ИНАКТИВАЦИЯ БАКТЕРИАЛЬНОЙ БИФЕРМЕНТНОЙ БИОЛЮМИНЕСЦЕНТНОЙ СИСТЕМЫ В ВЯЗКИХ СРЕДАХ
М. А. Кириллова, И. Е. Суковатая 
Институт фундаментальной биологии и биотехнологий

 Сибирский федеральный университет 
Одной из фундаментальных проблем современной биофизики и биохимии является структурно-динамическая организация белков. Одним из перспективных подходов для направленного изменения свойств и структуры белка является моделирование среды, которое предполагает многообразие методов в использовании неводных реакционных сред. Данный подход получил широкое практическое применение в биотехнологии и медицине. Для понимания процессов поведения ферментативной люминесцентной системы светящихся бактерий в условиях близких к in vivo было изучено функционирование биферментной системы NADH:FMN-оксидоредуктаза-люцифераза в условиях различной вязкости реакционной среды. Существенно изменять вязкость позволяет подбор соответствующих реакционных сред, отличающихся  концентрациями органического растворителя, например глицерина. В работе рассматривалась природа взаимодействия альдегидного субстрата сопряженной ферментной системы NAD(P)H:FMN-оксидоредуктаза-люцифераза в условиях вязкой реакционной среды. 
Выявлено, что наиболее благоприятной средой является 30%-глицерин. При этой концентрации растворителя интенсивность свечения максимальна, при увеличении же концентрации интенсивность свечения падает, из чего сделан вывод об ингибировании люциферазы.  
Был определен тип ингибирования - неполностью бесконкурентный. Этот тип характеризуется связыванием ингибитора - глицерина с комплексом люцифераза - альдегид не в активном центре фермента, а в другой части молекулы, причем комплекс остается частично активным.  Константа спада принимает максимальное значение при уменьшении концентрации альдегида в 10 раз. В этом случае комплекс люцифераза – альдегид  распадается быстрее, чем в остальных.

Константа Михаэлиса наименьшая при концентрации глицерина 30%, и активность реакции в этой среде максимальна. Поведение константы Михаэлиса говорит о преимущественно гидрофобных взаимодействиях между глицерином, люциферазой и альдегидом. 
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