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Окислительный метаболизм полиеновых жирных 
кислот является источником важных биорегулято-
ров —  оксилипинов, присутствующих в различных 
живых организмах [1]. Биосинтез оксилипинов 
опосредован липоксигеназами, циклооксигеназами 
и цитохромами Р450 [2], в частности, атипичными 
представителями этого суперсемейства —  фермен-
тами клана CYP74 [3]. Семейство CYP74 включает 
ферменты только высших растений, в то время как 
клан CYP74 —  дополнительно ферменты зелёных [4] 
и бурых водорослей [5], протеобактерий [6], а также 
животных из разных таксонов, таких как 
Chordata [6], Cnidaria [7], Placozoa [6]. Семейство 
CYP74 включает в себя две дегидразы (алленоксид-
синтазу (АОС) и дивинилэфирсинтазу (ДЭС)) и две 
изомеразы (гидропероксидлиазу (ГПЛ) и эпокси-
алкогольсинтазу (ЭАС)). Единственными обнару-
женными вне царства растений ГПЛ клана CYP74 
являются ферменты протеобактерий MspHPL 
(Methylobacerium sp. 4–46) и MnHPL (M. nodulans) [6]. 
В то же время, например, у животных на данный 
момент описаны только ЭАС [6,7] и АОС [6].

Секвенирование геномов новых организмов рас-
ширяет наши знания о представителях CYP74. Ранее 
несколько предполагаемых генов CYP74 были обна-
ружены в геноме литоральной роющей актинии 
(Nematostella vectensis). Один из них, CYP443D1, был 

клонирован и описан как ЭАС [7]. В настоящей ра-
боте сообщается о клонировании и характеристике 
другого фермента CYP443С1 N. vectensis.

Выделение РНК и синтез кДНК осуществляли, 
как описано ранее [7]. Открытую рамку считывания 
гена CYP443С1 (1455 п.о.) синтезировали в ПЦР с по-
лученной кДНК и праймерами gACgACgACAAgAT
GGCAAAAGCCTTTAAGAATCG и gAggAgAAgCCC
ggATGTTTCTGGAATGTGCTGG, после чего кло-
нировали в векторе pET-32 EK/LIC. Наработку 
и очистку рекомбинантного белка проводили, как 
описано ранее [7]. Фермент CYP443С1 инкубиро-
вали с 9- и 13-гидроперекисями линолевой ((9S)-
гидроперокси-(10E,12Z)-октадекадиеновая 
(9-ГПОД) и (13S)-гидроперокси-(9Z,11E)-октаде-
кадиеновая кислоты (13-ГПОД)), α-линоленовой 
((9S)-гидроперокси-(10E,12Z,15Z)-октадекатриено-
вая (9-ГПОТ) и (13S)-гидроперокси-(9Z,11E,15Z)-
октадекатриеновая кислоты (13-ГПОТ)) и эйкоза-
пентаеновой ((15S)-13-гидроперокси-(5Z,8Z, 
11Z,13E,17Z)-эйкозапентаеновой (15-ГПЭПЕ)) кис-
лот, которые получали, как описано ранее [7]. Про-
дукты реакций анализировали газовой хромато-
масс-спектрометрией (ГХ–МС) в виде метиловых 
эфиров триметилсилилпроизводных (Ме/ТМС) 
после восстановления NaBH4. Пробоподготовку 
проводили, как описано ранее [7].

Фермент CYP443С1, как и растительные фер-
менты CYP74 проявлял каталитическую активность 
в Na-фосфатном буфере в диапазоне рН 6,0–8,0; 
максимальная активность наблюдалась при рН 7,0. 
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Ферментативную активность определяли по сниже-
нию оптической плотности реакционной среды при 
234 нм. Наиболее предпочтительным субстратом для 
CYP443C1 оказался 9-ГПОТ.

Инкубация фермента CYP443С1 с 9-ГПОТ при-
водила к образованию основного продукта 1 (Ме/
ТМС) (рис. 1). Его масс-спектр был идентичен та-
ковому 9-гидроксинонановой кислоты [8] —  про-
дукта восстановления NaBH4 9-оксононановой кис-
лоты, свидетельствующей о присутствии 9-ГПЛ 
активности. Дополнительным продуктом реакции 
являлось соединение 2 (Ме/ТМС). Его масс-спектр, 
особенно характерный пик при m/z = 197, свиде-
тельствовал о структуре эпоксиспирта с ТМС-окси-
группой при С11 и оксираном при С9, С10 и соот-
ветствовал таковому 9,10-эпокси-11-гидрокси-12,15-
октадекадиеновой кислоты (Ме/ТМС) [9].

В результате инкубации CYP443С1 с 13-ГПОД 
происходило образование двух продуктов 3а и 3б, 
обладающих идентичными масс-спектрами, соот-
ветствующими таковому 11-гидрокси-12,13-
эпокси-9-октадеценовой кислоты (Me/ТМС) [5]. 
Среди продуктов реакции были также обнаружены 
тригидроксикислоты (4а–4в) —  продукты спонтан-
ного гидролиза эпоксиспиртов. Продуктов ГПЛ-
активности обнаружено не было.

В то же время 9-ГПОД, 13-ГПОТ и 15-ГПЭПЕ 
оказались неэффективными субстратами для фер-
мента CYP443C1. Результатом превращения 9-ГПОД 
было образование 9-оксононановой кислоты, а также 
соединений, масс-спектры которых соответствовали 
таковым 9-гидрокси-10-оксо-12-октадеценовой 
(α-кетол) [9] и 9,10-эпокси-11-гидрокси-12-октаде-
ценовой кислот [7] (Me/ТМС), т.е. происходило об-
разование продуктов ГПЛ-, АОС- и ЭАС-актив-
ности —  в соотношении 1,4 : 16,6 : 82,0 соответ-
ственно. При этом превращение 13-ГПОТ 
и 15-ГПЭПЕ приводило к образованию эпоксиспир-
тов —  11-гидрокси-12,13-эпокси-9,15-октадекадие-
новой и 13-гидрокси-14,15-эпокси-5,8,11,17-эйко-
зотетраеновой кислот [7] соответственно. Таким 
образом в отношении 9-ГПОТ —  предпочтительного 
субстрата —  фермент CYP443C1 проявлял основную 
ГПЛ и минорную ЭАС-активности; в отношении 
остальных субстратов —  в основном ЭАС-активность. 
В целом результаты свидетельствуют, что фермент 
CYP443C1 проявляет двойную активность ГПЛ/ЭАС. 
Ранее подобные ферменты были описаны среди рас-
тительных ферментов подсемейства CYP74C [9]. 
Ферменту CYP443C1 было присвоено тривиальное 
название NvHPL/EAS (N. vectensis ГПЛ/ЭАС) и гену 
CYP443C1 —  название NvHPL/EAS.

Механизмы каталитического действия ферментов 
ГПЛ и ЭАС тесно взаимосвязаны. Оба фермента яв-
ляются изомеразами, что было показано в экспери-
ментах с использованием 18О2 [5, 7, 10]..Общим про-
межуточным продуктом является эпоксиаллильный 
радикал, который в зависимости от типа фермента 
рекомбинирует с гидроксильным радикалом с обра-
зованием эпоксиспирта (ЭАС-путь) либо претерпе-
вает преобразование в винилоксикарбинильный 
радикал, который затем рекомбинирует с гидрок-
сильным радикалом с образованием полуацеталя 
(ГПЛ-путь) (рис. 2).
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Рис. 1. ГХ–МС анализ продуктов, синтезируемых 
при участии фермента CYP443С1 из 9-ГПОТ (А) 
и 13-ГПОД (Б). 1 — 9-оксононановая кислота, 2а, 
2б —  изомеры 9,10-эпокси-11-гидрокси-12,15-окта-
декадиеновой кислоты, 3а, 3б —  изомеры 11-гид-
рокси-12,13-эпокси-9-октадеценовой кислоты, 
4а–4в —  тригидроксикислоты.
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Рис. 2. Схема переключения между механизмами ЭАС 
и ГПЛ реакций. R = MeOOC(CH2)7, R′ = n-бутил.
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Рис. 3. Множественное выравнивание CYP443C1 с частичными последовательностями CYP74: Arabidopsis thaliana, 
AtAOS, NP_199079; Lycopersicon esculentum, LeAOS3, NP_001265949; LeHPL, AAF67142; Klebsormidium flaccidum, 
KfAOS, BAS32649; Acropora palmata, ApAOS, ACD42778; M. nodulans, MnHPL, WP_015932840; Branchiostoma floridae, 
BfEAS, ACD88492; N. vectensis, NvEAS, ASS83181. Домены “F/Ltoggle” и ГСД выделены рамкой, ERR-триада 
и остаток цистеина в гем-связывающем домене отмечены символами ▼ и ♦.

Фермент CYP443С1 содержит в своей структуре 
элементы, характерные как для всех цитохромов 
Р450 (ERR-триада, остаток цистеина в гем-связы-
вающем домене, рис. 3), так и только для ферментов 
CYP74 (“F/L toggle”, гидропероксид-связывающий 
домен (ГСД)). Филогенетические анализы, выпол-

ненные с помощью программ Clustal Omega 
и MEGA7 (метод максимального правдоподобия, 
метод минимальной эволюции), подтверждают при-
надлежность фермента CYP443С1 к клану CYP74 
(рис. 4). Таким образом, филогенетические, меха-
нистические и структурные особенности указывают 
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на принадлежность фермента CYP443C1 к клану 
CYP74.

Ранее у представителей Metazoa были обнару-
жены ЭАС [6, 7] и АОС [6], принадлежащие к клану 
CYP74. Кроме того был описан фермент, проявля-
ющий свойства ГПЛ, у мягкого коралла (Capnella 
imbricata), однако он является каталазным доменом 
химерного белка, вторым доменом которого явля-
ется липоксигеназа [11]. Фермент CYP443C1 —  пер-
вый фермент CYP74, обнаруженный у представите-
лей Metazoa, проявляющий активность гидроперок-
сидлиазы.
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THE CYP443C1 (CYP74 CLAN) CYTOCHROME OF SEA ANEMONE 
NEMATOSTELLA VECTENSIS – THE FIRST METAZOAN ENZYME POSSESSING 

HYDROPEROXIDE LYASE / EPOXYALCOHOL SYNTHASE ACTIVITY
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A novel CYP74 clan gene CYP443C1 of the starlet sea anemone (Nematostella vectensis, Cnidaria) has been 
cloned, and the properties of the corresponding recombinant protein have been studied. Depending on the 
substrate, CYP443C1 exhibited double function hydroperoxide lyase/epoxyalcohol synthase activity.
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