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Ñòàáèëüíîñòü ñàõàðñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ

Èññëåäîâàëè ñòðóêòóðó è ñòàáèëüíîñòü ñàõàðñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ èç ìåçîôèëüíûõ è òåðìîôèëüíûõ
îðãàíèçìîâ, êîòîðûå ïîòåíöèàëüíî ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå ÷óâñòâèòåëüíûõ ýëåìåíòîâ áèî-
ñåíñîðîâ äëÿ íåïðåðûâíîãî îïðåäåëåíèÿ ãëþêîçû â êðîâè. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î ñòà-
áèëèçèðóþùåé ðîëè ëèãàíäîâ íà ñòðóêòóðó D-ãàëàêòîçà(D-ãëþêîçà)-ñâÿçûâàþùåãî áåëêà (GGBP) èç Es-
cherichia coli è òðåãàëîçà(ìàëüòîçà)-ñâÿçûâàþùåãî áåëêà (TMBP) èç òåðìîôèëüíîé áàêòåðèè Thermococ-
cus litoralis. Ïîêàçàíî, ÷òî TMBP ÿâëÿåòñÿ ãèïåðòåðìîôèëüíûì áåëêîì, êîòîðûé íå ðàçâîðà÷èâàåòñÿ
äàæå ïðè íàãðåâàíèè äî 95 °Ñ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òðåãàëîçà(ìàëüòîçà)-ñâÿçûâàþùèé áåëîê, D-ãàëàêòîçà(D-ãëþêîçà)-ñâÿçûâàþ-
ùèé áåëîê, ñòàáèëüíîñòü áåëêîâ, áèîñåíñîð.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: TMBP — òðåãàëîçà(ìàëüòîçà)-ñâÿçûâàþùèé áåëîê èç òåðìîôèëüíîé
áàêòåðèè Thermococcus litoralis, GGBP — D-ãàëàêòîçà(D-ãëþêîçà)-ñâÿçûâàþùèé áåëîê èç Escherichia
coli, TMBP/Glc è GGBP/Glc — êîìïëåêñ TMBP è GGBP ñ D-ãëþêîçîé ñîîòâåòñòâåííî, GGBP-Ca è
GGBP-Ca/Glc — GGBP è GGBP/Glc ñ îòùåïëåííûì èîíîì Ca2+ ñîîòâåòñòâåííî, GdnHCl — ãóàíèäèí-
ãèäðîõëîðèä, ÊÄ — êðóãîâîé äèõðîèçì.

Ðàçðàáîòêà âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûõ ñèñòåì äëÿ ýêñï-
ðåññ-îáíàðóæåíèÿ è êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ øè-
ðîêîãî êðóãà ðàçíîîáðàçíûõ âåùåñòâ íåîáõîäèìà äëÿ
ìåäèöèíû, âåòåðèíàðèè, ñîçäàíèÿ ñèñòåì êîíòðîëÿ çà
áèîòåõíîëîãè÷åñêèìè ïðîöåññàìè, ýêîëîãè÷åñêîãî ìîíè-
òîðèíãà, äëÿ ðàçðàáîòêè ñèñòåì áåçîïàñíîñòè, íàïðàâëåí-
íûõ íà ïðåäîòâðàùåíèå òåðàêòîâ è êîíòðàáàíäû íàðêîòè-
êîâ (Ligler et al., 2007; Singh, 2007; Palchetti, Mascini,
2008; Palchetti et al., 2009). Ïðàêòè÷åñêè äëÿ ëþáîãî ñîå-
äèíåíèÿ, ïðåäñòàâëÿþùåãî èíòåðåñ äëÿ òåñòèðîâàíèÿ,
ìîæíî íàéòè áåëîê, ñïåöèôè÷åñêè ñ íèì âçàèìîäåéñòâó-
þùèé. Ëèãàíäñâÿçûâàþùèå áåëêè ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçû-
âàþòñÿ ñ êîíêðåòíûìè âåùåñòâàìè — ëèãàíäàìè (Dwyer,
Hellinga, 2004): íàïðèìåð, îäîðàíò-ñâÿçûâàþùèå áåëêè
ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ îáíàðóæåíèÿ ÿäîâ, âçðûâ-
÷àòûõ âåùåñòâ, íàðêîòèêîâ è ò. ï., ãëóòàìèíñâÿçûâàþùèé
áåëîê — äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ ãëóòàìèíà â êëåòî÷íûõ
êóëüòóðàõ è ò. ä. Àíòèòåëà ìîæíî ñîçäàòü ïðàêòè÷åñêè
äëÿ ëþáîãî íèçêîìîëåêóëÿðíîãî ñîåäèíåíèÿ, à òàêæå äëÿ
áåëêîâ è ïåïòèäîâ (Tomizaki et al., 2005). Ôåðìåíòû (Tur-
ner, 2000), êàòàëèçèðóþùèå õèìè÷åñêóþ ðåàêöèþ ñ ó÷àñ-
òèåì òåñòèðóåìîãî âåùåñòâà (àíàëèòà), ìîæíî ìîäèôèöè-
ðîâàòü òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû îíè îáðàòèìî ñâÿçûâàëè, íî
íå èçìåíÿëè òåñòèðóåìîå âåùåñòâî (Verkman et al., 1989;
Spichiger-Keller, 1998). Ðåãèñòðàöèÿ àêòà ñâÿçûâàíèÿ áå-
ëîê — òåñòèðóåìîå âåùåñòâî ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ ñ ïî-
ìîùüþ ðàçëè÷íûõ ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ ìåòîäîâ, ñðåäè
êîòîðûõ îñîáîå ìåñòî çàíèìàåò ôëóîðåñöåíòíûé ìåòîä

(èñïîëüçóþùèé ñîáñòâåííóþ ôëóîðåñöåíöèþ èëè ôëóî-
ðåñöåíöèþ ïðèñîåäèíåííîãî ê áåëêó êðàñèòåëÿ). Ïðè
ýòîì ìîæíî ðåãèñòðèðîâàòü ðàçëè÷íûå ôëóîðåñöåíòíûå
ïàðàìåòðû — èíòåíñèâíûå, õàðàêòåðèçóþùèå âçàèìîäåé-
ñòâèå áåëîê-òåñòèðóåìîå âåùåñòâî êà÷åñòâåííî, è ýêñòåí-
ñèâíûå, ïîçâîëÿþùèå õàðàêòåðèçîâàòü êîëè÷åñòâî òåñòè-
ðóåìîãî âåùåñòâà â ïðîáå. Ïåðñïåêòèâíûì ÿâëÿåòñÿ ïîä-
õîä, ñâÿçàííûé ñ ïîñàäêîé íà áåëîê äâóõ ôëóîðåñöåíòíûõ
êðàñèòåëåé, ñîñòàâëÿþùèõ äîíîðíî-àêöåïòîðíóþ ïàðó, è
èñïîëüçîâàíèå äëÿ îïðåäåëåíèÿ àíàëèòà ÿâëåíèÿ ôåðñòå-
ðîâñêîãî áåçûçëó÷àòåëüíîãî ïåðåíîñà ýíåðãèè âîçáóæäå-
íèÿ. Â êà÷åñòâå äîíîðíî-àêöåïòîðíîé ïàðû ìîãóò âûñòó-
ïàòü ëèáî äâà ôëóîðåñöåíòíûõ áåëêà, îáðàçóþùèõ áåëîê
ñëèÿíèÿ ñ ëèãàíäñâÿçûâàþùèì áåëêîì, ëèáî áîëåå îïòè-
ìàëüíàÿ, íà íàø âçãëÿä, ïàðà ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê-ôëó-
îðåñöåíòíûé êðàñèòåëü. Îäíèì èç ïåðñïåêòèâíûõ ìåòî-
äîâ ðåãèñòðàöèè âçàèìîäåéñòâèÿ áåëêà ñ àíàëèòîì ìîæåò
áûòü ìåòîä, îñíîâàííûé íà èñïîëüçîâàíèè ÿâëåíèÿ ïî-
âåðõíîñòíîãî ïëàçìîííîãî ðåçîíàíñà (Boozer et al., 2006;
Piliarik et al., 2009).

Ñòðîãèé êîíòðîëü çà óðîâíåì ñàõàðà â êðîâè ïàöèåí-
òîâ, áîëüíûõ äèàáåòîì, ÿâëÿåòñÿ åäèíñòâåííûì ñðåäñò-
âîì ïðåäîòâðàùåíèÿ íåáëàãîïðèÿòíûõ ïîñëåäñòâèé ïî-
âûøåíèÿ óðîâíÿ ñàõàðà â êðîâè âûøå äîïóñòèìîãî
óðîâíÿ, à òàêæå ïðåäîòâðàùåíèÿ èíñóëèíîâîãî øîêà,
îáóñëîâëåííîãî ÷ðåçìåðíûì óïîòðåáëåíèåì ëåêàðñòâåí-
íûõ ñðåäñòâ è íåðåäêî ïðèâîäÿùåãî ê êîìå è äàæå ê ëå-
òàëüíîìó èñõîäó. Äëÿ òîãî ÷òîáû îñóùåñòâëÿòü òàêîé
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êîíòðîëü, íåîáõîäèìî åæåäíåâíîå ìíîãîêðàòíîå èçìåðå-
íèå óðîâíÿ ñàõàðà â êðîâè ïàöèåíòà, âçÿòîé èç ïàëüöà (Er-
vin, Kiser, 1999). Äàííàÿ ïðîöåäóðà ÿâëÿåòñÿ áîëåçíåííîé.
Ñîçäàíèå áèîñåíñîðà äëÿ íåïðåðûâíîãî îïðåäåëåíèÿ
óðîâíÿ ãëþêîçû â êðîâè ìîæåò ðåøèòü ýòó ïðîáëåìó.
×óâñòâèòåëüíûìè ýëåìåíòàìè áèîñåíñîðíûõ ñèñòåì ìî-
ãóò âûñòóïàòü áåëêè, ñïîñîáíûå âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ
ãëþêîçîé. Ïåðñïåêòèâíûì äëÿ ñîçäàíèÿ ñåíñîðîâ ãëþêî-
çû ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå â êà÷åñòâå ÷óâñòâèòåëüíîãî
ýëåìåíòà ëèãàíäñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ, â ÷àñòíîñòè D-ãà-
ëàêòîçà(D-ãëþêîçà)-ñâÿçûâàþùåãî áåëêà (GGBP) èç Esc-
herichia coli (Salins et al., 2001). Ýòî îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî
ñâÿçûâàíèå ãëþêîçû ïðèâîäèò ê êîíôîðìàöèîííûì èçìå-
íåíèÿì òðåòè÷íîé ñòðóêòóðû áåëêà (Shilton et al., 1996).
Îäíàêî ñëåäóåò ó÷èòûâàòü, ÷òî êîíñòàíòà ñâÿçûâàíèÿ ñà-
õàðà ñ GGBP î÷åíü âûñîêà (êîíñòàíòà äèññîöèàöèè ñî-
ñòàâëÿåò 1 ìêÌ; Tolosa et al., 1999). Äëÿ òîãî ÷òîáû «íà-
ñòðîèòü» ÷óâñòâèòåëüíûé ýëåìåíò áèîñåíñîðíîé ñèñòåìû
íà ðåãèñòðàöèþ ñîäåðæàíèÿ ãëþêîçû â êðîâè, ïðåâûøàþ-
ùåãî äîïóñòèìûé óðîâåíü, ìîæíî ââåñòè â àêòèâíûé
öåíòð ñâÿçûâàíèÿ ñàõàðà òàêèå àìèíîêèñëîòíûå çàìåíû,
êîòîðûå ñóùåñòâåííî óìåíüøèëè áû êîíñòàíòó ñâÿçûâà-
íèÿ GGBP ñ ãëþêîçîé. Òðåãàëîçà(ìàëüòîçà)-ñâÿçûâàþ-
ùèé áåëîê (TMBP) èç òåðìîôèëüíîé áàêòåðèè Thermo-
coccus litoralis ñïîñîáåí ñâÿçûâàòü ãëþêîçó è èìååò áîëü-
øóþ êîíñòàíòó äèññîöèàöèè, ÷åì GGBP (3—8 ìÌ;
Herman et al., 2007). Äàííîå çíà÷åíèå ñîîòâåòñòâóåò êîí-
öåíòðàöèè ãëþêîçû â êðîâè çäîðîâîãî ÷åëîâåêà. Òàêèì
îáðàçîì, ýòîò áåëîê îáëàäàåò ñóùåñòâåííûì ïðåèìóùåñò-
âîì ïî ñðàâíåíèþ ñ GGBP — îí íå òðåáóåò ââåäåíèÿ àìè-
íîêèñëîòíûõ çàìåí â ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ñàõàðîâ ñ öåëüþ
óìåíüøåíèÿ êîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ. Êðîìå òîãî, áåëêè,
ïîëó÷åííûå èç òåðìîôèëüíûõ îðãàíèçìîâ, ñòàáèëüíû
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è ÿâëÿþòñÿ õîðîøåé àëüòåð-
íàòèâîé ìåçîôèëüíûì áåëêàì, òåðÿþùèì ñâîþ ñòàáèëü-
íîñòü ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.

Î÷åâèäíî, ÷òî áåëîê, èñïîëüçóåìûé â áèîñåíñîðíîé
ñèñòåìå, äîëæåí îáëàäàòü âûñîêèì óðîâíåì ñòàáèëüíî-
ñòè. Ïîýòîìó öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâèëîñü èçó÷åíèå ôè-
çèêî-õèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ è ñòàáèëüíîñòè GGBP èç E. coli
è TMBP èç Th. litoralis äëÿ äàëüíåéøåãî èñïîëüçîâàíèÿ
ýòèõ áåëêîâ â êà÷åñòâå ÷óâñòâèòåëüíîãî ýëåìåíòà áèîñåí-
ñîðíîé ñèñòåìû äëÿ íåïðåðûâíîãî îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ
ãëþêîçû â êðîâè ïàöèåíòîâ, áîëüíûõ äèàáåòîì.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ïðåïàðàòû TMBP è GGBP áûëè ïîëó÷åíû è î÷èùåíû
ñîãëàñíî èçâåñòíûì ìåòîäèêàì (Tolosa et al., 1999; Her-
man et al., 2006). Ïðåïàðàòû D-ãëþêîçû (Sigma, ÑØÀ) è
ãóàíèäèíãèäðîõëîðèäà (GdnHCl; Nacalai Tesque, ßïîíèÿ)
èñïîëüçîâàëè áåç äîïîëíèòåëüíîé î÷èñòêè. Êîíöåíò-
ðàöèþ GdnHCl îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ðåôðàêòîìåòðà
Àááå (ËÎÌÎ, Ðîññèÿ). Êîíöåíòðàöèÿ áåëêîâ ñîñòàâëÿëà
0.1—0.5 ìã/ìë. Äëÿ îáðàçîâàíèÿ êîìïëåêñà áåëîê-ëèãàíä
â ðàñòâîð áåëêà äîáàâëÿëè D-ãëþêîçó â êîíöåíòðàöèè
10 ìÌ. Èîí êàëüöèÿ îòùåïëÿëè â ðàñòâîðå 1 ìÌ ÝÄÒÀ
(Fluka, Øâåéöàðèÿ). Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè â áóôåðíîì
ðàñòâîðå Òðèñ-HCl: 10 ìÌ (pH 7.4) â ñëó÷àå GGBP è
20 ìÌ (pH 7.5) â ñëó÷àå TMBP.

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û å è ç ì å ð å í è ÿ âûïîëíåíû ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ñïåêòðîôëóîðèìåòðè÷åñêèõ óñòàíîâîê ñîá-
ñòâåííîãî èçãîòîâëåíèÿ (Òóðîâåðîâ è äð., 1998) è ìèêðî-
êþâåò (101.016-QS 5�5 ìì; Hellma, Ãåðìàíèÿ). Ñïåêòðû

ôëóîðåñöåíöèè èçìåðÿëè ïðè âîçáóæäåíèè ñâåòîì ñ äëè-
íàìè âîëí 280 è 297 íì. Çíà÷åíèÿ ïàðàìåòðà À = I320/I365,
õàðàêòåðèçóþùåãî ïîëîæåíèå ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè
(I320 è I365 — èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïðè äëèíàõ
âîëí ðåãèñòðàöèè 320 è 365 íì ñîîòâåòñòâåííî; ñì.: Turo-
verov, Kuznetsova, 2003), è ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè êîð-
ðåêòèðîâàëè íà ñïåêòðàëüíóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü óñòà-
íîâêè.

Ðàâíîâåñíûå çàâèñèìîñòè ðàçëè÷íûõ ôëóîðåñöåíò-
íûõ õàðàêòåðèñòèê áåëêîâ îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl èç-
ìåðÿëè ïîñëå èíêóáàöèè áåëêà â ðàñòâîðàõ GdnHCl ñîîò-
âåòñòâóþùåé êîíöåíòðàöèè ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 24 ÷. Èç-
ìåðåíèÿ âûïîëíåíû ïðè 23 °Ñ. Ðàâíîâåñíûå çàâèñèìîñòè
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè àíàëèçèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ìåòîäà, îñíîâàííîãî íà ïàðàìåòðè÷åñêîì ïðåä-
ñòàâëåíèè äâóõ íåçàâèñèìûõ ýêñòåíñèâíûõ õàðàêòåðè-
ñòèê ñèñòåìû (Kuznetsova et al., 2004). Òåðìîäèíàìè÷å-
ñêèå õàðàêòåðèñòèêè ðàññ÷èòàíû ñîãëàñíî Íîëòèíãó
(Nolting, 1999).

Ð å ã è ñ ò ð à ö è þ ñ ï å ê ò ð î â ê ð ó ã î â î ã î ä è õ ð î-
è ç ì à (ÊÄ) â äàëüíåé ÓÔ-îáëàñòè ïðîâîäèëè íà ñïåêòðî-
ïîëÿðèìåòðå J-810 (Jasco, ßïîíèÿ). Èçìåðåíèÿ âûïîëíå-
íû â äèàïàçîíå 260—190 íì ñ øàãîì 0.1 íì ñ èñïîëüçîâà-
íèåì êâàðöåâûõ êþâåò (1 ìì). Äëÿ óëó÷øåíèÿ ñîîòíîøå-
íèÿ ñèãíàë/øóì êàæäûé ñïåêòð ðåãèñòðèðîâàëè 3—5 ðàç
è ïîëó÷åííûå äàííûå óñðåäíÿëè. Ñïåêòðû ÊÄ áåëêîâ
ïîñòðîåíû ñ ó÷åòîì ÊÄ ñîîòâåòñòâóþùåãî áóôåðíîãî
ðàñòâîðà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Îáà ñàõàðñâÿçûâàþùèõ áåëêà (TMBP è GGBP) îòíî-
ñÿòñÿ ê øèðîêîìó êëàññó ëèãàíäñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ ïå-
ðèïëàçìû áàêòåðèé. Áåëêè äàííîãî êëàññà ïåðåíîñÿò ðàç-
ëè÷íûå âåùåñòâà (óãëåâîäû, àìèíîêèñëîòû, ïåïòèäû
è ïð.) ÷åðåç âíóòðèêëåòî÷íóþ ìåìáðàíó. Íåñìîòðÿ íà
çíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ ïî ðàçìåðó è àìèíîêèñëîòíîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè, ëèãàíäñâÿçûâàþùèå áåëêè èìåþò
ñõîäíóþ ïðîñòðàíñòâåííóþ ñòðóêòóðó: äâà ãëîáóëÿðíûõ
äîìåíà ñâÿçàíû øàðíèðíîé îáëàñòüþ, îáðàçîâàííîé äâó-
ìÿ èëè òðåìÿ ïåïòèäíûìè ñåãìåíòàìè, â ùåëè ìåæäó äî-
ìåíàìè ðàñïîëîæåí ëèãàíäñâÿçûâàþùèé öåíòð (Vyas et
al., 1991; Diez et al., 2001). Ïðîñòðàíñòâåííàÿ ñòðóêòóðà
TMBP â îòëè÷èå îò GGBP â àïî-ôîðìå íå îïðåäåëåíà, îä-
íàêî ïðåäïîëàãàåòñÿ ÷òî, êàê è â ñëó÷àå äðóãèõ áåëêîâ
ýòîãî êëàññà, îñâîáîæäåíèå ëèãàíäà ïðèâîäèò ê ÷àñòè÷-
íîìó ðàñêðûòèþ ùåëè (Shilton et al., 1996). Ìîëåêóëà
GGBP èìååò â ñâîåì ñîñòàâå äîïîëíèòåëüíûé ëèãàíä —
îäèí èîí êàëüöèÿ, ëîêàëèçîâàííûé â ïåòëå C-êîíöåâîãî
äîìåíà (îñòàòêè 134—142) è îáðàçóþùèé êîîðäèíàöèîí-
íóþ ñâÿçü ñ àòîìàìè êèñëîðîäà êàæäîãî âòîðîãî îñòàòêà
ýòîé ïåòëè è îñòàòêà Glu 205. Ñòðóêòóðà êàëüöèéñâÿçûâà-
þùåãî ñàéòà ýòîãî áåëêà íàïîìèíàåò ñòðóêòóðó ìîòèâà
«EF-ðóêè», ðàñïðîñòðàíåííîãî âî âíóòðèêëåòî÷íûõ êàëü-
öèéñâÿçûâàþùèõ áåëêàõ (Vyas et al., 1988; Borrok et al.,
2007).

Äëÿ îöåíêè ñòàáèëüíîñòè GGBP è TMBP è êîìïëåê-
ñîâ áåëêîâ ñ D-ãëþêîçîé èññëåäîâàëè êîíôîðìàöèîííûå
èçìåíåíèÿ áåëêà ïðè äåíàòóðàöèè ïîä äåéñòâèåì GdnHCl
ìåòîäàìè ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè áåëêîâ è ÊÄ â
äàëüíåé ÓÔ-îáëàñòè (ðèñ. 1, 2).

Õàðàêòåð ðàâíîâåñíûõ çàâèñèìîñòåé ðàçëè÷íûõ ôëó-
îðåñöåíòíûõ õàðàêòåðèñòèê (èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè, ïàðàìåòðà À è àíèçîòðîïèè ôëóîðåñöåíöèè) è ýëëèï-
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òè÷íîñòè ïðè 222 íì GGBP è åãî êîìïëåêñà ñ D-ãëþêîçîé
(GGBP/Glc) îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl ãîâîðèò îá îäíîñòà-
äèéíîì ðàçâîðà÷èâàíèè êàê áåëêà, òàê è êîìïëåêñà
(ðèñ. 1). Îá ýòîì æå ñâèäåòåëüñòâóåò ëèíåéíûé âèä ïàðà-
ìåòðè÷åñêèõ çàâèñèìîñòåé äëÿ GGBP è êîìïëåêñà
GGBP/Glc, ïîñòðîåííûõ íà îñíîâàíèè çàâèñèìîñòåé èí-
òåíñèâíîñòè òðèïòîôàíîâîé ôëóîðåñöåíöèè ïðè äëèíàõ
âîëí ðåãèñòðàöèè 320 è 365 íì. Ñåðåäèíà ïåðåõîäà îò íà-
òèâíîãî ê ðàçâåðíóòîìó áåëêó ïðè ðàçâîðà÷èâàíèè ïîä
äåéñòâèåì GdnHCl äëÿ GGBP/Glc (1.34 Ì GdnHCl) ñäâè-
íóòà â îáëàñòü áîëüøèõ êîíöåíòðàöèé GdnHCl ïî ñðàâíå-
íèþ ñ GGBP (0.36 Ì GdnHCl; ðèñ. 1). Ýòè äàííûå ñâèäå-
òåëüñòâóþò î ñòàáèëèçèðóþùåì âëèÿíèè ëèãàíäà íà
ñòðóêòóðó áåëêà. Ïðîöåññ äåíàòóðàöèè GGBP ïîä äåéñò-
âèåì GdnHCl ÿâëÿåòñÿ ïîëíîñòüþ îáðàòèìûì, î ÷åì ñâè-
äåòåëüñòâóåò ñîâïàäåíèå ðàâíîâåñíûõ çàâèñèìîñòåé ðàç-
ëè÷íûõ ôëóîðåñöåíòíûõ õàðàêòåðèñòèê è ÊÄ â äàëüíåé
ÓÔ-îáëàñòè ïðîöåññîâ äåíàòóðàöèè è ðåíàòóðàöèè èç
ïîëíîñòüþ ðàçâåðíóòîãî ñîñòîÿíèÿ (ðèñ. 1); êðîìå òîãî,
óæå ïðè 0.5 Ì GdnHCl âîññòàíàâëèâàåòñÿ ñïîñîáíîñòü
GGBP ñâÿçûâàòü ëèãàíä, ÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ óâåëè÷åíè-
åì ïàðàìåòðîâ ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè áåëêà, ðåíà-
òóðàöèþ êîòîðîãî ïðîâîäèëè â ïðèñóòñòâèè D-ãëþêîçû,
äî óðîâíÿ íàòèâíîãî êîìïëåêñà GGBP ñ ëèãàíäîì.

Ðàâíîâåñíûå çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè GGBP è GGBP/Glc, à òàêæå èõ ôîðì ñ îòùåïëåí-
íûì èîíîì Ca2+ (GGBP-Ñà è GGBP/Glc-Ca, ñîîòâåòñòâåí-
íî) îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl èñïîëüçîâàëè äëÿ ðàñ÷åòà
ñâîáîäíîé ýíåðãèè Ãèááñà DG0. Íàäåæíî îïðåäåëèòü âå-
ëè÷èíó DG0 äëÿ áåcêàëüöèåâîé ôîðìû GGBP-Ñà íå óäàåò-
ñÿ, ïîñêîëüêó íåâîçìîæíî îöåíèòü èíòåíñèâíîñòü ôëóî-
ðåñöåíöèè äëÿ íàòèâíîãî ñîñòîÿíèÿ áåëêà (ðèñ. 1, à).
Ìîæíî ñ÷èòàòü, ÷òî äëÿ ýòîé ôîðìû âåëè÷èíà DG0 áëèçêà

ê íóëþ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î ñóùåñò-
âåííîé ðîëè èîíà Ñà2+ â ñòàáèëèçàöèè ñòðóêòóðû ìîëåêó-
ëû GGBP. Êîìïëåêñîîáðàçîâàíèå ñ ãëþêîçîé ïðèâîäèò ê
ñóùåñòâåííîé ñòàáèëèçàöèè ìàêðîìîëåêóë GGBP, â òîì
÷èñëå åå áåcêàëüöèåâîé ôîðìû (çíà÷åíèÿ DG0 GGBP,
GGBP/Glc è GGBP/Glc-Ca ñîñòàâëÿþò 8.0, 14.2 è
14.2 êÄæ/ìîëü ñîîòâåòñòâåííî).

Çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè è ýëëèï-
òè÷íîñòè îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl, èìåþùèå ñèãìîè-
äàëüíûé õàðàêòåð, à òàêæå ëèíåéíûé âèä ïàðàìåòðè÷å-
ñêèõ çàâèñèìîñòåé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïðè
äâóõ äëèíàõ âîëí ðåãèñòðàöèè äëÿ TMBP è êîìïëåêñà
áåëêà ñ D-ãëþêîçîé (TMBP/Glc), êàçàëîñü áû, ñâèäåòåëü-
ñòâóþò î òîì, ÷òî ðàçâîðà÷èâàíèå ýòîãî áåëêà è åãî êîìï-
ëåêñà ñ ãëþêîçîé îñóùåñòâëÿåòñÿ ïî ïðèíöèïó «âñå èëè
íè÷åãî» (ðèñ. 2, à, á). Íàëè÷èå ìàêñèìóìà íà êðèâûõ çà-
âèñèìîñòè ñòåïåíè ïîëÿðèçàöèè TMBP è TMBP/Glc îò
êîíöåíòðàöèè GdnHCl ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü ñóùåñò-
âîâàíèå ïðîìåæóòî÷íîãî ñîñòîÿíèÿ, â êîòîðîì ñòåïåíü
ïîëÿðèçàöèè âûøå, ÷åì â íàòèâíîì è ðàçâåðíóòîì ñîñòîÿ-
íèÿõ (ðèñ. 2, à). Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ñòåïåíü ïîëÿ-
ðèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè P äëÿ TMBP â íàòèâíîì ñîñòîÿ-
íèè èìååò î÷åíü íèçêîå (0.08) çíà÷åíèå. Îäíîé èç âîç-
ìîæíûõ ïðè÷èí ýòîãî ìîæåò áûòü áåçûçëó÷àòåëüíûé
ïåðåíîñ ýíåðãèè âîçáóæäåíèÿ ïðàêòè÷åñêè ìåæäó âñåìè
12 òðèïòîôàíîâûìè îñòàòêàìè áåëêà. Âîçìîæíî, ñïåöè-
ôè÷åñêîå âçàèìîäåéñòâèå GdnHCl ñ áåëêîì âûçûâàåò íå-
áîëüøèå ëîêàëüíûå èçìåíåíèÿ ñòðóêòóðû áåëêà è ïðèâî-
äèò ê óìåíüøåíèþ ýôôåêòèâíîñòè ïåðåíîñà ýíåðãèè, ÷òî
è ÿâëÿåòñÿ, ïî-âèäèìîìó, ïðè÷èíîé óâåëè÷åíèÿ ñòåïåíè
ïîëÿðèçàöèè áåëêà â îáëàñòè ïðåä-äåíàòóðàöèîííûõ êîí-
öåíòðàöèé GdnHCl. Ðàññ÷èòàííàÿ íà îñíîâàíèè çàâèñèìî-
ñòåé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè îò êîíöåíòðàöèè

952 Îëüãà Â. Ñòåïàíåíêî, Î. È. Ïîâàðîâà è äð.

Ðèñ. 1. Êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ GGBP è GGBP-Ca (÷åðíûå è ñåðûå êðóæêè ñîîòâåòñòâåííî) è GGBP/Glc è GGBP/Glc-Ca
(÷åðíûå è ñåðûå êâàäðàòû ñîîòâåòñòâåííî) ïîä äåéñòâèåì GdnHCl.

a — èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïðè äëèíå âîëíû ðåãèñòðàöèè 320 íì; á — èçìåíåíèå ïàðàìåòðà À; â — èçìåíåíèå àíèçîòðîïèè ôëóî-
ðåñöåíöèè (r), äëèíà âîëíû âîçáóæäåíèÿ 297 íì; ã — èçìåíåíèå ýëëèïòè÷íîñòè ïðè 222 íì ([q222]). Îòêðûòûå ñèìâîëû õàðàêòåðèçóþò ïðîöåññ ðàçâî-

ðà÷èâàíèÿ, çàêðûòûå — ñâîðà÷èâàíèå.



GdnHCl ðàçíèöà ñâîáîäíîé ýíåðãèè Ãèááñà DG0 TMBP è
TMBP/Glc îêàçàëàñü â íåñêîëüêî ðàç âûøå ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ çíà÷åíèé, ðàññ÷èòàííûõ äëÿ áåëêîâ èç ìåçîôèëüíûõ
îðãàíèçìîâ, â ÷àñòíîñòè äëÿ GGBP è GGBP/Glc (ðèñ. 2, â).

Ýêñïåðèìåíòû ïî òåïëîâîé äåíàòóðàöèè TMBP ïîêà-
çàëè, ÷òî áåëîê íå ðàçâîðà÷èâàåòñÿ ïîëíîñòüþ äàæå ïðè
íàãðåâàíèè ïðàêòè÷åñêè äî 100 °Ñ, ïîýòîìó äëÿ ðàñ÷åòà
èçìåíåíèÿ ñâîáîäíîé ýíåðãèè Ãèááñà ïðîãðåâàëè äî
95 °Ñ ðàñòâîðû áåëêà è åãî êîìïëåêñà ñ D-ãëþêîçîé, ñî-
äåðæàùèå GdnHCl (ðèñ. 2, ã). Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî êîìïëåêñ TMBP/Glc áîëåå óñòîé-
÷èâ ê íàãðåâàíèþ ïî ñðàâíåíèþ ñ TMBP (ðèñ. 2, ä). Ñëå-
äóåò îòìåòèòü, ÷òî ïðè òåìïåðàòóðå íèæå 30 °Ñ TMBP
áîëåå ñòàáèëåí, ÷åì TMBP/Glc. Ýòîò ôàêò ñîãëàñóåòñÿ ñ
äàííûìè, ïîëó÷åííûìè ïðè èçó÷åíèè äåíàòóðàöèè áåëêà
ïîä äåéñòâèåì GdnHCl ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî êàæäûé èç èñ-
ñëåäîâàííûõ ñàõàð-ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ (GGBP è TMBP)
îáëàäàåò îïðåäåëåííûìè ïðåèìóùåñòâàìè è íåäîñòàòêà-
ìè ïðè åãî èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå ÷óâñòâèòåëüíîãî
ýëåìåíòà áèîñåíñîðíîé ñèñòåìû íà ãëþêîçó. Íåñîìíåí-
íûìè äîñòîèíñòâàìè èñïîëüçîâàíèÿ äëÿ ýòèõ öåëåé

TMBP ÿâëÿþòñÿ âûñîêàÿ ñòàáèëüíîñòü åãî ñòðóêòóðû ê
ðàçëè÷íûì äåíàòóðèðóþùèì âîçäåéñòâèÿì, à òàêæå áî-
ëåå âûñîêàÿ êîíñòàíòà äèññîöèàöèè ãëþêîçû, çíà÷åíèå
êîòîðîé ñîîòâåòñòâóåò óðîâíþ êîíöåíòðàöèè ñàõàðà â
êðîâè çäîðîâûõ ëþäåé è áîëüíûõ äèàáåòîì. Ñ äðóãîé
ñòîðîíû, õîòÿ GGBP îáëàäàåò íåñêîëüêî ìåíüøèì óðîâ-
íåì ñòàáèëüíîñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ TMBP è äëÿ âîç-
ìîæíîñòè åãî ïðàêòè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ òðåáóåòñÿ
íàïðàâëåííîå óìåíüøåíèå êîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ ãëþêî-
çû, ñóùåñòâîâàíèå ðàñøèôðîâàííîé ïðîñòðàíñòâåííîé
ñòðóêòóðû ýòîãî áåëêà êàê â îòñóòñòâèå, òàê è â ïðèñóòñò-
âèè ëèãàíäà ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü àíàëèç ñòðóêòóðû áåëêà
ñ öåëüþ âûáîðà ìåñò ïîñàäêè (ââåäåíèÿ) ôëóîðåñöåíòíî-
ãî êðàñèòåëÿ èëè äîíîðíî-àêöåïòîðíîé ïàðû äâóõ ôëóî-
ðåñöåíòíûõ êðàñèòåëåé (ëèáî áîëåå îïòèìàëüíîé, íà íàø
âçãëÿä, ïàðû ôëóîðåñöåíòíûé áåëîê—ôëóîðåñöåíòíûé
êðàñèòåëü).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ãîñ-
êîíòðàêòîâ ñ ÔÀÍÈ (02.512.11.2277 è 02.740.11.5141) è
ÔÀÎ (P1198), ïðîãðàììû ÌÊÁ ÐÀÍ è ãðàíòà ïðåçèäåíòà
ÐÔ (ÌÊ-1181.2010.4).
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Ðèñ. 2. Äåíàòóðàöèÿ TMBP (÷åðíûå êðóæêè) è TMBP/Glc (ñåðûå êâàäðàòû) ïîä äåéñòâèåì GdnHCl ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
(ëåâàÿ ïàíåëü) è ïðè íàãðåâàíèè äî 95 °Ñ (ïðàâàÿ ïàíåëü).

à — I320 (îòêðûòûå ñèìâîëû), ýëëèïòè÷íîñòü ïðè 222 íì ([q222], çàêðûòûå ñèìâîëû) è ïîëÿðèçàöèÿ ôëóîðåñöåíöèè TMBP è TMBP/Glc, èçìåðåííûå
ïîñëå èíêóáàöèè áåëêà â ðàñòâîðàõ GdnHCl ñîîòâåòñòâóþùåé êîíöåíòðàöèè â òå÷åíèå 24 ÷; á — ïàðàìåòðè÷åñêèå çàâèñèìîñòè ìåæäó I320 è I365, õàðàê-
òåðèçóþùèå ðàçâîðà÷èâàíèå TMBP è TMBP/Glc ïîä äåéñòâèåì GdnHCl; â — èçìåíåíèå ñâîáîäíîé ýíåðãèè Ãèááñà DG0 TMBP è TMBP/Glc ïðè ðàçâî-
ðà÷èâàíèè ïîä äåéñòâèåì GdnHCl; ã — èçìåíåíèå I320 è ïàðàìåòðà À ïðè òåïëîâîé äåíàòóðàöèè TMBP è TMBP/Glc. Çàêðûòûå ñèìâîëû ñîîòâåòñòâóþò
èçìåíåíèþ ôëóîðåñöåíòíûõ õàðàêòåðèñòèê TMBP è TMBP/Glc â îòñóòñòâèå GdnHCl, îòêðûòûå ñèìâîëû — â ïðèñóòñòâèè 2.8 M GdnHCl; ä — ñòà-

áèëüíîñòü TMBP è TMBP/Glc â ïðèñóòñòâèè 2.8 Ì GdnHCl ïðè ðàçíûõ òåìïåðàòóðàõ.
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STABILITY OF SUGAR-BINDING PROTEINS: D-GALACTOSE/D-GLUCOSE-BINDING PROTEIN
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In this work we studied the structure and stability of sugar-binding proteins from mesophilic and thermo-
philic organisms which are of great importance for their possible use as sensing probe of biosensors aimed to
glucose detection in the blood. The data obtained revealed the stabilizing effect of ligands on the structures of
D-galactose/D-glucose-binding protein (GGBP) from Escherichia coli and trehalose/maltose-binding protein
from thermophilic bacterium Thermococcus litoralis. It was found that TMBP posses an increased stability as its
structure remains native even under heating up to 95 °Ñ.

K e y w o r d s: trehalose/maltose-binding protein, D-galactose/D-glucose-binding protein, protein stability,
biosensor.
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