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Своевременный количественный анализ инсулина в биологических системах имеет большое значение в клинической практике. Целью данной работы является разработка метода получения конъюгата инсулина человека с люциферазой светляков для его последующего использования в качестве ферментной метки в биолюминесцентном конкурентном иммуноанализе инсулина.

Инсулин – гормон, представляющий собой двухцепочечную молекулу белка с молекулярным весом 5700 Да. Для конъюгации молекулы рекомбинантного инсулина («Панэко», Россия) с люциферазой использован гетеробифункциональный агент 3-(2-пиридилдитио)пропионата N-сукцинимидного эфира (SPDP), который селективно связывает аминогруппы одного белка и тиогруппы другого. Подобран буфер для проведения реакции, в котором инсулин имеет растворимость, достаточную для проведения конъюгации (5 мг/мл). Подобраны оптимальные условия реакции (25°С, 30 мин, рН 8,0), молярное соотношение инсулин : SPDP = 1:3. Избыток сшивающего агента удаляли гель-фильтрацией. Показано, что в данных условиях в молекуле инсулина модификации подверглась одна аминогруппа белка. 

Для получения конъюгатов люциферазы с инсулином использовали термостабильную мутантную люциферазу светляков. Реакцию проводили при различных соотношениях люцифераза:PDS-инсулин при концентрации фермента 4 мг/мл. Обнаружено, что при молярном соотношении более чем 1:3 наблюдается мгновенное выпадение осадка. Для выяснения причин выпадения осадка в отдельном эксперименте было проверено действие немодифицированного инсулина (при эквимолярных соотношениях белков), а также ионов цинка, присутствующих в препарате инсулина, на люциферазу. Показано, что в условиях эксперимента люциферазная активность не изменяется во времени (3 ч, 25°С) и агрегация не наблюдается. По-видимому, выпадение осадка преимущественно обусловлено присутствием PDS-групп в молекуле инсулина. Контроль за протеканием конъюгации осуществляли методом белкового SDS-ПААГ электрофореза. При эквимолярном соотношении белков осадок не образуется и к молекуле фермента присоединяется 1-3 молекулы инсулина. Снижение ферментативной активности свидетельствует о том, по-видимому, происходит модификация остатков цистеина вблизи активного центра (С82,С86,С393), что создает стерические затруднения для функционирования С-домена. Для защиты SH-групп остатков цистеина вблизи активного центра модификацию фермента проводили в присутствии субстратного комплекса Mg2+∙АТФ, который сближает N- и С-домены, фермент оказывается в «закрытой» конформации, что стабилизирует молекулу. Изучение кинетики взаимодействия люциферазы и PDS-инсулина в присутствии субстратного комплекса показало, что для протекания реакции достаточно 3 часов инкубации при 25°С. 

Полученный конъюгат люцифераза-инсулин был апробирован в конкурентном иммуноанализе инсулина. Для сравнения был разработан «сэндвич» анализ с использованием конъюгата люциферазы с антителами. Показано, что использование конкурентного анализа существенно сокращает время реакции. 
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