК (вследствие присутствия 
рICL1), входящих в состав интегративных векторов. Маркеры молекулярной 
массы (М) – пре па рат λ-DNA, рестрицированной EcoRI/HindIII. 
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рировать на примере рекомбинантных штаммов Y. lipolytica E129A15 
(экспрессия Р450с17), а также Y. lipolytica DC3, Y. lipolytica DC5, 
Y. lipolytica DE (коэкспрессия Р450c17 и дрожжевой CPR) [195]. 
Опре делены каталитические параметры (Vmax, Km) для различных 
линий рекомбинантных дрожжей Y. lipolytica, близкие значения 
которых свидетельствуют о том, что в различных рекомбинантных 
микро организмах Р450с17 синтезировался в нативном состоянии. 
Допол нительная экспрессия CPR сопровождалась снижением уровня 
синтеза гетерологично синтезируемого Р450с17 и общей активности 
реком бинантных клеток, но приводила к повышению выхода 17α-гид-
ро ксипрогестерона. 
 Регуляцией активности промотора изоцитрат-лиазы достигнуто 
98 %-е превращение прогестерона в 17α-гидроксипрогестерон в 
случае Y. lipolytica DC5, что исключает, в отличие от трансгенных 
дрож жей S. cerevisiae [178, 182], необходимость разрушения генов, 
кодирующих белки-ортологи 20α- и 20β-ГСД. Селективное образо-
вание 17α-гидроксипрогестерона было обеспечено в результате 
использования промотора изоцитрат-лиазы (отсутствие индукции 
галактозой белка Gcy1p, как в случае промотора GAL10, ведущего 
к образованию 17α,20α-дигидроксипрегн-4-ен-3-oна) и быстрого 
выве дения целевого 17α-гидроксипрогестерона из клетки (отсутствие 
индук ции этим стероидом белков-ортологов 20(α,β)-ГСД) [195].

VI. СТЕРОИДТРАНСФОРМИРУЮЩИЕ ТРАНСГЕННЫЕ 
МИКРООРГАНИЗМЫ ДЛЯ ФАРМАКОЛОГИЧЕСКИX 

ИССЛЕДОВАНИЙ
На современном уровне процесс разработки новых лекарств начина-
ется с идентификации белка с известной структурой, ответственного 
за появление или развитие болезни. Задачей следую щей стадии 
является поиск лиганда (ингибитора, активатора, модифи ка тора), 
обладающего, в частности, максимальным сродством к этому белку. 
Далее осуществляется направленный синтез оптимального лиганда, 
исходя из критериев взаимного конформационного соответ ствия 
функциональных центров белка и синтезируемых соединений. В связи 
с общей тенденцией, направленной на снижение числа живот ных, 
используемых на предварительных стадиях медико-биологических 
иссле дований, разработку систем гетерологической экспрессии 
фер ментов или ферментных систем млекопитающих в клетках 
мик ро организмов можно рассматривать как новое перспективное 
направ ление, позволяющее использовать в фармакологических 
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иссле дованиях подходы метаболической протеомики. Необходимо 
отметить, что существуют сложности для дизайна селективных 
инги биторов, так как пока отсутствуют трехмерные структуры 
мембра носвязанных стероидсинтезирующих Р450, полученные экс-
пе риментальными методами.
 Молекулярными мишенями для селективных ингибиторов, 
которые разрабатываются и/или используются как лекарства, явля-
ются следующие формы стероидтрансформирующих цитохромов 
Р450: P450c17 – при терапии рака и доброкачественной гиперплазии 
прос таты [196–203]; P450c19 – рака молочной железы и яичников [202, 
204–206]; P450c18 – при гиперальдостеронизме и опосредованной 
им гипертензии, ишемии и фиброзе миокарда [196, 207–210].
 Для применения в качестве лекарств предложено большое число 
ингибиторов P450c17 различной природы [197–201]. Многие из них 
характеризуются высоким сродством к P450c17 и селективностью 
(раз личие в сродстве к P450c17 и к другим цитохромам P450 – в 
десятки раз [199, 200]). Вследствие высокой степени гомологии пар 
P450c17 и P450c21, P450c18 и P450c11, а также катализа лиазной и 
гидроксилазной реакций в одном и том же активном центре P450с17, 
возникают сложности совместного ингибирования патогенетической 
и физиологических реакций. Однако совместное ингибирование 
P450с17 и других P450 может иметь фармакологическое преиму-
щество: ингибирование P450c19 – для терапии эстроген-зависимых 
патологий [202], P450c24 (24-гидроксилазы) – при назначении 
витаминов D для терапии опухоли простаты [203], P450 печени – для 
минимизации биодеградации назначаемых препаратов [203]. Неко-
торые из таких соединений (ингибиторов P450c17) также способны 
ингибировать 5α-стероид редуктазу (другой ключевой фермент био-
синтеза андрогенов) [200] и выступать антагонистами рецепторов 
андрогенов [198].
 Ингибиторам P450, участвующих в биосинтезе стероидных 
гормонов, посвящено большое количество работ (см. обзоры послед-
них лет [200, 214–217]).
 Принципиальными структурными фрагментами подавляющего 
большинства этих ингибиторов являются: 1) производное от субст-
рата стероидное ядро и 2) гетероцикл, способный выступать в каче-
стве шестого лиганда Fe гема P450. Эти два фрагмента являются 
ключе выми в структурах трех основных классов ингибиторов P450 
стерои догенеза: стероидные, гетероциклические нестероидные и 
гетеро циклические стероидные. Гетероциклические ингибиторы 
потенциально способны уменьшать активность ряда других P450, а 
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стероидные – активность других ферментов биосинтеза стероидов, 
в том числе не являющихся цитохромами P450, и выступать агонис-
тами или антагонистами стероидных рецепторов. Необходимо 
отметить, что гетероцикл-лиганд и фармакофор, ответственный за 
меха низм-зависимую инактивацию (смотри далее), в общей струк туре 
ингибитора расположен аналогично сайту окисления стероидного 
субстрата, т.е. в непосредственной близости к гему [200, 214, 216].
 Для стероидных ингибиторов P450c17 класса 17-гетероарил-
андро станов и некоторых других групп показано, что 3β-гидрокси-
5-ен-произ водные характеризуются большей ингибирующей спо-
соб ностью, чем 3-кето-∆4, аналогично субстратам P450c17 проге-
сте рону и прегненолону [200]. Стероидные ингибиторы P450c19 
форместан и экземестан также являются производными термо-
динамически более выгодного субстрата андростендиона (17-ке тона), 
а не тестостерона (17β-ола) [215, 216]. Для ряда стеро ид ных инги-
би торов P450c17 показано, что дополнительное введе ние ∆16-связи 
повышает их ингибирующую способность [200]. Инте ресно также 
отметить стероидные ингибиторы P450c17 ряда 3β-гид рокси-5-
ен-производных андростанов, содержащие 17β-(метилсульфоксид-
ные), винилфторидные 20-F-∆17,20- и 21,21-F2-∆

20,21-20-CH3- группы, 
имитирующие соответственно 20-кетогруппу-, 17,20- и 20,21-еноль-
ные таутомеры прегненолона [200, 201]. 
 Стероидные ингибиторы P450 помимо обратимой конкуренции 
с субстратом могут вызывать непосредственную или механизм-за-
висимую инактивацию P450. Непосредственная инактивация реали-
зуется вследствие наличия в структурах стерически доступных 
электрофильных фрагментов, способных ковалентно модифициро-
вать нуклеофильные группы аминокислот и N-атомы гема активного 
центра P450-мишени. Примерами служат 3,4-дикетоновый (фор-
местан), сопряженные 1-ен-3-оновый и 6-метилен-4-ен-3-оновый 
(экземестан, 6-метиленпрогестерон), 17-азридин-2-ильный и 
20-кар бальдегидный фрагменты структур ингибиторов P450c17 и 
P450c19. Механизм-зависимая инактивация реализуется при наличии 
фрагментов, интермедиаты окисления которых посредством P450 
способны выступать как инактиваторы, например, 17-O- или 17-N-цик-
лопропильного (P450c17), этинильного или винильного в положениях 
17, 18 и 19 (P450с18 и P450c19 соответственно) [18, 196, 200, 216].
 В качестве гетероциклических лигандов Fe гема P450 чаще 
всего используются различные азолильные, пиридинильный и 
пиридин-2,6-дионовый фрагменты. Координационные свойства 
N-атома в составе одного и того же гетероцикла могут значительно 
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изменяться в зависимости от положения и характера заместителей 
вследствие смещения электронной плотности и стерических препят-
ствий. Аналогично, в рядах однотипных гетероциклов (в част ности, 
триазолов) данное свойство дополнительно зависит от взаиморас-
положения и природы гетероатомов. Например, способность произ-
вод ных бифенила ингибировать P450c17 была наибольшей в случае 
имидазола, менее активными были 1,2,4-триазол-1-ил производные, 
а 1,2,4-триазол-4-ил практически не ингибировали P450c17 [218].
 Гетероциклы совмещают функции доставки ингибитора в актив-
ный центр P450 и его ингибирования, препятствуя передаче электро-
нов с CPR и присоединению O2 к Fe гема. Стероидный либо несте роид-
ный остаток молекулы гетероциклического ингибитора цито хрома 
P450 биосинтеза стероидных гормонов препятствует связы ванию 
суб страта и отвечает за дополнительные взаимодействия в актив ном 
центре определенного фермента-мишени, определяя селек тив ность 
и повышая стабильность комплекса P450-ингибитор. Нестероидные 
остатки гетероциклических ингибиторов P450 представлены соче-
таниями плоских, в большинстве своем ароматических, структур, 
напоминающими циклы стероидного ядра их субстратов или инги-
биторов. Например, бифенильный фрагмент имитирует систему 
колец AC, нафталиновый – CD или AB (P450с17); 1-метилен-1,2,3,4-
тетрагидронафталиновый и 1-метилен-2,3-дигидго-1H-инденовый – 
AB (P450c18), ABD – 2-фенилнафталина (P450c17) [219–221]. 
В структурах практически всех ингибиторов P450 гетероцикл 
соединен с ароматическим фрагментом через один атом углерода 
(метиленовую группу). Также принципиально нали чие полярных 
заместителей, имитирующих 3β-гидроксил или 3-кето группу и, реже, 
17α-гидроксил стероидных субстратов [200, 220]. Допол нительные 
фрагменты в молекулы ингибиторов могут быть вве дены с учетом 
изучения докинга ингибиторов в активные центры P450-мишеней в 
компьютерных моделях.
 Наилучшие показатели на данный момент с точки зрения введе-
ния в медицинскую практику имеют ингибиторы P450c17 абира-
те рон, проходящий сейчас II фазу клинических испытаний [222], 
и стероидный 17-1H-бензо[d]имидазол VN/124-1, дополнительно 
выступающий как антагонист андрогеновых рецепторов [198]. 
Ингибиторы P450c19 анастрозол (Аримидекс, AstraZeneca), летрозол 
(Фемара, Novartis) (нестероидные триазолы) и экземестан (Аромазин, 
Pfi zer) (стероидный инактиватор) являются официальными лекарст-
вами [215, 216] (рис. 6).
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Трансгенные бактерии и дрожжи, экспрессирующие ферменты 
биосинтеза стероидов, как тест-системы для первичной оценки 

потенциальных лекарственных средств
Рекомбинантные микроорганизмы, экспрессирующие in vivo функ-
цио нально-активную P450-мишень, могут использоваться как тест-
системы для скрининга потенциальных ингибиторов данного P450 
[209, 210]. Активность цитохромов P450 в составе рекомбинантных 
микроорганизмов обеспечивается коэкспрессией белков природной 
ЭТС этих P450 или наличием собственных белков ЭТС, способных 
под держивать активность гетерологических P450 [56, 72, 223]. В 
неко торых микроорганизмах обнаружены функциональные аналоги 
ГСД млекопитающих [178, 224], также рассматривающихся как фарма-
ко ло гические мишени для терапии аналогичных заболеваний [225].
 Применение рекомбинантных микроорганизмов для скрининга 
инги биторов P450 позволяет оценить общие токсические эффекты 
исследуемых веществ, а также вклад транспорта веществ, связывания 
с белками, индукции P450 и других белков в ингибирование актив-
ности P450-мишени [226, 227].

Рис. 6. Структуры ингибиторов P450c17 и P450c19, являющихся официальными 
лекарствами (нижний ряд), и некоторых наиболее перспективных ингибиторов 
в данном аспекте [198, 215, 216, 222].
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 Опубликованы данные об использовании в качестве тест-сис темы 
клеток трансгенных бактерий E. coli, экспрессирующих P450c17 
совместно с CPR. Эти бактерии демонстрировали 17α-гидрокси-
лаз ную и 17,20-лиазную активности P450c17 при добавлении соот-
ветствующих стероидных субстратов к культуре клеток [228].
 Рекомбинантные дрожжи S. cerevisiae, экспрессирующие P450c17, 
также были предложены в качестве тест-системы (рис. 7). Эти дрожжи 
проявляли прогестерон 17-гидроксилазную активность гетеро ло-
гического P450c17, функционирующего совместно с дрожжевой 
CPR, способной поддерживать активность данного P450. Оценка 
при год ности данных дрожжей в качестве тест-системы проводилась 
с использованием 5 стероидных и 2 нестероидных соединений, 
вклю чая кетоконазол, а также при проведении параллельных опытов 
с использованием микросом данных дрожжей [195, 228–230]. На 
первом этапе для обоснования рекомбинантных микроорганизмов 
S. cerevisiae GRF18/YЕp5117α в качестве фармакологической модели 
были использованы известные лекарственные соединения, модифи-

Рис. 7. Ферментативные превращения прогестерона (I) в 17α-гидроксипро ге-
стестерон (II) и 17α,20α-дигидроксипрегн-4-ен-3-он (III) в рекомбинантных 
дрожжах S. cerevisiae GRF18YEp5117α, и структурные формулы некоторых 
иссле дованных модификаторов биосинтеза стероидных гормонов: 1 – даназол, 
2 – левоноргестрел, 3 – мифепристон, 4 – кетоконазол (2R,4R-изомер) [228].
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ци рующие биосинтез стероидов. С этой целью изучено влияние 
субстанций лекарств (кетоконазола, метирапона, дексаметазона, 
мифепристона, даназола, левоноргестрела) на соотношение биосин-
тетической и инактивирующей функций рекомбинантных микроорга-
низмов (рис. 6). Определены значения Km/Vmax, константы инги-
бирования и тип ингибирования изученных лекарственных соедине-
ний в реакциях 17α-гидроксилирования прогестерона.
 Установлено, что на начальных этапах биотрансформации 
действие даназола, мифепристона и кетоконазола характеризуется 
умень шением образования 17α-гидроксипрогестерона и потребления 
прогестерона. Замедленная трансформация прогестерона является 
результирующей двух последовательных процессов – 17α-гидрокси-
ли рования и 20α-восстановления. При соотношении (ингибитор)/
(Р450с17) 1000:1 и (ингибитор)/(прогестерон) 1:1 в условиях in vivo 
не было зафиксировано необратимого ингибирования Р450с17 за 
счет ковалентного связывания даназола или мифепристона в актив-
ном центре гемопротеида. Даназол и мифепристон, имеющие, как 
и продукт, сопряженную Δ4-3-кето-структуру и 17-ОН группу, не 
модифицировали также по структурно-обусловленному механизму 
дрожжевой аналог 20α-ГСД, так как соотношение 17α-гидроксипро-
гестерона и 17α,20α-дигидроксипрегн-4-ен-3-она на начальных 
этапах было одинаковым для контрольного эксперимента и для 
био трансформаций в присутствии модификаторов. Замедленное 
образование 17α-гидроксипрогестерона под действием кетоконазола 
на начальном этапе биотрансформации прогестерона отражает про-
цесс замещения субстратом связанного с железом гема Р450с17 
имидазол-содержащего ингибитора – кетоконазола без его влияния 
на функциональные свойства аналога 20α-ГСД [195, 228–230].
 Рекомбинантные дрожжи S. pombe, экспрессирующие P450c18 
или P450c11 (90% гомологии), также были предложены в качестве 
соответствующей тест-системы. Эти дрожжи проявляли альдостерон-
синтазную и 11β-гидроксилазную активности соответствующих P450 
за счет белков собственных ЭТС (см. главу III). Оценка тест-системы 
про водилась с использованием 9 нестероидных азолов и 1 стероид-
ного соеди нения, а также параллельных опытов с использованием 
культур клеток млекопитающих – V73MZ (китайского хомяка) и 
H295R (опухоли коры надпочечников человека), способных экспрес-
сировать оба данных P450 [209, 210, 231].
 Рекомбинантные дрожжи S. pombe, экспрессирующие P450c21 
и P450c17, характеризующиеся высокой степенью гомологии, были 
использованы для сравнительной оценки влияния ингибиторов 
P450c17 на P450c21 [232].



Цитохромы P450 стероидогенеза в трансгенных микроорганизмах 201

 К изучению метаболизма и токсичности лекарств, а также ана-
лизу влияния мутаций на функциональные свойства ферментов 
разра батывается новый подход с использованием трансгенных клеток 
бактерий E. coli и Salmonella typhimurium, коэкспрессирующих P450 
и CPR [233]. Наличие компьютерной модели трехмерной струк-
туры белка-мишени, данные о докинге потенциальных веществ-
лиган дов, направленный синтез и использование трансгенных 
дрожжей S. cerevisiae GRF18/YEp5117, позволили установить, что 
1-(3-бензилоксифенил)-1Н-тетразол является потенциальным инги-
битором цитохрома Р450с17 – фермента, играющего важную роль в 
раз витии опухолей предстательной железы человека [195, 227].

VII. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Интенсивное многолетнее изучение ферментов, осуществляющих про-
цесс стероидогенеза, заметно расширило представления о строе нии и 
функционировании монооксигеназных систем и стероид-гидрок силаз, 
участвующих в синтезе стероидных гормонов. Успешное клони ро-
вание кДНК этих ферментов открыло дорогу для современных моле-
кулярно-биологических исследований.
 Изучение структурно-функциональных свойств стероид-синтези-
рующих цитохромов P450 и механизмов регуляции биосинтеза 
стероидных гормонов служит необходимой предпосылкой, с одной 
стороны, для выяснения биохимических основ различных нарушений 
стероидогенеза и разработки подходов к коррекции дисфункции 
коры надпочечеников, а с другой стороны, для конструирования био-
тех нологических систем направленного синтеза физиологически 
актив ных стероидов.
 Традиционные методы получения стероидных гормонов (экстрак-
ция из растений и тканей животных, полный химический синтез, 
химико-ферментативный синтез) сделали доступными для медицинс-
кого применения широкий спектр лекарств, но в настоящий момент 
практически исчерпали свой потенциал с точки зрения промыш-
ленной технологии. Принципиально новой технологией в области 
син теза субстанций лекарственных соединений можно считать 
исполь зование трансгенных микроорганизмов, полученных с 
помощью техники рекомбинантных ДНК. Здесь сочетаются биотех-
но логические преимущества ферментативных трансформаций и 
возможность создания аналогов, моделирующих пути биосинтеза 
гормонов в стероидогенных тканях млекопитающих, включая чело-
века. Предварительным этапом работ по конструированию таких 
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рекомбинантных микроорганизмов являются исследования, вклю-
чающие экспрессию и изучение свойств белков стероидтрансфор ми-
рующих систем в разных организмах-хозяевах, позволяющие оценить 
возможность приобретения белками нативных свойств в чужеродной 
среде и выбрать лучший микроорганизм-реципиент. С этой целью 
в ряде работ использованы системы гетерологической экспрессии 
бел ков, вовлеченных в процесс стероидогенеза млекопитающих, на 
основе клеток дрожжей и бактерий.
 Очевидные преимущества алкан-утилизирующих «нетрадицион-
ных» дрожжей Y. lipolytica в плане их использования для биотранс-
фор мации гидрофобных стероидов позволяют предполагать, что 
эти дрожжи могут эффективно примененяться в биотехнологии. 
Сконст руированные «очеловеченные» микроорганизмы с успехом 
можно использовать также для скрининга и направленного син-
теза соединений, молекулярными мишенями которых являются 
субстратспе цифичные цитохромы Р450. В ближайшее время можно 
рассчитывать на установление 3D-структур мембраносвязанных 
стероидтрансформирующих Р450, что должно облегчить проведение 
работ по созданию новых эффективных лекарственных соединений для 
лечения заболеваний, связанных с нарушениями функционирования 
ферментов, осуществляющих биосинтез стероидов.
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