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Èññëåäîâàíî âëèÿíèå ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ íà ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà è êîìïëåêñîîáðàçîâà-
íèå ñ ãëþêîçîé ìóòàíòíîé ôîðìû D-ãëþêîçà/D-ãàëàêòîçà-ñâÿçûâàþùåãî áåëêà GGBP/H152C ñ ïðèñîå-
äèíåííûì ê öèñòåèíîâîìó îñòàòêó Ñys 152 ñîëüâàòîõðîìíûì êðàñèòåëåì BADAN. Ýòîò áåëîê ìîæåò
ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê ÷óâñòâèòåëüíûé ýëåìåíò ãëþêîìåòðà. Òî÷å÷íàÿ àìèíîêèñëîòíàÿ çàìåíà His 152
íà Cys è ïðèñîåäèíåíèå BADAN ïî ýòîìó ïîëîæåíèþ áîëåå ÷åì â 8 ðàç ñíèæàþò ñðîäñòâî ìóòàíò-
íîé ôîðìû GGBP/H152C ê ãëþêîçå ïî ñðàâíåíèþ ñ áåëêîì äèêîãî òèïà, ÷òî ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü
ýòó ìóòàíòíóþ ôîðìó äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ñàõàðà â áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ, èçâëåêàåìûõ ñ
ïîìîùüþ òðàíñäåðìàëüíûõ òåõíîëîãèé. Äîñòàòî÷íî áûñòðîå êîìïëåêñîîáðàçîâàíèå GGBP/H152C ñ
ãëþêîçîé (äàæå â ðàñòâîðàõ ñ âÿçêîñòüþ 4 ñÏç âðåìÿ îáðàçîâàíèÿ êîìïëåêñà áåëîê—Glc íå ïðåâûøàåò
3 ñ) îáåñïå÷èâàåò âîçìîæíîñòü ñâîåâðåìåííî îòñëåæèâàòü èçìåíåíèÿ êîíöåíòðàöèè ñàõàðà. Èçìåíå-
íèå èîííîé ñèëû è ðÍ ðàñòâîðà â ïðåäåëàõ ôèçèîëîãè÷åñêîãî äèàïàçîíà çíà÷åíèé ýòèõ âåëè÷èí íå îêà-
çûâàåò çàìåòíîãî âëèÿíèÿ íà ôëóîðåñöåíòíûå õàðàêòåðèñòèêè GGBP/H152C—BADAN. Â îáëàñòè
êèñëûõ çíà÷åíèé ðÍ ÷àñòü ìîëåêóë GGBP/H152C íàõîäèòñÿ â ðàçâåðíóòîì ñîñòîÿíèè. Ïîêàçàíî,
÷òî ìóòàíòíàÿ ôîðìà GGBP/H152C îáëàäàåò îòíîñèòåëüíî íåâûñîêîé óñòîé÷èâîñòüþ ê äåíàòóðèðóþ-
ùåìó âîçäåéñòâèþ ãóàíèäèíãèäðîõëîðèäà. Ýòîò ðåçóëüòàò ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âûâîä î íåîáõîäèìîñòè
ïîèñêà áîëåå ñòàáèëüíûõ áåëêîâ äëÿ ñîçäàíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîãî ýëåìåíòà áèîñåíñîðíîé ñèñòåìû íà
ãëþêîçó.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ôëóîðåñöåíöèÿ, áèîñåíñîð, ãëþêîçà, ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: BADAN — 6-áðîìàöåòèë-2-äèìåòèëàìèíîíàôòàëèí, FRET — áåçûç-
ëó÷àòåëüíûé ïåðåíîñ ýíåðãèè ïî ôåðñòåðîâñêîìó ìåõàíèçìó, GdnHCl — ãóàíèäèíãèäðîõëîðèä,
GGBP — D-ãëþêîçà/D-ãàëàêòîçà-ñâÿçûâàþùèé áåëîê, GGBP/H152C — ìóòàíòíàÿ ôîðìà D-ãëþêîçà/D-
ãàëàêòîçà-ñâÿçûâàþùåãî áåëêà ñ çàìåíîé ãèñòèäèíîâîãî îñòàòêà 152 íà öèñòåèíîâûé, GGBP/H152C—
BADAN — áåëîê GGBP/H152C ñ ïðèñîåäèíåííûì ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì BADAN, Glc — ãëþêî-
çà, GGBP/H152C—BADAN—Glc — êîìïëåêñ GGBP/H152C—BADAN ñ ãëþêîçîé.

Â òå÷åíèå ïîñëåäíèõ äåñÿòèëåòèé íàáëþäàåòñÿ
óñòîé÷èâûé ðîñò ÷èñëà ëþäåé, áîëüíûõ äèàáåòîì. Äëÿ
ïðåäîòâðàùåíèÿ íåáëàãîïðèÿòíûõ ïîñëåäñòâèé ïîâûøå-
íèÿ óðîâíÿ ñàõàðà â êðîâè íåîáõîäèì åãî íåïðåðûâíûé
èëè äîñòàòî÷íî ðåãóëÿðíûé êîíòðîëü. Â ñâÿçè ñ ýòèì
àêòóàëüíîé ÿâëÿåòñÿ çàäà÷à ñîçäàíèÿ óñòðîéñòâ, ïîçâîëÿ-
þùèõ íåïðåðûâíî è íåèíâàçèâíî èçìåðÿòü óðîâåíü ãëþ-
êîçû â êðîâè ÷åëîâåêà (Oliver et al., 2009). Èññëåäîâà-
íèÿ â äàííîì íàïðàâëåíèè âåäóòñÿ óæå áîëåå 20 ëåò.
Ñîçäàíî íåìàëî êîììåð÷åñêèõ íåèíâàçèâíûõ ãëþêîìåò-
ðîâ, îñíîâàííûõ íà ðàçëè÷íûõ ôèçè÷åñêèõ ïðèíöèïàõ,
îäíàêî ýòó çàäà÷ó âðÿä ëè ìîæíî ñ÷èòàòü ðåøåííîé.
Áîëüøèíñòâî ïðåäñòàâëåííûõ â ïðîäàæå ïðèáîðîâ äëÿ
íåïðåðûâíîãî íåèíâàçèâíîãî ìîíèòîðèíãà ñàõàðà ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé ïîäêîæíûå ýëåêòðîõèìè÷åñêèå áèî-
ñåíñîðû, äåéñòâèå êîòîðûõ îñíîâàíî íà ñïåöèôè÷åñêîé

ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè îêèñëåíèÿ èëè ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ ãëþêîçû áåëêîì — ÷óâñòâèòåëüíûì ýëåìåí-
òîì. Îñíîâíûì íåäîñòàòêîì òàêèõ ñåíñîðîâ ÿâëÿåòñÿ
ðàñõîäóåìîñòü ÷óâñòâèòåëüíîãî ýëåìåíòà ïðè âçàèìî-
äåéñòâèè ñ ñóáñòðàòàìè âñëåäñòâèå íåîáðàòèìîñòè ðå-
àêöèè.

Áîëåå ïåðñïåêòèâíûì íàïðàâëåíèåì ÿâëÿåòñÿ ðàçðà-
áîòêà áèîñåíñîðíîé ñèñòåìû, ÷óâñòâèòåëüíûé ýëåìåíò
êîòîðîé ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé áåëîê, ðåàêöèÿ êîòîðîãî ñ
ãëþêîçîé íîñèò îáðàòèìûé õàðàêòåð. Òàêèìè áåëêàìè ÿâ-
ëÿþòñÿ, íàïðèìåð, êîíêàíàâàëèí À è D-ãëþêîçà/D-ãàëàê-
òîçà-ñâÿçûâàþùèé áåëîê (GGBP). Èñïîëüçîâàíèå äëÿ
ýòèõ öåëåé GGBP ïåðñïåêòèâíî, òàê êàê ïðè ñâÿçûâàíèè ñ
ãëþêîçîé ïðîèñõîäÿò çíà÷èòåëüíûå ïåðåñòðîéêè åãî òðå-
òè÷íîé ñòðóêòóðû (Amiss et al., 2007; Sakaguchi-Mikami
et al., 2008; Saxl et al., 2009).
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Íàèáîëüøóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü áèîñåíñîðíàÿ ñèñòå-
ìà íà îñíîâå GGBP äîëæíà èìåòü â îáëàñòè êîíöåíòðà-
öèé àíàëèòà, áëèçêîé ïî âåëè÷èíå ê êîíñòàíòå äèññîöèà-
öèè êîìïëåêñà áåëîê—Glc. Çíà÷åíèå êîíñòàíòû äèññîöè-
àöèè êîìïëåêñà GGBP—Glc (1 ìêÌ) (Vyas et al., 1988)
çíà÷èòåëüíî íèæå ñîäåðæàíèÿ ãëþêîçû â êðîâè çäîðîâûõ
ëþäåé è ëèö, áîëüíûõ äèàáåòîì (3—8 ìÌ).

Äîñòèãíóòü ñîîòâåòñòâèÿ çíà÷åíèÿ êîíñòàíòû äèññî-
öèàöèè êîìïëåêñà GGBP—Glc ñ êîíöåíòðàöèåé ãëþêîçû
â àíàëèçèðóåìîé ñðåäå ìîæíî äâóìÿ ñïîñîáàìè. Ïåðâûé
ñîñòîèò â ñîçäàíèè ìóòàíòíûõ ôîðì GGBP ñ ïîíèæåí-
íûì ñðîäñòâîì ê ãëþêîçå ïî ñðàâíåíèþ ñ áåëêîì äèêîãî
òèïà. Âòîðîé — â èñïîëüçîâàíèè òðàíñäåðìàëüíûõ ìåòî-
äîâ ýêñòðàêöèè ãëþêîçû èç êðîâè èëè ìåæòêàíåâîé æèä-
êîñòè (îáðàòíûé èîíîôîðåç, ñîíîôîðåç, áûñòðûé ìèê-
ðîäèàëèç, ëàçåðîïîðàöèÿ) (Oliver et al., 2009), ïðè ïðî-
âåäåíèè êîòîðîé ïðîèñõîäèò ðàçáàâëåíèå ñîäåðæàíèÿ
ãëþêîçû â èçâëåêàåìîé æèäêîñòè è óìåíüøåíèå åãî íà
òðè ïîðÿäêà. Ýòî ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå ÷óâ-
ñòâèòåëüíîãî ýëåìåíòà áèîñåíñîðíîé ñèñòåìû íà ãëþêî-
çó äèêèé òèï GGBP èëè ìóòàíòíóþ ôîðìó ýòîãî áåëêà ñ
áëèçêèì ê äèêîìó òèïó ñðîäñòâîì ê ãëþêîçå.

Îäíèì èç øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííûõ ìåòîäîâ ðåãèñò-
ðàöèè êîíôîðìàöèîííûõ èçìåíåíèé áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ
ôëóîðåñöåíöèÿ. Íåñìîòðÿ íà çíà÷èòåëüíûå ñòðóêòóðíûå
èçìåíåíèÿ ïðè âçàèìîäåéñòâèè GGBP ñ ãëþêîçîé, õàðàê-
òåðèñòèêè ñîáñòâåííîé ÓÔ-ôëóîðåñöåíöèè ýòîãî áåëêà
ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿþòñÿ ïðè êîìïëåêñîîáðàçîâà-
íèè (Stepanenko et al., 2011). Òàêèì îáðàçîì, ôëóîðåñöåí-
òíûé îòâåò íà ñâÿçûâàíèå GGBP ñ ãëþêîçîé ìîæåò áûòü
ïîëó÷åí ïóòåì ðåãèñòðàöèè ëèáî ôëóîðåñöåíöèè ñâÿçàí-
íîãî ñ áåëêîì êðàñèòåëÿ, ëèáî èçìåíåíèÿ FRET-ñèãíàëà
õèìåðíîé êîíñòðóêöèè íà îñíîâå GGBP. Ñîçäàíî íå-
ñêîëüêî ñåðèé ìóòàíòíûõ ôîðì GGBP c ïðèñîåäèíåííû-
ìè ê áåëêó ðàçëè÷íûìè êðàñèòåëÿìè, ôëóîðåñöèðóþùè-
ìè â âèäèìîé (Amiss et al., 2007; Khan et al., 2010) è èíô-
ðàêðàñíîé (Thomas et al., 2006; Thomas et al., 2007)
îáëàñòÿõ ñïåêòðà, à òàêæå ñèíòåçèðîâàí ðÿä FRET-êîíñò-
ðóêöèé, îñíîâîé êîòîðûõ ÿâëÿëñÿ GGBP (Ye et al., 2003;
Ge et al., 2004).

Îäíèì èç ïåðñïåêòèâíûõ êàíäèäàòîâ íà ðîëü ÷óâñò-
âèòåëüíîãî ýëåìåíòà áèîñåíñîðíîé ñèñòåìû íà ãëþêîçó
ÿâëÿåòñÿ ìóòàíòíàÿ ôîðìà GGBP/H152C ñ òî÷å÷íîé àìè-
íîêèñëîòíîé çàìåíîé ãèñòèäèíîâîãî àìèíîêèñëîòíîãî
îñòàòêà â ïîëîæåíèè 152 íà öèñòåèíîâûé è ïðèñîåäè-
íåííûì ê íåìó ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì BADAN
(GGBP/H152C—BADAN) (Khan et al., 2008). Ïîêàçàíî,
÷òî ïðè ïåðåõîäå GGBP/H152C èç îòêðûòîé ôîðìû â çà-
êðûòóþ íàáëþäàåòñÿ òðåõêðàòíîå óâåëè÷åíèå èíòåíñèâ-
íîñòè ôëóîðåñöåíöèè ñâÿçàííîãî ñ áåëêîì êðàñèòåëÿ
(Khan et al., 2008; Khan et al., 2010).

Ïðîâåäåíèå ïðîäîëæèòåëüíûõ èçìåðåíèé ñîäåðæà-
íèÿ ãëþêîçû â àíàëèçèðóåìûõ ñðåäàõ ìîæíî äîñòè÷ü ïðè
óñëîâèè âûñîêîé ñòàáèëüíîñòè áåëêà — ÷óâñòâèòåëüíîãî
ýëåìåíòà. Îäíèì èç ñïîñîáîâ îöåíêè ñòàáèëüíîñòè áåë-
êîâ ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå èõ ðàçâîðà÷èâàíèÿ ïîä äåéñòâèåì
õèìè÷åñêîãî äåíàòóðàíòà.

Çàäà÷åé íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå âëèÿ-
íèÿ ðàçëè÷íûõ âíåøíèõ óñëîâèé (ïðèñóòñòâèå äåíàòóðè-
ðóþùèõ àãåíòîâ, èçìåíåíèå çíà÷åíèé ðÍ, âÿçêîñòè è èîí-
íîé ñèëû ðàñòâîðà) íà ôëóîðåñöåíòíûå õàðàêòåðèñòèêè
ìóòàíòíîé ôîðìû GGBP/H152C—BADAN â îòêðûòîé è
çàêðûòîé ôîðìàõ, à òàêæå èññëåäîâàíèå âðåìåíè îòêëèêà
ðåãèñòðèðóåìîãî ñèãíàëà íà èçìåíåíèå ñîäåðæàíèÿ ãëþ-
êîçû â àíàëèçèðóåìîé ñðåäå.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û. D-ãëþêîçó, àöåòî-
íèòðèë (Sigma, ÑØÀ), NaCl (Âåêòîí, Ðîññèÿ), ôëóîðåñ-
öåíòíûé êðàñèòåëü BADAN, ñóëüôàò õèíèíà (AnaSpec,
ÑØÀ), ãóàíèäèíãèäðîõëîðèä (GdnHCl) (Nacalai Tesque,
ßïîíèÿ) è ãëèöåðèí (Merck, Ãåðìàíèÿ) èñïîëüçîâàëè áåç
äîïîëíèòåëüíîé î÷èñòêè. Êîíöåíòðàöèþ GdnHCl è ãëè-
öåðèíà îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ðåôðàêòîìåòðà Àááå
(ËÎÌÎ, Ðîññèÿ). Ìóòàíòíàÿ ôîðìà D-ãëþêîçà/D-ãàëàê-
òîçà-ñâÿçûâàþùåãî áåëêà GGBP/Í152Ñ ïîëó÷åíà, âûäå-
ëåíà è î÷èùåíà, êàê îïèñàíî ðàíåå (Stepanenko et al.,
2011). Ïðèñîåäèíåíèå ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ BA-
DAN ê GGBP/H152C îñóùåñòâëÿëè ïî îïèñàííîé ìåòî-
äèêå (Khan et al., 2010). Ýêñïåðèìåíòû âûïîëíåíû ïðè
êîíöåíòðàöèè ðàñòâîðîâ áåëêîâ 0.2—0.8 ìã/ìë. Äëÿ îáðà-
çîâàíèÿ êîìïëåêñà áåëîê—ëèãàíä â ðàñòâîð áåëêà äîáàâ-
ëÿëè D-ãëþêîçó â êîíöåíòðàöèè 10—20 ìÌ. Èçìåðåíèÿ
ïðîâîäèëè â áóôåðíûõ ðàñòâîðàõ, ñîäåðæàùèõ ëèìîí-
íóþ êèñëîòó è Na2HPO4 (ðÍ 2.8, 4.2, 6.0 è 7.1), PBS
(pH 7.4) è Tris-HCl (pH 7.2 è 9.6).

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û å è ç ì å ð å í è ÿ. Ôëóîðåñöåíò-
íûå èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåêòðîôëó-
îðèìåòðà ñîáñòâåííîãî èçãîòîâëåíèÿ (Òóðîâåðîâ è äð.,
1998) è ñïåêòðîôëóîðèìåòðà Cary Eclipse (Varian, Àâñò-
ðàëèÿ). Èçìåðåíèå êèíåòèêè ñâÿçûâàíèÿ GGBP/H152C—
BADAN ñ ãëþêîçîé (GGBP/H152C—BADAN—Glc) áûëî
âûïîëíåíî ñ ïîìîùüþ àïïàðàòóðû îñòàíîâëåííîãî ïîòî-
êà MOS 450 (Bio-Logic, Ôðàíöèÿ). Ñîáñòâåííóþ ÓÔ-ôëó-
îðåñöåíöèþ èçìåðÿëè ïðè âîçáóæäåíèè ñâåòîì ñ äëè-
íàìè âîëí 280 è 297 íì. Ôëóîðåñöåíöèþ êðàñèòåëÿ âîç-
áóæäàëè ïðè äëèíàõ âîëí 350, 387 è 405 íì. Äëÿ
õàðàêòåðèñòèêè ïîëîæåíèÿ è ôîðìû ñïåêòðîâ ñîáñòâåí-
íîé ÓÔ-ôëóîðåñöåíöèè èñïîëüçîâàëè ïàðàìåòð À =
= I320/I365 (I320 è I365 — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè, èç-
ìåðåííàÿ ïðè äëèíàõ âîëí 320 è 365 íì ñîîòâåòñòâåííî).
Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè è ïàðàìåòð À êîððåêòèðîâàëè íà
ñïåêòðàëüíóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü óñòàíîâêè. Êâàíòîâûé
âûõîä ôëóîðåñöåíöèè BADAN îïðåäåëÿëè ñîãëàñíî ìå-
òîäèêå, îïèñàííîé ðàíåå (Kuznetsova et al., 2012). Â êà÷å-
ñòâå ýòàëîíà èñïîëüçîâàëè ðàñòâîð ñóëüôàòà õèíèíà â
0.1 M H2SO4. Êîíñòàíòó äèññîöèàöèè (Kd) êîìïëåêñà
GGBP/H152C—BADAN—Glc îïðåäåëÿëè, êàê îïèñàíî
â ëèòåðàòóðå (Nolting, 1999). Âåëè÷èíó ýíåðãåòè÷å-
ñêîãî áàðüåðà ìåæäó îòêðûòîé è çàêðûòîé ôîðìàìè
GGBP/H152C ðàññ÷èòûâàëè ïî ìåòîäèêå Íîëòèíãà (Nöl-
ting, 1999). Ôëóîðåñöåíòíûå èçìåðåíèÿ âûïîëíåíû ïðè
23 °Ñ ñ èñïîëüçîâàíèåì ìèêðîêþâåò (Helma, Ãåðìàíèÿ;
Varian, Àâñòðàëèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ê î í ñ ò à í ò à ä è ñ ñ î ö è à ö è è ê î ì ï ë å ê ñ à
GGBP/H 1 5 2 C—B A D A N—G l c. Òî÷å÷íàÿ àìèíîêèñ-
ëîòíàÿ çàìåíà ãèñòèäèíîâîãî îñòàòêà 152 íà öèñòåèíî-
âûé ñíèæàåò ñðîäñòâî GGBP ê ãëþêîçå. Kd êîìïëåêñà
GGBP/H152C—Glc, îïðåäåëåííàÿ ñ ïîìîùüþ ñîáñòâåí-
íîé ÓÔ-ôëóîðåñöåíöèè äëÿ íå ñâÿçàííîãî ñ êðàñèòåëåì
áåëêà, ñîñòàâëÿåò 5.6 ìêÌ, ÷òî áîëåå ÷åì â 5 ðàç ïðåâû-
øàåò ñîîòâåòñòâóþùåå çíà÷åíèå äëÿ áåëêà äèêîãî òèïà.
Ýòî ìîæíî îáúÿñíèòü íàðóøåíèåì âîäîðîäíîé ñâÿçè
ìåæäó îñòàòêîì 152 GGBP è øåñòûì àòîìîì ìîëåêóëû
ãëþêîçû âñëåäñòâèå çàìåíû Íis152 íà Ñys. Ïîêàçàíî, ÷òî
ïðèñîåäèíåíèå BADAN ê GGBP/H152C òàêæå ñïîñîáñò-

Ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà ìóòàíòíîé ôîðìû D-ãëþêîçà/D-ãàëàêòîçà-ñâÿçûâàþùåãî áåëêà 887



âóåò íåêîòîðîìó óâåëè÷åíèþ Kd êîìïëåêñà áåëîê—Glc.
Kd êîìïëåêñà GGBP/H152C—BADAN—Glñ, îïðåäåëåí-
íàÿ ïî èçìåíåíèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè BA-
DAN, ðàâíà 8.5 ìêÌ (ðèñ. 1). Óìåíüøåíèå ñðîäñòâà
GGBP/H152C ê ãëþêîçå ïðè ñâÿçûâàíèè BADAN ìîæåò
áûòü îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî êðàñèòåëü íàðóøàåò êîíôèãó-
ðàöèîííîå ñîîòâåòñòâèå ìåæäó àêòèâíûì öåíòðîì áåëêà
è ìîëåêóëîé ãëþêîçû. Òåì íå ìåíåå êîíñòàíòà äèññîöèà-
öèè êîìïëåêñà GGBP/H152Ñ—BADAN—Glc çíà÷èòåëü-
íî íèæå ñîäåðæàíèÿ ãëþêîçû â êðîâè è ìåæòêàíåâîé
æèäêîñòè çäîðîâûõ ëþäåé è ëèö, áîëüíûõ äèàáåòîì. Ïî-
ýòîìó ìóòàíòíàÿ ôîðìà GGBP/H152Ñ—BADAN ìîæåò
áûòü èñïîëüçîâàíà â êà÷åñòâå ÷óâñòâèòåëüíîãî íà ãëþêî-
çó ýëåìåíòà áèîñåíñîðíîé ñèñòåìû ëèøü äëÿ îïðåäåëå-
íèÿ ñîäåðæàíèÿ ñàõàðà â áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ, ýêñò-
ðàãèðóåìûõ ñ ïîìîùüþ òðàíñäåðìàëüíûõ òåõíîëîãèé.

Ê è í å ò è ê à î á ð à ç î â à í è ÿ ê î ì ï ë å ê ñ à G G B P /
H 1 5 2 C—B A D A N—G l c. Ëþáàÿ áèîñåíñîðíàÿ ñèñòåìà

äîëæíà äîñòàòî÷íî áûñòðî ðåàãèðîâàòü íà èçìåíåíèå ñî-
äåðæàíèÿ àíàëèòà â èññëåäóåìîé ñðåäå. Â ñâÿçè ñ ýòèì
áûëà èññëåäîâàíà êèíåòèêà èçìåíåíèÿ èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè ïðèñîåäèíåííîãî ê GGBP/H152C êðàñè-
òåëÿ BADAN ïðè ââåäåíèè â àíàëèçèðóåìûé ðàñòâîð
ãëþêîçû (ðèñ. 2). Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè äîáàâëåíèè ñàõàðà â
èññëåäóåìûé ðàñòâîð èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè BA-
DAN, ïðèñîåäèíåííîãî ê áåëêó â îòêðûòîé ôîðìå, âñåãî
çà 0.08 ñ äîñòèãàåò çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè êðàñèòåëÿ â ñîñòàâå êîìïëåêñà GGBP/H152C—BA-
DAN—Glc. Âåëè÷èíà ýíåðãåòè÷åñêîãî áàðüåðà ìåæäó
àïî- è õîëîôîðìîé GGBP/H152C, ñîîòâåòñòâóþùàÿ òàêî-
ìó âðåìåíè îáðàçîâàíèÿ êîìïëåêñà áåëîê—Glc, ñîñòàâ-
ëÿåò 15.9 êêàë/ìîëü. Èçâåñòíî, ÷òî íà ñêîðîñòü êîìïëåê-
ñîîáðàçîâàíèÿ ëèãàíäà ñ ðåöåïòîðîì ìîæåò îêàçûâàòü
âëèÿíèå âÿçêîñòü ñðåäû (Bongrand, 1999). Ïîêàçàíî, ÷òî
îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà áåëîê—Glc â ðàñòâîðàõ ñ âÿç-
êîñòüþ, ñîîòâåòñòâóþùåé çíà÷åíèþ ýòîãî ïàðàìåòðà â
êðîâè ÷åëîâåêà (4 ñÏç) (Dintenfass, 1985), òàêæå ïðîèñõî-
äèò äîñòàòî÷íî áûñòðî — çà 3 ñ (ðèñ. 2). Ýòî ïîçâîëÿåò
èñïîëüçîâàòü ìóòàíòíóþ ôîðìó GGBP/H152C ñ ïðèñîå-
äèíåííûì ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì BADAN äëÿ
îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ãëþêîçû â âÿçêèõ ñðåäàõ.

Â ë è ÿ í è å â ÿ ç ê î ñ ò è ð à ñ ò â î ð à í à ô ë ó î ð å ñ -
ö å í ò í û å õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê è G G B P/H 1 5 2 C—B A -
D A N. BADAN ÿâëÿåòñÿ ñîëüâàòîõðîìíûì êðàñèòåëåì
(Owenius, 1999), ôëóîðåñöåíòíûå õàðàêòåðèñòèêè êîòî-
ðîãî ïî îïðåäåëåíèþ çàâèñÿò îò ïîëÿðíîñòè ñðåäû (Dem-
chenko et al., 2013). Äåéñòâèòåëüíî, íàìè ïîêàçàíî, ÷òî
èçìåíåíèå ïîëÿðíîñòè ñðåäû îêàçûâàåò ñóùåñòâåííîå
âëèÿíèå íà êâàíòîâûé âûõîä (q) ôëóîðåñöåíöèè ñâîáîä-
íîãî êðàñèòåëÿ. Ïðè ïåðåõîäå èç ïîëÿðíîãî îêðóæåíèÿ
(ñìåøàííûé ðàñòâîðèòåëü àöåòîíèòðèë/âîäà ïðè ñîîòíî-
øåíèè 1 : 100) â íåïîëÿðíîå (àöåòîíèòðèë) q âîçðàñòàåò â
1.7 ðàçà.

Îêàçàëîñü, ÷òî îãðàíè÷åíèå ïîäâèæíîñòè êðàñèòåëÿ
òàêæå ìîæåò îêàçûâàòü çíà÷èòåëüíîå âëèÿíèå íà êâàíòî-
âûé âûõîä ôëóîðåñöåíöèè BADAN. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè
ñâÿçûâàíèè êðàñèòåëÿ ñ GGBP/H152C êâàíòîâûé âûõîä
ôëóîðåñöåíöèè BADAN âîçðàñòàåò ïðèáëèçèòåëüíî â
21 ðàç ïî ñðàâíåíèþ ñ êâàíòîâûì âûõîäîì ñâîáîäíîãî
êðàñèòåëÿ â ñìåøàííîì ðàñòâîðèòåëå (àöåòîíèòðèë ñ âî-
äîé). Ýòî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî ñóùåñòâóåò
ìåõàíèçì áåçûçëó÷àòåëüíîé äåçàêòèâàöèè âîçáóæäåííî-
ãî ñîñòîÿíèÿ êðàñèòåëÿ, ñâÿçàííûé ñ ïîäâèæíîñòüþ ôðàã-
ìåíòîâ ìîëåêóëû BADAN äðóã îòíîñèòåëüíî äðóãà.

Ñîãëàñíî óðàâíåíèþ Äåáàÿ—Ñòîêñà—Ýéíøòåéíà
(Loutfy et al., 1982), êîíñòàíòà ñêîðîñòè áåçûçëó÷àòåëü-
íîé äåçàêòèâàöèè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ ìîëåêóëû
ôëóîðîôîðà, ñîïðÿæåííàÿ ñ èçìåíåíèåì ïîäâèæíîñòè
÷àñòåé ìîëåêóëû äðóã îòíîñèòåëüíî äðóãà, ïðîïîðöèî-
íàëüíà îòíîøåíèþ òåìïåðàòóðû ðàñòâîðèòåëÿ (T) ê åãî
âÿçêîñòè (h):

k
T

ϕ η
~ . (1)

Ïðåäïîëîæèâ, ÷òî ñóììà êîíñòàíò ñêîðîñòåé áåçûç-
ëó÷àòåëüíîé äåçàêòèâàöèè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ (knf )
BADAN îïèñûâàåòñÿ ñîîòíîøåíèåì

k k knf = +∑ ϕ ϕ 0
, (2)

ãäå kϕ — êîíñòàíòà ñêîðîñòè áåçûçëó÷àòåëüíîé äåçàêòè-
âàöèè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ êðàñèòåëÿ, îïðåäåëÿå-

888 À. Â. Ôîíèí è äð.

Ðèñ. 1. Îïðåäåëåíèå êîíñòàíòû äèññîöèàöèè (Kd) êîìïëåêñà
GGBP/H152C—BADAN ñ ãëþêîçîé (Glc).

ÈÔ — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè. Äëèíà âîëíû âîçáóæäåíèÿ
387 íì, ðåãèñòðàöèÿ — 545 íì.

Ðèñ. 2. Êèíåòèêà ñâÿçûâàíèÿ GGBP/H152C—BADAN ñ Glc â
ðàñòâîðàõ ñ ðàçëè÷íîé âÿçêîñòüþ.

Äëèíà âîëíû âîçáóæäåíèÿ 405 íì. Êðèâàÿ 1 — êîíòðîëü, êðèâàÿ 2 —
ñâÿçûâàíèå GGBP/H152C—BADAN ñ Glc â ðàñòâîðå PBS, êðèâàÿ 3 —
ñâÿçûâàíèå GGBP/H152C—BADAN ñ Glc â ñìåñè PBS è ãëèöåðèíà (âÿç-
êîñòü èòîãîâîãî ðàñòâîðà ñîñòàâëÿëà 4 ñÏç). Âñòàâêà: êèíåòèêà ñâÿçûâà-
íèÿ GGBP/H152C—BADAN ñ Glc â ðàñòâîðå PBS. ×åðíàÿ êðèâàÿ — êîí-
òðîëü, ñåðàÿ êðèâàÿ — ñâÿçûâàíèå GGBP/H152C—BADAN ñ Glc â ðàñò-

âîðå PBS.



ìàÿ âûðàæåíèåì (1), kϕ 0
— êîíñòàíòà ñêîðîñòè áåçûçëó-

÷àòåëüíîé äåçàêòèâàöèè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ BA-
DAN, êîãäà kϕ = 0, âûðàæåíèå äëÿ êâàíòîâîãî âûõîäà
ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ ïðèìåò ñëåäóþùèé âèä:

q
k

k k k

f

f

=
+ +ϕ ϕ 0

, (3)

ãäå kf — êîíñòàíòà ñêîðîñòè èçëó÷àòåëüíîé äåçàêòèâà-
öèè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ êðàñèòåëÿ.

Ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ðÿäà ïðåîáðàçîâàíèé óðàâíåíèå (3)
ìîæíî çàïèñàòü ñëåäóþùèì îáðàçîì:

1
1

q
a b

T
= + +

η
, (4)

ãäå a
k

k
q

f

= =
ϕ 0

1 1( – ) ïðè T → 0 è η → ∞, b — êîýôôèöè-

åíò ïðîïîðöèîíàëüíîñòè.
Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî çàâèñèìîñòü êâàíòîâîãî âûõîäà

ôëóîðåñöåíöèè îò âÿçêîñòè ðàñòâîðà âîäíî-ãëèöåðèíî-
âîé ñìåñè, ïðåäñòàâëåííàÿ â êîîðäèíàòàõ 1/q – 1 äëÿ BA-
DAN, ñâÿçàííîãî ñ îòêðûòîé ôîðìîé GGBP/H152C, îò
îòíîøåíèÿ T/h èìååò ëèíåéíûé õàðàêòåð (ðèñ. 3). Ýòî
ïîäòâåðæäàåò ïðåäïîëîæåíèå î ñóùåñòâîâàíèè ìåõàíèç-
ìà áåçûçëó÷àòåëüíîé äåçàêòèâàöèè âîçáóæäåííîãî ñîñòî-
ÿíèÿ êðàñèòåëÿ, ñâÿçàííîãî ñ ïîäâèæíîñòüþ ôðàãìåíòîâ
ìîëåêóëû BADAN äðóã îòíîñèòåëüíî äðóãà.

Çàâèñèìîñòü 1/q – 1 ôëóîðåñöåíöèè BADAN â ñîñòà-
âå êîìïëåêñà GGBP/H152C ñ ãëþêîçîé îò îòíîøåíèÿ T/h
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé êðèâóþ ñ íàñûùåíèåì (ðèñ. 3). Ïî-
âèäèìîìó, òàêîé âèä çàâèñèìîñòè îáóñëîâëåí òåì, ÷òî
êîìïëåêñîîáðàçîâàíèå GGBP/H152C ñ ëèãàíäîì ïðèâî-
äèò ê óìåíüøåíèþ äîñòóïíîñòè BADAN ìîëåêóëàì ðàñ-
òâîðèòåëÿ.

Ð à ç â î ð à ÷ è â à í è å G G B P / H 1 5 2 C—B A D AN â
î ò ê ð û ò î é è ç à ê ð û ò î é ô î ð ì à õ ï î ä ä å é ñ ò â è å ì
õ è ì è ÷ å ñ ê î ã î ä å í à ò ó ð à í ò à G d n H C l. Ñòàáèëü-
íîñòü ìóòàíòíîé ôîðìû GGBP/H152C áûëà îöåíåíà ñ ïî-
ìîùüþ èññëåäîâàíèÿ ðàçâîðà÷èâàíèÿ GGBP/H152C—
BADAN â îòêðûòîé è çàêðûòîé ôîðìàõ ïîä äåéñòâèåì
õèìè÷åñêîãî äåíàòóðàíòà GdnHCl.

Ñîâîêóïíûé àíàëèç äàííûõ ôëóîðåñöåíöèè ñâÿçàí-
íîãî ñ áåëêîì êðàñèòåëÿ (ðèñ. 4, à) è ñîáñòâåííîé
ÓÔ-ôëóîðåñöåíöèè GGBP/H152C (ðèñ. 4, á) ïîêàçàë, ÷òî
ìóòàíòíàÿ ôîðìà GGBP/H152C êàê â ñâÿçàííîì, òàê è â
íå ñâÿçàííîì ñ êðàñèòåëåì ñîñòîÿíèè íà÷èíàåò ðàçâîðà-
÷èâàòüñÿ óæå ïðè íåáîëüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ äåíàòóðàíòà
(0.3 Ì GdnHCl), ò. å. èìååò îòíîñèòåëüíî íåâûñîêóþ
óñòîé÷èâîñòü ê äåíàòóðèðóþùèì âîçäåéñòâèÿì.

Íàáëþäàåìûé ðîñò èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
ïðèñîåäèíåííîãî ê áåëêó êðàñèòåëÿ â äèàïàçîíå êîíöåíò-
ðàöèé GdnHCl îò 0.3 äî 0.6 Ì, âîçìîæíî, îáóñëîâëåí íå-
êîòîðûì ñáëèæåíèåì N- è Ñ-äîìåíîâ GGBP/H152C ïî
ìåðå ðàçâîðà÷èâàíèÿ áåëêà, èç-çà ÷åãî îêðóæåíèå BA-
DAN ñòàíîâèòñÿ áîëåå íåïîëÿðíûì è ïëîòíî óïàêîâàí-
íûì. Âûðàæåííûé ìàêñèìóì çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíî-
ñòè ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ îò êîíöåíòðàöèè äåíàòó-
ðàíòà (îêîëî 0.6 Ì GdnHCl — ñåðåäèíà ïåðåõîäà ìåæäó
íàòèâíûì è ðàçâåðíóòûì ñîñòîÿíèÿìè, ñîãëàñíî äàííûì
ñîáñòâåííîé ÓÔ-ôëóîðåñöåíöèè) ñâèäåòåëüñòâóåò î ðåç-
êîì èçìåíåíèè ìèêðîîêðóæåíèÿ BADAN â ýòîé îáëàñòè
GdnHCl. Ðàíåå ñ ïîìîùüþ ìåòîäà äèôôåðåíöèàëüíîé
ñêàíèðóþùåé êàëîðèìåòðèè áûëî ïîêàçàíî (Stepanenko

Ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà ìóòàíòíîé ôîðìû D-ãëþêîçà/D-ãàëàêòîçà-ñâÿçûâàþùåãî áåëêà 889

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå âÿçêîñòè è òåìïåðàòóðû ðàñòâîðèòåëÿ íà êâàí-
òîâûé âûõîä (q) ôëóîðåñöåíöèè GGBP/H152C— BADAN â îò-

êðûòîé (êðóæêè) è çàêðûòîé (òðåóãîëüíèêè) ôîðìàõ.

Äëèíà âîëíû âîçáóæäåíèÿ 387 íì.

Ðèñ. 4. Ðàçâîðà÷èâàíèå GGBP/H152C—BADAN â îòêðûòîé
(êðóæêè) è â çàêðûòîé (òðåóãîëüíèêè) ôîðìàõ ïîä äåéñòâèåì

GdnHCl.

à — çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ) (äëèíà âîëíû
âîçáóæäåíèÿ 387 íì, ðåãèñòðàöèè — 545 íì) îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl;
á — çàâèñèìîñòü ïàðàìåòðà A = I320/I365 (I320 è I365 — èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè, èçìåðåííàÿ ïðè äëèíàõ âîëí 320 è 365 íì ñîîòâåòñò-

âåííî) îò êîíöåíòðàöèè GdnHCl. Äëèíà âîëíû âîçáóæäåíèÿ 297 íì.



et al., 2011), ÷òî ïðè äåíàòóðàöèè GGBP ïîä äåéñòâèåì
íàãðåâàíèÿ äîìåíû ýòîãî áåëêà ðàçâîðà÷èâàþòñÿ íå îä-
íîâðåìåííî. Âîçìîæíî, ðåçêîå èçìåíåíèå ìèêðîîêðóæå-
íèÿ BADAN îêîëî ñåðåäèíû ïåðåõîäà ìåæäó íàòèâíûì è
ðàçâåðíóòûì ñîñòîÿíèÿìè GGBP/H152C îáóñëîâëåíî
ðàçäåëåíèåì N- è Ñ- äîìåíîâ ýòîãî áåëêà ïðè åãî äåíàòó-
ðàöèè ïîä äåéñòâèåì GdnHCl.

Ïîêàçàíî, ÷òî êîìïëåêñîîáðàçîâàíèå ñ ãëþêîçîé
ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîé ñòàáèëèçàöèè ñòðóêòóðû
GGBP/H152C: ñåðåäèíà ïåðåõîäà ìåæäó íàòèâíûì è
ðàçâåðíóòûì ñîñòîÿíèÿìè GGBP/H152C—BADAN—Glc
ñäâèíóòà íà 0.7 Ì â îáëàñòü áîëüøèõ êîíöåíòðà-
öèé GdnHCl ïî ñðàâíåíèþ ñ îòêðûòîé ôîðìîé áåëêà
(ðèñ. 4, á).

Ïðè ðàçâîðà÷èâàíèè êîìïëåêñà GGBP/H152C—BA-
DAN—Glc ïîä äåéñòâèåì GdnHCl íàáëþäàåòñÿ ïëàâíîå
óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè BADAN äî
çíà÷åíèé êîíöåíòðàöèè GdnHCl îêîëî 0.5 Ì (ðèñ. 4, à).
Â îáëàñòè 0.5—1 Ì GdnHCl êðèâàÿ çàâèñèìîñòè èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè GGBP/H152C—BADAN—Glc
îò êîíöåíòðàöèè äåíàòóðàíòà âûõîäèò íà ïëàòî (ñîîòâåò-
ñòâóåò íà÷àëó ïëàâëåíèÿ GGBP/H152C—BADAN—Glc
ïî äàííûì ñîáñòâåííîé ÓÔ-ôëóîðåñöåíöèè). Ïðè äàëü-
íåéøåì óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè GdnHCl íàáëþäàåòñÿ
óìåíüøåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ.

Òàêîé õàðàêòåð çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè BADAN îò êîíöåíòðàöèè äåíàòóðàíòà, ïî-âèäè-
ìîìó, ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì çàêðûòîé êîíôîðìàöèè N- è
Ñ-äîìåíîâ GGBP/H152C—BADAN â ñîñòàâå êîìïëåêñà
ýòîãî áåëêà ñ ãëþêîçîé. Ìèêðîîêðóæåíèå BADAN â ýòîì
ñëó÷àå áîëåå ãèäðîôîáíî è ïëîòíî óïàêîâàíî ïî ñðàâíå-
íèþ ñ îêðóæåíèåì êðàñèòåëÿ, ïðèñîåäèíåííîãî ê
GGBP/H152C â îòêðûòîé ôîðìå.

Ïðè äåíàòóðàöèè GGBP/H152C—BADAN ïîä äåéñò-
âèåì GdnHCl êàê â îòêðûòîé, òàê è â çàêðûòîé ôîðìå íà-
áëþäàåòñÿ íåçíà÷èòåëüíûé ñäâèã â êîðîòêîâîëíîâóþ îá-
ëàñòü ìàêñèìóìà ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè êðàñèòåëÿ (äàí-
íûå íå ïðåäñòàâëåíû). Ýòî òàêæå ñâèäåòåëüñòâóåò îá
óìåíüøåíèè äîñòóïíîñòè BADAN ðàñòâîðèòåëþ ïðè ðàç-
âîðà÷èâàíèè áåëêà â àïî- è õîëîôîðìå.

Ç à â è ñ è ì î ñ ò ü ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û õ õ à ð à ê ò å -
ð è ñ ò è ê G G B P / H 1 5 2 C—B A D A N â î ò ê ð û ò î é è
ç à ê ð û ò î é ô î ð ì à õ î ò ð Í è è î í í î é ñ è ë û ð à ñ-
ò â î ð à. Ïðè óìåíüøåíèè ðÍ ðàñòâîðà GGBP/H152C
òåðÿåò íàòèâíóþ ñòðóêòóðó: íàáëþäàþòñÿ óìåíüøåíèå
èíòåíñèâíîñòè ñîáñòâåííîé ÓÔ-ôëóîðåñöåíöèè, ðîñò
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ñâÿçàííîãî ñ áåëêîì êðà-
ñèòåëÿ è ñäâèã ìàêñèìóìà ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè BA-
DAN â êîðîòêîâîëíîâóþ îáëàñòü ïî ñðàâíåíèþ ñ ñîîò-
âåòñòâóþùèìè çíà÷åíèÿìè â ðàñòâîðàõ ñ íåéòðàëüíûìè
ðÍ (ðèñ. 5, à). Òåì íå ìåíåå, ñîãëàñíî äàííûì ôëóîðåñ-
öåíöèè BADAN (óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè êðàñèòåëÿ ïðè êîìïëåêñîîáðàçîâàíèè), ñïîñîáíîñòü
GGBP/H152C ñâÿçûâàòü Glc ñîõðàíÿåòñÿ äî çíà÷åíèé
ðÍ îêîëî 4.2. Ïðè äàëüíåéøåì çàêèñëåíèè ñðåäû âçàèìî-
äåéñòâèå ñ Glc íå ïðèâîäèò ê çàìåòíûì èçìåíåíèÿì â
ñïåêòðàõ ôëóîðåñöåíöèè GGBP/H152C—BADAN. Ýòî
ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî â ýòèõ óñëîâèÿõ GGBP/ H152C
òåðÿåò ñïîñîáíîñòü ñâÿçûâàòü Glc.

Ïðè ïåðåõîäå çíà÷åíèé ðÍ èç íåéòðàëüíîé îáëàñòè â
ùåëî÷íóþ íå íàáëþäàåòñÿ çíà÷èòåëüíûõ èçìåíåíèé â
ñîáñòâåííîé ÓÔ-ôëóîðåñöåíöèè GGBP/H152C è ôëóî-
ðåñöåíöèè ïðèñîåäèíåííîãî ê áåëêó êðàñèòåëÿ (ðèñ. 5, à).
Ñïîñîáíîñòü GGBP/H152C—BADAN ê ñâÿçûâàíèþ Glc
ïðè ýòîì ñîõðàíÿåòñÿ.

Àíàëèç âëèÿíèÿ ðÍ ðàñòâîðà íà ôëóîðåñöåíòíûå õà-
ðàêòåðèñòèêè GGBP/H152C—BADAN â îòêðûòîé è çà-
êðûòîé ôîðìàõ ïîäòâåðæäàåò îòíîñèòåëüíî íåâûñîêóþ
ñòàáèëüíîñòü GGBP/H152C, òàê êàê ïåðåõîä èç íåéòðàëü-
íîé â êèñëóþ îáëàñòü ðÍ ñïîñîáñòâóåò ïîòåðå ýòèì áåë-
êîì ñâîåé íàòèâíîé ñòðóêòóðû.

Èçìåíåíèå èîííîé ñèëû ðàñòâîðà íå îêàçûâàåò çà-
ìåòíîãî âëèÿíèÿ íà ôëóîðåñöåíòíûå õàðàêòåðèñòèêè áåë-
êà è ñâÿçàííîãî ñ GGBP/H152C êðàñèòåëÿ (ðèñ. 5, á).
Íåçíà÷èòåëüíîå óìåíüøåíèå ñîáñòâåííîé ÓÔ-ôëîðåñ-
öåíöèè GGBP/H152C è óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè BADAN â ñîñòàâå áåëêà â îòêðûòîé ôîðìå ïî
ñðàâíåíèþ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè çíà÷åíèÿìè â ðàñòâîðå
PBS íàáëþäàþòñÿ ëèøü ïðè êîíöåíòðàöèè NaCl îêîëî
2.5 Ì. Áåëîê ïðè ýòîì íå òåðÿåò ñïîñîáíîñòè ñâÿçûâàòü
Glc. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî èçìåíåíèå èîííîé
ñèëû ðàñòâîðà îêàçûâàåò íåçíà÷èòåëüíîå âëèÿíèå íà ïðî-
ñòðàíñòâåííóþ ñòðóêòóðó GGBP/H152C.

Ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé
äàííûå ïîçâîëÿþò çàêëþ÷èòü, ÷òî ìóòàíòíàÿ ôîðìà
GGBP/H152Ñ—BADAN ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà â êà-
÷åñòâå ÷óâñòâèòåëüíîãî ýëåìåíòà áèîñåíñîðíîé ñèñòåìû
íà Glc äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ñàõàðà â áèîëîãè-
÷åñêèõ æèäêîñòÿõ, èçâëåêàåìûõ ñ ïîìîùüþ òðàíñäåð-
ìàëüíûõ òåõíîëîãèé. Ýòîò áåëîê èìååò îòíîñèòåëüíî íå-

890 À. Â. Ôîíèí è äð.

Ðèñ. 5. Âëèÿíèå pH (à) è èîííîé ñèëû (á) ðàñòâîðà íà ôëóîðåñ-
öåíòíûå õàðàêòåðèñòèêè GGBP/H152C—BADAN â îòêðûòîé
(êðèâûå, îáîçíà÷åííûå öèôðàìè) è çàêðûòîé (êðèâûå, îáîçíà-

÷åííûå öèôðàìè ñî øòðèõîì) ôîðìàõ.

Çíà÷åíèÿ pH ðàñòâîðà (à) äëÿ êðèâûõ 1—5 — 2.8, 4.2, 6.4, 7.4 è 9.6 ñîîò-
âåòñòâåííî. á — ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè â ðàñòâîðàõ ñ ðàçëè÷íîé èîí-
íîé ñèëîé; êðèâûå 1 è 1�— PBS, êðèâûå 2 è 2�— 0.8 Ì NaCl, êðèâûå 3 è

3�— 2.5 Ì NaCl. Äëèíà âîëíû âîçáóæäåíèÿ 387 íì.



âûñîêóþ óñòîé÷èâîñòü ê âíåøíèì âîçäåéñòâèÿì è ìîæåò
áûòü èñïîëüçîâàí â ýòîì êà÷åñòâå â ñðåäàõ ñ ìàëîèçìåíÿ-
þùèìèñÿ õàðàêòåðèñòèêàìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìè-
íèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè (Cîãëàøåíèå ¹ 8830),
Ñîâåòà ïî ãðàíòàì ïðåçèäåíòà ÐÔ (ñòèïåíäèè ÑÏ-2390.
2012.4 è ÑÏ-563.2012.4) è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåí-
òàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò 12-04-31708 ìîë_à).
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The influence of various factors on the physico-chemical characteristics and complexation of glucose with
a mutant form of D-glucose/D-galactose-binding protein which can be regarded as a sensor of the glucometer,
namely the protein GGBP/H152C with solvatochromic dye BADAN attached to the cysteine residue Cys 152,
has been investigated. The point mutation His152Cys and attaching BADAN reduced the affinity of the mutant
form GGBP/H152C to glucose more than 8-fold compared to the wild type protein. This allows using this mu-
tant for the determination of sugar content in biological fluids extracted by transdermal technologies. Suffici-
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ently rapid complexation of GGBP/H152C with glucose (the time of protein—glucose complex formation is not
more than three seconds even in solutions with a viscosity of 4 cP) provides timely monitoring changes in the
concentration of sugar. The changes of ionic strength and pH within the physiological range of values of these
variables do not have significant influence on fluorescent characteristics of GGBP/H152C—BADAN. At acidic
pH, (çïò) some of the molecules GGBP/H152C is in the unfolded state. It has been shown that mutant form
GGBP/H152C has relatively low resistance to guanidine hydrochloride denaturing effects. This result indicates
the need for more stable proteins to create a sensor for glucose biosensor system.
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