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МЕМБРАНЕ НА ПРИМЕРЕ P450scc (CYP11A1)
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Белок-белковые взаимодействия (ББВ) лежат в основе функционирования множества метаболиче-
ских и сигнальных путей. Особый интерес представляют ББВ с участием мембранных белков, обра-
зующих стабильные или временные комплексы для передачи сигнала в клетку, транспорта ионов и
молекул, переноса электронов в различных электрон-транспортных цепях. Метод SPR позволяет
оценить термодинамику, кинетические (kon и koff) и равновесные (Kd) константы ББВ, а также опре-
делить модулирующие действия низкомолекулярных соединений. Цель данной работы состояла в
адаптации протоколов SPR-анализа для исследования ББВ с участием митохондриального цито-
хрома Р450 CYP11A1, митохондриального цитохрома b5 (СYB5B) и адренодоксина (Adx). Было по-
казано, что взаимодействия Adx – CYP11A1 и CYB5B–CYP11A1 зависят от способа иммобилизации
белков и микроокружения. Ранее нами было показано, что в водном микроокружении при сходном
значении koff (1.5 ± 0.2) × 10–3 c–1, значения kon комплексов Adx−CYP11A1 и CYB5B–CYP11A1 раз-
личались на порядок ((6.5 ± 0.5) × 104 и (0.30 ± 0.03) × 104 М–1 с–1 соответственно), что согласуется
с высоким сродством CYP11A1 к физиологическому редокс-партнеру Adx. В липидном микроокру-
жении скорость распада комплекса CYP11A1–Adx значительно выше, чем в водном, koff составляет
(9.1 ± 0.3) × 10–3 c–1. Для сравнения параметры комплекса CYP11A1−CYB5B определить не удалось
вследствие неспецифического связывания мембранных белков, используемых в качестве аналитов,
с фосфолипидным бислоем на L1-чипе. Мы впервые доказали применимость SPR-метода для де-
текции и количественной оценки комплексообразования митохондриальных цитохромов Р450 с их
редокс-партнерами как в водном, так и липидном микроокружении. Экспериментальные протоко-
лы SPR-анализа, которые были разработаны и проверены в этой и предыдущих работах, представ-
ляют собой неотъемлемую часть современных подходов для изучения ферментов семейства
цитохромов Р450 (CYP-omics), а также могут быть применимы для исследования мембранных белков.

Ключевые слова: поверхностный плазмонный резонанс (SPR), SPR-биосенсор, протоколы SPR,
митохондриальный цитохром Р450 11А1 (CYP11A1), митохондриальный цитохром b5 (CYB5B),
редокс-партнеры, белок-белковые взаимодействия, кинетика, аффинность, стероиды
DOI: 10.31857/S0233475521010047

ВВЕДЕНИЕ
Оптико-биосенсорный анализ, основанный

на эффекте поверхностного плазмонного резо-
нанса (SPR), позволяет регистрировать любые
белок-белковые и белок-лигандные взаимодей-
ствия в режиме реального времени без использо-
вания вспомогательных детектирующих молекул,
при этом один из партнеров по взаимодействию

иммобилизуется на оптическом чипе (лиганд), а
другой подается в измерительную ячейку с пото-
ком рабочего буфера (аналит). Разные комбина-
ции химических групп на поверхности оптиче-
ского чипа позволяют иммобилизовать белковые
молекулы ковалентно или нековалентно, ориен-
тированным или случайным образом. Важным
фактором выбора способа иммобилизации по-
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прежнему остаются физико-химические характе-
ристики взаимодействующих биомолекул: нали-
чие аффинной метки на N- или С-конце белка,
мембранного “якоря”, профиль распределения
сульфгидрильных и аминогрупп по поверхности
белковой глобулы.

Цитохромы P450 (CYP) представляют собой
класс гемсодержащих монооксигеназ, осуществ-
ляющих биохимические превращения огромного
множества ксенобиотиков, лекарств, эндогенных
метаболитов, а также участвующих в биосинтезе
стероидных гормонов. Ферментативная актив-
ность P450 осуществляется с участием электро-
нов, которые передаются от NADPH на железо
гема с участием белков редокс-партнеров. В зави-
симости от клеточной локализации P450, разные
редокс-белки осуществляют перенос электронов:
NADPH-зависимая цитохром-Р450–оксидоредук-
таза (CPR) – в эндоплазматическом ретикулуме и
короткая редокс-цепь, состоящая из адренодок-
синредуктазы (AdR) и адренодоксина (Adх) –
в митохондриях.

У митохондриальных цитохромов Р450 имеет-
ся несколько участков связывания с мембраной, а
редокс-партнер взаимодействует с дистальной
стороной молекулы, удаленной от сайта связыва-
ния с мембраной. Эта особенность и чувствитель-
ность гемового кофактора к химическим воздей-
ствиям накладывают ограничения при проведении
SPR-анализа белок-белковых взаимодействий с
участием цитохромов Р450. Ранее мы показали,
что CYP11A1 в водном микроокружении образует
высокоаффинные комплексы с Adx [1, 2] и с ми-
тохондриальным цитохромом b5 (CYB5B) [3],
а также способен к комплексообразованию с дру-
гими цитохромами Р450 [4]. Взаимодействия ха-
рактеризовались высокой аффинностью, со зна-
чениями Kd в субмикромолярном диапазоне.

В настоящей работе представлены методиче-
ские подходы оптико-биосенсорного анализа для
оценки межмолекулярных взаимодействий с уча-
стием цитохромов Р450. В качестве объекта ис-
следования был использован митохондриальный
цитохром Р450 11А1 (P450scc, CYP11A1), катали-
зирующий отщепление боковой цепи стероидных
субстратов (холестерина, 7-дегидрохолестерола,
эргостерола, люмистерола), а также гидроксили-
рование витаминов D3 и D2 [5, 6]. С помощью
SPR-биосенсора были исследованы параметры
взаимодействия Adx и CYP11A1, иммобилизован-
ного в фосфолипидной бислойной мембране.

Для демонстрации возможного применения
SPR-анализа для детекции белок-белковых взаи-
модействий (ББВ) с участием мембранных бел-
ков, находящихся в липидном микроокружении,
нами был выбран митохондриальный цитохром
Р450 CYP11A1, так как его взаимодействия с бел-
ками-партнерами в водном микроокружении уже

были подробно изучены [1]. Детекцию можно
проводить как в водной среде, так и в липидном
микроокружении, в зависимости от типа оптиче-
ского чипа. Следует отметить, что параметры вза-
имодействия CYP11A1 с белками-партнерами в
водном и липидном микроокружении различают-
ся. Перспективным представляется изучение вза-
имодействия митохондриальных CYP с Adx в ли-
пидном микроокружении различного состава,
поскольку доступ гидрофобных субстратов в ак-
тивный центр происходит из мембраны. Однако
оценку влияния липофильных молекул на взаи-
модействие, определение термодинамических
параметров белок-белковых комплексов, а также
исследования мембранотропных аналитов пред-
почтительнее проводить в водном микроокру-
жении.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Оборудование, расходные материалы и белковые

препараты. В работе был использован 4-каналь-
ный SPR-биосенсор Biacore T-200 (GE Health-
care, США), оптические чипы CM5 серии S (с по-
лимерной поверхностью, покрытой карбоксили-
рованным декстраном) и чипы L1 серии S
(GE Healthcare) с липофильными группами на
поверхности. В качестве рабочих буферов был ис-
пользован HBS-N (10 мМ HEPES (pH 7.4),
150 мМ NaCl) и HBS-EP+ (10 мМ HEPES
(pH 7.4), 150 мМ NaCl, 1 мМ EDTA, 0.05% Tween-
20). 10 мМ ацетат натрия (рН 5.0), водный раствор
0.1 М NHS (N-гидрокси-сукцинимид) и 0.4 М
EDC (1-этил-3-(3-диметил-аминопропил)карбо-
диимид гидрохлорид) и стоковые растворы
HBS-N и HBS-EP+ получали от GE Healthcare.

Высокоочищенные (>95% по данным SDS-
PAGE) препараты рекомбинантных белков
(CYP11A1, CYB5В, Adx) были получены как опи-
сано ранее [1, 7]. Бычий сывороточный альбу-
мин (БСА) был получен от фирмы Sigma Aldrich
(США).

Протокол ковалентной неориентированной им-
мобилизации на оптическом чипе СМ5. Данный
протокол был использован для иммобилизации
Adx, CYB5B, БСА, а также CYP11А1 на оптиче-
ском чипе. После уравновешивания поверхности
чипа СМ5 рабочим буфером HBS-ЕР+ в течение
30 мин и скорости потока 10 мкл/мин выполняли
промывку раствором 50 мМ NaOH в течение 30 с
и скорости потока 30 мкл/мин. Иммобилизацию
белков в разных каналах биосенсора осуществля-
ли ковалентно путем формирования амидных
связей между аминогруппами белка и карбок-
сильными группами на поверхности оптического
чипа СМ5. Для этого карбоксильные группы чипа
активировали пропусканием через канал биосен-
сора смеси равных объемов 0.2 М EDC/0.05 М
NHS в течение 7 мин при скорости потока
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5 мкл/мин. Далее осуществляли введение раство-
ра белка (25 мкг/мл) в 10 мМ ацетатном буфере
(рН 5.0) в течение 10 мин со скоростью
5 мкл/мин. Целевой уровень иммобилизации
белков был в диапазоне 4000–5000 рез. ед. (резо-
нансных единиц, от англ. resonance units, RU) или
в среднем 4.5 нг белка на 1 мм2 поверхности чипа.

Протокол “прямой” и “инвертированной” реги-
страции ББВ на CM5-чипе. Протокол “прямой”
регистрации был использован для детекции ком-
плексообразования иммобилизованного на чипе
белка CYP11А1 (лиганд); редокс-партнеры вводи-
ли в измерительную ячейку биосенсора в виде
раствора (аналит). При “инвертированной” реги-
страции ББВ в качестве лиганда использовали ре-
докс-партнеры, а в качестве аналита – CYP11A1.

Регистрация взаимодействия аналита в разных
концентрациях с иммобилизованными на чипе
лигандами осуществлялась путем их пропускания
через контрольный (без белка) и затем через ра-
бочий каналы оптического биосенсора в течение
5 мин при скорости потока 10 мкл/мин. По окон-
чании инжекции аналита, в течение 10 мин реги-
стрировали диссоциацию белкового комплекса,
после чего связавшийся аналит удаляли путем
двукратной инжекции раствора 2 М NaCl и 0.4%
CHAPS в течение 30 с при скорости потока
30 мкл/мин. Результирующие сенсограммы (за-
пись сигнала биосенсора во времени) представ-
ляли собой разницу между рабочим и контроль-
ным каналом. Для определения значений кине-
тических констант комплексообразования (kon, koff)
измерения выполняли при 25°С. Значения Kd, ко-
торые представляют собой отношение величин
koff/kon, рассчитывали с помощью программы
BIAevaluation software (GE Healthcare). Для вы-
числения термодинамических параметров (ΔG,
ΔH, –TΔS), измеряли значения кинетических
констант комплексообразования цитохромов
Р450 с редокс-партнерами в интервале темпера-
тур от 10 до 40°С с шагом 5°С, как описано ранее
[1, 3].

Протокол получения липосом на основе 1,2-дио-
леоил-глицеро-3-фосфатидилхолина (DOPC) и
1,2-диолеоил-глицеро-3-фосфоглицерина (DOPG).
В текущей работе критическим моментом являет-
ся захват липосом гидрофобными углеводород-
ными цепями (“гидрофобными якорями”) на по-
верхности оптического чипа с последующим их
превращением в планарный липидный бислой.
Для этих процессов важно, чтобы бислойная
мембрана липосом была жидкой. Именно поэто-
му для создания экспериментальной модели бис-
лойной мембраны были использованы препараты
липидов на основе олеиновой мононенасыщен-
ной жирной кислоты. Образцы фосфолипидов
DOPC и DOPG растворяли в хлороформе до кон-
центрации 10 и 2 мг/мл соответственно. Далее го-

товили смесь в молярном соотношении DOPС
(80%) и DOPG (20%). После многократного пи-
петирования смесь переносили в круглодонную
колбу и высушивали на вакуумном роторном ис-
парителе Rotacool (Heidolph, Германия) до обра-
зования на дне колбы тонкой пленки фосфоли-
пидов, которую диспергировали при помощи
стеклянных шариков в HBS-N-буфере до конеч-
ной концентрации 2 мг/мл. Затем суспензию пе-
реносили в пробирку и дополнительно дисперги-
ровали на льду в течение 2 мин на ультразвуковом
гомогенизаторе Sonoplus hd 3110 (Bandelin, Гер-
мания), мощность излучателя составляла 20% от
максимальной. Полученную суспензию одно-
слойных липосом стандартизовали по размеру
путем многократной экструзии через поликарбо-
натный фильтр с диаметром пор 100 нм с исполь-
зованием набора LipoFast-Basic (Avestin, Канада).

Протокол контроля качества суспензии липосом
методом динамического светорассеяния (DLC).
Полученные суспензии липосом анализировали с
использованием дзета-сайзера (Malvern, Англия)
при следующих условиях: температура 25°С, ча-
стота измерений 333.6 тыс/с, длительность изме-
рения 60 с, количество повторов 18. Исходную
суспензию липосом разводили калий-фосфат-
ным буфером (pH 7.4) до конечной концентрации
100 мкг/мл. Измерения проводили в специализи-
рованной кварцевой кювете zmv 1002 (Malvern).
Пик максимальной интенсивности светорассея-
ния соответствовал диаметру частиц 100 нм. Кон-
троль качества суспензии липосом выполняли по
графику корреляционной функции; удовлетво-
рительным результатом измерений считался ко-
эффициент корреляции выше 0.75. В качестве
стандарта использовали 5% раствор сахарозы в
воде с основным и второстепенным пиками ин-
тенсивности светорассеяния частиц с диаметром
1 и 200 нм соответственно [8].

Протокол создания липидной бислойной мем-
браны на поверхности чипа L1 и нековалентная им-
мобилизация CYP11A1 в липидной бислойной мем-
бране. После уравновешивания поверхности
чипа L1 рабочим буфером HBS-N в течение 30 мин
и скорости потока 10 мкл/мин через рабочий и
контрольный каналы биосенсора пропускали
растворы 50 мМ NaOH и 2 М NaCl в течение 30 с
со скоростью потока 30 мкл/мин. Через рабочий
канал биосенсора последовательно пропускали:
(1) суспензию липосом, содержащую 2 мг/мл
смеси DOPC : DOPG = 80 : 20%, в течение 18 мин
при скорости потока 5 мкл/мин и (2) 10 мМ
NaOH в течение 30 с при скорости 30 мкл/мин.
Затем для контроля гомогенности сформирован-
ного плоского липидного бислоя на поверхности
оптического чипа вводили раствор бычьего сыво-
роточного альбумина (БСА) (0.2 мг/мл в HBS-
N-буфере) в течение 5 мин при скорости потока
10 мкл/мин. Далее образец, содержащий 5 мкМ
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CYP11A1 в HBS-N-буфере, пропускали через ра-
бочий канал биосенсора в течение 5 мин при ско-
рости потока 10 мкл/мин. Для контроля уровня
иммобилизации белка-лиганда пропускали рас-
творы 10 мМ HEPES (pH 7.4), содержащие воз-
растающие концентрации NaCl (от 0 до 2 М). От-
сутствие падения сигнала биосенсора после про-
пускания растворов NaCl и систематического
снижения дрейфа базовой линии указывали на
достаточно прочное связывание молекул
CYP11A1 с бислойной липидной мембраной.

Протокол регистрации ББВ в бислойной липид-
ной мембране на поверхности L1-чипа. Образцы,
содержащие Adx в концентрациях 0.5–3 мкМ
в HBS-N-буфере, последовательно пропускали
через контрольный (без белка-лиганда) и рабо-
чий (с иммобилизованным в бислойной липид-
ной мембране CYP11A1) каналы биосенсора.
Продолжительность введения образцов Adx со-
ставляла 5 мин при скорости потока 10 мкл/мин.
Сенсограммы взаимодействия CYP11A1−Adx
представляли собой разницу сигналов рабочего
канала (с CYP11A1) и контрольного (без белка).
После окончания введения раствора аналита и
регистрации диссоциации комплексов CYP−Adx,
липиды и белки удаляли с поверхности L1 чипа
трехкратной промывкой раствором, содержащим
2 М NaCl и 0.5% CHAPS, в течение 30 с при ско-
рости потока 30 мкл/мин, и однократной про-
мывкой 50 мМ NaOH (30 с, 30 мкл/мин).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Дизайн схемы биосенсорных экспериментов
выбирается в зависимости от задач по определе-
нию параметров комплексообразования цито-

хромов Р450 с редокс-партнерами. Можно отме-
тить три наиболее часто встречающиеся задачи.

1) Определение кинетических констант и рав-
новесной константы диссоциации белкового
комплекса при стандартных условиях (темпера-
тура 25°С). В данном случае предпочтительно
фосфолипидное микроокружение, созданное на
поверхности оптического чипа L1, с учетом
структурных особенностей рекомбинантных бел-
ков. Пример данного применения будет описан
ниже.

2) Определение термодинамических парамет-
ров комплексообразования в широком темпера-
турном диапазоне 10–40°С на чипах СМ-типа
с покрытием из карбоксилированного декстрана
без создания липидного микроокружения. В дан-
ном варианте исключается систематическая
ошибка эффекта температурного фактора на фи-
зико-химические и реологические свойства фос-
фолипидов, и как следствие, влияние на ББВ. Та-
кой подход использовался в работах [1, 3], где бы-
ли охарактеризованы ББВ с участием CYP11A1 и
его редокс-партнеров (CYB5A, CYB5B, CPR,
Adx). Недостатком неориентированной иммоби-
лизации белков на оптических чипах типа СМ яв-
ляется снижение чувствительности детекции мо-
лекулярных взаимодействий [9]. В данной работе
мы исследовали влияние температурного факто-
ра на кинетические параметры комплексообразо-
вания CYP11A1 с редокс-партнерами (табл. 1).
Интересно отметить, что для комплексов
CYP11A1−Adx и CYP11A1−CYB5B наблюдались
разнонаправленные изменения кинетических
параметров взаимодействия под влиянием тем-
пературного фактора. Значения Kd комплекса
CYP11A1−Adx монотонно возрастают с повыше-

Таблица 1. Влияние температурного фактора на кинетические параметры комплексообразования CYP11A1−Adx
и CYP11A1−CYB5B в водном микроокружении

Примечание. Значения Kd рассчитывали по отношению koff/kon. В таблице представлены средние значения параметров ±
± стандартное отклонение (n = 3). н/о – не определяли.

T, °C kon, М–1 с–1 koff, с–1 Kd, нМ kon, М–1 с–1 koff, с–1 Kd, нМ

CYP11A1−Adx CYP11A1/CYB5B

10 (1.5 ± 0.2) × 105 (1.1 ± 0.1) × 10–3 8 н/о н/о н/о

15 (1.2 ± 0.2) × 105 (1.4 ± 0.1) × 10–3 12 н/о н/о н/о

20 (8.3 ± 0.7) × 104 (1.5 ± 0.1) × 10–3 18 (4.4 ± 0.3) × 103 (2.8 ± 0.2) × 10–3 638

25 (6.5 ± 0.3) × 104 (1.6 ± 0.1) × 10–3 23 (3.1 ± 0.2) × 103 (1.5 ± 0.1) × 10–3 500

30 (7.3 ± 0.3) × 104 (2.2 ± 0.2) × 10–3 30 (6.1 ± 0.3) × 103 (1.0 ± 0.1) × 10–3 163

35 (6.9 ± 0.3) × 104 (2.7 ± 0.2) × 10–3 39 (1.1 ± 0.1) × 104 (8.0 ± 0.5) × 10–4 69

40 (7.3 ± 0.3) × 104 (3.6 ± 0.2) × 10–3 49 (2.3 ± 0.1) × 104 (6.8 ± 0.3) × 10–4 30
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нием температуры, тогда как для комплекса
CYP11A1−CYB5B наблюдалась обратная зависи-
мость.

3) Оценка влияния низкомолекулярных со-
единений на кинетические и термодинамические
параметры взаимодействия цитохромов Р450 с
редокс-партнерами.

Малые молекулы (низкомолекулярные соеди-
нения, пептиды, фрагменты антител) способны
влиять на кинетику белок-белковых взаимодей-
ствий, а следовательно, изменять аффинность
комплекса. Среди низкомолекулярных соедине-
ний, с молекулярной массой ≤1 кДа, интерес
представляют субстраты, продукты и ингибиторы
цитохромов Р450. Их модулирующее действие на
образование комплексов цитохромов Р450 с ре-
докс-партнерами можно оценить методом SPR,
учитывая следующие факторы:

а) растворимость в водных растворах и органи-
ческих растворителях (спирты, диметилсульфок-
сид (ДМСО), диметилформамид (ДМФ));

б) стабильность белкового комплекса в при-
сутствии органических растворителей;

в) выбор нескольких тестовых концентраций
соединения (диапазон молярного соотношения
белок-аналит/соединение). Максимальная кон-
центрация соединения должна быть равной или
превышать значение константы Михаэлиса (при
наличии данных), но в то же время не вызывать
преципитацию соединения в анализируемом об-
разце;

г) способность соединений связываться с им-
мобилизованным на чипе белком- лигандом и его
белком-партнером (аналитом);

д) оптимальная ионная сила и состав рабочего
буфера: наличие детергентов, восстанавливаю-
щих агентов (дитиотреитол), а также хелатирую-
щих агентов (например, EDTA);

е) время инкубации белка-аналита с соедине-
нием.

Ранее нами было показано [10], что в присут-
ствии стероидных субстратов скорость образова-
ния комплекса стероидогенного микросомально-
го цитохрома Р450 17А1 (CYP17A1) с цитохромом b5
(CYB5A) увеличивается, чего не наблюдалось в
случае CPR и Adx. В данных экспериментах
CYB5A был ковалентно иммобилизован за ами-
ногруппы на СМ5-чипе, а раствор CYP17A1 вво-
дили в качестве аналита в отсутствии (контроль)
или в присутствии стероидных субстратов. В дан-
ной системе добавление фосфолипидного окру-
жения неизбежно приводило бы к артефактам из-
мерений из-за совокупного вклада факторов, та-
ких как сродство стероидных субстратов к
бислойной липидной мембране, влияние липид-
ного состава бислоя на связывание субстрата с

цитохромом Р450, а также подвижность мембра-
нотропных субстратов в бислое [11, 12].

Для определения кинетических констант и
равновесной константы диссоциации белкового
комплекса с помощью SPR-биосенсора нами бы-
ли разработаны методы оценки комплексообра-
зования CYP11A1−Adx и CYP11A1−CYB5B
в системе водного и фосфолипидного микро-
окружения. Схема иммобилизации препаратов
рекомбинантных белков на оптическом чипе
СМ5 и на чипе L1 приведена на рис. 1. Четырех-
канальный биосенcор Biacore позволяет реги-
стрировать максимум три целевых взаимодей-
ствия, так как один канал используется в качестве
контроля (коррекция на неспецифическую сорб-
цию веществ на поверхности чипа). В качестве
контрольного белка для оценки специфичности
связывания изучаемых белков, а также для “за-
крытия” возможных оставшихся гидрофобных
участков на L1-чипе, не занятых липидным бис-
лоем, использовали БСА. Сигналы связывания
БСА с подложкой чипа составляли не более 5% от
уровня равновесных сигналов после формирова-
ния липидного бислоя, что свидетельствует о до-
статочно однородном распределении последнего
на чипе L1. Также было отмечено отсутствие вза-
имодействия Adx, CYB5B и CYP11A1 c иммоби-
лизованным БСА на чипе СМ5. Сравнительный
анализ кинетических и равновесных параметров
комплексообразования с участием CYP11A1 при-
веден в табл. 2. Так, взаимодействие между кова-
лентно иммобилизованным CYP11A1 на чипе
СМ5 и Adx (аналит) не регистрировалось даже
при высоких концентрациях Adx. Использование
инвертированной пары лиганд-аналит позволило
зарегистрировать высокоаффинное комплексооб-
разование CYP11A1−Adx с Kd порядка 10–9–10–8 М
[1], что согласуется с ранее опубликованными
данными других авторов [13]. В первом случае
имеет место либо нарушение пространственной
структуры контактной области белка-лиганда,
либо химическая модификация аминокислотных
остатков СYP11A1, принимающих участие во вза-
имодействии с Adx. Следует отметить, что дизайн
схемы иммобилизации целевых и контрольных
белков обусловлен структурными особенностями
различных изоформ цитохромов Р450 и их ре-
докс-партнеров. Слабокислая среда (рН 5.0) бу-
фера для иммобилизации практически не влияет
на спектральные свойства CYP8A1, который был
иммобилизован на чипе без потери гемового ко-
фактора [4] в виде мономерной формы, что сле-
довало из отсутствия ступенчатого падения сиг-
нала биосенсора при пропускании растворов
ионных детергентов. Демонстрация возможности
комплексообразования CYP11A1 с иммобилизо-
ванным за аминогруппы цитохромом b5 (CYB5B)
показана на рис. 2, при этом CYB5B, так же как и
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CYP8A1, не переходил в апоформу при воздей-
ствии pH.

С другой стороны, Adx – водорастворимый бе-
лок, в отличие от других редокс-партнеров, таких
как CYB5B (CYB5A) или CPR. Это дает возмож-

ность использовать Adx в качестве аналита для ре-
гистрации взаимодействия с CYP11A1, находя-
щимся в фосфолипидном микроокружении, так
как не наблюдается неспецифического связыва-
ния Adx c липидным бислоем, (рис. 3). Напротив,

Рис. 1. Схема иммобилизации белков в разных каналах биосенсора на чипах СМ5 и L1. На чипе СМ5 канал 1 был ис-
пользован в качестве контрольного канала (без иммобилизации белка) для коррекции неспецифического связывания
CYP11A1 с поверхностью чипа. В каналах 2, 3, 4 были ковалентно иммобилизованы бычий сывороточный альбумин
(BSA) (дополнительный контроль), Adx и CYB5B соответственно. На чипе L1 каналы 1 и 3 были контрольными (ли-
пидный бислой, без белка), канал 2 – контроль связывания с BSA, канал 4 – иммобилизованный в липидном бислое
CYP11A1.

Чип СМ5

Контроль

БСА

Adx

CYB5B

Чип L1

1

2

3

4

1

2

3

4

Липосомы + БСА

Липосомы

Липосомы

Липосомы + БСА + CYP11A1

Таблица 2. Сравнительный анализ параметров комплексообразования CYP11A1 с его редокс-партнерами в зави-
симости от вариантов SPR-анализа

Примечание. Кинетические параметры представляют собой средние значения ± стандартное отклонение (SD) (n = 3). 
* Ограничение детекции ББВ из-за вклада неспецифического связывания СYB5B и СYP11A1, используемых в качестве

аналитов, с фосфолипидным бислоем на чипе L1. 
** Невозможность иммобилизации Adx в фосфолипидном бислое на чипе L1.

Белковые партнеры по взаимодействию Кинетические параметры Равновесные параметры

лиганд аналит kon, М–1 с–1 koff, с–1 Kd, нM

Водное микроокружение (ковалентная иммобилизация лиганда за аминогруппы 
на оптическом чипе СМ5 с поверхностью, покрытой карбоксилированным декстраном)

Прямое взаимодействие

СYP11A1 Adx Нет Нет Нет

СYP11A1 СYB5B Нет Нет Нет

Инвертированное взаимодействие

Adx СYP11A1 (6.5 ± 0.5) × 104 (1.5 ± 0.2) × 10–3 23 [1]

CYB5B СYP11A1 (0.30 ± 0.03) × 104 (1.5 ± 0.2) × 10–3 500 [3]

Фосфолипидное микроокружение 
(нековалентная иммобилизация лиганда в липидном бислое на оптическом чипе L1)

Прямое взаимодействие

СYP11A1 Adx (1.6 ± 0.1) × 104 (9.1 ± 0.3) × 10–3 570

СYP11A1 СYB5B Ограничение детекции*

Инвертированное взаимодействие

Adx СYP11A1 Невозможность иммобилизации лиганда**

CYB5B СYP11A1 Ограничение детекции*
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Рис. 2. SPR-анализ взаимодействия цитохрома b5 (СYB5B), ковалентно иммобилизованного за аминогруппы на оп-
тическом чипе СМ5, и CYP11A1. В качестве аналита использовали растворы CYP11A1 в следующих концентрациях,
нМ: 250 (1), 500 (2), 1000 (3) и 2000 (4). Все измерения выполнялись при 25°С. Результирующий сигнал биосенсора
представлял собой разницу между рабочим (с иммобилизованным СYB5B) и контрольным (без белка) каналами био-
сенсора; сигналы биосенсора представлены в резонансных единицах, 1 рез. ед. соответствует связыванию 1 пг белка
на 1 мм2 поверхности чипа.
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регистрация взаимодействия между СYP11A1,
иммобилизованным на чипе L1 в фосфолипид-
ном микроокружении, и его альтернативным ре-
докс-партнером CYB5B (аналит) имела некото-
рые ограничения – CYB5B связывался с липид-
ной бислойной мембраной на чипе как в
контрольном канале биосенсора, так и в канале с
иммобилизованным в бислой CYP11A1. Исклю-
чить фоновое связывание CYB5B с липидным
бислоем можно путем использования водорас-
творимой транкированной по мембранному до-
мену формы белка (с удаленным мембранным
якорем), однако такие ББВ не будут отражать ре-
альной картины.

С учетом вышеизложенного SPR-анализ тер-

модинамических параметров и влияние низкомо-

лекулярных соединений стероидной природы

(субстраты, продукты, ингибиторы) на белок-

белковые взаимодействия Adx–CYP11A1 и

CYB5B–CYP11A1 предпочтительно проводить в

водном микроокружения, т.е. в таких условиях,

когда редокс-партнер ковалентно иммобилизо-

ван на чипе СМ-типа, а цитохром Р450 использу-

ется в качестве аналита (в растворе).

Таким образом, с помощью оптико-биосен-

сорного анализа было обнаружено, что взаимо-

действие CYP11A1 с Adx зависит от способа им-

мобилизации белков (при иммобилизации на чип

CYP11А1 взаимодействия с Adx не было) и мик-

роокружения (водная среда или липидный бис-

лой). С помощью разработанного метода было за-

регистрировано взаимодействие CYB5B с CYP11A1.

Несмотря на различную локализацию данных

белков в клетке (CYB5B расположен на внешней

мембране митохондрии, CYP11A1 – на внутрен-

ней), результат представляет интерес с точки зре-

ния потенциальной регуляции активности стеро-

идогенного цитохрома CYP11A1 на уровне ББВ.

На основании полученных данных можно сделать

вывод, что при работе на оптическом SPR-био-

сенсоре с цитохромами Р450 предпочтительна

ковалентная иммобилизация редокс-партнера

(Adx, CYB5) на чипе СМ-типа. Такой способ им-

мобилизации подходит для первичной оценки

параметров ББВ (кинетические и равновесные

константы, термодинамические параметры взаи-

модействия), а также для оценки влияния низко-

молекулярных соединений на взаимодействие

CYP с редокс-партнерами. Для анализа ББВ мем-

бранных белков в липидном микроокружении в

качестве аналита предпочтительнее использовать

белок-партнер, не имеющий тропности к мем-

бране. Параметры ББВ с участием CYP, установ-

ленные в липидном и в водном микроокружении,

могут отличаться, предположительно, в зависи-

мости от способа иммобилизации белка-лиганда

на оптическом чипе. Так, неодинаковая плот-

ность доступных сайтов для связывания белка-

партнера вследствие экранирования декстрановой

поверхностью или липидным бислоем функцио-

нальных химических групп контактной поверх-

ности, а также ограничение конформационных

степеней свободы фиксированной белковой мо-

лекулы могут вносить вклад в наблюдаемую раз-

ницу значений кинетических констант.

Применение SPR-биосенсора было расшире-

но для детекции разных комбинаций белок-бел-

ковых взаимодействий с участием мембранных

гем-содержащих ферментов цитохромов Р450 и

их редокс-партнеров в водном и фосфолипидном

микроокружении. Разработанные нами экспери-

ментальные протоколы могут использоваться для

дифференциальной оценки кинетики, аффинно-

сти и термодинамики комплексообразования, а

также для оценки эффекта субстратов и/или про-

дуктов на параметры комплексообразования.

SPR-анализ ББВ представляет собой ценный ин-

струмент в арсенале современных подходов в ис-

следовании данного класса ферментов (CYP-

omics).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-

следований с участием людей или с использова-

нием животных в качестве объектов.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта

интересов.

Исследование взаимодействия CYP11A1−Adx

в бислойной липидной мембране было выполне-

но при поддержке Российского фонда фундамен-

тальных исследований (грант № 19-04-00485).

Оптимизация SPR-протоколов для работы с мем-

бранными белками P450-зависимых систем была

выполнена в рамках Программы фундаменталь-

ных научных исследований государственных ака-

демий наук на 2013–2020 годы. Работа проводи-

лась с использованием оборудования Центра

коллективного пользования “Протеом человека”

при ИБМХ, поддержанного субсидией Минобр-

науки (№ 075-15-2019-1502 от 5 сентября 2019 года).
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Application of the SPR Biosensor for the Analysis of Protein–Protein Interactions
in Aqueous Environment and Bilayer Lipid Membrane As Exemplified 

by P450scc (CYP11A1)
P. V. Ershov1, L. A. Kaluzhskiy1, E. O. Yablokov1, *, O. V. Gnedenko1, A. A. Kavaleuski2,

A. M. Tumilovich2, A. A. Gilep2, N. V. Strushkevich3, A. S. Ivanov1

1Institute of Biomedical Chemistry, Moscow, 119121 Russia
2Institute of Bioorganic Chemistry, National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, 220141 Republic of Belarus

3Skolkovo Institute of Science and Technology, Moscow, 121205 Russia
*e-mail: evgeyablokov1988@mail.ru

Protein–protein interactions (PPIs) are crucial for the successful realization of many metabolic and signaling

pathways. Of particular interest are PPIs of membrane proteins, which form stable and/or transient complex-

es for the signal transduction, ion transport, and electron transfer within electron transfer chains. The Surface

Plasmon Resonance (SPR) allows analyzing the thermodynamic and kinetic parameters (kon and koff) and

equilibrium constants (Kd) of PPI, as well as the assessment of the effects of low molecular weight com-

pounds. The aim of the present study was the adaptation of the SPR protocols for PPIs involving mitochon-

drial cytochrome P450 CYP11A1, mitochondrial cytochrome b5 (СYB5B), and adrenodoxin (Adx). We

found that the Adx–CYP11A1 and CYB5B–CYP11A interactions depend on the method of protein immo-

bilization and on the microenvironment. For example, the koff values for complexes Adx–CYP11A1 and

CYB5B–CYP11A1 in the water phase were similar (1.5 ± 0.2) × 10–3 s–1, while the values of kon for these

complexes differed from each other by almost one order of magnitude ((6.5 ± 0.5) × 104 and (0.30 ± 0.03) ×

104 М–1 s–1, respectively). This is in good agreement with the known high affinity of CYP11A1 to its cognate

redox partner Adx. In the lipid environment, the rate of complex dissociation was higher than that in the water

phase with koff value equal to (9.1 ± 0.3) × 10–3 s–1. For the CYP11A1–CYB5B complex, the parameters of

interaction in the lipid phase were not determined due to unspecific binding of the proteins used as analytes

to the lipids immobilized on the L1 chip. We show for the first time that SPR method could be used for the

detection and quantitative analysis of PPI of mitochondrial cytochromes (CYP) with their redox partners
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both in water and in lipid phase. Experimental protocols developed and validated in this and in our previous

work may serve as valuable tools for studies of CYP proteins, CYPomics, and could also be applied for other mem-

brane proteins. Funding. The study of the CYP11A1–Adx interactions in the bilipid membrane environment was

performed with support of the Russian Foundation for Basic Research (project no. 19-04-00485). Optimization of

SPR protocols for analysis of membrane protein of P450-dependent systems was performed in the framework of

the Program for Basic Research of State Academies of Sciences for 2013–2020. The work was performed using the

equipment of the “Human Proteome” Core Facilities of the Institute of Biomedical Chemistry, which is supported

by the Ministry of Education and Science (agreement no. 075-15-2019-1502 of September 5, 2019).

Keywords: surface plasmon resonance (SPR), SPR biosensor, SPR protocols, mitochondrial cytochrome
P450 11А1 (CYP11A1), mitochondrial cytochrome b5 (СYB5B), redox-partners, protein–protein interac-
tion, kinetics, affinity, steroids
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