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Ëþöèôåðàçà ñâåòëÿêîâ – ôåðìåíò, îòíîñÿùèéñÿ ê
ïîäêëàññó îêñèãåíàç êëàññà îêñèäîðåäóêòàç, êàòàëè-
çèðóþùèé îêèñëåíèå D-ëþöèôåðèíà (LH2) êèñëîðîäîì
âîçäóõà â ïðèñóòñòâèè ÀÒÐ è èîíîâ Mg2+ [1]. Ýòî
îäèí èç ñàìûõ âûñîêîñïåöèôè÷íûõ áèîêàòàëèçàòîðîâ
è ýôôåêòèâíûõ ïðåîáðàçîâàòåëåé ýíåðãèè áèîõèìè÷åñ-
êîé ðåàêöèè â ñâåòîâóþ ýíåðãèþ, ÷òî îáóñëîâëèâàåò
øèðîêîå áèîàíàëèòè÷åñêîå ïðèìåíåíèå ýòîãî ôåðìåí-
òà [2]. Äëÿ ëþöèôåðàç õàðàêòåðíî íàëè÷èå ñâîáîä-
íûõ ðåàêöèîííî-ñïîñîáíûõ SH-ãðóïï îñòàòêîâ öèñòå-
èíà. Ëþöèôåðàçû èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ ñîäåðæàò îò
4 äî 13 ñâîáîäíûõ SH-ãðóïï, ïðè÷åì ÷åì èõ áîëüøå,
òåì ìåíåå ñòàáèëüíûì ÿâëÿåòñÿ ôåðìåíò [3, 4]. Íà-
ïðèìåð, ëþöèôåðàçà ñâåòëÿêîâ P. ðyralis ñîäåðæèò
4 SH-ãðóïïû è ÿâëÿåòñÿ áîëåå ñòàáèëüíîé, ÷åì ëþöè-
ôåðàçû ðîäà Luciola, ñîäåðæàùèå 7–8 SH-ãðóïï.
Åùå ìåíåå ñòàáèëüíû ëþöèôåðàçû èç ÿìàéñêèõ æó-
êîâ-ùåëêóíîâ ñåìåéñòâà Elateridae, â ñîñòàâ êîòîðûõ
âõîäÿò 13 SH-ãðóïï. Ëþöèôåðàçû ñîäåðæàò 3 àáñî-
ëþòíî êîíñåðâàòèâíûõ îñòàòêà Cys, êîòîðûå íå âõî-
äÿò â ñîñòàâ àêòèâíîãî öåíòðà, õîòÿ ìîãóò çàìåòíî
âëèÿòü íà àêòèâíîñòü. Òàê, ìóòàíò ñ çàìåíîé âñåõ
÷åòûðåõ îñòàòêîâ Cys íà Ser â ìîëåêóëå ëþöèôåðàçû
P. pyralis ñîõðàíèë ëèøü 6% àêòèâíîñòè, à ìóòàíòû
ñ åäèíè÷íûìè çàìåíàìè òåðÿëè 20–60% àêòèâíîñòè
[5, 6]. Â òî æå âðåìÿ åäèíè÷íûå çàìåíû êîíñåðâà-
òèâíûõ îñòàòêîâ Cys82, Cys260, Cys393 íà Ala â ëþ-
öèôåðàçå ñâåòëÿêîâ L. mingrelica ïðàêòè÷åñêè íå ïî-
âëèÿëè íà êàòàëèòè÷åñêèå ñâîéñòâà è ñòàáèëüíîñòü
ôåðìåíòà [7]. Ïî-âèäèìîìó, çíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ â
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Ìåòîäîì ñàéò-íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà ïîëó÷åíû ìóòàíòíûå ôîðìû ëþöèôåðàçû ñâåòëÿ-
êîâ L. mingrelica ñ åäèíè÷íûìè çàìåíàìè Cys62Ser è Cys146Ser. Ìóòàöèè íå ïîâëèÿëè íà
êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà è ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè. Îïðåäåëåíû êîíñòàíòû
ñêîðîñòè áûñòðîé (k1) è ìåäëåííîé (k2) ñòàäèè òåðìîèíàêòèâàöèè äëÿ èñõîäíîãî è ìóòàíò-
íûõ ôåðìåíòîâ ïðè 37°Ñ â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè 12 ìÌ äèòèîòðåèòîëà (ÄÒÒ). Ïîêàçà-
íî óâåëè÷åíèå ñòàáèëüíîñòè ìóòàíòíûõ ôîðì ëþöèôåðàçû â íåñêîëüêî ðàç ïî ñðàâíåíèþ ñ
èñõîäíûì ôåðìåíòîì – â ïðèñóòñòâèè ÄÒÒ êîíñòàíòà k2 äëÿ èñõîäíîãî ôåðìåíòà ñíèæàåòñÿ
â òðè ðàçà, à äëÿ ìóòàíòíûõ ôîðì êîíñòàíòû k1 è k2 ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿþòñÿ. Ñäåëàí
âûâîä î òîì, ÷òî îñòàòêè Cys62 è Cys146 èãðàþò çàìåòíóþ ðîëü â ïðîöåññå èíàêòèâàöèè
ëþöèôåðàçû è èõ çàìåíû íà Ser ïðèâîäÿò ê ñòàáèëèçàöèè ôåðìåíòà.

ñòàáèëüíîñòè ëþöèôåðàç îáóñëîâëåíû êîëè÷åñòâîì
íåêîíñåðâàòèâíûõ îñòàòêîâ Cys, îñîáåííî òåõ, SH-
ãðóïïû êîòîðûõ íàõîäÿòñÿ âáëèçè èëè íà ïîâåðõíîñòè
áåëêîâîé ãëîáóëû è áîëåå äîñòóïíû äëÿ îêèñëåíèÿ.
Òèòðîâàíèåì SH-ãðóïï ïîêàçàíî, ÷òî âáëèçè ïîâåðõ-
íîñòè ìîëåêóëû ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêîâ P. pyralis
íàõîäèòñÿ îäèí îñòàòîê öèñòåèíà [8], à â ëþöèôåðàçå
L. mingrelica – òðè [9]. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî äî-
áàâêè äèòèîòðåèòîëà (ÄÒÒ) çàìåäëÿþò èíàêòèâàöèþ
ôåðìåíòà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá ó÷àñòèè SH-ãðóïï
îñòàòêîâ Cys â ýòîì ïðîöåññå. Ïîýòîìó ìîæíî îæè-
äàòü, ÷òî çàìåíà îñòàòêîâ Cys íà áîëåå óñòîé÷èâûå
ê îêèñëåíèþ àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè ïðèâåäåò ê ïî-
âûøåíèþ ñòàáèëüíîñòè ëþöèôåðàçû.

Öåëü äàííîé ðàáîòû ñîñòîÿëà â âûÿñíåíèè âîç-
ìîæíîñòè ïîâûøåíèÿ òåðìîñòàáèëüíîñòè ëþöèôåðàçû
ñâåòëÿêîâ Luciola mingrelica ïóòåì åäèíè÷íûõ çàìåí
îñòàòêîâ Cys öèñòåèíà 62 è 146 ìåòîäîì ñàéò-íà-
ïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Èñïîëüçîâàëè àäåíîçèí-5′-òðèôîñôàò (ÀÒÐ), äèòèî-

òðåéòîë (ÄÒÒ) (“ICN”, ÑØÀ), D-ëþöèôåðèí, ïîëó-
÷åííûé ïî ìåòîäó [10], îëèãîíóêëåîòèäû (ÇÀÎ “Ñèí-
òîë”, Ðîññèÿ), ðåñòðèêòàçû NheI (“Fermentas”, Êà-
íàäà), BamHI (“Boehringer Mannheim”, Ãåðìàíèÿ),
T4 DNA ëèãàçó, DNA ïîëèìåðàçû Pfu è Pfu Turbo,
ñìåñü äåçîêñèíóêëåîòèäòðèôîñôàòîâ (“ÑèáÝíçèì”,
Ðîññèÿ). Äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê èñïîëüçîâàëè
ñðåäó LB ñ àìïèöèëëèíîì. Äëÿ âûäåëåíèÿ ïëàçìèä èç
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êëåòîê E. coli è ýëþöèè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ èç àãàðîç-
íîãî ãåëÿ èñïîëüçîâàëè íàáîðû Qiagen.

Ïîëó÷åíèå ìóòàíòíûõ ôîðì ëþöèôåðàçû L.
mingrelica. Ñàéò-íàïðàâëåííûé ìóòàãåíåç ïðîâîäèëè
ìåòîäîì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ), èñ-
ïîëüçóÿ ïëàçìèäó pLR, íåñóùóþ ãåí ëþöèôåðàçû
ñâåòëÿêîâ L. mingrelica, è ñëåäóþùèå îëèãîíóêëåî-
òèäû: 5'-GATATTACATCTCGTTTAGCTGAGGCC ATG-3' (äëÿ
ïîëó÷åíèÿ ôåðìåíòà ñ çàìåíîé Cys62Ser) è
5'-CCACGATTCTATGGAAACTTTTATTAAG-3' (äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ ôåðìåíòà ñ çàìåíîé Cys146Ser). Êîìïåòåíòíûå
êëåòêè E. coli øòàìì LE 392 òðàíñôîðìèðîâàëè
ñîîòâåòñòâóþùåé ïëàçìèäîé è èñïîëüçîâàëè äëÿ íà-
ðàáîòêè è î÷èñòêè ïðåïàðàòèâíûõ êîëè÷åñòâ ôåð-
ìåíòà ïî ìåòîäó [7]. Âûñîêîî÷èùåííûé ôåðìåíò
õðàíèëè ïðè –70°Ñ â  ðàáî÷åì áóôåðå (0,05 Ì
Òðèñ-àöåòàò, ñîäåðæàùèé 2 ìÌ ÝÄÒÀ, 10 ìÌ
MgSO4, ðÍ 7,8). Ñòåïåíü ÷èñòîòû ôåðìåíòîâ îïðå-
äåëÿëè ñ ïîìîùüþ SDS-ýëåêòðîôîðåçà ïî Ëýììëè â
12%-ì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ñ èñïîëüçîâàíèåì
ÿ÷åéêè Miniprotean II (“Bio-Rad”, ÑØÀ) ñ ïîñëåäó-
þùèì îêðàøèâàíèåì Êóìàññè R-250. Êîíöåíòðàöèþ
áåëêà îïðåäåëÿëè ïî îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâîðà
ïðè 280 íì (0,75 åä. îïò. ïë. ñîîòâåòñòâóåò ðàñòâîðó,
ñîäåðæàùåìó 1 ìã/ìë áåëêà ëþöèôåðàçû).

Îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè ëþöèôåðàçû. Àêòèâ-
íîñòü ôåðìåíòà îïðåäåëÿëè ïî âåëè÷èíå ìàêñèìàëü-
íîé èíòåíñèâíîñòè áèîëþìèíåñöåíöèè ïðè íàñûùàþ-
ùèõ êîíöåíòðàöèÿõ ñóáñòðàòîâ (1 ìÌ ÀÒÐ è 0,3 ìÌ
LH2) íà ëþìèíîìåòðå “FB 12 Femtomaster” (“Zylux
Corp”, ÑØÀ) [7]. Êîíñòàíòû Ìèõàýëèñà äëÿ ëþöè-
ôåðèíà è ATÐ îïðåäåëÿëè, âàðüèðóÿ êîíöåíòðàöèè ñóá-
ñòðàòîâ â ïðåäåëàõ 0,04–0,4 ìÌ ÀÒÐ ïðè 1 ìÌ LH2
è 4–40 ìêÌ LH2 ïðè 4 ìÌ ÀÒÐ ïðè êîíöåíòðàöèè
ôåðìåíòà 5⋅10–8 Ì. Ðàñ÷åò êîíñòàíò Km ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàììû Origin 6.0.

Èçó÷åíèå òåðìîèíàêòèâàöèè ëþöèôåðàçû
ñâåòëÿêîâ. Ðàñòâîðû èñõîäíîé ëþöèôåðàçû è åå
ìóòàíòíûõ ôîðì (êîíöåíòðàöèè 10–8, 10–7 è 10–6 Ì)
â ðàáî÷åì áóôåðå ïîìåùàëè â ìèêðîïðîáèðêè (ïî
30 ìêë â êàæäóþ) è èíêóáèðîâàëè ïðè 37°Ñ â ïðè-
ñóòñòâèè èëè â îòñóòñòâèå 12 ìÌ ÄÒÒ. ×åðåç îïðå-
äåëåííûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè îòäåëüíûå ìèêðîïðî-
áèðêè âûíèìàëè èç òåðìîñòàòà è ïîìåùàëè â ëåä,
ãäå õðàíèëè âïëîòü äî èçìåðåíèÿ àêòèâíîñòè. Ïî ýê-
ñïåðèìåíòàëüíûì äàííûì ñòðîèëè êèíåòè÷åñêèå
êðèâûå çàâèñèìîñòè àêòèâíîñòè ëþöèôåðàçû îò äëè-
òåëüíîñòè èíêóáèðîâàíèÿ ôåðìåíòà ïðè 37°Ñ, îáðà-
áîòêà êîòîðûõ ïîçâîëèëà íàéòè êîíñòàíòû ñêîðîñòè
èíàêòèâàöèè ôåðìåíòà. Ðèñ. 1. Ïðîñòðàíñòâåííàÿ ñòðóêòóðà ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêîâ

Luciola mingrelica

Ñïåêòðû ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè ëþöèôå-
ðàçû ðåãèñòðèðîâàëè íà ñïåêòðîôëóîðèìåòðå “LS
50B” (“Perkin Elmer”, Àíãëèÿ) ïðè êîíöåíòðàöèè ôåð-
ìåíòà 10–6 Ì â ðàáî÷åì áóôåðå.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå
Ïîëó÷åíèå ìóòàíòûõ ëþöèôåðàç è èçó÷åíèå

èõ ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ. Ìîëåêóëà ëþöèôå-
ðàçû ñâåòëÿêîâ L. mingrelica ñîäåðæèò âîñåìü îñòàò-
êîâ Cys, èç íèõ òðè ÿâëÿþòñÿ êîíñåðâàòèâíûìè (82,
260, 393) è ïÿòü – íåêîíñåðâàòèâíûìè (62, 86, 146,
164, 284) (ðèñ. 1). Àíàëèç ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòó-
ðû ìîëåêóëû ïîêàçàë, ÷òî îñòàòêè Cys62 è Cys146
ðàñïîëîæåíû íà ïîâåðõíîñòè áåëêîâîé ãëîáóëû è èìå-
þò ãèäðîôèëüíîå ìèêðîîêðóæåíèå, ïîýòîìó äëÿ çàìå-
íû áûë âûáðàí óñòîé÷èâûé ê îêèñëåíèþ ñåðèí, èìå-
þùèé ãèäðîôèëüíûå ñâîéñòâà è áëèçêèé ê îñòàòêó
Cys ïî ðàçìåðó. Ìóòàíòíûå ïëàçìèäû, êîäèðóþùèå
çàìåíû Cys62Ser è Cys146Ser, áûëè ïîëó÷åíû ìåòî-
äîì ÏÖÐ íà îñíîâå ïëàçìèäû pLR, íåñóùåé ãåí
ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêîâ L. mingrelica. Áûëè èñïîëüçî-
âàíû îëèãîíóêëåîòèäû äëèíîé 27–28 ïàð îñíîâàíèé ñ
çàìåíîé îäíîãî íóêëåîòèäà TGT íà TCT. Øòàìì
E. coli LE392 áûë èñïîëüçîâàí äëÿ õðàíåíèÿ ïëàçìèä
è ýêñïðåññèè ëþöèôåðàçû. Èñõîäíûé ôåðìåíò è åãî
ìóòàíòíûå ôîðìû áûëè î÷èùåíû õðîìàòîãðàôè÷åñ-
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êè. Âûõîä àêòèâíîãî ôåðìåíòà âî âñåõ ñëó÷àÿõ ñî-
ñòàâèë 45–60 ìã â ðàñ÷åòå íà 1 ë ïèòàòåëüíîé ñðå-
äû. ×èñòîòà ïðåïàðàòîâ ïî äàííûì áåëêîâîãî ýëåêò-
ðîôîðåçà ñîñòàâëÿëà 90–95%. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü ìóòàíòíîãî ôåðìåíòà ñ çàìåíîé
Cys62Ser ðàâíà àêòèâíîñòè èñõîäíîãî ôåðìåíòà, à
àêòèâíîñòü ìóòàíòíîãî ôåðìåíòà ñ çàìåíîé
Cys146Ser îêàçàëàñü â 1,5 ðàçà âûøå. Êîíñòàíòû
Ìèõàýëèñà ïî îáîèì ñóáñòðàòàì äëÿ èñõîäíîé è ìó-
òàíòíûõ ëþöèôåðàç ñîâïàëè â ïðåäåëàõ ïîãðåøíîñòè:
Km,LH2 = 20±3 ìêÌ è Km,ATÐ = 0,18±0,04 ìÌ. Òàêèì
îáðàçîì, äàííûå ìóòàöèè íå ïîâëèÿëè íà ñðîäñòâî
ôåðìåíòà ê ñóáñòðàòàì. Ýòî ìîæíî îáúÿñíèòü òåì,
÷òî îñòàòêè Cys62 è Cys146 óäàëåíû îò àêòèâíîãî
öåíòðà ôåðìåíòà áîëåå ÷åì íà 30 � è íå îêàçûâàþò
çàìåòíîãî âëèÿíèÿ íà åãî êîíôîðìàöèþ. Ñïåêòðû
ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè (λìàêñ = 340 íì) èñõîäíîé
ëþöèôåðàçû è åå ìóòàíòíûõ ôîðì òàêæå ïðàêòè÷åñ-
êè íå îòëè÷àëèñü äðóã îò äðóãà. Ñëåäîâàòåëüíî, ìó-
òàöèè îñòàòêîâ Cys62 è Cys146 íå ïðèâåëè ê èçìåíå-
íèþ ìèêðîîêðóæåíèÿ îñòàòêà Trp419, ðàñïîëîæåííîãî
âáëèçè àêòèâíîãî öåíòðà.

Èíàêòèâàöèÿ ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêîâ ïðè
37°°°°°Ñ. Òåðìîèíàêòèâàöèÿ èñõîäíîé ëþöèôåðàçû è åå
ìóòàíòíûõ ôîðì áûëà èçó÷åíà ïðè 37°Ñ ïðè ðàçíûõ
êîíöåíòðàöèÿõ ôåðìåíòà (10–6–10–8 Ì) â ïðèñóòñòâèè
è â îòñóòñòâèå ÄÒÒ. Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå èíàêòèâà-
öèè îïèñûâàþòñÿ  äâóìÿ ýêñïîíåíòàìè, ñîîòâåòñòâó-
þùèìè áûñòðîé è ìåäëåííîé ñòàäèÿì èíàêòèâàöèè
(ðèñ. 2, 3). Òàêîé âèä êèíåòè÷åñêèõ êðèâûõ è íàëè÷èå
íà íèõ òî÷êè èçëîìà â ïîëóëîãàðèôìè÷åñêèõ êîîðäè-
íàòàõ õàðàêòåðíû äëÿ îëèãîìåðíûõ ôåðìåíòîâ, ê êî-
òîðûì îòíîñèòñÿ ëþöèôåðàçà ñâåòëÿêîâ [11−13]. Ðàñ-
ñ÷èòàííûå èç ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ êîíñòàíòû

ñêîðîñòè áûñòðîé (k1) è ìåäëåííîé (k2) ñòàäèè èíàê-
òèâàöèè èñõîäíîãî ôåðìåíòà (òàáë. 1) çàâèñÿò îò êîí-
öåíòðàöèè ôåðìåíòà – ÷åì âûøå åãî êîíöåíòðàöèÿ,
òåì ôåðìåíò ñòàáèëüíåå. Ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè
ôåðìåíòà (10–6 Ì) èçëîì íà êèíåòè÷åñêîé êðèâîé ìå-
íåå âûðàæåí, ÷òî îáúÿñíÿåòñÿ, ïî-âèäèìîìó, ñóùå-
ñòâîâàíèåì â ýòèõ óñëîâèÿõ áîëåå ñòàáèëüíûõ îëèãî-
ìåðíûõ ôîðì ôåðìåíòà. Ïðè ýòîì êîíñòàíòû k1 è k2
áëèçêè è äëÿ èñõîäíîé è äëÿ ìóòàíòíûõ ôîðì ëþöè-
ôåðàçû. Ïðè ñíèæåíèè êîíöåíòðàöèè ôåðìåíòà äî
10–7 M è íèæå çíà÷åíèÿ êîíñòàíò k1 è k2 óâåëè÷èâà-
þòñÿ êàê äëÿ èñõîäíîé, òàê è äëÿ  ìóòàíòíûõ ëþöè-
ôåðàç. Ãëóáèíà èíàêòèâàöèè ôåðìåíòà íà áûñòðîé
ñòàäèè òåì áîëüøå, ÷åì íèæå åãî èñõîäíàÿ êîíöåíò-
ðàöèÿ. Îáû÷íî ýòî ñâÿçûâàåòñÿ ñ äèññîöèàöèåé îëè-
ãîìåðíîãî ôåðìåíòà íà ñóáúåäèíèöû, èìåþùèå áîëåå

Ðèñ. 2. Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå òåðìîèíàêòèâàöèè èñõîäíîé
ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêîâ L. mingrelica   ïðè 37°Ñ â îòñóò-
ñòâèå äèòèîòðåèòîëà. Êîíöåíòðàöèÿ ôåðìåíòà, Ì: 1 – 10–6,
2 – 10–7, 3 – 10–8  (äðóãèå óñëîâèÿ òå æå, ÷òî â òàáë. 1)

Ðèñ. 3. Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå òåðìîèíàêòèâàöèè ïðè 37°Ñ èñõîäíîé
ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêîâ L. mingrelica  (à) è åå ìóòàíòíûõ ôîðì ñ
çàìåíàìè Cys62Ser (á) è Cys146Ser (â) â îòñóòñòâèå (1) è â ïðèñóò-
ñòâèè 12 ìÌ äèòèîòðåèòîëà (2). Êîíöåíòðàöèÿ ôåðìåíòà 10–7 Ì

(äðóãèå óñëîâèÿ òå æå, ÷òî â òàáë. 1)
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íèçêóþ ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü [13]. Ïðè ýòîì
ïðè íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ëþöèôåðàçû  êîíñòàíòû k1
è k2 äëÿ ìóòàíòíûõ ôîðì îêàçàëèñü â 4–5 ðàç ìåíü-
øå ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûì ôåðìåíòîì, à ïåðèîä
ïîëóïðåâðàùåíèÿ àêòèâíîãî ôåðìåíòà (τ1/2) íà ìåä-
ëåííîé ñòàäèè èíàêòèâàöèè âîçðîñ ñ 9 ìèí äëÿ èñõîä-
íîãî ôåðìåíòà äî 43 ìèí äëÿ ìóòàíòíûõ ôîðì ôåð-
ìåíòà. Òàêèì îáðàçîì, ìóòàöèè Cys62Ser è
Cys146Ser ïðèâåëè ê çàìåòíîìó ïîâûøåíèþ ñòàáèëü-
íîñòè ôåðìåíòà íà îáåèõ ñòàäèÿõ èíàêòèâàöèè.

Êàê èçâåñòíî, ÄÒÒ çàùèùàåò SH-ãðóïïû â ìîëåêó-
ëàõ ôåðìåíòîâ îò îêèñëåíèÿ è  òåì ñàìûì ïðåäîò-
âðàùàåò èíàêòèâàöèþ, îáóñëîâëåííóþ îêèñëåíèåì
SH-ãðóïï. ×òîáû ñðàâíèòü âëèÿíèå ÄÒÒ íà ñòàáèëü-
íîñòü èñõîäíîé è ìóòàíòíûõ  ëþöèôåðàç, áûëè ïîëó-
÷åíû êèíåòè÷åñêèå êðèâûå èíàêòèâàöèè ïðè êîíöåíò-
ðàöèè ôåðìåíòà 10–7 M â ïðèñóòñòâèè è â îòñóòñòâèå
12 ìÌ ÄÒÒ (ðèñ. 3).  Ðàññ÷èòàííûå êîíñòàíòû èíàê-

Ò à á ë è ö à  1

Êîíñòàíòû ñêîðîñòè òåðìîèíàêòèâàöèè èñõîäíîé ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêîâ L. mingrelica è åå
ìóòàíòíûõ ôîðì ïðè 37°Ñ â îòñóòñòâèå ÄÒÒ ïðè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ ôåðìåíòà (óñëî-

âèÿ: 0,05 Ì Òðèñ-àöåòàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé 2 ìÌ ÝÄÒÀ, 10 ìÌ MgSO4, ðÍ 7,8)

Ìóòàíòíûå ôîðìû ëþöèôåðàçû ñ çàìåíàìè: 
Èñõîäíûé ôåðìåíò 

Cys62Ser Cys146Ser Êîíöåíòðàöèÿ 
ôåðìåíòà, Ì 

k1, ìèí
–1

 k2, ìèí
–1

 k1, ìèí
–1

 k2, ìèí
–1

 k1, ìèí
–1

 k2, ìèí
–1

 

10–6  0,05±0,01 0,016±0,005 0,06±0,02 0,020±0,006 0,04±0,01 0,012±0,003 

10–7  0,34±0,02 0,074±0,003 0,10±0,01 0,016±0,005 0,06±0,01 0,016±0,004 

10–8  0,39±0,04 0,070±0,009 0,16±0,03 0,034±0,009 0,07±0,02 0,015±0,003 

Ò à á ë è ö à  2

Êîíñòàíòû ñêîðîñòè òåðìîèíàêòèâàöèè èñõîäíîé ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêîâ L. mingrelica è åå
ìóòàíòíûõ ôîðì ïðè 37°Ñ â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè 12 ìÌ äèòèîòðåèòîëà (êîíöåíòðàöèÿ

ôåðìåíòà 10–7 Ì, äðóãèå óñëîâèÿ òå æå, ÷òî â òàáë. 1)

Â îòñóòñòâèå ÄÒÒ Â ïðèñóòñòâèè ÄÒÒ Фåðìåíò 

k
1
, ìèí

–1
 k

2
, ìèí

–1
 k

1
, ìèí

–1
 k

2
, ìèí

–1
 

Èñõîäíûé 0,34±0,02 0,074±0,003 0,33±0,03 0,023±0,006 

Cys 62Ser 0,10±0,01 0,016±0,005 0,04±0,02 0,010±0,005 

Cys146Ser 0,06±0,01 0,016±0,004 0,05±0,02 0,015±0,003 

òèâàöèè íà áûñòðîé è ìåäëåííîé ñòàäèÿõ ïðåäñòàâëå-
íû â òàáë. 2. Äëÿ èñõîäíîãî ôåðìåíòà â ïðèñóòñòâèè
ÄÒÒ êîíñòàíòà èíàêòèâàöèè k1 íå èçìåíÿåòñÿ, à êîí-
ñòàíòà k2 ñíèæàåòñÿ â òðè ðàçà (ðèñ. 3, à  è òàáë. 2).
Ñëåäîâàòåëüíî, äîáàâêè ÄÒÒ ñòàáèëèçèðóþò èñõîä-
íóþ ëþöèôåðàçó òîëüêî íà âòîðîé ñòàäèè èíàêòèâà-
öèè. Ïî-âèäèìîìó, â îòñóòñòâèå ÄÒÒ êîíñòàíòà k2
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñóììó êîíñòàíò äåíàòóðàöèè è
èíàêòèâàöèè ôåðìåíòà çà ñ÷åò îêèñëåíèÿ SH-ãðóïï
îñòàòêîâ Cys, à â ïðèñóòñòâèè ÄÒÒ – êîíñòàíòó äåíà-
òóðàöèè. Òàêèì îáðàçîì, îêèñëåíèå SH-ãðóïï îñòàòêîâ
Cys âíîñèò îùóòèìûé âêëàä â èíàêòèâàöèþ ëþöèôå-
ðàçû íà ìåäëåííîé ñòàäèè. Äëÿ ìóòàíòíîé ëþöèôå-
ðàçû ñ çàìåíîé Cys62Ser ïðèñóòñòâèå ÄÒÒ ïðèâåëî ê
ñíèæåíèþ êîíñòàíòû èíàêòèâàöèè k1 â 2 ðàçà, íî ïî-
÷òè íå èçìåíèëî êîíñòàíòó k2 (ðèñ. 3, á è òàáë. 2).
Äëÿ ìóòàíòíîé ëþöèôåðàçû ñ çàìåíîé Cys146Ser ïðè-
ñóòñòâèå ÄÒÒ íå ïîâëèÿëî íà îáå êîíñòàíòû èíàêòè-
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THE THERMOSTABILITY ENHANCEMENT OF FIREFLY
LUCIFERASE Luciola mingrelica BY SITE-DIRECTED MUTAGENESIS
OF NON-CONCERVATIVE RESIDIES Cys62 AND Cys146
G.Yu.Lomakina, Yu.A.Modestova, N.N.Ugarova

(Division of Chemical Enzymology)

Mutant forms of L.mingrelica firefly luciferase with point mutations Cys62Ser and Cys146Ser
were prepared by site-directed mutagenesis. Mutations were not influenced the catalytic and
spectral properties of the enzyme.  Fast (k1) and slow (k2) inactivation rate constants at 37°Ñ for
wild type enzyme and its mutants with or without DTT were determined. Several times increase of
mutant forms thermostability on both stages of the inactivation was shown. For wild type enzyme
three–fold decrease of k2  value in the presence of DTT was shown while k1  and k2  values for
mutant forms were not changed.  Thus it was concluded the significance of Cys62 and Cys146
residues in the L.mingrelica firefly luciferase inactivation process   and their replacements to
Ser resulted in the enzyme stabilization.

âàöèè, k1 è k2 (ðèñ. 3, â è òàáë. 2). Ñëåäîâàòåëüíî,
åäèíè÷íûå çàìåíû îñòàòêîâ Cys íà Ser ïðèâåëè ê
òîìó, ÷òî îáà ìóòàíòíûõ ôåðìåíòà îêàçàëèñü íå÷óâ-
ñòâèòåëüíûìè ê ïðèñóòñòâèþ ÄÒÒ. Ïðè ýòîì êîí-
ñòàíòû k2 äëÿ èñõîäíîãî ôåðìåíòà â ïðèñóòñòâèè
ÄÒÒ ñòàëè áëèçêè ê  êîíñòàíòàì k2 ìóòàíòíûõ ôîðì
ëþöèôåðàçû. Òàêèì îáðàçîì, ìóòàíòíûå ôåðìåíòû ñ
çàìåíàìè Cys62Ser è Cys146Ser êàê â ïðèñóòñòâèè,
òàê è â îòñóòñòâèå ÄÒÒ ÿâëÿþòñÿ áîëåå ñòàáèëüíû-
ìè ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûì ôåðìåíòîì. Ïîëó÷åí-
íûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò îá ó÷àñòèè îñòàòêîâ
Cys62 è Cys146 â îêèñëèòåëüíîé èíàêòèâàöèè ëþöè-
ôåðàçû. Ïî-âèäèìîìó, ýòè îñòàòêè âàæíû äëÿ ïîä-
äåðæàíèÿ àêòèâíîé êîíôîðìàöèè ëþöèôåðàçû, è îêèñ-
ëåíèå SH-ãðóïï ýòèõ îñòàòêîâ ïðèâîäèò ê åå íàðóøå-
íèþ. Çàìåíà îñòàòêîâ Cys íà Ser ïðèâåëà ê ñòàáèëè-
çàöèè ëîêàëüíîé êîíôîðìàöèè ìîëåêóëû, òåì ñàìûì

îáåñïå÷èâ ñîõðàíåíèå ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè
ïðè 37°Ñ. Ýëèìèíèðîâàíèå ïîâåðõíîñòíûõ îñòàòêîâ
Cys, SH-ãðóïïû êîòîðûõ ýêñïîíèðîâàíû â ðàñòâîðè-
òåëü, ïðèâåëî ê ñíÿòèþ ýôôåêòà îêèñëèòåëüíîé èíàê-
òèâàöèè ôåðìåíòà íà âòîðîé, ìåäëåííîé, ñòàäèè. Êðî-
ìå òîãî, çàìåíà ñëàáî ãèäðîôîáíûõ îñòàòêîâ Cys62 è
Cys146, ðàñïîëîæåííûõ â ãèäðîôèëüíîì ìèêðîîêðó-
æåíèè, íà ãèäðîôèëüíûé îñòàòîê Ser, ïî-âèäèìîìó,
ñïîñîáñòâîâàëà îáðàçîâàíèþ áîëåå êîìïàêòíîé è ñòà-
áèëüíîé êîíôîðìàöèè ìîëåêóëû, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ
áîëåå ñòàáèëüíîé è íà ïåðâîé ñòàäèè èíàêòèâàöèè
ôåðìåíòà.

Òàêèì îáðàçîì, îñòàòêè öèñòåèíà 62 è 146 èãðàþò
çàìåòíóþ ðîëü â èíàêòèâàöèè ëþöèôåðàçû êàê íà
ïåðâîé, òàê è íà âòîðîé ñòàäèè èíàêòèâàöèè ôåðìåí-
òà, è èõ çàìåíû íà ñåðèí ïðèâåëè ê ñòàáèëèçàöèè
ôåðìåíòà â íåñêîëüêî ðàç.
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