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СТРУКТУРА, МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ КРЕАТИНКИНАЗЫ.
111. ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ НЕИДЕНТИЧНОСТЬ СУБЪЕДИНИЦ

3. С. МКРТЧЯН, М. Г. ГАЗАРЯНЦ, Л. С. НЕРСЕСОВА, Ж. И. АКОПЯН

Гомогенный препарат креатинкиназы после инкубации в 5—7 М мочевине подвер­
гается разделению на две практически равные фракции при хроматографии па сефа­
розе с иммобилизованным аналогом АТР. Эти фракции соответствуют двум субъеди­
ницам фермента М в М', отличающимся электрофоретической подвижностью, опти­
мумом pH и удельной активностью. Сделано предположение о роли процесса ассоциа­
ции—диссоциации в регуляции активности фермента.

Ключевые слова: креатинкиназа, субъединицы фермента, регуляция активности.

Ранее при последовании взаимодействия креатинкиназы из мышц 
кролика с синтетическими аналогами АТР было выявлено неидентичное 
поведение субъединиц фермента в процессе афинной модификации. На 
основании этого было сделано допущение о различной степени сродства 
субъединиц креатинкиназы к нуклеотидным субстратам АТР и АДР 
[1. 4].

Помимо полученных нами экспериментальных данных имеется до­
статочное количество сведений о функциональной неидентичности субъ­
единиц креатинкиназы. Так, результаты работ ряда авторов [8, 13, 15| 
позволили сделать следующие выводы: в комплексе «аналога переход­
ного состояния» субъединицы креатинкиназы ведут себя неидентично; 
связывание АДР с ферментом выявляет свойство, характерное или для 
отрицательной кооперативности между двумя центрами связывания, 
или для неидентичных центров связывания. О неидентичности субъеди­
ниц в комплексе «аналога переходного состояния» свидетельствует так­
же бифазный характер протеолитической реакции протеиназы К с кре- 
атинкиназой в присутствии комбинаций субстрата Mg АДР + Сг+NOj 
[18].

Высказывалось, кроме того, предположение о несимметричной 
субъединичной организации креатинкиназы в растворе, что, по мнению 
авторов, не исключает кооперативного взаимодействия между субъеди­
ницами в димере [10—12]. Несимметричную субъединичную органи­
зацию имеет в растворе и дрожжевая гексокиназа [11].

Итак, экспериментальные данные последних лет свидетельствуют 
о неидентичности поведения субъединиц креатинкиназы. Невыяснен­
ным оставался вопрос, являются ли эти субъединицы неравноценными 
изначально, или их неиденткчность проявляется лишь при взаимодей­
ствии с лигандами.

С целью выяснения этого вопроса на основании предположения о 
различном сродстве субъединиц фермента к нуклеотидным субстратам 
нами было осуществлено разделение субъединиц креатинкиназы по 
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сродству на сефарозе с иммобилизованным аналогом АТР, после пред­
варительной диссоциации в мочевине [5].

Результаты хроматографического разделения показали (рис. 1), 
что ,при этом фермент делится на две практически равные части.

Рис. 1. Хроматографическое разделение М- и М'-субъединиц креатинки- 
назы на сефарозе с иммобилизованным (6-аминогексил)-у-амидом АТР. 
Первый пик—препарат М-, второй—-МУ-субъединицы фермента. А—после 
предварительной инкубации креатинкиназы в 5 М мочевине; Б—препа­
рат фермента нанесен на колонку сразу после՛ растворения в 0,05 М трис- 
НС1 буфере; В—раствор фермента выдержан при 4° в течение трех суток.

Сравнение электрофоретической подвижности исходного препара­
та креатинкиназы и белковых материалов, соответствующих первому 
и второму пикам, полученным при хроматографии на ATP-сефарозе в 
диссоциирующих условиях, а также интенсивностей полос в гелях по­
казывает, что с афинной колонки в первом пике элюируется менее под­
вижная субъединица креатинкиназы (М), а во втором—более подвиж­
ная (М'). Различие в подвижности субъединиц невелико, но достовер­
но. Оно может отражать либо разницу в молекулярных массах субъе­
диниц, либо—в пространственной структуре субъединиц. Отметим, что 
есть допущение [18], согласно которому креатинкиназа из мышц кро­
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лика состоит из двух близких по молекулярной массе субъединиц—* 
42100 и 40300.

Результаты наших исследований показали, что отдельные субъеди­
ницы обладают каталитической активностью. Исследование креатин- 
киназной реакции в прямом и обратном направлениях препаратов М и 
М'-субъединиц показало՛, что обе субъединицы катализируют как реак­
цию образования креатинфосфата (прямая реакция), так и реакцию 
переноса фосфорила с креатинфосфата на АДР (обратная реакция), но 
при разных pH среды: оптимум обратной реакции для М-субъединицы 
находится в диапазоне 7,8—8,5, а в прямой—в диапазоне 8,5—9,5; для 
М'-субъедий»цы он соответственно находится в диапазоне 5,0 и ниже и 
5,2—5,8 [5].

Таким образом, одна из субъединиц креатинкиназы более активна 
при pH среды выше 6,5, а вторая, наоборот, при более низких значени­
ях pH.

Определение удельных активностей препаратов субъединиц при оп­
тимальных значениях pH среды для каждой из них в обоих направле-

Рис. 2. Зависимость удельной ферментативной активности препаратов 
креатинкиназы от концентрации фермента в реакции образования креатин­
фосфата при pH среды 9,0. Кривая 1—препарат М-субъединицы фер­
мента; кривая 2—исходный препарат димера ММ', (а)—в мкэ. экв.

Н /мин. мг, (Ео)—мг/мл.

виях реакции показало, что у М'-субъединицы она в 3—4 раза ниже 
активности М-субъединицы. Следует отметить, что препарат М'-субъе­
диницы оказался менее стабильным при диализе, концентрировании 
и последующем хранении. Он практически полностью терял актив- 
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пости iipn хранении в течение двух суток, в то время как препарат М 
субъединицы сохранял 50--40% первоначальной активности.

Тот факт, что нативный фермент (димер) не задерживается на се­
фарозной колонке с иммобилизованным аналогом АТР и частично элю­
ируется при нанесении, а задерживается только М -субъединица креа- 
тиикиназы, указывает на возрастание сродства последней к и.ммооили- 
зованиому аналогу АТР по мере диссоциации фермента ла отдельные 
субъединицы (рис. 1). Степень диссоциации фермента зависит от его 
концентрации и температуры раствора. Количественная сорбция М - 
субъединицы на сефарозной колонке с иммобилизованным аналогом 
АТР осуществляется только после предварительной обработки фермента 
мочевиной.

Способность фермента к диссоциации при хранении и колебания 
ферментативной активности при этом навели на мысль о возможной ро­
ли процесса ассоциации—диссоциации в регуляции его активности.

Известно, что в диссоциирующих ферментных системах типа Рд;2рг 
где белковый олигомер Р способен обратимо диссоциировать на две 
половники р, варьирование концентрации фермента приводит к изме­
нению удельной активности [3].

Представлялись интересными данные о зависимости удельной ак­
тивности «а» от концентрации фермента (Ео) у исходного препарата и 
препаратов субъединиц креатинкиназы.

Из рис. 2 видно, что активность препарата М-субъединицы, так же 
как и исходного фермента, снижается с ростом концентрации (Ео). Ес­
ли учесть, что в растворе имеют место процессы ассоциации—диссоциа­
ции молекулы фермента, то можно предположить, что уменьшение ак­
тивности фермента с ростом концентрации скорее всего связано со сме­
щением равновесия в сторону ассоциации с образованием менее актив­
ного димера ММ' у исходного препарата креатинкиназы и ММ у пре­
парата М-субъединицы. Видно, что при достаточно малых концентра­
циях фермента кривая зависимости 1g «а» от 1g (Ео) для М-субъедини­
цы выходит на плато, соответствующее удельной ферментативной ак­
тивности формы М (120 ед/мг), а при достаточно больших концентра­
циях его--на плато, соответствующее удельной ферментативной актив­
ности формы ММ (19 ед/мг).

Необходимо отметить, что удельная активность исходного препара­
та креатинкиназы при разных значениях pH, оптимальных для исход­
ного димера ММ' и для каждой из субъединиц в реакции дефосфори­
лирования креатинфосфата, также уменьшается с ростом концентрации 
фермента.

Снижение ферментативной активности при ассоциации белковых 
молекул, как следует из работы [3], может быть связано со стериче­
ским экранированием активных центров фермента. Это наблюдается, 
например, в случае с эстрадиол-17-дегидрогеназой из плаценты челове­
ка [2] и фосфорилазой Б из скелетных мышц кролика [7].

То обстоятельство, что отдельные субъединицы способны ассоци­
ировать между собой с образованием гомодимеров типа ММ и М'М', 
видно из данных электрофореза препарата .М-субъединицы в нативных 
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условиях [5]. Электрофоретическая подвижность препарата М-субъе- 
диницы и исходного препарата димера ММ 'практически одинакова, 
что указывает на способность М-субъединицы к ассоциации с образова- 
нием гомодимера ММ'. Снижение удельной активности димера по срав­
нению с мономерами в случае с креатинкиназой может быть связано 
как с частичным экранированием активных центров фермента ири об­
разовании димерной формы фермента, так и с более сложными коопе­
ративными взаимодействиями между субъединицами.

Более подробно динамика четвертичной структуры креатинкиназы 
изучена Розановой и Четвериковой [6]: показано, что креатинкиназа 
из мышц кролика представляет собой диссоциирующую ферментную 
систему, равновесие в которой зависит от pH, ионной силы и концент­
рации белка. Димерная молекула в определенных условиях диссоци­
ирует на каталитически активные 'мономеры, причем удельная фермен­
тативная активность и содержание тиоловых групп՛ у мономера выше, 
чем у димерной формы.

Надо отметить, что в быстро диссоциирующей ферментной системе 
типа Рд^2р смещение равновесия между олигомерными формами зави-i 
сит от присутствия субстратов, эффекторов и модификаторов. Важно 
также подчеркнуть, что в процессе диссоциации и ассоциации не ис­
ключена возможность образования различных димеров типа ММ', ММ 
и М'М'. Это совпадает с результатами работы [9], где для креатин­
киназы мышц кролика методом аналитической изо фокусировки пока­
зано наличие трех полос, две из которых, по предположению авторов, 
соответствуют гомодимеру, а одна—гетероднмеру. Наличие трех ком­
понентов с тремя близкими изоэлектрическими точками у креатинкина­
зы, выделенной из мышц кролика, показано и в другой работе [12]. О 
мпкрогетерогенности в молекуле креатинкиназы свидетельствуют так­
же данные [16, 17]. Выявлены различия в аминокислотном составе 
субъединиц фермента.

Таким образом, мпкрогетерогенность молекулы креатинкиназы, ее 
способность менять четвертичную структуру, различное сродство субъ­
единиц фермента к субстратам нуклеотидной природы—все это может 
служить основой для выявления функциональной и структурной орга­
низации активного центра этого важного в энергетическом обмене фер­
мента, а также для регуляции его активности.
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տ/ւ N\ և M՜ ենթ ամ իավո րներին, որոնք միմյանցից տարբերվում են էլեկտրա֊ 
ֆււրետիկ թարմունակությամբ, pH uuj տ ի մ ո ւ մ ո ւէ և տեսակարար ակտիվու­
թյամբ!

եզրակացություն է արվում ա ս n ցիաց ի ա-ղի սո ց իա ց ի ա պրոցեսի դերի մա­
սին ֆերմենտի ակտիվության կարգավորման գործումւ

STRUCTURE AND MECHANISM OF ACTION OF CREATINE 
KINASE 111. FUNCTIONAL NON-IDENTITY OF SUBUNITS

Z S. MKRTCHYAN, M. G. OH AZARYAN TS, L. S. NERSESOVA
Zb. I. HAKOBYAN

Creatine kinase purified to homogeneity after incubation with 
5 -7 M urea is separated into two mainly equal fractions, corresponding 
to M and W subunits of enzyme. These subunits vary by electrophoretic 
mobility, pH optimum and specific activity. The proposal on the role 
of process of association and dissociation in the regulation of enzymatic 
activity is based.
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