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Биолюминесценция бактерий происходит в результате работы ряда сопряженных фер-
ментативных реакций. Основным ферментом, обеспечивающим испускание света, явля-
ется бактериальная люцифераза, катализирующая многостадийную реакцию с участием
FMNH2, алифатического альдегида и молекулярного кислорода. Ранее на основе кинети-
ки этой реакции, люциферазы бактерий разных видов условно разделяли на «быстрые» и
«медленные» [1]. Целью данного исследования было выявление структурных особенностей
двух типов люцифераз, определяющих кинетические характеристики данных ферментов.

Основываясь на аннотации геномов 23-х видов светящихся бактерий, была отобрана
21 аминокислотная последовательность люциферазы. Для множественного выравнивания
использовали программу MAFFT. С помощью программы ProtTest 3.4.2 выбирали модель
аминокислотных замен (LG+G) для построения филогенетического дерева в программе
PhyML-3.1. Поиск специфичных позиций проводили при помощи Diverge 3.0. Также про-
водили измерение нестационарной кинетики биолюминесцентной реакции двух типов лю-
цифераз методом остановленного потока с использованием анализатора SX-20 (Applied
Photophysics).

Филогенетический анализ показал, что бактериальные люциферазы образуют две кла-
ды, каждая из которых содержит белки только одного типа. Было выявлено 22 специ-
фичные позиции выравнивания, консервативные только в рамках клады. При этом 9 из
них предположительно отвечают за кинетические особенности. В частности, анализ про-
странственного положения найденных специфичных позиций 𝛼Met74, 𝛼Gly75, 𝛼Val106
«быстрых» и 𝛼Ala74, 𝛼Ala75, 𝛼Cys106 «медленных» люцифераз показал, что они могут
обеспечивать различные способы стабилизации гидропероксифлавинового интермедиата в
активном центре. Полученные данные согласуются с экспериментальными результатами,
показавшими, что распад данного интермедиата происходит в 3 раза быстрее у «быстрой»
люциферазы, чем у медленной.

Таким образом, в ходе эволюции бактериальной люциферазы сформировалось два раз-
личных типа структур, отвечающих за связывание и стабилизацию флавина в активном
центре, что может отражаться на кинетических характеристиках данного фермента.

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ, Правительства Красно-
ярского края и Красноярского краевого фонда науки в рамках научного проекта № 20-44-
243002.
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