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Ñòðóêòóðíûå ïåðåõîäû ëþöèôåðàçû Photobacterium leiognathi...

Öåëüþ ðàáîòû ÿâëÿëîñü âûÿâëåíèå êîíôîðìàöèîííûõ ïåðåõîäîâ ëþöèôåðàçû áàêòåðèé Photobacte-
rium leiognathi â õîäå ðàâíîâåñíîé äåíàòóðàöèè ìî÷åâèíîé íåñêîëüêèìè îïòè÷åñêèìè ìåòîäàìè, âêëþ-
÷àÿ êðóãîâîé äèõðîèçì, ñòàöèîíàðíóþ è âðåìÿ-ðàçðåøåííóþ ôëóîðåñöåíöèþ. Áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû
öåíòð òÿæåñòè è îòíîøåíèå èíòåíñèâíîñòåé I325/I390 äëÿ ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè, ìîëÿðíàÿ ýëëèïòè÷-
íîñòü ïðè 222 íì è âðåìåíà æèçíè ôëóîðåñöåíöèè áåëêà. Çàâèñèìîñòè îïòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ îò êîí-
öåíòðàöèè ìî÷åâèíû âûÿâèëè äâà âîçìîæíûõ ïåðåõîäà ïðè äåíàòóðàöèè ëþöèôåðàçû P. leiognathi —
ñ ñåðåäèíàìè îêîëî 0.5—1.1 è 3.5—4.2 Ì ìî÷åâèíû. Ïðè ýòîì èçìåíåíèå çíà÷åíèé äâóõ âðåìåí æèçíè,
õàðàêòåðèçóþùèõ ôëóîðåñöåíöèþ ëþöèôåðàçû, îòðàæàåò îáà ïåðåõîäà, â òî âðåìÿ êàê ïàðàìåòðû ñòà-
öèîíàðíîé ôëóîðåñöåíöèè (öåíòð òÿæåñòè ñïåêòðà è îòíîøåíèå I325/I390) — òîëüêî âòîðîé èç íèõ.
Ñïåêòðû êðóãîâîãî äèõðîèçìà ëþöèôåðàçû P. leiognathi ïîêàçàëè ïåðåõîä ñ ñåðåäèíîé ïðè 4.2 Ì ìî÷å-
âèíû. Ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå õàðàêòåðèñòèê êîíôîðìàöèîííûõ ïåðåõîäîâ ëþöèôåðàçû P. leiognathi è ðà-
íåå èçó÷åííîé ëþöèôåðàçû Vibrio harveyi (Inlow et al., 2002). Ïîñêîëüêó, ïî îïóáëèêîâàííûì äàííûì,
äëÿ V. harveyi ñåðåäèíà âòîðîãî êîíôîðìàöèîííîãî ïåðåõîäà ëåæèò îêîëî 2.5 Ì ìî÷åâèíû, ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà áîëåå ñòàáèëüíóþ ñòðóêòóðó èññëåäîâàííîé â äàííîé ðàáîòå ëþöèôåðàçû P.
leiognathi. Íàáëþäàåìûå ðàçëè÷èÿ âî ôëóîðåñöåíòíûõ õàðàêòåðèñòèêàõ äâóõ âûñîêîãîìîëîãè÷íûõ ëþ-
öèôåðàç ïðè äåíàòóðàöèè îáúÿñíåíû ðàçíèöåé â ìèêðîîêðóæåíèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ñ ïîðÿäêî-
âûìè íîìåðàìè 131 è 277 íà a-ñóáúåäèíèöå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: áàêòåðèàëüíàÿ ëþöèôåðàçà, äåíàòóðàöèÿ, ïðîìåæóòî÷íûå ñîñòîÿíèÿ áåëêà,
âðåìÿ æèçíè ôëóîðåñöåíöèè áåëêà, êðóãîâîé äèõðîèçì

Áàêòåðèàëüíàÿ ëþöèôåðàçà — ýòî ôåðìåíò, êàòàëèçè-
ðóþùèé îêèñëåíèå âîññòàíîâëåííîãî ôëàâèíìîíîíóêëå-
îòèäà è àëèôàòè÷åñêîãî àëüäåãèäà ñ ïîëó÷åíèåì êàðáî-
íîâîé êèñëîòû è ýëåêòðîííî-âîçáóæäåííîãî ôëàâèíà è
îáåñïå÷èâàþùèé òàêèì îáðàçîì ñâå÷åíèå ìîðñêèõ áàêòå-
ðèé (Nemtseva, Kudryasheva, 2007; Lee, 2017). Ìíîãèå äå-
òàëè ýòîãî áèîõèìè÷åñêîãî ïðîöåññà âñå åùå ïëîõî ïîíÿ-
òû (Lee, 2017). Ýòî êàñàåòñÿ ñòðóêòóðíûõ îñîáåííîñòåé
ôåðìåíòà, âàæíûõ äëÿ âûïîëíåíèÿ ôóíêöèè, äåòàëåé
õèìè÷åñêîãî ïðåâðàùåíèÿ ñóáñòðàòîâ, ïðèâîäÿùèõ ê îá-
ðàçîâàíèþ ýëåêòðîííî-âîçáóæäåííûõ ñîñòîÿíèé. Ìåæäó
òåì äàííàÿ áèîëþìèíåñöåíòíàÿ ðåàêöèÿ ïðèìåíÿåòñÿ êàê
ðåïîðòåðíàÿ ñèñòåìà äëÿ ìîíèòîðèíãà îêðóæàþùåé ñðå-
äû, áèîëþìèíåñöåíòíîãî èìèäæèíãà è òåñòèðîâàíèÿ ïè-
ùåâûõ ïðîäóêòîâ (Roda et al., 2004; Esimbekova et al.,
2014). Òàêèì îáðàçîì, ïîíèìàíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ñâîðà÷èâàíèÿ (ðàçâîðà÷èâàíèÿ) ëþöèôåðàçû èìååò ôóí-
äàìåíòàëüíîå çíà÷åíèå è âàæíî äëÿ åå óñïåøíîãî áèî-
òåõíîëîãè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ.

Áàêòåðèàëüíàÿ ëþöèôåðàçà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ãå-
òåðîäèìåð ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 80 êÄà, íå ñîäåðæàùèé

ìåòàëëîâ èëè êîôàêòîðîâ. Ñîáñòâåííóþ ôëóîðåñöåíöèþ
ëþöèôåðàçû Photobacterium leiognathi îïðåäåëÿþò 7 àìè-
íîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ òðèïòîôàíà, áîëüøèíñòâî èç êî-
òîðûõ ðàñïîëîæåíî âíóòðè áåëêîâîé ãëîáóëû (Camp-
bell et al., 2009). Äåíàòóðàöèÿ ëþöèôåðàçû Vibrio harveyi
áûëà èçó÷åíà ðàíåå ïî èçìåíåíèÿì ñïåêòðîâ ñòàöèîíàð-
íîé ôëóîðåñöåíöèè è êðóãîâîãî äèõðîèçìà (Clark et al.,
1993; Inlow et al., 2002). Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ëþöè-
ôåðàçû, ïîëó÷åííûå èç áàêòåðèé ðîäîâ Vibrio è Photobac-
terium, ðàçëè÷àþòñÿ êàê ïî ôóíêöèîíàëüíûì, òàê è ïî
ñòðóêòóðíûì ñâîéñòâàì (Deeva et al., 2016). Ïðè ýòîì íåò
äàííûõ î ðàçâîðà÷èâàíèè ëþöèôåðàç èç áàêòåðèé ðîäà
Photobacterium.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî âûÿâëåíèå ñòðóêòóð-
íûõ ïåðåõîäîâ ëþöèôåðàçû P. leiognathi ïðè äåíàòóðà-
öèè ìî÷åâèíîé. Ïðè ýòîì òðàäèöèîííûå ìåòîäû (ñòàöèî-
íàðíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ è ñïåêòðîñêîïèÿ êðóãîâîãî äèõðî-
èçìà) áûëè äîïîëíåíû ìåòîäîì âðåìÿ-ðàçðåøåííîé
ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðûé, êàê áûëî ïîêàçàíî, ÿâëÿåòñÿ
ìíîãîîáåùàþùèì äëÿ îáíàðóæåíèÿ ïðîìåæóòî÷íûõ ñî-
ñòîÿíèé ïðè ðàçâîðà÷èâàíèè áåëêîâ (Nemtseva et al.,
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2018). Ñòàöèîíàðíóþ ôëóîðåñöåíöèþ áåëêà õàðàêòåðèçî-
âàëè ñ ïîìîùüþ òàêèõ ïàðàìåòðîâ, êàê öåíòð òÿæåñòè
ñïåêòðà è îòíîøåíèå èíòåíñèâíîñòåé ïðè äëèíàõ âîëí
325 è 390 íì. Ïî ñïåêòðàì êðóãîâîãî äèõðîèçìà îïðåäå-
ëÿëè èçìåíåíèå ìîëÿðíîé ýëëèïòè÷íîñòè ïðè 222 íì. Íà
îñíîâå âðåìÿ-ðàçðåøåííûõ ñïàäîâ ôëóîðåñöåíöèè ëþöè-
ôåðàçû áûëè ïîëó÷åíû õàðàêòåðíûå âðåìåíà æèçíè íà
ðàçíûõ ñòàäèÿõ äåíàòóðàöèè. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâî-
ëèëè ñðàâíèòü ñòàáèëüíîñòü ëþöèôåðàçû P. leiognathi è
V. harveyi.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å à ê ò è â û. Ëèîôèëèçèðîâàííàÿ ðåêîìáèíàíòíàÿ
ëþöèôåðàçà P. leiognathi ïðèîáðåòåíà â Èíñòèòóòå áèî-
ôèçèêè ÑÎ ÐÀÍ (Êðàñíîÿðñê). Ìî÷åâèíà (Panreac, Èñïà-
íèÿ), ñîëè äëÿ áóôåðíîãî ðàñòâîðà Na2HPO4 è KH2PO4

(AppliChem, Ãåðìàíèÿ) èñïîëüçîâàëè áåç äîïîëíèòåëü-
íîé î÷èñòêè. Âñå ðàñòâîðû ãîòîâèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ôîñôàòíîãî áóôåðà (0.05 Ì, pH 6.9). Êîíöåíòðàöèþ ìî-
÷åâèíû (0.25—6 Ì) ïðîâåðÿëè ñ ïîìîùüþ ëàáîðàòîðíîãî
ðåôðàêòîìåòðà ÈÐÔ-454 Á2Ì (Êàçàíñêèé îïòèêî-ìåõà-
íè÷åñêèé çàâîä). Ñïåêòðàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè ëþöèôå-
ðàçû (2�10–6 Ì) èçìåðÿëè ÷åðåç 18 ÷ èíêóáàöèè ñ ìî÷åâè-
íîé ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå äëÿ äîñòèæåíèÿ ðàâíî-
âåñíûõ óñëîâèé. Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ïðè 25 °C.

È ç ì å ð å í è å î ï ò è ÷ å ñ ê è õ õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê.
Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ èçìåðÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåê-
òðîôîòîìåòðà Cary 5000 (Agilent Technologies, Àâñòðà-
ëèÿ). Ñïåêòðû êðóãîâîãî äèõðîèçìà ðåãèñòðèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ñïåêòðîïîëÿðèìåòðà Jasco-810 (Jasco, ßïîíèÿ) â
ÿ÷åéêå ñ äëèíîé îïòè÷åñêîãî ïóòè 1 ìì (äèàïàçîí
190—260 íì, øàã 0.2 íì). Ñïåêòðû ñòàöèîíàðíîé ôëóî-
ðåñöåíöèè áåëêà â äèàïàçîíå äëèí âîëí 305—450 íì èç-
ìåðÿëè ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîôëóîðèìåòðà Fluorolog-3 (Ho-
riba Jobin Yvon, Ôðàíöèÿ) ïðè äëèíå âîëíû âîçáóæäåíèÿ
296 íì.

Âðåìÿ-ðàçðåøåííûå ñïàäû ôëóîðåñöåíöèè áûëè ïî-
ëó÷åíû ìåòîäîì ñ÷åòà îäèíî÷íûõ ôîòîíîâ ñ âðåìåíí*îé
êîððåëÿöèåé ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîäóëÿ DeltaHub (Horiba
Jobin Yvon, Ôðàíöèÿ). Äëÿ âîçáóæäåíèÿ ïðèìåíÿëè èì-
ïóëüñíûé ñâåòîäèîä NanoLED N-295 (Horiba Jobin Yvon,
Âåëèêîáðèòàíèÿ) ñ ìàêñèìóìîì èñïóñêàíèÿ 296 íì è
äëèòåëüíîñòüþ èìïóëüñà ~1.2 íñ. Ñïàäû ôëóîðåñöåíöèè
ðåãèñòðèðîâàëè â äèàïàçîíå 320—410 íì ñ øàãîì 5 íì.

Ï à ð à ì å ò ð û ñ ò à ö è î í à ð í î é ô ë ó î ð å ñ ö å í -
öèè. Ñïåêòðàëüíûé ñäâèã ôëóîðåñöåíöèè áåëêà îïèñûâà-
ëè öåíòðîì òÿæåñòè ñïåêòðà (GC) è îòíîøåíèåì èíòåí-
ñèâíîñòåé ïðè äëèíàõ âîëí 325 è 390 íì (I325/I390). Ïàðà-
ìåòð GC ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå
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ãäå λ — äëèíà âîëíû, I λ — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåí-
öèè íà ñîîòâåòñòâóþùåé äëèíå âîëíû.

Â ð å ì å í à æ è ç í è ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è è. Ïî ñïàäàì
ôëóîðåñöåíöèè áåëêà â äèàïàçîíå 320—410 íì ìåòîäîì
ãëîáàëüíîãî àíàëèçà áûëè îïðåäåëåíû âðåìåíà æèçíè
ôëóîðåñöåíöèè. Äëÿ ýòîãî ñïàäû ôëóîðåñöåíöèè áåëêà
ïðè êàæäîé äëèíå âîëíû ðåãèñòðàöèè I(t) áûëè îïèñàíû

ñóììîé òðåõ ýêñïîíåíò ñ âðåìåíàìè æèçíè τ i è àìïëèòó-
äàìè α i ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà äåêîíâîëþöèè:
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ãäå S(t) — ôóíêöèÿ íàêà÷êè âîçáóæäåíèÿ, èçìåðåííàÿ ñ
ïîìîùüþ âûñîêîðàññåèâàþùåãî ðàñòâîðà Ludox (Ald-
rich, ÑØÀ). Ïðîöåäóðó äåêîíâîëþöèè è ãëîáàëüíûé
àíàëèç ñïàäîâ ôëóîðåñöåíöèè ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ DAS6 (Horiba, Ôðàíöèÿ). Êà-
÷åñòâî îïèñàíèÿ îöåíèâàëè ïî ñòàòèñòè÷åñêîìó êðèòå-
ðèþ χ 2 è ðàñïðåäåëåíèþ âçâåøåííûõ îñòàòêîâ.

Ðåçóëüòàòû

Áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû êðèâûå êîíôîðìàöèîííûõ
ïåðåõîäîâ ëþöèôåðàçû P. leiognathi â õîäå äåíàòóðàöèè,
îïðåäåëÿåìûå ïî ñäâèãàì ñòàöèîíàðíûõ ñïåêòðîâ ôëóî-
ðåñöåíöèè, ñïåêòðàì êðóãîâîãî äèõðîèçìà è âðåìåíàì
æèçíè ôëóîðåñöåíöèè (ñì. ðèñóíîê). Èçìåðåíèÿ îïòè÷å-
ñêèõ õàðàêòåðèñòèê ïðîâîäèëè ïîñëå èíêóáàöèè áåëêà ñ
ìî÷åâèíîé ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå íå ìå-
íåå 18 ÷.

Çàâèñèìîñòü ïàðàìåòðîâ ñòàöèîíàðíîé ôëóîðåñöåí-
öèè áåëêà (I325/I390 è GC) îò êîíöåíòðàöèè ìî÷åâèíû íî-
ñèò ñëîæíûé õàðàêòåð, îñîáåííî â äèàïàçîíå 0—2 Ì.
Ïðè á*îëüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ âûäåëÿåòñÿ ïåðåõîä ñ ñåðå-
äèíîé 4.1 � 0.1 è 4.2 � 0.1 äëÿ I325/I390 è GC ñîîòâåòñòâåí-
íî. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ñäâèã ñïåêòðà, ëåæàùèé â îñíîâå èçìå-
íåíèÿ äàííûõ õàðàêòåðèñòèê, îáóñëîâëåí ãëàâíûì îáðà-
çîì ðàçðóøåíèåì òðåòè÷íîé ñòðóêòóðû áåëêà è
÷óâñòâèòåëüíîñòüþ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ ê ïîëÿðíîñòè
ìèêðîîêðóæåíèÿ. Èçìåíåíèå ñïåêòðîâ êðóãîâîãî äèõðîèç-
ìà ïðè 222 íì, îòðàæàþùåå íàðóøåíèå âòîðè÷íîé ñòðóê-
òóðû áåëêà, òàêæå ïîçâîëÿåò ïîñòðîèòü êðèâóþ ïåðåõîäà ñ
ñåðåäèíîé ïðè 4.2 � 0.1 Ì ìî÷åâèíû (ñì. ðèñóíîê, à).

Âïåðâûå áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû âðåìåíà æèçíè
ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè áàêòåðèàëüíîé ëþöèôåðàçû
ïðè äåíàòóðàöèè ìî÷åâèíîé (ñì. ðèñóíîê, á). Äëÿ êàæäî-
ãî îáðàçöà ãëîáàëüíûé àíàëèç ñïàäîâ ôëóîðåñöåíöèè â
äèàïàçîíå 320—410 íì âûÿâèë òðè õàðàêòåðíûõ âðåìåíè
æèçíè. Íàïðèìåð, â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè ôëóîðåñöåíöèÿ
ëþöèôåðàçû õàðàêòåðèçóåòñÿ êîìïîíåíòàìè t1 = 5.9,
t2 = 2.0, t3 = 0.03 íñ. Ïîñêîëüêó âêëàä êîìïîíåíòû t3 â îá-
ùóþ ôëóîðåñöåíöèþ îáðàçöà áûë íåñóùåñòâåííûì
(�10 %), åå çàâèñèìîñòè áûëè èñêëþ÷åíû èç äàëüíåéøå-
ãî ðàññìîòðåíèÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî ðàçâîðà÷èâàíèå áåëêà
ñõîäíûì îáðàçîì âëèÿåò íà âðåìåíà æèçíè t1 è t2 (ñì. ðè-
ñóíîê, á). Îíè óìåíüøàþòñÿ, äåìîíñòðèðóÿ äâà ïîñëåäî-
âàòåëüíûõ êîíôîðìàöèîííûõ ïåðåõîäà â äèàïàçîíàõ êîí-
öåíòðàöèé ìî÷åâèíû 0—2.5 è 2.5—6 Ì. Çíà÷åíèÿ ñåðå-
äèí ïåðåõîäîâ äëÿ t2 (0.5 � 0.1 è 3.5 � 0.1 Ì) îêàçàëèñü
ñäâèíóòûìè â îáëàñòü ìåíüøèõ êîíöåíòðàöèé ïî ñðàâíå-
íèþ ñ ïåðåõîäàìè, îïðåäåëÿåìûìè ïî t1 (1.1 � 0.1 è
4.2 � 0.1 Ì).

Îáñóæäåíèå

Ðàíåå ñòàäèè ðàçâîðà÷èâàíèÿ áàêòåðèàëüíîé ëþöè-
ôåðàçû V. harveyi áûëè èçó÷åíû ãëàâíûì îáðàçîì ïî
äâóì èíôîðìàòèâíûì ïàðàìåòðàì — ìîëÿðíîé ýëëèï-
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òè÷íîñòè ïðè 222 íì è èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
ïðè 324 íì (Clark et al., 1993; Inlow et al., 2002). Ñíà÷àëà
áûëà ïðåäëîæåíà òðåõñòàäèéíàÿ ìîäåëü ðàçâîðà÷èâàíèÿ
(Clark et al., 1993), íî ïîçæå îíà áûëà ðàñøèðåíà äî ÷åòû-
ðåõñòàäèéíîãî ïðîöåññà, êîòîðûé ìîæíî îïèñàòü ñëåäó-
þùåé ñõåìîé (Inlow et al., 2002):

( ) ( ) ,αβ αβ α β α βN I I I U U↔ ↔ + ↔ +

ãäå ( )αβ N — íàòèâíîå ñîñòîÿíèå áåëêà, ( )αβ I — íåàê-
òèâíûé äèìåðíûé èíòåðìåäèàò, α I , β I — íåàêòèâíûå îò-
äåëüíûå ñóáúåäèíèöû, αU , βU — äåíàòóðèðîâàííûå
ñóáúåäèíèöû. Òàêàÿ ñõåìà ïîäðàçóìåâàåò îáðàçîâàíèå
íà ïåðâîì ýòàïå, äî äèññîöèàöèè ñóáúåäèíèö, íåàêòèâ-
íîãî äèìåðíîãî èíòåðìåäèàòà ëþöèôåðàçû.

Ýêñïåðèìåíòàëüíûå çàâèñèìîñòè I324 îò êîíöåíòðà-
öèè ìî÷åâèíû è èõ ìàòåìàòè÷åñêîå îïèñàíèå, îñíîâàí-
íîå íà ÷åòûðåõñòàäèéíîé ìîäåëè, ïîçâîëèëè àâòîðàì (In-
low et al., 2002) îïðåäåëèòü äëÿ ëþöèôåðàçû V. harveyi
òðè ïåðåõîäà ñ ñåðåäèíàìè ïðè êîíöåíòðàöèÿõ ìî÷åâèíû
îêîëî 1.8, 2.5 è 5 Ì. Ïðè ýòîì èíäèêàòîðîì ïåðâîãî ïåðå-
õîäà ÿâëÿëîñü óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
ïðè 324 íì. Â íàøåì ñëó÷àå ïàðàìåòð I324 ëþöèôåðàçû
P. leiognathi íå èñïûòûâàë ðîñòà â äèàïàçîíå 0—2 Ì ìî-
÷åâèíû, è ïåðâûé ïåðåõîä íàèáîëåå ÿðêî ïðîÿâëÿëñÿ â
èçìåíåíèè âðåìåí æèçíè ôëóîðåñöåíöèè, äåìîíñòðèðóÿ
ñåðåäèíû ïðè 0.5—1.1 Ì ìî÷åâèíû. Âòîðîé ïåðåõîä ëþ-
öèôåðàçû V. harveyi ñ ñåðåäèíîé îêîëî 2.5 Ì îòðàæàëñÿ â
òîì ÷èñëå íà ñïåêòðàõ êðóãîâîãî äèõðîèçìà (Clark et al.,
1993). Äëÿ ëþöèôåðàçû P. leiognathi îí íàáëþäàëñÿ â
äèàïàçîíå îêîëî 4.2 Ì ìî÷åâèíû (ñì. ðèñóíîê, à) è äå-
òåêòèðîâàëñÿ ïðàêòè÷åñêè ïî âñåì ðàññ÷èòàííûì îïòè÷å-
ñêèì ïàðàìåòðàì. Òàêèì îáðàçîì, äàííûå êðóãîâîãî äèõ-
ðîèçìà â äàëüíåé ÓÔ-îáëàñòè ïîêàçûâàþò, ÷òî ëþöèôå-
ðàçà P. leiognathi òåðÿåò ñâîþ âòîðè÷íóþ ñòðóêòóðó ïðè
áîëåå âûñîêîé êîíöåíòðàöèè ìî÷åâèíû, ÷åì V. harveyi.

Ìîæíî ïðåäëîæèòü íåñêîëüêî ïðè÷èí äëÿ íàáëþäàå-
ìîãî ðàçëè÷èÿ ôëóîðåñöåíòíûõ õàðàêòåðèñòèê òàêèõ
äâóõ âûñîêîãîìîëîãè÷íûõ áåëêîâ, êàê ëþöèôåðàçû ðàç-
íûõ âèäîâ áàêòåðèé. Âî-ïåðâûõ, âàæíî ó÷èòûâàòü, ÷òî
ëþöèôåðàçà P. leiognathi èìååò íà îäèí òðèïòîôàíîâûé

îñòàòîê ìåíüøå ïî ñðàâíåíèþ ñ V. harveyi. Ó íåå íåò
aTrp131, ðàñïîëîæåííîãî â îäíîé èç âîñüìè ñïèðàëåé
a-ñóáúåäèíèöû (Deeva et al., 2014). Ýòî ìîæåò ïîâëèÿòü
íà ýêñïåðèìåíòàëüíûå ðåçóëüòàòû, îñíîâàííûå íà èçìå-
ðåíèè ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè áåëêà. Òàê êàê
aTrp131 ðàñïîëîæåí ãëóáîêî âíóòðè áåëêîâîé ãëîáóëû,
îí ìîæåò çàìåòíî âëèÿòü íà ôëóîðåñöåíòíûå õàðàêòåðè-
ñòèêè áåëêà è áûòü ðåïîðòåðîì ëîêàëüíûõ ñòðóêòóðíûõ
èçìåíåíèé ëþöèôåðàçû V. harveyi. Âòîðàÿ âîçìîæíàÿ
ïðè÷èíà íàáëþäàåìûõ ðàçëè÷èé ìåæäó õàðàêòåðèñòèêà-
ìè äâóõ îáñóæäàåìûõ ëþöèôåðàç — ðàçíèöà â ìèêðîîêðó-
æåíèè aTrp277. Ýòîò îñòàòîê â ëþöèôåðàçå P. leiognathi
÷àñòè÷íî ýêñïîíèðîâàí â ðàñòâîðèòåëü, â òî âðåìÿ êàê â
ëþöèôåðàçå V. harveyi îí êîíòàêòèðóåò òîëüêî ñî ñâÿçàí-
íîé âîäîé (Deeva et al., 2014). Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî aTrp277
â ëþöèôåðàçå P. leiognathi, âåðîÿòíî, îáëàäàåò î÷åíü ñõî-
æèìè õàðàêòåðèñòèêàìè â íàòèâíîì è äåíàòóðèðîâàííîì
ñîñòîÿíèÿõ áåëêà è íå ìîæåò ñèãíàëèçèðîâàòü î ñòðóê-
òóðíûõ ïåðåõîäàõ. Âñå ýòî ìîæåò ñëóæèòü ïðè÷èíîé «íå-
âèäèìîñòè» íåêîòîðûõ ïåðåõîäîâ ïî ñòàöèîíàðíîé ôëóî-
ðåñöåíöèè ëþöèôåðàçû P. leiognathi, íî, ñ äðóãîé ñòîðî-
íû, íå äîëæíî âëèÿòü íà õàðàêòåð èçìåíåíèÿ ñïåêòðîâ
êðóãîâîãî äèõðîèçìà.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñò-
âóþò î áîëåå ñòàáèëüíîé âòîðè÷íîé ñòðóêòóðå ëþöèôå-
ðàçû P. leiognathi ïî ñðàâíåíèþ ñ ôåðìåíòîì èç V. har-
veyi. Àíàëèç ðàçëè÷íûõ îïòè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê òàêæå
ïîêàçàë, ÷òî âðåìåíà æèçíè ôëóîðåñöåíöèè ëþöèôåðàçû
îòðàæàþò êîíôîðìàöèîííûå ïåðåõîäû, ñõîäíûå ñ ïåðå-
õîäàìè, îïðåäåëÿåìûìè ïî ïàðàìåòðàì ñòàöèîíàðíîé
ôëóîðåñöåíöèè.
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(Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) çà ïðåäî-
ñòàâëåííóþ âîçìîæíîñòü èçìåðèòü ñïåêòðû êðóãîâîãî
äèõðîèçìà.
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òû 6.7734.2017 è 01201351504).
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Èçìåíåíèå ïîëîæåíèÿ öåíòðà òÿæåñòè ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè GC, îòíîøåíèÿ I325/I390 è ìîëÿðíîé ýëëèïòè÷íîñòè ïðè 222 íì
(Q222) (à), à òàêæå âðåìåí æèçíè ôëóîðåñöåíöèè t1 è t2 (á) ëþöèôåðàçû Photobacterium leiognathi â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè

ìî÷åâèíû.

Âñå ïàðàìåòðû íîðìèðîâàíû íà äèàïàçîí îò 0 äî 1, ãäå çà 0 ïðèíèìàëè ìèíèìàëüíîå çíà÷åíèå âåëè÷èíû, à çà 1 — ìàêñèìàëüíîå çíà÷åíèå âåëè÷èíû.
Ñòðåëêà óêàçûâàåò ñåðåäèíó ñîîòâåòñòâóþùåãî ïåðåõîäà. Ñïëîøíûå ëèíèè ïðîâåäåíû â ðåçóëüòàòå îïèñàíèÿ ñèãìîèäíûìè ôóíêöèÿìè.
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STRUCTURAL TRANSITIONS OF PHOTOBACTERIUM LEIOGNATHI

LUCIFERASE DETERMINED BY VARIOUS OPTICAL TECHNIQUES

UNDER UREA-INDUCED EQUILIBRIUM DENATURATION

D. V. Gulnov,1, * E. V. Nemtseva,1, 2 M. A. Gerasimova,1 V. A. Kratasyuk1, 2

1 Siberian Federal University, Krasnoyarsk, 660041, and
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The study was aimed to identification of conformational transitions of Photobacterium leiognathi lucifera-
se during equilibrium denaturation with urea using several optical techniques, including circular dichroism, sta-
tionary and time-resolved fluorescence. Gravity center and intensity ratio I325/I390 for the fluorescence spectra,
molar ellipticity at 222 nm and fluorescence lifetimes of the protein were analyzed. Investigated parameters re-
vealed two possible transitions for P. leiognathi luciferase with the midpoints at 0.5—1.1 and 3.5—4.2 M of
urea. Changes in the values of two lifetime components, characterizing the luciferase fluorescence reflect both
transitions, while steady-state fluorescence parameters (gravity center of spectrum and I325/I390 ratio) reveal on-
ly the second one. Far-UV circular dichroism spectra displayed transitions at 4.2 M of urea for P. leiognathi lu-
ciferase. Conformational transitions characteristics of P. leiognathi luciferase and previously studied Vibrio
harveyi luciferase (Inlow et al., 2002) were compared. Since, according to the published data for V. harveyi,
midpoint of the second conformational transition is at about 2.5 M of urea, the results indicate more stable se-
condary structure for the P. leiognathi luciferase under study. The possible reasons for observed differences in
fluorescent characteristics of two types of luciferases during denaturation can be connected to the microenvi-
ronment variation of the tryptophan residues in their tertiary structure, namely in position 131 and 277 in a-su-
bunit.

K e y w o r d s: bacterial luciferase, denaturation, protein intermediate states, protein fluorescence lifetime,
circular dichroism
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