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Цитохромы P450 (CYP) — обширный класс ферментов, активным центром которых является гем 
типа b. Основная функция цитохромов P450 заключается в биотрансформации эндогенных и экзо-
генных соединений в организме.
Цитохром P450 3A4 метаболизирует порядка 50% всех лекарственных соединений, поэтому изу-
чение его каталитических свойств представляет большой интерес. Эффективным инструментом 
в исследовании цитохромов P450 является создание электрохимических систем, где на твёрдом 
носителе — электроде — с помощью модификатора иммобилизуется фермент. Электроны в та-
ком случае поступают с электрода, заменяющего природный донор электронов НАД (Ф)H и ог-
раничивающего необходимость использования редокс-партнёрных белков. Задача модификатора 
электрода — сохранение каталитической активности фермента, а также повышение эффективно-
сти электронного транспорта при включении наночастиц благородных металлов или углеродных 
материалов.
Цель работы — создание более эффективных цитохром Р450 электрохимических систем для увели-
чения выхода метаболитов ферментативных электрокаталитических реакций.
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Cytochromes P450 (CYP) are a large class of enzymes, whose active site is type b heme. The main func-
tion of cytochromes P450 is biotransformation of endogenous and exogenous compounds in the organ-
ism. The cytochrome P450 3A4 metabolizes about 50% of all modern medications; therefore, its catalytic 
properties present significant research interest. P450 cytochromes can be effectively investigated using 
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electrochemical systems that consist of a solid base (electrode) and a modifier facilitating enzyme immobi-
lization. In this case, the electron donor is an electrode substituting a natural electron donor NAD(P)H and 
eliminating the need to use redox-partner proteins. The electrode modifier maintains the catalytic enzyme 
activity and enhances the efficiency of electron transfer when noble metals and carbon materials nanoparti-
cles are included. This work is aimed at creating more effective cytochrome P450 electrochemical systems 
to increase the yield of metabolites of enzymatic electrocatalytic reactions.
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Введение
Перенос электронов в цитохром Р450-

системах осуществляется в соответст-
вии со схемой: НАД(Ф)H → НАД(Ф)
H-зависимая цитохром P450 редуктаза 
(CPR) (ФАД (флавинадениндинуклеоти-
да), ФМН (флавинаденинмононуклеотид)) 
→ цитохром P450 (Fe3+). Особенностью 
катализа цитохромов Р450 является об-
разование не только метаболита органи-
ческого субстрата (гидроксилирование 
или N-деметилирование), но и генерация 
активных форм кислорода.

Цитохромы P450 для проявления катали-
тических свойств нуждаются в реконструк-
ции системы передачи электронов, в кото-
рую входят редокс-партнёрные белки, эту 
необходимость устраняют электрохимиче-
ские ферментные системы, в которых доно-
ром электронов является непосредственно 
электрод.

Разработка электрохимических систем 
для исследования свойств цитохромов 
P450 ставит пред собой такие проблемы, 
как использование минимального коли-
чества белка, сохранение нативной кон-
формации и каталитической активности 
фермента. Для повышения эффективности 
цитохром Р450-зависмого электрокатализа 
разработаны следующие подходы. 

Обоснованный выбор модификации элек-
тродов является одним из основных факто-
ров успешного электрокатализа. В качестве 
модификаторов могут использоваться та-
кие материалы, как углеродные нанотруб-
ки, наночастицы благородных металлов 
и мембраноподобные вещества [1]. Так, 
нами было показано, что использование 
для модификации электродов углеродных 
нанотрубок увеличивает количество элек-
троактивного фермента с 5% для ДДАБ/
ПГЭ до 45% для УНТ/ПГЭ, (ПГЭ — печат-
ный графитовый электрод; ДДАБ — дидо-
децилдиметиламмоний бромид, УНТ — 
углеродные нанотрубки), что может быть 
использовано для идентификации этих ге-
мопротеинов в биологическом материале. 
Однако для проявления каталитических 
свойств цитохромов Р450 более эффектив-
ны модификации липидоподобными соеди-
нениями (например, ДДАБ) [1].

Другим подходом является увеличение ко-
личества иммобилизируемого белка или со-
здание комплексов белка и электроактивных 
кофакторов в роли переносчиков электронов, 
например рибофлавина [8], ФМН и ФАД 
или создание сложных белковых комплексов 
с CPR и цитохромом b5 [2], создание «химер-
ных» конструкций с совмещением гемового 
и флавинового доменов [7, 5]. 
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Материалы и методы
В работе использовали трёхконтактные 

электроды, полученные методом трафа-
ретной печати с графитовыми рабочим 
и вспомогательным электродами и хлор-
серебряным электродом сравнения (ПГЭ) 
(«КолорЭлектроникс», Россия). Диаметр 
рабочего электрода — 0,2 см (площадь — 
0,0314 см2). Все потенциалы приведены 
относительно хлоридсеребряного электро-
да сравнения (Ag/AgCl). Рекомбинантный 
цитохром P450 3A4 человека (142 мкМ) 
в 550 мМ калий-фосфатном буфере, 
рН 7,2, содержащем 0,2% CHAPS, 1 мМ 
дитиотреитол и 20% глицерин (по объёму), 
получен и выделен по методике, представ-
ленной в работе [6]. Концентрацию фер-
мента определяли спектрофотометрически 
по образованию комплекса восстановлен-
ной формы с монооксидом углерода; коэф-
фициент поглощения ε450–490=91 мМ–1см–1. 
В работе были использованы следующие 
реактивы: ацетат аммония, ацетилаце-
тон, дидодецилдиметиламмония бромид, 
хлороформ, эритромицин, рибофлавин 
(“Sigma-Aldrich”, США); гидроксид ка-
лия, дигидрофосфат калия, хлорид натрия 
(«Спектр-Хим», Россия); уксусная кислота 
(“Fisher Scientific”, США).

Электрохимические исследования прово-
дили с помощью потенциостата Autolab302N 
(“Metrohm Autolab”, Нидерланды), снабжён-
ного программным обеспечением NOVA 
(версия 2.0).

Спектральные исследования проводили 
с помощью спектрофотометра Cary 100 
Scan UV-Vis (“Agilent”, Нидерланды) и про-
граммного обеспечения Cary Win UV.

Для модификации поверхности электрода 
на ПГЭ наносили 1 мкл 0,1 М ДДАБ в хло-
роформе (10 мин, 20°С). В работе были 
использованы нековалентные комплексы 
цитохром Р450 3А4: рибофлавин в соотно-
шении 1:1 и 1:10. Ферментные электроды 
выдерживали при температуре 4°С 12 ч 
во влажной камере.

Перед началом всех электрохимиче-
ских измерений электроды инкубировали 
в электролитном буфере (0,1 М калий-
фосфатный буфер, рН 7,4, содержащий 
0,05 М NaCl) в течение 10 мин, 20°С. 
Параметры регистрации циклических 
вольтамперограмм (ЦВА): диапазон по-
тенциалов — от 0 до –0,6 В (отн. Ag/
AgCl), скорость развёртки потенциала — 
100 мВ/с.

Для сравнения влияния различ-
ных условий модификаций фермен-
та на N-деметилазную активность 
цитохрома Р450 3А4 по отношению 
к эритромицину электрокаталитические 
реакции проводили в электролитном бу-
фере с помощью ферментного электрода 
в присутствии 100 мкМ эритромицина 
при контролируемом потенциале рабоче-
го электрода –0,5 В (отн. Ag/AgCl) в те-
чение 20 мин. Анализ скорости реакции 
N-деметилирования эритромицина про-
водили путём регистрации образования 
формальдегида [4].

Результаты и их обсуждение
Для исследования влияния рибофлави-

на на каталитическую активность цитох-
рома P450 3A4 была выбрана система, 
в которой цитохром P450 3A4 и рибо-
флавин находились в соотношениях 1:1 
и 1:10 соответственно. Соотношение 1:1 
моделирует микросомальную систему 
с эквимолярными количествами P450 3A4 
и CPR [3]. Было исследовано также соот-
ношение цитохром Р450 3А4:рибофлавин 
1:10.

Электрохимические параметры цитохро-
ма Р450 3А4 и комплексов цитохром Р450 
3А4 рибофлавин (1:1 и 1:10) приведены 
в таблице. 

В результате цитохром Р450-зависимой 
реакции N-деметилирования антибиотика 
из группы макролидов эритромицина обра-
зуется формальдегид, концентрацию кото-
рого определяли спектрофотометрически 
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[1]. Сравнительная каталитическая актив-
ность систем приведена в таблице. 

Можно предположить, что рибофлавин 
стабилизирует цитохром Р450 3А4 за счёт 
образования комплекса, моделирующе-
го микросомальную монооксигеназную 
систему. Кроме того, рибофлавин может 
служить диффузионным медиатором элек-
тронного транспорта в электрохимической 
цитохром Р450-системе. Возможна также 
роль рибофлавина, способствующая уве-
личению индекса сопряжения и повыше-
нию эффективности собственно реакции 
N-деметилирования эритромицина.

Выводы
Нековалентный комплекс цитохрома 

Р450 3А4 и рибофлавина проявляет боль-

шую каталитическую активность по срав-
нению с цитохромом Р450 3А4.

Соотношение цитохром Р450 3А4 : ри-
бофлавин 1:10 является более эффективным 
по сравнению с соотношением 1:1.

Комплексы цитохром Р450 3А4 : рибофла-
вин моделируют цитохром Р450-зависимую 
микросомальную монооксигеназную систе-
му, которая позволяет повысить эффектив-
ность электрокатализа.

В дальнейшем будет исследована катали-
тическая активность комплексов цитохрома 
P450 и рибофлавина по отношению к широ-
кому спектру субстратов и реакциям, харак-
терным для цитохрома P450, а также роль 
рибофлавина в генерации активных форм 
кислорода в электрохимических системах 
с участием цитохромов Р450.
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