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Актуальность там- Цитохрсм P-450-эавиомые монооксигеназы являются одной из 

наиболее интенсивно изучаемых групп ферментов, что обусловлено их распростра­

ненностью, широким спектром к ат а л и зи р у е м » реакций, принцилдолъной значнюстыо в 

обеспечении гомеостаза в организме человека и животных и перспективой практи­

ческого использования. Во внутренней мембране митохондрий коры надпочечников 

локализованы, как минимум, две цитохром Р-450-зави оные ферментные системі: 

холестерингидроксилирукщая, реализующая ключевой этап стероцдогенеза - обра- 

зоВс..(ие прегненолона - исходного субстрата для синтеза иирокого спектра ' эчдо- 

генгах стероидов, и система, гндрокоиирукцая стероиды в Пр-похеоеение, а такте 

участвующая в 18- и 19-гидроксилировании стероидов с образованием альдостерона. 

Обе системі включают в качестве промежуточных компонентов электронтранспортной 

цепи адренодоксинредуктазу (АР) и адренсдоксин (ДО), а специфичность реакций 

обеспечивается изоферментами цитохрсма Р-450 - Р-450асс и Р-450и. Строгая 

стерео- и региоспецифичность P-450-завиовмх реакций и их согласованность свя­

заны с особенностями мембранной организации электронтронспортшх комплексов. 

Важность этих реакций для биосинтеза кортикостероидов объясняет повышений ин­

терес к изучение организации и Функционирования митохондриальных мояоокси- 

геназных систем и их терминалы*™ оксндаз - Р-450зсс и Р-450и. Основное работы 

В этом направлении выполнены на уровне солюбилизированшх и очищенных препаратов 

белков. В то же время, вопрос о мембранной организации митохоцдриальшх цитохрсм 

Р-450-завио*ых систем и приемлемость предложенных моделей мембранной

организации микроссмальшх цитохрсмов Р-450 для исследования митохондриальных 

гемопротеинов остается открыли.

Нель и задачи исследования. Основная задача работы - исследование молекуляр­

ной организации холестерин- и П р - ги д р о к с и л и р у ю я е й  систем в составе внутренней 

мембрані митохондрий коры надпочечников ажа с псмоцыо ниунохимических под­

ходов. Антитела к отдельным белкам и фрагментам молекулы Р-450асс использованы в 

качестве высокоспециФичиых аналитических реагентов для количественного

определения компонентов монооксигеназ, изучения их ориентации в мембране, а 

также для исследования структури о-функционалыых взажоотнапений в

монооксигеназнсм катализе.

Научная новизна. Вперше получен»! антитела к структурно оформленным элементам 

молекуш Р-450эсс. Показано, что антитела к белкам-компонентам митохоидртеиъных 

монооксигеназшх систем могут служить в качестве модуляторюе активности этих 

систем, ингибируя реакции гкцроксмлкювания стероидов. Исследована роль 

отдельнах участков молекулы Р-450аос в монооксигеназнсм катализе Разработан! 

'JICUKU микроопределения АР, АН. Р-450see и Р-450и и исследовано их содерчвни»
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в митохондриях коры надпочечников. На основании данных по взаимодействию антител 

с мембранами предложена модель организации монооксигеназных систем во внутренней 

мембране митохондрий. Показано, что два крупных дсмена Р-450зсс являются транс­

мембранними. Исследована антигенная структура Р-450зсс и локализованы четыре 

антигенше детерминанты в молекуле гемопротеина.

Оашашй..шіожеііиіі. шносимие на зашита.,

1. Получение антител к белкам-компонентам монооксигеїязньїх систем митохондрий 

коры надпочечников и к фрагментам молекулы P-450scc - FI, F2 и F3.

2. Исследование влияния полученных антител на реакции гидроксилирования 

холестерина и 11-деэоксикортикостерона.

3. Разработка методов микроопределения АР, АД, Р-450зсс и Р-450и и определение 

содержания белков в митохондриях коры надпочечников.

4. Исследование взаимодействия антител с митопластами и субмитохондриальными 

частицами.

6. Исследование антигенной структуры P-450scc.

Практическая ценность работы. Практическая ценность диссертационной работа 

заключается в тем, что полученные в ней результаты могут служить основой для 

создания мембраносвязанных монооксигеназных систем, обладающих повышенной 

стабильностью и селективностью, а также для разработки методов модулирования 

активности компонентов монооксигеназ при помощи антител. Разработанные метода 

определения АР, АЦ, Р-450асс и Р-450и могут быть использованы для создания 

методов диагностики, основанных на экспресс-анализе этих белков в коре 

надпочечников, а также для обнаружения продуктов экспрессии генов монооксигеназ 

в различных биотехнологических системах.

Апробация работа. Материалы диссертации представлялись на Всесоюзной 

конференции "Цитохрсм Р-450 и охрана внутренней среды человека" (Москва, 1985), 

Всесоюзной конференции "Цитохрсм Р-460 и охрана окрутакщей среда" (Новосибирск, 

1987), V II Всесоюзном симпозиуме по химии белков и пептидов (Таллинн, 1987), V 

Советско-швейцарском симпозиуме "Биологические мембраны: структура и функции" 

(Рига, 1988), 6-ой Международной конференции по биохимии и биофизике цитохрома 

Р-450 (Вена, 1988), 14-ом Международном конгрессе по биохимии (Прага, 1988), V

Всесоюзной конференции "Цитохром Р-450 и модификация макромолекул" (Ялта, 1989), 

Всесоюзном симпозиуме "Химия белков" (Тбилиси, 1990), 20-ом конгрессе ФЕБО

(Будапешт, 1990), VII Международной конференции "Биохимия и биофизика цитохром? 

Р-450; Структура и функция, биотехнологические и экологические аспекты" (Москва, 

1991), 9-ом Международном Симпозиуме 'Мнкросомы и окисление лекарств" 

(Иерусалим, 1992).
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Публика ти. По основным результатам диссертации опубликовано 9 статей и 

тезисы 12 докладов на конференциях.

ОЭьен. ИбОТЫ; ____  страниц текста, _____рисунков и ______ таблиц. Диссертация

состоит из введения, трех глав, заключения и списка литературы.

1. ПОЛУЧЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА АНТИТЕЛ К БЕЛ̂ ЧМ-КОМПОНЕНТАМ МИТОХОНДРИАЛЬНЫХ 

МОНООКСИГЕШШЬИ СИСТЕМ И ФРАГМЕНТАМ МОЛЕКУЛЫ Р-450аос

Получение антител (Анти-.. . )  к компонентам монооксигеназных систем митохондрий 

коры надпочечников быка - АР, АД, Р-450зсс и Р-450и - явилось основой 

комплексного использования различных иммунохимических методов для изучения 

4ункции этих Ферментов и их организации в мембране. На первом этапе работы была 

проведена иммунохимическая характеристика полученных антител, основная цель 

которой заключалась в исследовании их специфичности. С помощью иммунодиїфузии по 

методу Ухтерлони и иммуноблоттинга & 1ло показано, что полученные антитела не 

проявляют выраженных перекрестных реакций с гетерологичными антигенами. 

Сравнение иммунохимических свойств ряда представителей митохондриальных и 

микроссмальных P-450-зависимых монооксигеназ подтверждает значительна их 

структурше отличия, тогда как иммунохимические свойства Р-450асс из митохондрий 

коры надпочечников быка и плаценты человека очень близки.

Протеолитическая модификация P-450scc в растворе трипсином приводит к 

образованию ряда крупных Фрагментов полипептидной цепи (рис. • 1), свидетельствуя

о доменной структуре молекулы гемопротеина (Chaahchin et a l ., 1985). Нативный

гемопротеин подвергается, при лимитируемом времени обработки, протеолитической 

атаке только в области ArgZBO-Asn2B7, в результате чего образуются фрагменты F1 

и F2. С помощью иммуноэлектрофореза триптического гидролизата Р-450зсо в 

присутствии Анти-Р-450зсс было показано, что антигенные детерминанта содержатся 

как в F1, так и в F2. Эти результата явились предпосылкой для получения антител 

к Фрагментам полипептидной цепи Р-450зсс F1 и F2, а также антител к Фрагменту 

F3, представляющему N-конценую последовательность F2.

Анти-FI и Ahth-F2 не образуют в условиях иммунсздифйгзии по Ухтерлони 

преципитатов с F2 и F1, соответственно, а Анти-Е2 и Ahth-F3 перекрестно 

реагируют с F3 и F2. Все антитела "узкиот" Р-450асс, что свидетельствует о 

совпадении антигенжх детерминант фрагментов и Р-450зсс (это не исключает 

различий в полнен наборе детерминант изолированных Фрагментов и фс*»«ируе»*іх ими 

участков в молекуле гемопротеина) и позволяет предположить, что болыпинств" 

детерминант сформировано протяженным участками полипептидной пели Р 450ясс
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Рис. 1. Схема трипсинолиза Р-450зсс.

Чтобы определить эффективность и специфичность получениях антител была изу­

чена стероид гидроксилирукивя активность Р-450зсс и Р-4501 1  в реконструировантх 

системах в присутствии антител. В предварительных экспериментах установлено, что 

Анти-ад и Анти-АР ингибируют реакции гидроксилирования с участием обоих цито- 

хрсмов Р-450, но эффективность ингибирования при этсм не превышает 40* (умень­

шение активности при 10-кратнсм молярном избытке антител). Наиболее выраженное 

ингибирование реакций гидроксилирования наблюдается в случае использования 

антител к терминальным компонентам - Р-450и (рис. 2) и Р-450осс (рис. 3). 

Эффект зависит от концентрации добавленных антител. Так, если в отсутствие 

антител активность Р-450и, оцененная по скорости образования кортикостерона, 

составляет 23 мин-1, то в присутствии 2-кратного избытка Анти-Р-450и она 

уменьшается на 46%, составляя 12.5 мин-1. Ингибирование носит специфический 

характер, поскольку добавление 10-кратного избытка Анти-Р-450эсс приводит к 

снижение активности лишь на 18*, что сравнимо с контрольна экспериментом, в 

которсм использовались неиммунные антитела (15%). В присутствии Анти-Р-450аос 

наблюдается ингибирование холестерингидроксилирующей активности Р-450всс. При 

2-кратном избытке антител скорость образования прегненолона снижается с 5.8 

мин-1 до 1.4 мин-1 (при этсм в присутствии неиммунных антител наблюдается даже 

некоторая активация реакции). В обоих случаях в присутствии больших избытков 

специфических антител степень ингибирования достигает 90%.

Для того, что&) оценить функциональное значение дсменов Р-450асс,

сформирование N- и С-концен>ми участками его полипептнцной цепи, исследоваг"' 

влияние антител к FI, F2 и F3 на способность Р-450аос осуществлять фермен­

тативную трансформацию холестерин в прегненолон.
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Рис. 2. Активность Р-460іх в 
присутствии Аити-Р-450и. Коли­
чество белков в пробе: 1 ниоль 
Р-450и. 5 нмоль АД, 0 .4  толь 
АР. *  - контроль (активность в 
присутствии непмуншх антител).

Рис. 3. Активность Р-450асс в 
присутствж Анти-Р-450асс (1 ), 
Анти-FI (2 ), -F2 (3) и -F3 
(4 ). Количество белков В про­
бе: 1 нмоль Р-450вос, 4 толь 
АД, 1 толь АР. *  - контроль.

Таблица 1. Влияние Анти-Р-450эсс, Анти-FI, Анти-Р2 и Анти-РЗ на 
кинетические параметры взаимодействия гемопротеина с АД 
и активность Р-450асс при различных концентрациях АП*.

[Антитела]/
[Р-450аос],

М/М

Взаімодействие с АД Ак ти в н ост ь

Образец Атах, Ка, 
Азео-4яо Midi

Vmax,
мин-1

Кт,
мкМ

Контроль без антител 
В присутствии:

0 0.11Т 9.1 (0.995) 20.0 10.0 (0.998)

- нетмунных антител 2 0.120 8 .9  (0.993) 26.6 14.2 (0.995)

4 0.118 9 .2  (0.995) 28.4 15.2 (0.994)

- Анти-Р-450эсс 2 0.118 15.6 (0.997) 18.3 26.0 (0.993)

4 0.115 16.8 (0.995) 24.9 43.6 (0.994)

- Анти-FI 2 0.136 18.6 (0.998) 25.0 32.1 (0.998)

4 0.125 19.6 (0.999) 28.4 52.2 (0.995)

- Airrn-F2 2 0.112 15.5 (0.998) 23.7 33.8 (0.996)

4 0.112 18.9 (0.995) 26.4 41.0 (0.998)

- AHTH-F3 2 0.118 15.8 (0.997) 17.5 31 0 (0.992)

4 0.114 16.2 (0.997) 23.9 48.1 (0.993)

*  - СПектрофотсметрическое титрование Р-450ясс АД проводили в кюветах 1 см в
50 мМ натрий-фосфатном буфере, pH 7 .4 , при концентрации Р-450асс - 2 .9 мкМ, 
твида 20 - 0.5%, в дгешазоне концентраций АД - 4-40 мкМ Активность Р-450ясс 
определяли в системе, содержащей (в объеме 1 мл) 1 імоль Р-450ясс, 0 .5  (моль АР 
в диапазоне [АД]/[Р-450асс] - 2-20. Апвх и Vmax, Кз и кажущуюся Км рассчитымли. 
используя компьютерную программу Bhzpeck 3 (Bioaoft, СПИ). В скобках приведет 
коэффициенты корреляции для даимх в координатах Лійнуивера-Б'тк*.
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Риг. 4. Зависимость спектралыих 
изменений низкоспиновой Формі 
P-450scc от концентрации АД.
Условия см. в подписи к таблице 1.
0 -без антител, 1 - [Анти-°-460аос]
1 - [Анти-Р-450аос/[Р-450асс] = 2,
2 - то же = 4.

1 - 1

Рис. 5. Зависимость активности 
Р-450и от концентрации АД. 
Реконструированная система:
0 .5  нмоль Р-450и, 0.4  толь АР, 
100 мкМ 11-дезоксикортикосгерон.

0 - без антител,
1 - [Анти-Р-450іі] /[Р-460и ] =
0 .2 , 2 - то же = 0.6.

Как следует из рис. 3, антитела к фрагментам ингибируют реакцию превращения 

холестерина в прегненолон. Эффективность ингибирования Анти-Р-450зсс и Анти-Ш 

совпадает, a Ahth-F2 и Ahth-F3 оказывают меньший ингибирующий эффект. Во всех 

случаях ингибирование не г  'яется полным. Эти данные позволяют предположить, что 

в процессе катализа оба дсмею молекулы гемопротеина принимают участие в 

ферментативном акте. Это также указывает на динамичное взаимодействие отдельных 

участков полипегтадной цепи Р-450асс и не согласуется с моделью молекулярной 

организации, согласно которой одна часть молекулы Р-450эос представляет собой 

каталитический домен, а вторая отвечает за взаимодействие с мембраной.

Мех?чи эм ингибирующего действия антител слажен и включает, по-видимому, как 

непосредственное взаимодействие с функционально важ>ыми участками молекулы 

Р-450асс, так и когфортционше перестройки молекулы. Антитела не влияют на 

восстановление Р-450зсс дитионитом «трия и его вэатодействие с холестерином. 

Эти результаты позволили сделать предположение о тем, что - ггитела нарушают 

электро1 ий транспорт, препятствуя взаимодействию rv-іопротеина с АД. Это было 

проверено титрованием низкоспиновой Формы Р-4503СС, полученной при добавлении к 

гемопротеину ТВИІИ-20, АД, ЯВЛЯЯЦШСЯ ШСОКОСГ"НОВЬИ Зффекторсм Р-450ЭСС.
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Как следует из рис. 4 и таблщы 2, в присутствии антител к Р-450аос и трем 

фрагментам его полипегттцдной цепи уменьшается амплитуда опектральжх изменен’-'*, 

характеризукших спин̂ -ый переход в области 390-420 їм, причем характер этих 

зменений (увеличение Ка при слабо изменяоцейся Атах) свидетельствует в пользу 

конкуренции антител и АД -л связывание с f ,50аоо. Это т о р и т  о том, что , 

антигенные детерминанта Р-450эсс и участки, отвечающие за взатодействие с АД, 

могут, по кре шей мере частично, перекрываться. Нарушение взаимодействия 

Р-450300 с АД является, по-вид им ему. основнім объяснением ингибирующего влияния 

антител на активность Р-450зос, поскольку, как следует из таблвді 1, эффект 

определяется соотношением антител и АД. Такое предположение подтверждается тем, 

что, как показано в случае Р-450п, стелен*- ингибирования активности зависит от 

соотношения АД:гемопротеин и при больших молярных избытках АО (более 20:1) 

ингибирухщий эффект Анти-Р-450и не проявляется (рис. 5 ).

Таким образом, антитела к обоим цитохромам Р-450 могут служить 

высокоспецийтоими реагентами для изучения белок-белкошх взаимодействий, 

являясь эффективный модуляторами активности этих гемопротеинов.

2. МОЛЕКУЛЯРНАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ БЕЛКОВ-КОМПОНЕНТОВ ЩГГОХРОМ Р-450-ЗАВИСИШХ 

МОНООКСИГЕНАЗНЫК СИСТЕМ ВО ВНУТРЕННЕЙ МЕМБРАНЕ МИТОХОЦДР11Й КОРЫ НАЩЮЧЕЧНИКОВ

Основные исследования мембранной организации цитохрсм Р-450-завиа*«х 

монооксигеназных ссмплексов выполнены, в основном, на микроссмальшх системах. В 

результате анализа данных о первичной структуре, ограниченного протеолиза, 

химической модификации и иммунохимического определения поверхностно участков 

белков бил предложен ряд моделей мембранной организации микроссмальных 

цитохромов Р-450, большинство из которых предусматривает наличие в N-кощевой 

области одного-двух трансмембранних участков, тогда как основная «есть молекулы 

экспонирована на поверхности мембрані.

Топология компонентов монооксигеназных систем в мембране жеет принципиальное 

значение для осуществления стероидогенеза. До настоящего времени с уверенностью 

можно било утверждать, что N АМН-связывающий домен АР расположен на поверхности 

внутренней мембраны, обращенной в матрикс. Что же касается гемопрот чнов, то 

имелось предположение, основанное на результатах ограниченного протеолиэа 

обработанных ультразвуком препаратов митохондрий, о тон. что определении 

участки цитохрома Р-450 могут быть зкепонировані в матрикс (Churchill & Klia’-a, 

1979). Получение антител к отдельны компонентам монооксигедазных комплексов, а 

также к фрагментам молекул» Р-450аос открыло возможности для исследования
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Рис. 6. Ферментативнеє (1) и химическое (2) восстановление цитохрсм* Р-450 в 
мит оплатах (А) и О Н  (Б ). О - базовая линия. СМЧ были получет ультразвуковой 
обработкой митопластов на приборе Vlramlc (Virtis, США) с последующей 
промывкой мембран 60 мМ натрий-фосфапьи буфером, pH 7 .4 .

особенностей организации этих белков во внутренн 1 мембране митохоццрий, включа" 

изучение их стехиометрии и ориентации в мембране.

Чтобы уменьшить влияние компонентов внешней мембраны и сделать доступной 

цитозольную поверхность внутренней мембраны для антител в работе были исполь­

зована митопласти - м и т о х о н д ри и , лишенные внешней мембраны в результате обра­

ботки дигитонинсм. До 85 X полученных митопластов по даннм электронной микро­

скопии сохраняли естественную ориентацию внутренней мембрані. В качестве препа­

ратов с обратной ориентацией мембраш использовались су&іитоховдриальніе част») 

(СМЧ), получению обработкой митопластов ультразвуком. Целостность мембранных 

прегаратов определялась и в условиях ферментативного восстановления мембра­

носвязанного цитохрома Р-450 (рис. 6 ). При добавлении к суспензии митопластов 

NADFH, АД и АР восстанавливается не более 7% Р-450 (Р-450вос и Р-450и). Это 

свидетельствует о том, что ЫАШЬсвязывахщий участок и АД-связывахшая область в 

молекуле АР, а также АП-связывающие участки двух цитохрсмов Р-450, обращенные в 

матрикс, не доступны антителам. Это подтверждается тем, что в СМЧ, как в 

присутствии экзогенных АР и АД, так и без них при добавлении NADffi наблюдается 

характерный спектр карбонильного комплекса восстановленной формы Р-450, причем 

до 50% белка восстанавливается в данной системе.

Данные о количественном содержании и соотношении отдельных компонентов моно- 

' оксигетазніх систем достаточно противоречивы. Это связано с тем, что существу­

й те  спектральные методы позволяют определять только суммарный Р-450. Другие

* методы основані на предварительном выделении белков или определении их
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Рис. 7. Калибровочные графики для определения АР (А ), АД (Б), Р-450ясс (В) и 
Р-450и (Г) (графики 1). После нанесения образцов, нитрсцеллхміоз»ие фильтры 
обрабатывали антителами соответствующей специфичности и [12В1]белком А. Графики 
2 на рис. В и Г - связывание для Р-450всс и Р~450и в присутствии Анти-Р-450и
и Анти-Р-450зсс, соответственно.

специфических активностей. В ранних исследованиях (Vfeng et a l ., 1974) для АР и

АН &іла предложена стехиометрия 1 :7 .6 . Было показано, что соотношение АР:АД:Р- 

450зсс может составлять 1:10:10 (Ohaahi & СМдга, 1978). Для суммарного Р-450, 

АД и АР было также предложено соотношение 8 :3 :1  (Hanukaglu & Hanukoglu, 1986).

Для прямого определения белковых компонентов митохонприальшх шгтохрси 

Р-4Ь0-завиа®*іх систем был разработан один из вариантов твердофа?ного радио- 

««унологического анализа (РИА), основанный на физической сорбции антигенов на 

нитрсцеллюлозшх фильтрах с последующей обработкой фильтров антителами 

соответствующей специфичности (рис. 7 ). В качестве универсального реагента
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ТнКяиіід 2. Содержание P-450scc, Р-450ц, АД и АР в митохондриях и митопластах.

* - Молекулярная масса Р-450эсс - 56400 Да, Р—.50ц  - 55100 Да, АД - 12000 Да, 
АР - 50700 Ді. ** - Концентрация общего белка в суспензии митохондрий, 
определенная методом Lowry et al. (1951) составляла 11.7 мг/мл, в суспензии 
митопластов - 6.23 мг/мл.
*** - Концентрацию суммарного цитохрска Р-450 (Р-460эос + Р-450ц) определяли 
спектрсфотсиетрически из раэностшх спектров мембранных структур, обработанных 
дитионитсм натрия и 00 (Е«во-49о = 91 мМ-^ог1).

• для количественного определения связавшихся антител был использован [1261]белок 

А из Staphylococcus aureus. Как следует из приведенных на рис. 7 калибровочшх 

графиков, радиоактивность фильтров для всех использованных антигенов прямо 

пропорциональна количеству антигена в диапазоне 0.5-20 нг, что соответствует 

9-350 4молям Р-450эсс и Р-450и, 40-1700 4молям АН и 10-400 фмолям АР.

Сравнение с известными методами позволяет сделать вывод о тсм, что 

разработанные тест-системы являются наиболее чувствительными при определении АР 

и АД и одними из наиболее чувствительных при определении Р-450асс. В усло­

виях анализа не наблюдалось перекрестной реакции Анти-Р-450эсс и Анти-Р- 450ц  

с гетералогичными гемопротеинами (графики 2 на рис. 7В и 7Г), что позволило 

количественно отарактеризовать оба цитохрома Р-450 в мембранных препаратах.

Результаты определения содержания компонентов цитохрсм P-450-зависивдх 

монооксигеназ в митохондриях и митопластах, представленные в таблице 2, 

свидетельствуют, что суммарно эти белки составляют более 12% митохондриального 

белка, причем массовая доля гемопротеинов является наибольшей (6 .2% ), а 

« количество Р-450эсс превшиет количество Р-450ц в 1.4 раза. Рассчитанное из 

данных микроопределения молярное соотношение АР, АД, Р-450и и Р-450асс
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Концентрация,

мг/мл су­
спензии**

№4 ОЛЬ/МЛ

суспензии**
мг/мг об­
щего белка

нмоль/мг об­
щего белка

P-450scc 0.540
Митохондрии
9.57 0.046 0.82

Р-450и 0.425 7.71 0.036 0.66

АД 0.304 25.33 0.026 2.16

ЙР 0.164 3;23 0.014 0.28

Цитохром Р-450*** - 13.51 - 1.15

P-450soc 0.264
Мит ста схы
4.68 0.042 0.75

Р-45011 0.181 3.28 0.029 0.53

т 0.160 13.33 0.026 2.14

АР 0.104 2.05 0.017 0.33

Цитохрсм Р-450*** - 8.48 - 1.36



составляет 1 :7 .7 :2 .4 :2 .9  в митохондриях и 1 :6 .4 :1 .6 :2 .3  в митопластах. Поскольку 

в условиях РИА детектируется иммунореактивный белок, а не только хромофор 

содержащие Фоемы, то, чтобії учесть содержание спектрально необнаруживаемого 

белка в контрольных образцах (концентрацию которых обычно определяли спектро- 

фотсметрически), использованиях для построения калибровочшх зависимостей, 

параллельно проводили определение концентрации белков в этих образцах с псмацью 

аминокислотного анализа. С учетам поправочных коэффициентов, полученных в 

рез. .штате ала лиза и отражающих ограничения спектрсфотометрического определения 

концентрации стандартов, стехиометрия АР, ОД, Р-450и и Р-450зсс может бЬггь 

представлена: 1 :7 .9 :1 .9 :2 .7  - для митохондрий и 1 :6 .8 :1 .3 :2 .2  - для митоплас-

тов. Сравнение результатов РИА Р-450зсс и Р-450и и спектрофотометрического 

определения суммарного цитохрома Р-450 свидетельствует, что спектрально детек­

тируемые формы составляют до 80% иммунореактивного белка. Эти отточия связаны, 

по-вндимому, с тем, что в митохондриях имеются дополнительно апо-цитохрсмы 

Р-450, а также не подвергшиеся процессингу предшественники гемопротеинов.

Для изучения ориентации белков в составе естественных мембран применяются 

различные методические подходы, основанные, как правило, на использовании 

реагентов, не проникаквдих через мембраны. Антитела взаимодействуют с мембранными 

белками в мягких условиях, позволяющих изучать истинное расположение молекулы 

белка в мембране, причем возможности такого подхода определяются специфичностью 

антител. Ранее антитела были успешно использованы для іммуногистохимического 

анализа, а также исследования ориентации цитохрома Р-450 в микросшальной 

мембране (Frey et a l ., 1985; De Lemos-Chiarandini et a l ., 1987).

Для изучения ориентации АР, АД, P-450scc и P-450n митопласты и СМЧ 

инкубировали с возрастающими количествами антител соответствугапей специфичности. 

Количество связавшихся антител определяли после инкубации суспензии с избытком 

[12В1]белка А и радиометрии мембран. Как следует из рис. 8, Анти-Р-450аос и 

Анти-АР связываются с митопластами, причем количество связавшихся антител 

определяется их соотношением с мембранным белком, достигая насьтения при 40-60- 

кратных избытках антител. В то же время, связывание Анти-ВД и Анти Р-450и с 

митопластами не превышает 7.5%. В последнем случае наблюдаемое включение 

радиоактивности в мембраны хорошо коррелирует с содержанием в претратах 

мит опла стов суммарного Р-450, способного ферментативно восстанавливаться, и ма­

жет быть объяснено взаимодействием антител с разрушенный мембранами. В случае 

же Анти-Р-450эос и Анти-АР характер связывания указывает на их специфическое 

взаимодействие с экспонированными на цитозольной ПГ*>РГХНОСТИ внутренней 

мембрамм полипептвдными фрагментами белков. Получение на митетвстях да>пые
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Рис. 8. Связывание Анти-АР (А ), Анта-АД (Б ), Анти-Р-460аос (В) и Анти-Р-450іі 
(Г) с митопластами (графики 1) и СМЧ (графики 2 ). Суспензио мембран в 10 Мі 
трис-НСІ буфере, pH 7.4, содержащем 0 .3  N сахарозу и 7% бычьего сывороточного 
альбумина инкубировали с возрастающий количествами специфических антител в 
течение 2 ч при 2°С. Затем образцы проывали, инкубировали с [12В1]белком А, 
центрифугировали и радисметрировали осадки. Графики 3 - связывание антител с 
О Н , рассчитанное с учетом данных таблицы 3.

позволили сделать предварительный вывод о трансмембраннсм расположении Р-450эсс 

во внутренней мембране митохондрий. Чтоек» проверить это предположение, Сыяо
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тай м и  а. Распределение компонентов монооксигеназшх систем между раствор»*oft 
и мембранной фракциями китопластов, обработанных ультразвука»*.

Белок

Фракция, нг белка в пробе 

растворимая мембранная

Относительное содер­
жите белка в мем- 
ранной фракции, X

Р-450вео 4.4 10.8 71.1

Р-450и 4.5 6 .0 52 .в

ад 7 .6 2.4 24.0

АР 4 .2 2.1 33.3

*  - После ультразвуковой обработки мембранную фракции отделяли
центрифугированием и опр> деляли количество белков в соответствующих 

радиоимунологических системах.

исследовано взаимодействие антител с СЫЧ, содержащим внутреннем мембрану с 

доступной для антител матриксной поверхностью.

Ультразвуковая обработка митопластов приводит к резкому увеличение связывания 

Анти-Р-450и и Анти-АЦ. При этом уровень связывания Анти-АР И ЯнтИ-Р-4Ь0аЬс с 

О П  существенно не меняется по сравнение с мит спластами. Таким образе*!, антитела 

ко всем компонентам стероидгидроксилируюцих систем специИМеСКи взаШодеЙствукгг 

с эпитопами соответствующих белков, экспонированными на матриксной hoBfcpiWocTH 

внутренней мембраш, где, по-видимему, и реализуются основные этаШ велол- 

белкошх взажодействий. Различия в характере связывания А..ги-1>-4&0воо И АН+И- 

Р-45О11 с митопластами свидетельствуют о специфичности ИспольэоЬаНйо1-о 

тмунохтического подхода и указывают на уникальшй характер Мембранной 

организации этих гемопротеинов.

Анализ графиков на рис. 8 свидетельствует, что максимальный уровень 

связывания антител определяется количеством и доступностью иМНуНореактивлого 

белка в мембране. Поэт ему существенны факторсм, влияющий нв конечшй результат, 

является удаление части белков из мембраш в процессе ультразвуковой обработки. 

Определение содержания компонентов монооксигеназ в митопластах и СУП показало, 

что по сравнение с митопла стами в СМЧ удельное содержание АР на 67Х, ад - на 

7ЄХ, Р-450асс - на 29», а Р-4Б0и - на 47% нихе (таблица 3 ).

Эти данные, отрехаюяие потери белков при ультразвуковой обработке, позволили 

заключить, что при интерпретации результатов связывания антител с СМЧ необходим» 

учитывать Фактор солюбилизаци белков из мембраш. Достоверная оценка связывания 

антител при условии отсутствия удаления белков в процессе получения ОМ , 

представляется затруднительной. Однако, если предположить имунохимческу» 

гомогенность компонентов і .онооксигетзных систем и однородность их организаций и 

мембране, то результаты по свяаланио антител с О Н  могут еыть представле»* '  •
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Рис. 9. Связывание Анти-FI (А ), 
AHTH-F2 (Б) и йнти-га (В) с 
митоп ластами (графики 1), 
и СМЧ (графики 2 ).

IgG /  МЕМБРАННЫЙ БЕЛОК, б с с /б со

виде пификов. отличающихся от исходных лишь тем, что каждое полученное 

экспериментально значение связывания (рис. 8, графики 2) пересчитано с учетом 

соотвстстпухщих коэффициентов пропорциональности, отражающих количество белка в 

растворимой Фракции: 3.03 - для АР, 4.16 - для АД, 1.41 - для P-450scc и

1.8Я для Р-460ц. Приведєіпме на рис. 8 графики 3 носят условный характер, но 

позволяют оценить возможное связывание антител с СМЧ при отсутствии 

тлпбмхилмтм белков из мембраны.

Для исследования расположения отдельных участков молекулы Р-460вос 

ОТНОСИТЕЛЬНО MPMfSfe>« еыло изучено, в ОПИСПН1ЫХ вьие условиях, взатодействие с 

(•псяіжістгчми и ОТ! антител к фрагментам FI, F2, и F3. Как следует из рис. 9, 

Пмтн Т\ и Ліпи F7, спщи|«чегки вчптпдейстпуют как с митопла стами, так и с СШ, 

’По пчмп'тжлч’т тран'гмемг'ганну*' ориентации гемоцютеиіи. Принципиально ваяъи
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является тот Факт, что, в отличие от AHTV-F2, Анти-FS связываются только с СМЧ. 

Это означает, что фрагмент F3 экспонирован преи4ущественно в матрикс и 

подтверждает правомерность использованного імотохимического подхода для анализа 

укладки полипептидной цепи гемопротеина в мембране.

Эксперименты по связыванию антител с мембранами не позволили ашснить 

расположение области, соединяющей оба домена Р-450асс, которая соответствует 

трипсин-чувствительному участку Агвгео-Аап207. Для решения этого вопроса 

использовали ограниченный протеолиз мембранных структур трипсином с последующим 

иденти}мкацией образующихся пептидных продуктов икмуноблоттингсм в присутствии 

специфических антител к Р-450асс и его Фрагментам F1 и F2 (рис. 10).

При протеолитнческой обработке нативных митопластов не образуется 

иммунохимически детектируемх продуктов с молекулярной массой меньшей, чем у 

P-450SCC (рис. 10, образец 2 ). В то же время, трипсинолиз СМЧ с последующи 

разделением растворимой и мембраносвязанной белковых фракций центри­

фугированием, приводил к исчезновению во Фракции мембран зои>і специфического 

окрашивания на уровне 50000 и появлению зон на уровне 29800 и 26600 В», 

соответствующих фрагментам F1 и F2, образующимся при трипеинолиэе растворимого 

гемопротеина. Проведенный іммуноблоттинг в присутствии Анти-FI и Ahth-F2 

показал, что образующиеся при обработке СМЧ трипсином пептид»» проду гы 

Р-450эос иммунохимически идентична фрагментам полипептидной і, лш Р-450аос F1 и 

F2. Эти результаты позволяют сделать вывод о том, что петля, свяэывакивя домени 

гемопротеина в области Arg200-Aan2eT, обращена в матрикс.

Результаты по связыванию антител и ограниченному протеолизу мембран позволяют 

предложить схему расположения отдельных компонентов монооксигенаэ во внутренней 

мембране митохондрий (рис. 11), согласно которой Р-450зос и АР пронизываю» 

мембрану, а АД расположен на матриксной поверхности мембраны, являясь 

пері ;>ерическим мембранным белком.

Полученные датие свидетельствуют в пользу участия как N-, так и 

С-концевой области Р-450аос во взаимодействии с мембраной и позволяют говорить, 

что в случае митохоцдриальшх цитохромов Р-450 (по крайней мере, Р-450зсс) не 

реализуется модель молекулярной организации, предлагаемая для микроссмалышх. 

гемопротеинов, согласно которой N-концевая последовательность осуществляет 

взаииодействие с мембраной, а большая часть молекулы формирует обращеншй в 

водную фазу каталитический домен, (Nelscn &  Strobel, 1988, 1989; Edwards R .,

1989). Проведений по методам Chou &  Faanen (1978) И Kyte 4  Doolitle (1982) 

расчет элементов вторично; структуры свидетельствует, что, в отличие от 

микроссмалыш гемопротеинов, у Р-450зсс не теется протяхеюих К-спиралыы*

/
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£ис.___11L. Ограниченный протеолиз мембраносвязанного Р-450зсс трипсином, А -
електрофорез в присутствии додецил сульфата натрия. Образцы содержали: 1 -
очтиопыЛ препарат Р~450аос (11 мкг), обработаюий трипсином в течение 20 мин 
при соотношении Р-460асс/трипсин 100:1 (контроль, содержащий F1 и F2); 2 -
митопласты (56 мкг мембранного белка) обработанные трипсинсм при соотношении 
белгж/грипсин 800:1 в течение 80 мин; 3 И 4 - растворимая и мембранная фракции 
препарата Oft, обработанного трипсином 800:1 в течение 20 мин; 5 и 6 - 
соответствуют образнім 9 и 4, но время обработки трипсином было увеличено до 80 
мин. Б, В и Г - м*іуноблоттинг в присутствии Анти-Р-450асс, Анти-FI и AHTW-F2, 

соответственно.

участков в М концевой последовательности, а наиболее гидрофобіне участки 

рПГПОЛоаЛЫ IIt»-**CyfrrcnWHHH'> в центгольноЛ и Оконцев ой областях молекулі.
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Рис. 11. Схема молекулярной организации цитохрсм Р-450-зависимых монооксигенаэ 
во внутренней мембране митохондрий по данньм анализа взаитодействия антител с 
митопластами и СМЧ.

Что касается Р-450и, то получение результаты отражают только сувествование 

доступных для антител эпитопов »  матриксной поверхности внутренней мембраны. 

Вопрос об особенностях мембранной организации Р-460и остается открытым. Расчет 

гидрофобных участков в молекуле Р-450іі свидетельствует об определенной 

гомологии в их расположении M e w  этим гемопротеин см и P-4S03OO. Однако, как 

следует из анализа содержания белков в мембранах, обработан»» ультра звук см, 

Р-450и менее жестко связан с мембраной по сравнение с Р-450асе (таблица 3 ). 

Появившиеся данные о генетической и Функциональной гетерогенности цитохремя 

Р-450и свидетельствуют, что в стероидогенеэе на стадиях lie- и 18-, 19-

гидроксилирования участвуют различите молекулярные Форш гемопротеина (Klruta 

et a l . ,  1988; Qgishima et a l . ,  1989).

Высокая степень ультразвуковой солюбилизации АР при наличии уимунохимически 

детектируемых участков на обеих поверхностях мембра>« монет свидетельствовать в 

пользу существования двух пулов флавопротеина - жестко и лабильно связанного с 

мембраной и подтвервдаст сделанное предположение о гетерогенности организации 

этого белка в мембране (Suhara et a l . , 1982; Hivetashi St Ichikawa, 1982).

Одеико, природа и Функциодальное значение возможной гетерогенности АР в составе 

мембраны остаются неизвестными.

По*, ієнньїе дандае свидетельствуют о тем, что цитохрсм Р-450-завио*вле 

монооксигенаэы митохондриального типа могут иметь отличную от микрооаюльшх 

монооксигенаэ мембранную организацию, что согласуется с различными меюнизками 

трансл- сации, характерными для митохондриальных и микроссмалычх белков.
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3. ЛОКАЛИЗАЦИЯ ИММУНОРЕАКТИВНЫК УЧАСТКОВ В МОЛЕКУЛЕ Р-450асс

Установление антигенной структур* белке» - необ—шмій этап в изучении их 

молекулярной организации, функциональной ііктивно сти , эволюции и к'̂ ссификации. 

Представление антиг^аых детерминант в элементах первичной структуры и 

установление их корреляции с функциональной нагрузкой, которую несут даннь., 

структурі не элемента, позволяет оценить связь между стрітурой и Функцией. Из 

результатов, приведенных в главе 1 следует, что эффективность гидроксилирования 

стероидов резко снижается при добавлении антител к Р-450асс и Р-450ц причем 

этот эффект может реализовываться на ровне взаимодействия гемопротеинов с АД. 

Ранее с пемечыо двух основні х подходов - химической модификации остатков лизина 

янтарным анги лід см (Адамович Т. Б. и соавт., 1989) и структурного изучения 

полученного с пемацью бирункционал их реагентов ковалентного комплекса "АД-Р- 

4Ь0асо'' (Турко И.В. И соавт., 1968) - было показано, что ферредоксин-связывающая 

область формируется рядом участков, расположенных в N- и С-концевы.. частях 

молекулы Р-450оос, а именно последовательностями Leuee-Thr2*3 и Leu36e4Sl>r»ie . 

Эти даюые стали предпосылкой для поиска корреляции мевду антигенными

областями и функционально активами участками молекулы гемопротеина. Для решения 

этой задачи & л  локализован ряд антигеншх детерминант в полипептид»'ой цепи 

Р-450всю.

Для исследован*., антигенна! структуры Р-450see использовали иммунохімическип 

анализ продуктов лмс .жптического гидролиза Р-450зсс (1 .4  мкмоля Р-450асс). 

Чюор в качестве источника пептидного материала хшотриптического гидролизата 

Р-450аоо обусловлен тем. что он содержит ряд растворимых в водных буферах 

пептидов, имеидих достаточную длину для формирования антигенных детерминант и 

перекрывающих большую часть предполагаем!х АД-свяэывахщих участков. Продукта 

гидролиза разделяем последовательно на биогеле Р-4 в 50* уксусной кислоте, 

оСіраівемноф»»зовой ВЭЖХ на колонке Ultraaphere-ODS и катионообменной

хрсматоїтофией на Ultra.aU Сх. На каждой стадии для дальнейшего разделения и 

анализа отбирали только фракции, содертащие пептиды, взаимодействующие с Анти- 

Р-450асс в условиях проводившихся параллельно иммунсферментного анализа и 

калел.-юге. муноблоттинга.

Анализ гечогииноеги Фракций и идентирикацио пегг нов осуществляли

стандартмм методами структурной химии - определении* N-концевых аминокислот 

кінсімнім мет ел см. аминокислот»* анализем и секвенированием пептидов по методу 

аан»ня. После ряда хрематопглфий и рехрематографмй были аыдележ 4

ю*фжч«мкти»ы« фракции в количествах, необхс«в*ых для анализа их структуры.

20



ТяЯтяія А (V 'н.жислотная последо-тгельность и количественной выход 

иммунореактивных пеш .^ов Р-450зсс.

Пептид Выход,
толь

Аминокислотная последовательность

Р1 4.1 Аспгзв-ьуз-діа-охи-Іув-ТУг241

Р2 6.9 Leu7'-8 - Ly s-Ser-Glu-lya-Met au2T2

РЭ 5.0 Ala38l-Met-Gly-Arg-Aap-Pro-Ala-Fhe38®

Р4 3.5 Seî ^-Ser-Pro-Asp-Ura-Phe-Aap-Pro-Thr-ArB-Trp400

1 ISTKTPRPySEIPSPGDNGVftWLYHFWilEM39№IHFmroiPSKYQPIY

51 REKbGNUSVYI IHPHWAiIlfKFHHYPERYDIPPWM>WmW57GV

lo i  т а& т ю ю т пт т м РЕ А т Ф іт т гз& ж илю ш з 
151 <&!KFvcnn<m m iF/u'Esiwm }EKjG M Lm m wsKFm AVYK  
2oi т т № и т т і.т іг т іш ш т ^ т ш ш т Еі?Ш )іА
251 KKTEFBJYFTi TI ,YH  .1ІСТЙМІ ,r Л У/KAM TTFMl Атстьптатпсшт ,Y 

301 m AIG^M tfM LJ^VL/W iRQAKDISKm ^OTIJ^IXETlKilPI

401 ££K*® £.m ™ M ranVR aCVGH RM № m ^IH ^

451 GD\miR«iILTFDKPIFLVFRmWFqA

Рис. 12. Антигенное участки в полипептидной цепи Р-450асс (ИКА.. . ) . Для 
сравнения показаны остатки лизина, участвующие по данньм Адамович Т.Б. и соавт. 

(1989), в реализации взаимодействия гемопротеина с АЦ (К) и пептиды Р-450зсс, 
выделенное из ковалентного комплекса "АЦ-Р-450эсс" (Турко И.В. и соавт., 1988) 
(LA Y ...).

Анализ получетых фракций показал, что они представляют пептиды Р-4Б0ясс, 

соответствухщие последовательностям гемопротеина: Азп23в-ТУг241, Leu2ee-Leuz72, 

Alasel-Fhe38e, Ser3eo-Trp*°° (таблица 4 ). Количественный выход юмунореактивных 

пептидов Єьіл невысок, что может бьггь связано с тем, что пептиды Р2, РЗ и Р4, как

и, по-ввдимому, ряд иммунореактивиох фракций, полученных в количествах, 

недостаточных для полного структурного анализа, представляют собой промежуточные 

продукты гидролиза, дальнейшая деградация которнх приводит к появлению коротких 

пептидов, не обладании х антигенными свойствами. Сравнение локализованных 

антигенных детерминант с участками, отвечающими, по данным других авторов, в 

молекуле гемопротеина за втаимоі .іствие с АД (рис. 12), позволяет предположить, 

что антигенные детерминанты Р-450зсс, по крайней мере частично, совпадают с 

этимг участками или перекрываются с юми, что согласуется с результатами,
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спектрофотометрического титрования гемопротеина АД в присутствии антител.

Обращает внимание тот факт, что три из четырех нмунореактивных участков 

расположен* во Фрагменте F3, который, как показано, экспонирован преимущественно 

в матрикс. Это свидетельствует в пользу вовлечения указанных участков во 

взатодействие с АД. Кроме того, как с.<едует из результатов расчета профиля 

ГИДРОфИЛЬНОСТИ Р-450ЯСС, проведенного по методу Норр & Woods (1981), пептиды Р1 

и Р2 расположены в предсказанных антигенных областях молекулы гемопротеина. 

Высокая концентрация положительно заряженных аминокислотных остатков в указаних 

участках (pi пептидов составляет: для Ляп2Эв-ТУг241 - 9 .4 , Leuzee-Leu272 - 9 .9 , 

А1авв1-Иіе*вв - 6 .6 , 6егаво-Тгрчо°  - 6 .6 ) подтверждает данные о существенной 

роли остатков лизина и аргинина в ксмплек сообра эовании Р-450see с АД.

В Ы В О Д Ы

1. Получены антитела к белкам-компонентам моноокшгеназных систем митохондрий 

коцы надпочечников и антитела к фрагментам молекулы P-450scc - FI, F2 и F3.

2. Показано, что антитела к Р-450асзс, F I, F2 и Р-450и ингибируют (до 90*) 

гидроксилирование холестерина и 11-дезоксикортикостерона, соответственно.

3. Разработаны методы микроопределения АР, АД, Р-450эсс и Р-450и и определено 

содержание белков в митохондриях коры тдпочечников. Показано, что 

стехисметрия этих белков во внутренней мембране митохондрий составляет 

116 .8 :2 .2 :1 .3 .

4. Исследовано взатодействие антител с митопластами и субмитохондриальнАси 

частицами. На основе полученных данных предложена модель молекулярной 

организации монооксигегазных систем во внутренней мембране митохондрий.

5. Показано, что два домена Р-450эсхз - F1 и F2 - доступны в мембране для 

специфически.. антител, а связывахгоя эти дсмены петля в районе Лгв2ВО-Азп2вт 

и N-концевая последовательность F2 (фрагмент F3) экспонированы в матрикс.

6. Локализованы антигенне детерминанта Р-450зсс, сформированные последова­

тельностями А т 2**-ТУг241, Leu2ee-Leu272, AlaS^-Phe38® и Ser»e0-Trp*00.

Основные результата диссертации изложены в следующих работах:

1. Уинов С. А ., Черноголов А.А. Икиунохитческий анализ холестерин- 

тмчжеилигуквдего нитокрема Р-450 из митохондрий копы іидпочечников. Получение 
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