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и гидролиза АТФ in vitro.
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В большое количество процессов в живой клетке тем или иным способом вовлечен
АТФ. Однако существующие на сегодняшний день методы измерения концентрации АТФ
in vitro имеют ряд ограничений в использовании. Ни один из них не позволяет в реаль-
ном времени наблюдать за изменением концентрации АТФ в условиях, приближенных к
физиологическим (в присутствии АДФ и нескольких мМ неорганического фосфата).

Целью данной работы являлась постановка метода количественного измерения кон-
центрации АТФ in vitro в режиме реального времени. Для этого использовали гибридный
белковый зонд из семейства ATeam, который представляет собой субъединицу 𝜖 АТФ-
синтазы Bacillus subtilis, к которой с двух сторон присоединены флуоресцентные белки,
способные к Фёрстеровскому резонансному переносу энергии (FRET) между собой. Об-
ратимое связывание АТФ субъединицей 𝜖 приводит к конформационным изменениям, в
результате которых донорный и акцепторный белки сближаются и эффективность FRET
растет [1].

Разработанный нами метод позволяет достаточно точно измерять концентрацию АТФ
в динамическом диапазоне одного порядка величины: варьируя вид зонда и температуру,
можно следить за изменениями концентрации АТФ в интервале от 1 мкМ до 10 мМ. Зонд
почти не чувствителен к наличию в среде измерения АДФ и фосфата и изменению рН
в интервале от 7 до 9, что позволяет приблизиться к физиологическим условиям. Новый
метод был успешно использован для измерения АТФазной и гексокиназной активности.
Результаты измерений были подтверждены классическими методами. Это дает много но-
вых возможностей для измерения кинетики реакций синтеза и гидролиза АТФ.
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