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Исследовано влияние биологически активного соединения таурина на стабильность и каталитические
свойства гемопротеина цитохрома Р450 3А4. Анализ каталитической активности проводили электрохими!
ческими методами (с помощью циклической и квадратно!волновой вольтамперометрии) с использованием
иммобилизованного на электроде цитохрома Р450 3А4. Показано, что таурин в диапазоне концентраций
10–70 мкМ стимулирует электрохимическое восстановление цитохрома Р450 3А4, причем при концентра!
ции 50 мкМ электровосстановление максимально (115 ± 3%). Таурин оказывает выраженный эффект ослаб!
ления ингибирования итраконазолом изофермента цитохрома Р450 3А4. Показано, что таурин выполняет
защитные функции по отношению к гемопротеину, стабилизируя фермент при проведении электролиза при
контролируемом напряжении в присутствии субстрата – эритромицина, что выражается в возрастании «ос!
таточной» восстановленной формы гемопротеина (52 ± 5 и 71 ± 8% соответственно).

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: цитохром Р450, антиоксиданты, метаболизм лекарств, биоэлектрохимия, таурин.

Цитохромы Р450 – наиболее важные катали!
заторы окисления/гидроксилирования как эн!
догенных, так и экзогенных соединений, участ!
вующие в первой фазе метаболизма лекарствен!
ных препаратов. Цитохромы Р450 имеют боль!
шую клиническую значимость, а также биотех!
нологическое применение как потенциальные
биореакторы [1–6]. В связи с этим активно раз!
виваются методы анализа активности фермен!
тов, метаболизирующих лекарственные препа!
раты, ведется поиск белков редокс!партнеров,
альтернативных доноров электронов, и разраба!
тываются системы, моделирующие (симулиру!
ющие) каталитическую активность цитохромов
Р450 в области аналитических и синтетических
методов [7–13].

Важнейшей задачей современной биохимии
и медицинской энзимологии является повыше!
ние эффективности и безопасности лекарствен!
ной терапии на основе изучения активности
ключевых ферментов метаболизма лекарствен!
ных препаратов. Эта задача может быть решена
не только путем поиска новых лекарственных
веществ, но и благодаря более рациональному
использованию уже существующих лекарствен!
ных средств, а также поиску индукторов и инги!
биторов биотрансформации лекарственных ве!
ществ. Регуляция каталитической активности
ферментов может протекать по различным ме!
ханизмам: встраивание в мембраны, взаимодей!
ствие с белками!партнерами, химическая моди!
фикация, влияние детергентов, аллостеричес!
кие механизмы [14, 15]. Для целенаправленной
регуляции биотрансформации лекарственных
веществ путем изменения активности системы
цитохрома Р450 наиболее пригодны природные
регуляторы – витамины и витаминоподобные
вещества, которые являются естественными
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компонентами внутренней среды, отличаются
безвредностью и физиологичностью действия
[16–20].

Цитохром Р450 3А4 является наиболее функ!
ционально значимым среди цитохромов Р450,
т.к. метаболизирует 225 субстратов, из которых
191 вещество является лекарством, а из 97 инги!
биторов этой формы 87 соединений являются
лекарствами. Цитохром Р450 3А4 участвует в ме!
таболизме более 50% применяемых лекарствен!
ных препаратов [1, 5].

В клинической фармакологии хорошо из!
вестен факт токсичности большинства приме!
няемых лекарственных препаратов. В связи с
этим активно ведется поиск биологически ак!
тивных веществ, сочетанный прием которых
вместе с лекарственными препаратами снижает
токсический эффект [16–20]. Ранее авторами
было показано, что витамины группы В ингиби!
руют электрокаталитическую активность цито!
хрома Р450 3А4. В клинических экспериментах
наблюдали влияние витаминов группы В на ме!
таболизм нестероидного противовоспалитель!
ного препарата диклофенак (вольтарен). Вита!
мины группы В позволяют сократить длитель!
ность терапии нестероидным противовоспали!
тельным препаратом диклофенаком и снизить
ежедневную потребность в диклофенаке за счет
подавления взаимодействия диклофенака с ци!
тохромом Р450 3А4 [16, 17].

Важнейшим метаболитом, определяющим
состояние клеточного иммунитета, уровень ан!
тиоксидантной защиты, детоксикационных воз!
можностей организма, является серосодержа!
щая аминокислота – таурин. Таурин (2!амино!
этансульфоновая кислота) является наиболее
распространенной из свободных аминокислот в
организме человека и играет важную роль в та!
ких биологических процессах, как конъюгация
желчных кислот, поддержание гомеостаза каль!
ция, осморегуляция и стабилизация мембран. У
людей таурин образуется в гепатоцитах в резуль!
тате обмена веществ из метионина и цистеина
через гипотаурин. Таурин в высокой концентра!
ции содержится в сердечной мышце, централь!
ной нервной системе, лейкоцитах, скелетной
мускулатуре. Другие клетки (например, нейтро!
филы) содержат очень высокие концентрации
таурина благодаря захвату вещества непосред!
ственно из крови, куда таурин поступает как из
эндогенных источников, так и из пищи. Био!
синтетические способности человека произво!
дить таурин ограничены у новорожденных, а
также снижаются с возрастом и при некоторых
патологических процессах (травмы, сепсис). В
таких ситуациях поступление таурина является
важным источником этой аминокислоты. Видо!

вую резистентность к туберкулезу связывают с
накоплением таурина в кроветворной, лимфо!
идной ткани и печени [21]. Таурин относится к
органическим осмолитам. Эти вещества накап!
ливаются в клетке без изменения ее гомеостаза,
структуры и функции в отличие от электролитов
и мочевины, которые могут повреждать клетку,
когда накапливаются в ней в больших количест!
вах или возникают выраженные колебания их
концентрации.

Таурин широко применяется в медицине: в
неврологии для лечения эпилепсии и мышеч!
ных дистрофий, в комплексной терапии ослож!
нений сахарного диабета, лечении атеросклеро!
за. В офтальмологии таурин выполняет регене!
ративную функцию, поддерживает осмотичес!
кое равновесие в хрусталике, обеспечивая его
прозрачность (недостаток таурина приводит к
развитию катаракты), обладает рядом защитных
свойств (антиоксидантная защита сетчатки,
снятие спазма аккомодации) при воздействии
на организм человека неблагоприятных факто!
ров [22]. Таурин способен осуществлять деток!
сикацию вредных соединений, что объясняет
его защитные эффекты при отравлении некото!
рыми лекарственными препаратами и ядами.
Под действием таурина улучшается печеночный
кровоток и уменьшаются проявления цитолити!
ческого синдрома. Таурин снижает образование
гипохлорной кислоты и гидроксильных радика!
лов, практически не воздействуя на генерацию
супероксид!радикалов, защищает цитохром P450
2Е1 от окислительного расщепления в присут!
ствии ацетаминофена [23], а также проявляет
свойства нейромодулятора и антиоксиданта, мо!
дулирует индукцию мРНК, кодирующую цито!
хром Р450 3А4, в присутствии рифампицина [24].

Таким образом, серосодержащая аминокис!
лота таурин широко применяется в клиничес!
кой практике как антиоксидант, мембраноста!
билизирующее средство, гепатопротектор.

Таурин используется также в составе стандарт!
ной комплексной терапии, что подразумевает
сочетание нескольких лекарственных препара!
тов, часто метаболизирующихся одним и тем же
изоферментом цитохрома Р450, что приводит к
повышению вероятности возникновения взаи!
модействия лекарственных препаратов на уров!
не метаболизма.

Взаимодействия могут быть клинически зна!
чимыми и приводить к изменению эффектив!
ности лекарственных препаратов и/или безо!
пасности их применения. В таком случае при!
родное соединение таурин может быть исполь!
зовано в качестве модулятора активности систе!
мы изофермента цитохрома Р450, что имеет
большое значение в биохимических исследова!

ШУМЯНЦЕВА  и  др.
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ЭЛЕКТРОАНАЛИЗ КАТАЛИТИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ ЦИТОХРОМА Р450 3А4

ниях механизмов катализа, а также в практичес!
кой медицине для повышения эффективности и
безопасности комплексной фармакотерапии за!
болеваний.

Электрохимические подходы перспективны
для исследования фермент!субстратных взаи!
модействий вследствие высокой чувствитель!
ности [9–11]. Анализ каталитической активнос!
ти цитохромов Р450 электрохимическими мето!
дами не требует белков редокс!партнеров и до!
рогостоящих доноров электронов (NAD(Р)Н). В
данной работе электрохимическими методами
было исследовано влияние таурина на каталити!
ческие функции цитохрома Р450 3А4 как наибо!
лее активного участника метаболизма лекар!
ственных препаратов.

Электроаналитические характеристики ре!
гистрировали с помощью цикловольтамперо!
метрии и вольтамперометрического анализа
(квадратно!волновой вольтамперометрии) по
вольтамперным параметрам электродов с иммо!
билизованным цитохромом Р450 3А4 [8–11].
Показано защитное действие таурина (50 мкМ)
на цитохром Р450 3А4 при электрохимическом
восстановлении, а также выраженный эффект
ослабления ингибирования итраконазолом это!
го фермента. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Электрохимические исследования проводи!
ли с помощью потенциостата AUTOLAB 12
(«Metrohm Autolab», Нидерланды), снабженно!
го программным обеспечением GPES (версия
4.9). Все измерения проводили при комнатной
температуре. Электрохимические исследования
цитохрома Р450 3A4 проводили в 0,1 М калий!
фосфатном буфере, содержавшем 0,05 М NaCl,
рН 7,4. В работе использовали трехконтактные
электроды, полученные методом трафаретной пе!
чати (ООО «АвтоКОМ», Россия, http://www.mem!
brans.ru), с графитовыми рабочим и вспомога!
тельным электродами (графит фирмы «Acheson»,
Россия) и хлорсеребряным электродом сравне!
ния. Диаметр рабочего электрода 2 мм. Все по!
тенциалы приведены относительно хлорсереб!
ряного Ag/AgCl электрода сравнения.

Цикловольтамперограммы регистрировали
при скорости развертки 10–100 мВ/с. Парамет!
ры, используемые при исследовании квадратно!
волновой вольтамперометрии: (восстановление,
аэробные условия) начальный потенциал +100 мВ,
конечный потенциал –600 мВ, шаг потенциала
5 мВ, амплитуда 20 мВ, частота 10–100 Гц. 

Реагенты. В работе использовали следующие
реактивы: дидодецилдиметиламмоний бромид

(DDAB), HAuCl4 · 3H2O, боргидрид натрия, ит!
раконазол («Sigma!Aldrich», США); диклофенак
(«Новартис», Россия); этоксидол (50 мг/мл,
ОАО «Синтез», Россия); эритромицин, таурин
(«Пик!Фарма», Россия); уксусная кислота, аце!
тат аммония и ацетилацетон (ООО «Спектр!
Хим», Россия). 

В электрохимических экспериментах ис!
пользовали свежеприготовленные растворы 10 мМ
диклофенака в воде, 10 мМ таурина в воде, 10 мМ
эритромицина (этанол : вода 7 : 3), 10 мМ раст!
вор итраконазола в диметилсульфоксиде. Кон!
центрацию рекомбинантного цитохрома Р450
3А4 (Институт биоорганической химии, Минск,
Беларусь) определяли по образованию комп!
лекса восстановленной формы с оксидом уг!
лерода, используя коэффициент поглощения
ε450 = 91 мМ–1 см–1.

Синтез коллоидного раствора золота (нано9
частиц золота), стабилизированного DDAB. К 1 мл
0,1 М DDAB в хлороформе прибавляли при ин!
тенсивном перемешивании 0,5 мл 10 мМ водно!
го раствора HAuCl4 · 3H2O. При интенсивном
перемешивании медленно прибавляли свеже!
приготовленный водный раствор NaBH4 (0,4 М,
0,2 мл). Через 2 ч окрашенный органический
слой отделяли и промывали равным объемом
воды [11].

Приготовление электродов. На поверхность
рабочего графитового электрода наносили 2 мкл
5 мМ коллоидного раствора золота в 0,1 М
DDAB в хлороформе, после испарения хлоро!
форма (10 мин) наносили 1 мкл исследуемого
гемопротеина (18,2 мкМ). Электроды оставляли
на 12 ч при 4° во влажной камере, предотвраща!
ющей полное высыхание электродов.

Определение N9деметилазной активности ци9
тохрома Р450 3А4. В процессе цитохром Р450
3А4!зависимого электрокаталитического N!де!
метилирования эритромицина одним из про!
дуктов реакции являлся формальдегид, по на!
коплению которого судили об активности иммо!
билизованного на электроде фермента. Элект!
род с иммобилизованным цитохромом Р450 3А4
помещали в электрохимическую ячейку объе!
мом 1 мл, содержавшую калий!фосфатный бу!
фер (рН 7,4) и 100 мкМ эритромицин. Электро!
лиз проводили при фиксированном потенциале
рабочего электрода Е = −500 мВ в течение 20 мин.
После электролиза реакционную смесь смеши!
вали с реактивом Nash (4 М ацетат аммония,
0,1 М ледяная уксусная кислота, 0,04 М ацетил!
ацетон) в соотношении 1 : 1 и инкубировали
при температуре 37° в течение 30 мин для разви!
тия окраски. Концентрацию формальдегида,
образовавшегося в процессе цитохром Р450!за!
висимого электрокаталитического N!деметили!
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ШУМЯНЦЕВА  и  др.

рования эритромицина, определяли спектрофо!
тометрически с использованием спектрофотомет!
ра Cary 100 Scan UV!Vis («Agilent», Нидерланды),
коэффициент поглощения ε412 = 4 мМ–1 см–1

[11, 12].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

При проведении электрохимических экспе!
риментов были использованы трехконтактные
электроды, полученные методом трафаретной
печати. Такие печатные электроды имеют ряд
преимуществ: миниатюризация, возможность
работать в горизонтальном или вертикальном
режимах, низкий базовый ток, широкий диапа!
зон рабочих потенциалов, простота проведения
модификации электродов для наноструктуриро!
вания и/или иммобилизации биологических
объектов. При модификации поверхности пе!
чатных графитовых электродов 0,1 М DDAB/Au
в хлороформе с последующим включением в
мембраноподобную матрицу цитохрома Р450
3А4 наблюдается прямой безмедиаторный пере!
нос электронов между электродом и гемом. Т.к.
регистрируется сигнал электровосстановления
гемопротеина, параметры электрохимической
системы электрод/цитохром Р450 чувствитель!
ны к микроокружению, субстратам, ингибито!
рам и модуляторам (с различными механизма!
ми) активности белка.

Для исследования электроаналитических ха!
рактеристик использовали вольтамперные отк!
лики электродов, регистрируемые с помощью

цикловольтамперометрии и вольтаметрического
анализа – квадратно!волновой вольтамперомет!
рии (КВВА). Количество электроактивного бел!
ка на поверхности электрода может быть рас!
считано из циклической вольтамперограммы по
уравнению:

Г0 = Q/nFA,

где Г0 – количество электроактивного вещества
на единицу площади электрода, моль/см2; Q –
количество электричества, Кулон (рассчитыва!
ется интегрированием пика восстановления); n –
число электронов; F – постоянная Фарадея
(96485), Кулон/моль; А – площадь рабочего
электрода, см2 (0,0314 см2) [25]. По данным цик!
ловольтамперометрии электроактивны 18–20%
молекул цитохрома Р450 3А4, что составляет
4–5 пмоль/электрод. 

В результате каталитической цитохром Р450!
зависимой реакции в электрохимической систе!
ме регистрируется катодный ток, соответствую!
щий дополнительному потоку электронов к ор!
ганическому субстрату (лекарственному препа!
рату) в системе. Катодный ток (имеющий отри!
цательное значение в отличие от анодных про!
цессов с положительным значением тока) явля!
ется мерой электрокаталитической активности
фермента. 

На рис. 1 и 2 представлены циклические и
квадратно!волновые вольтамперограмы элект!
рода DDAB/Au/P450 3А4 до и после прибавле!
ния диклофенака (100 мкМ). Каталитический
ток (катодный отрицательный), регистрируе!
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Рис. 2. Квадратно!волновые вольтамперограммы электрода
DDAB/Au/P450 3А4 до (пунктирная кривая) и после
(сплошная кривая) добавления 100 мкМ диклофенака
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Рис. 1. Циклические вольтамперограммы электрода
DDAB/Au/P450 3А4 до (пунктирная кривая) и после
(сплошная кривая) добавления 100 мкМ диклофенака
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мый в присутствии этого лекарственного препа!
рата, свидетельствует о протекании электрока!
талитической реакции: диклофенак (DF) прояв!
ляет субстратные свойства по отношению к ци!
тохрому Р450 3А4 [26].

Регистрируя каталитический ток в присут!
ствии субстрата, можно рассчитать такие важ!
ные кинетические параметры ферментативного
процесса, как константу Михаэлиса (Km) и
электрохимическую каталитическую константу
(kcat) по электрохимической форме уравнения
Михаэлиса–Ментен [27]:

Icat = (Icat max [S])/ (Km + [S]),

где Icat – каталитический ток при определенной
концентрации субстрата, Ампер; Icat max – макси!
мальный каталитический ток при полном насы!
щении фермента, А; [S] – концентрация
субстрата, М; Km – кажущаяся константа Миха!
элиса, М.

Максимальное значение каталитического
тока может быть определено экспериментально
по данным амперометрии при контролируемом
напряжении при насыщающей концентрации
субстрата в системе. Уравнение максимального
каталитического тока может быть представлено
как:

Icat max = nFAГ0kcat [28],

где n – число электронов; F – постоянная Фара!
дея; А – площадь рабочего электрода, cм2; Г0 –
поверхностная концентрация электроактивного

фермента, моль/см2; kcat – электрохимическая
каталитическая константа, с–1.

Электрохимическая константа Михаэлиса
Km диклофенака составила 40 ± 10 мкМ.

Квадратно!волновые вольтамперограммы
электрода DDAB/Au/P450 3А4 в присутствии
субстрата диклофенака и в присутствии ингиби!
тора итраконазола и диклофенака приведены на
рис. 3.

Ингибиторы цитохрома Р450 не дают увели!
чения катодного тока при связывании, т.к. не
происходит дополнительных процессов перено!
са электронов в системе. Итраконазол является
эффективным противогрибковым препаратом,
применяемым при лечении онихомикозов [29].
Итраконазол относится к азольным ингибиторам
цитохромов Р450, образуя координационную
связь с ионом железа гема [30, 31]. При прибав!
лении к электроду DDAB/Au/P450 3А4 итрако!
назола не наблюдается увеличение катодного
каталитического тока, последующее прибавле!
ние диклофенака также не приводит к регистра!
ции электрокатализа (рис. 3; рис. 4, 3 и 4). Это
связано с проявлением ингибирующих свойств
итраконазола по отношению к цитохрому Р450
3А4 [30]. 

В связи с высокой биологической активностью
таурина и широким использованием этого ве!
щества в клинической практике в данной рабо!
те было исследовано его влияние на один из ос!
новных ферментов метаболизма лекарственных
препаратов – цитохром Р450 3А4. 

Электрохимическую активность цитохрома
Р450 3А4 также исследовали с помощью анализа
отклика фермента на вещество!модулятор. При
прибавлении таурина (конечная концентрация
50 мкМ) к электроду DDAB/Au/P450 3А4 наб!
людается увеличение катодного тока, что обыч!
но характерно для субстратов цитохрома Р450,
несмотря на то, что таурин не является субстра!
том цитохрома Р450 3А4 [11] (рис. 4, 5). Для до!
казательства отсутствия связывания таурина с
цитохромом Р450 по типу субстратов/ингибито!
ров были исследованы разностные спектры пог!
лощения цитохрома Р450 в присутствии дикло!
фенака, итраконазола и таурина. Разностный
спектр связывания с диклофенаком имеет харак!
терную форму для связывания субстратов I ти!
па: с максимумом при 380 нм и минимумом при
416 нм [32]. Итраконазол дает разностный
спектр связывания II типа, характерный для со!
единений!ингибиторов [32], с максимумом при
420 нм и минимумом при 390 нм. Таурин не дает
характерных разностных спектров связывания
ни I, ни II типа, ни модифицированного II типа,
что доказывает отсутствие субстратных свойств
у таурина по отношению к цитохрому Р450 3А4. 
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Рис. 3. Квадратно!волновые вольтамперограммы электро!
дов: DDAB/Au/P450 3А4 + 10 мкМ ITR (сплошная кри!
вая); DDAB/Au/P450 3А4 + 10 мкМ ITR, затем 100 мкМ
DF (штрихпунктирная кривая)
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Увеличение каталитического тока в присут!
ствии таурина можно объяснить антиоксидант!
ными свойствами этого соединения. В результа!
те электрокаталитического восстановления ци!
тохрома Р450 3А4 происходит генерирование ак!
тивных форм кислорода (АФК), что в соответ!

ствии с механизмом каталитического действия
цитохрома Р450 может приводить к частичной
инактивации фермента [33–36]. Антиоксиданты
нейтрализуют АФК и увеличивают локальную
концентрацию кислорода как косубстрата изо!
ферментов цитохрома Р450 (схема). 

Антиоксидантные свойства таурина прояв!
ляются во взаимодействии с пероксидом водо!
рода, супероксиданион!радикалами, гидрок!
сид!радикалами, что приводит к стабилизации
фермента и увеличению восстановительного ка!
тодного тока. Ингибирующее действие итрако!
назола (в концентрации 10 мкМ) в присутствии
50 мкМ таурина существенно снижается (рис. 4, 6).
Основной вывод, который можно сделать на ос!
новании проведенных экспериментов – таурин
снижает ингибирующий эффект итраконазола.
В экспериментах по схеме «итраконазол, затем
таурин» итраконазол, как и следует ожидать, ин!
гибирует каталитический цикл цитохрома Р450
3А4, что проявляется в отсутствие каталитичес!
кого тока (102% ± 3). 

Цитохромы Р450 относятся к самоинактиви!
рующимся в процессе катализа ферментам. Про!
цесс деструкции связан с окислительной дегра!
дацией и/или окислительной модификацией за
счет АФК, генерирующихся в процессе актива!
ции кислорода, гидроксилирования субстратов
и пероксидазных реакций. Такая инактивация
приводит к нарушению функции оксигеназной
системы и, как следствие, к изменению скорос!
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Рис. 4. Интенсивность пиков квадратно!волновых вольт!
амперограмм в аэробных условиях электродов: DDAB/
/Au/P450 3А4 (1); DDAB/Au/P450 3А4 + DF, 100 мкМ (2);
DDAB/Au/P450 3А4 + ITR, 10 мкМ (3); DDAB/Au/P450
3А4 + ITR, 10 мкМ, затем DF, 100 мкМ (4); DDAB/Au/P450
3А4 + TAU, 50 мкМ (5); DDAB/Au/P450 3А4 + TAU, затем
ITR (6); DDAB/Au/P450 3А4 + ET, 180 мкМ (7). Значения
амплитуд токов КВВА были скорректированы по базовой
линии. Приведены средние значения пяти экспериментов.
TAU – таурин, ET – этоксидол
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ти и путей метаболизма лекарственных препара!
тов и других ксенобиотиков, а также наруше!
нию обмена холестерина, стероидных гормонов
и других экзогенных субстратов, что может яв!
ляться одной из причин патогенеза различных
заболеваний. Антиоксиданты, снижая уровень
АФК, могут проявлять защитные свойства по
отношению к цитохромам Р450. С другой сторо!
ны, антиоксиданты влияют на разобщение мо!
нооксигеназного цикла, разрушая пероксид во!
дорода и блокируя пероксидазный путь моди!
фикации субстратов [33, 34], что может выра!
жаться в наработке меньших количеств продук!
тов монооксигеназных реакций.

Используя электрохимическое восстановле!
ние цитохрома Р450 3А4 в качестве инструмента
для исследования электрокаталитической ак!
тивности гемопротеина и влияния на электро!
химическую цитохром Р450!содержащую систе!
му различных биологически активных веществ,
можно сделать вывод: таурин, являясь антиок!
сидантом, положительно влияет на электрока!
талитическое восстановление цитохрома Р450
3А4. При этом таурин снижает ингибирующий
эффект итраконазола. Таурин не влияет на ак!
тивность диклофенака в цитохром Р450 элект!
рохимической системе. 

Полученные данные согласуются с результа!
тами клинических испытаний, полученных при
наблюдении пациентов, получавших итракона!
зол и итраконазол в сочетании с таурином. Ак!
тивность цитохрома Р450 3А4 оценивалась не!
инвазивным методом по соотношению концент!
раций 6β!гидроксикортизола (образуется из
кортизола исключительно под действием цито!
хрома Р450 3А4) и кортизола (6β!гидроксикор!
тизол/кортизол), концентрации которых в моче
определяли методом хромато!масс!спектромет!
рического анализа по стандартной методике вы!
сокоэффективной жидкостной хроматографии
(ВЭЖХ) [37]. По результатам теста определения
соотношения 6β!гидроксикортизола/кортизола
в моче было показано, что одновременное с ит!
раконазолом назначение таурина больным они!
хомикозом на фоне длительного лечения приво!
дит к статистически значимому меньшему инги!
бированию фермента цитохрома Р450 3А4 [37].
Назначение таурина, оказывающего протектор!
ное действие на изофермент цитохрома Р450
3А4, позволяет повысить безопасность длитель!
ного применения итраконазола у больных они!
хомикозом.

С целью выявления защитной роли таурина
на ферменты системы цитохрома Р450 были
проведены эксперименты по оценке N!демети!
лазной электрокаталитической активности ци!
тохрома Р450 3А4 в отношении макролидного

антибиотика эритромицина в присутствии тау!
рина. Показано, что в присутствии 50 мкМ тау!
рина в электрохимической системе наблюдается
увеличение электрокаталитической константы
на 16% по сравнению с системой, в которой та!
урин отсутствовал (таблица).

Таурин, как антиоксидант, снижает накопле!
ние АФК в процессе электрокатализа, предотв!
ращая тем самым инактивацию фермента, о чем
свидетельствует увеличение скорости N!деме!
тилазной реакции эритромицина, катализируе!
мой цитохромом Р450 3А4.

Защитная роль таурина на цитохром Р450 3А4
была также показана по способности цитохрома
Р450 3А4 сохранять N!деметилазную электрока!
талитическую активность после электролиза при
контролируемом напряжении (Е = −500 мВ). В
процессе электролиза неизбежно происходит
накопление АФК, инактивирующих фермент.
Было показано, что после электролиза в присут!
ствии в системе 50 мкМ таурина и эритромици!
на восстановительный каталитический ток ци!
тохрома Р450 3А4 составлял 71 ± 8%, в то время
как в отсутствие таурина – лишь 52 ± 5% (за
100% был принят каталитический ток цитохро!
ма Р450 3А4 в присутствии эритромицина до
электролиза при контролируемом напряжении). 

Экспериментальные данные, полученные с
помощью анализа электрохимических парамет!
ров электродов с иммобилизованным цитохро!
мом Р450 3А4, свидетельствуют о защитной ро!
ли за счет антиоксидантной активности таурина
в цитохром Р450!зависимых системах. Таурин
нейтрализует АФК, предотвращая инактивацию
фермента, и выполняет защитные функции по
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Фермент +
субстрат

CYP3A4 + 
эритромицин

CYP3A4 + 
эритромицин

CYP3A4 + 
эритромицин

Анти!
оксидант

–

таурин 
(50 мкМ)

этоксидол
(180 мкМ)

kcat,
мин–1

3,1 ± 0,3
(100%)

3,6 ± 0,4
(116%)

2,7 ± 0,4
(87%)

Продукт элект!
рокаталитичес!

кой реакции
(формальдегид,

мкМ)

1,15 ± 0,11

1,32 ± 0,11

0,98 ± 0,10

Кинетические параметры CYP3A4!зависимой электрока!
талитической N!деметилазной активности в отношении
эритромицина

Примечание. Приведены средние результаты трех опытов. 
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отношению к гемопротеину, а также снижает ин!
гибирующее влияние итраконазола. 

Были проведены эксперименты по оценке
влияния антиоксидантного препарата этоксидо!
ла (2!этил!6!метил!3!гидроксипиридиния гид!
роксибутанодиоат) на электрокатализ цитохро!
ма Р450 3А4. Как и антиоксидант таурин, эток!
сидол вызывает увеличение катодного тока
электрохимического восстановления гемопро!
теина. Эффект имеет концентрационно!зависи!
мый характер: 50 мкМ препарат увеличивает ка!
тодный ток на 110 ± 3%, максимальное увеличе!
ние регистрируется при 180 мкМ концентрации
этоксидола и составляет 155 ± 5% [38, 39]. Эток!
сидол, в отличие от таурина, снижает N!демети!
лазную электрокаталитическую активность по
отношению к экзогенному субстрату эритроми!
цину (таблица).

Для сравнения антиоксидантной активности
таурина и этоксидола нами был использован ме!
тод амперометрического определения перокси!
да водорода с помощью иммобилизованного на
электроде цитохрома с [40, 41]. Анализ показал,
что этоксидол обладает большей антиоксидант!
ной активностью по сравнению с таурином. Это
свойство, по!видимому, и объясняет различное
влияние таурина и этоксидола на электроката!

литическую N!деметилазную активность цито!
хрома Р450 3А4. Более сильный антиоксидант –
этоксидол, разрушая пероксид водорода, блоки!
рует пероксидазный путь модификации субстра!
та, что может выражаться в наработке меньшего
количества продукта каталитической реакции –
формальдегида при цитохром Р450!зависимом
электрокаталитическом N!деметилировании эри!
тромицина.

Отмечено статистически значимое возраста!
ние отношения концентраций 6β!гидроксикор!
тизола к кортизолу у пациентов на фоне курсо!
вого приема этоксидола, что свидетельствует о
повышении активности цитохрома Р450 3А4
при применении этого антиоксидантного пре!
парата по отношению к кортизолу как эндоген!
ному субстрату этого изофермента семейства ци!
тохромов Р450 [39].

Таким образом, результаты анализа воздей!
ствия антиоксидантов на цитохром Р450 3А4
позволяют сделать вывод о стимулирующей и
протекторной роли этого класса биологически
активных соединений на стадию электрохими!
ческого восстановления гемопротеина.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке РФФИ (грант 14!04!91337).
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Influence of biologically active compound of taurine on stability and catalytic properties of the heme protein
cytochrome P450 3A4 was investigated. The catalytic activity was analyzed by electrochemical methods (by means of
cyclic and square wave voltammetry) with use of the cytochrome P450 3A4 immobilized on an electrode. We show
that taurine in the range of concentration of 10!70 μM stimulates electrochemical reduction of cytochrome P450 3A4
and at concentration 50 μM the effect has its maximum value (115 ± 3%). Enzyme inhibition by itraconazole was
attenuated in the presence of taurine. Taurine was shown to have protective functions in relation to cytochrome P450
3A4, stabilizing the enzyme during electrolysis at a controlled potential in the presence of a substrate erythromycin,
which is expressed as increase in “residual” reduced form of the heme protein (52 ± 5 and 71 ± 8%, respectively).
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