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СТРУКТУРА, МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ КРЕАТИНК11ПАЗЫ. 
АФИННАЯ МОДИФИКАЦИЯ ФЕРМЕНТА. II

Л. С. НЕРСЕСОВА. 3. С МКРТЧЯН. М 1. ГЛЗАРЯНЦ. Ж И. АКОПЯН

Обсуждается метод афинной модификации ферментов. Рассмотрены основные 
принципы этого метода. Обобщены жсдсримснтальныс данные (собственные и лите­
ратурные). касающиеся афинной модификации креагнккпн^лы.

Ключевые с.юза: креогинкинп i.i, аналоги нуклеотидных субстратов, афинная мо­
дификация.

В настоящее время одним из наиболее информативных .методов ис­
следования ферментов можно считать метод афинной модификации, ко- 
торьш позволяет локализовать структурные элементы активных центров 
ферментов и неся слопать динамические аспекты взаимодействия раз­
личных лигандов с ферментами. Ограниченное число ферментов, изу­
ченных этим методом, объясняется сложностью синтеза соответствую­
щих реагентов. При этом синтез реакционноспособных аналогов суб­
стратов, способных к образованию специфических фермелтмнгибнторных 
комплексов, является еще недостаточным условием для достижения 
афинной модификации фермента, поскольку в месте локализации хи­
мически активной группировки аналога в активном центре может, на­
пример, отсутствовать стерически близкая, подходящая химическая 
связь. Кроме того, может иметь место ковалентное присоединение pe­
al ента к ферменту, но не по существенным участкам, а по нуклеотид- 
связывающмм складкам фермента, как например, в случае взаимодей­
ствия фенилалакил-тРНК-синтетазы с у-(4-азидоавилидом) А ГР [-1]. 
Поэтому для выявления модификаторов фермента по активному центру 
необходимо показать, что взаимодействие фермента с реагентом удовле­
творяет критериям процесса афинной модификации, а именно: I) ре­
агент должен вести себя как конкурентный ингибитор по отношению к 
субстрат}' фермента, аналогом которого он является; 2) ковалентное 
присоединение реагента к ферменту должно приводить к инактивации 
его, при этом должно наблюдаться соответствие между связыванием
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реагента и инактивацией фермента; 3) предельное чи'сЛо малой ре- 
.нента. ковалентно присоединенного к ферменту, должно быть равно 
числу участков связывания субстрата; 4) реакция модификации фер­
мента должка подавляться в присутствии избытка субстрата [21];

В последние годы в отделе биохимии 11ИО.Х СО АН СССР и в Ин­
ституте молекулярной биологии АН СССР проводится направленный 
синтез серий аналогов нуклеотидов, с помощью которых были выянле-. 
мы некоторые закономерности строения в механизма действия ряда 
синтетаз [2. I] и киназ [9. 23. 29]. а также фщ’фодиэстсразы цАМФ 
[13]. аденплатинклазы [29]. \’а, КАТФ-азы [15] митохондриялиний 
ХТФ-азы [22].

В связи с тем. что для катализа креатинкиназной реакции наиболее 
существенным является участок активного центра фермента, в котором 
локализуется у-фосфат АТР. представляло интерес изучение лзаимо- 
действия с креатниккиазбй аналогов АТР. содержащих заместители по 
у-фосфату. Успехи в синтезе у-производных АТР сделали юступным в 
насг лщес время широкий набор аналогии этого важного субстрата: 
[3. 12. 24. 29|. Наряд\ с фотореагентами, получили распространение: 
алкилирующие производные АТР [6. 12. 23. 29]. Синтез фотоактивных 
флуоресцентных у-производных АТР и .АДР открывает новые возмож­
ности при изучении функциональных и структурных характеристик 
1 ։ у к л сот и дс в я з ы в а ющ и х фор м ей т ов [18].

Для афинной модификации креатннкиназы из скелетных мыши кро­
лика были использованы алкилирующие реагенты HN-2-хлор «тнл-Х- 
метиламиио)-бензил-у-амид АТР и фотоактнвный реаген։-у-t р-эзиди-. 
анилнд) АТР, синтезированные « отделе биохимии НИОХ СО Ail СССР 
[3. 24] Первый аналог в водном растворе образует реакционноспособ­
ный этнлениммониевый ка тион, который и взаимодействует с ферментом 
[24] Фотоактивиый реагент при ультрафиолетовом облучении обра­
зует высокоактивные пи креповые радикалы, способные реагировать с 
любой химической связью [30].

Исследование взаимодействия креаткнкииазы с нуклеотидными суб­
стратами и у-змидамн АТР. родственными использованным нами ре­
агентам. показало, что при введении реакционноспособного радикала 
по у-фосфату АТР аналоги сохраняют сродство к ферменту При этом 
наибольшим сродством обладают аналоги с ароматическим радикалом. 
Величины констант диссоциации для этих аналогов почти не отлича­
ются от соответствующих величин для АТР 1։ АДР [5]. Это позволяло 
рассчитывать на высокую эффективность взаимодействия выбранных 
аналогов с креатинкиназой

Действительно. исследование кинетики взаимодействия креатннки­
назы из скелетных мыши кролика как с одним [7. 1-6]. гак и с другим 
реагентом [1] показало, что оно удовлетворяет всем критериям процес­
са афинной модификации и оба реагента являются высокоэффективны­
ми афинными реагентами для фермента. Оказалось, что оба аналога 
инактивируют креатинкнназу, причем существует стехиометрическое 
соответствие между уровнем ковалентного присоединения реагента к 
ферменту и степенью инактивации его; предельное число молей знало*' 

310



га, связавшегося с молем фермента, соответствует двум— числу актив­
ных центров фермента (рис. I. 2); величины констант ингибирования 
как для алкилирующего реагента (5X10 'М), так и для фотоактив.ног՝» 
®$Х10՜5 М) свидетельствуют об их высоком сродстве к креатин киназе; 
ингибирование фермента алкилирующим реагентом носит конкурентный

Рис. I. Кинетические кривые инактивации креатникиназы (I) о присут­
ствии 4-(^-2-хлорэтил^:-мстиламнно)-беизил«у-амнда АТР о концентраци­
ях 8X10 —5М (а), ДХ10“4М (б) и ковалентного присоединения аналога 

к ферменту (2); [Е]—2,5X10 ~5 М; (Mg (СН3СОО“)2]—2X10-3 М.

характер, а фотоактивным—смешанный; субстраты креатникиназы Мд- 
АТР, Мд-АДР, креатин защищают фермент от инактивирующего дей­
ствия реагентов (рис. 2) [1, 7, 16].
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Анализ полученных кинетических кривых выявил некоторые особен­
ности механизма действия креагинкиназы. Оказалось» что субъединицы 
креагинкиназы ведут себя неидентично при взаимодействии с изучении* 
«ми реагентами Из рис. I видно, что модификации алкилирующим ре-

НОГО присос.ишения у-(р-а.в.։доан11.1и ;.!) >«С.ЛТР (1.3) ц отсуплвне и к 
присутствии Mg-ЛДР: |Е] —9,1x10 1М: рзвдоАТР! 1.2X10 ֊’М: 
[М§ (СН3СО()-)2] 1X10 ЧМ; 3.-1 к присущ шин Mg- АДР. [Е] 7.3Х

10 «Ц. [азидо- ATI» J— 1.2X10 -$М; [ЛДР1 3.2X10 ® М;
(Mg (СПдСОО ).,]֊֊5X10-зк

агентом уже одной субъединицы ведет почти к полной потере активно­
сти фермента При повышении концентрации этого реагента скорост։, 
модификации резко возрастает модифицируются уже обе субъединицы, 
ни при э։мм -< различной ск<։р1дтгыи. Насыщение активных центров 
фермента реагентом приводит к полной инактивации креатин киназы. 
Увеличение степени модификации при повышении кон цен грации ре­
агента свидетельствует о различии в сродстве субъединиц к алкили­
рующему реагенту, что согласуется < тем фактом, что для креатнй-] 
киназы получены дне разные величины констант ассоциации при вза­
имодействии ее с у-ариламндами АТР и в-АТР [8. 10]. различающиеся 
в 3- 10 раз.

При модификации креагинкиназы фотоактнвным аналогом также 
наблюдается неравноценное поведение субъединиц фермента. Из рис. 2 
видно, что одна субъединица фермента взаимодействует с реагентом с 
большей скоростью, чем другая, и ее модификация ведет к более глубо­
кой инактивации фермента, чем модификация другой субъединицы. 
Исследование взаимодействия отдельных субъединиц креагинкиназы е 
у-р-азидоанилядом АТР выявило эти различия. Оказалось. что в при­
сутствии реагента активность М-субъеднницы фермента уменьшается 
значительно быстрее и на значительно большую величину, чем актив- 
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носи» при pH 5.0. соответствующая преимущественно М'-субъедини­
це [28].

Различие в скоростях модификации М и М'-субъединиц наблюда­
ли и при исследовании взаимодействия креатинкиназы с флуоресцент 
пыми производными АТР [10] Очевидно, что указанные различия свя­
заны с различным сродством субъединиц фермента к изученным реаген­
там Не исключается также. что реакционноспособные радикалы ана­
логов связываются ковалентно с различными по активности акцептора­
ми в активных центрах субъединиц Однако является ли это следстви­
ем исходной неравноценности субъединиц или результатом кооператив­
ного взаимодействия их. пока нс ясно.

Следует отметить, что в отличие от афииных реагентов нуклеотид֊ 
ной природы с синтетическим аналогом креатина июксикреа типом, обе 
субъединицы креатинкиназы взаимодействую! с одинаковой скоростью 
[251. Это означает, что гуани дниевязывающие центры креатинкиназы 
равноценны п что связывание эпоксикреатнна с одной субъединицей не 
действует .ча связывание его с другой. В связи с последним следует ог- 
метмть. что связывание гуанидиновых субстратов с ферментом вызыва­
ет. но-видммому. незначительные конформационные изменения в белке, 
котирые че регистрирзются имеющимися методами, тогда как связыва­
йте нуклеотидных субстратов, н особенно М^-АДР. значительно изме­
няет конформаиню фермента [26]. На отсутствие взаимодействия меж­
ду гуанндннсвязывающнми центрами указывают и результаты анализа 
кинетики действия фосфоциклокреатина на креатинкнназиую реакцию 
В го же время наблюдается синергизм между фосфоциклокреатинам. с 
одной стороны. и только VI Р или \ТР и креатином -с другой, благо- 
даря взаимозависимости связывания этих веществ с разными субьел'ти­
пами дийера креатинкиназы [14].

Данные о неравноценности субъединиц креатинкиназы были получе­
ны и в процессе изучения защиты фермента от инактивации природным!: 
субстратами М^-АДР и ’Ц^-АТР, которые защищают крсатиикиназу от 
инактнвапии как алкилирующим, гак .՛ фотоактивным реагентами [1.7]. 
Из рис. 2 видно, что в присутствии М^-АДР имеет место почти полная 
защита креатинкиназы от инактивации афиниыми реагентами. М"-АТР 
защищает фермент значительно хуже Аналогичный факт наблюдали 
при взаимодействии креатинкиназы с азило-к-АТР в присутствии пуклео- 

тратов [10] Такое различие в защитных эффектах, очевид­
но. обусловлено различием в комплексообразовании этих субстратов с 
ферментом. Хорошо известно, что креатпикиназа обладает примерно на 
порядок большим сродством к Мд-АДР, чем к Мд-АТР. Использование 
^модифицированного с помощью ази.ю-г-АТР препарата креатинкиназы 
для изучения процесса связывания нуклеотидных субстратов с фермой 
том выявило, что ано происходит в две стадии: ассоциации и более мед­
ленной изомеризации комплекса II оказалось, что креатяикиназа об­
ладает не только более высоким сродством к Мд-АДР, чем к Мд-АТР. 
но г в !ри [газа большей скоростью изомеризации при комплексообразо­
вании с АДР, чем с АТР [II]. Кроме того, неполная защита Мд-АТР 
может быть обусловлена образованием комплекса фермент—АТР—Мд- 
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азидо-ATP за счет дополнительных контактов ароматического замести­
теля лзидо-ЛТР с активным центром, тем более что фосфоамидная связь 
в аналоге может имитировать \ Р связь, присутствующую в креатин- 
фосфате. Хорошо известно, что креатинфосфат. связываясь с тем же 
участком молекулы, что я креатив, способен, кроме того, конкурировать 
< ЛТР. благодаря перекрыванию концевых фосфатных групп креатнн- 
<|юсфата и \ТР [27]. О возможности контакта аналога с участком свя­
зывания второго субстрата свидетельствует также ряд эксперн менталь­
ных данных: малые значения Ki. смешанный тип ингибирования у-р- 
(азидоаннлидом) ХГР креатиюкннязы. частичная зашита креатином от 
Ковалентного присоединения у-р-(аэидоанилида ,4С)-АТР к (|и»рменту 
[I], защита креатинфосфатом крертнпкниазы от инактивации рядом 
алкнлируюших аналогов нуклеотидной природы [20], а также зашита 
нуклеотидными субстратами (Mg-ATP больше, чем Mg-АДР) креатин» 
киназы от инактивации эпокси креатином [25]. Совокупность же лих 
данных указывает на го. что центры связывания нуклеотидных и гуа­
нидиновых субстратов сближены и активном центре фермента, что обес­
печивает линейный перенос фосфорила в ходе креатиикииазиой реакцнн.

Из рис. 2 видно, что в присутствии Mg-АДР при практически пол- 
ной защите креатянкнназы от инактивации наблюдается присоедине­
ние примерно одного моля у-(р-азидоапнлида) АТР, из чего следует, что 
вклад одной из субьединиц в активность фермента невелик. Действи­
тельно. исследование свойств отдельных субъединиц показало, что АДР 
•ащнщает от инактивации только М-субьеднпину и лишь незначительно 
М'-субъединнцу. В тоже время активность Ч'-.убьедин •. иы указанных 
условиях определения активност:! невелика, поэтому модификация дочти 
не сказывается на активности фермента [28] Эти щнныс еще раз сви­
детельствуют о разном сродстве двух субъединиц креатинкиназы к нук­
леотидным субстратам и их производным

Паши данные о функциональной нендентичиостн субьединиц крса՛ 
тпнкиназы не единичны. В последние голы этому вопросу посвящен 
ряд работ, которые подробно обсуждались и предыдущем сообще 
кии [19].

Недавно фотоафипное мечение аргининкиназы и креатинкиназы 
7-(р-азидоанили;юм)-АТР исследовали Вандест и сотр. [30]. Представ 
л нет интерес, что фотолизктнвнроваяиые аргннпнкнназа и крсатинкина 
за не способны были узнавать свои нуклеотидные субстраты, как пока 
зал и дифференциальная спектроскопия и афинная хро.маторрафйя ш 
сефарозе-АТР. В то же время показано, что флуоресцентные азидо 
аналоги АТР почти не влияют на пуклеотидсвязывающне свойства мо 
дифицироваиной с их помощью креатинкниазы [11].

Титрование SH-rpynn аргннинкнназы и крезтинкиназы, модифпии 
роваиных у-(р-азндоани.1Идом)-АТР при различных условиях, и неко 
тррые другие данные свидетельствуют о том. что арил нитреновая часть 
фотоаналога ковалентно присоединяется к реактивной группе цпегеино 
вого остатка, присутствующего в области активного центра. Предпола 
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гнется, что этот цистеиновый остаток находится вблизи Mvcra локали­
зации фосфатном цепи нуклеотидных субстратов [30].

Данные о топографии активней о центра креатянкиназы были до­
полнены результатами исследования кинетики афинной модификации 
креатннкиназы днальдегиднымп производными АТР к АДР. которые 
специфически блокируют k--NH2 группу остатка лизина в.нуклеотидсвя- 
зываюшйх Центрах фермента. Они свидетельствуют о том. что указан­
ная группа в активном центре креатннкиназы локализована вблизи ри­
бофур аполного никла АДР и АТР при образовании последними ком­
плексов с ферментом и. по-вплимо.му. участвует в строгой ориентации 
Нилнфосфатной цепочки нуклеотидов в каталитическом акте [17].

Алкилирующие аналоги нуклеотидных субстратов с модифициро­
ванной поли фосф а гной группировкой были ИСНО.ЧЬЗоНЯНЫ и пр 1 изуче­
нии топографии активного центра креатннкиназы из .мыши щуки Вы 
сказано предположение •: существовании в активном центре фермента 
каталитической группы, имеющей природу имидазольного кольца гне- 
лиднна [20].

Таким образом, исследование кинетики афипного мечения креатин 
киназы наглядно иллюстрирует возможности метода афинной модифи­
кации. Использование изученных а'финных рсагенюв открывает шнрл- 
кне перепек!ивы в плане исследования первичной структур! . нит-:ра­
фии активного центра, вопросов нсндснтпчности и взаимодействия субъ­
единиц. механизма действия и регуляторных свойств крсатчнкнназы 
Краме того, высокая специфичность авалей ив гуанидиновых субстратов 
по отношению к креатчнккназс можем быть использована для мсследо 
Bi;дня этого фермента in vivo.
Институт экспериментальной биологии

АН Армянской ССР. Поступило 2 VI 1983 г.

ԵՐԵԱՏԻՆհԻՆԱԶԱՑԻ ‘ւԱՌՈԻՑՎԱՄՔԸ, Դ11ԻՄ1ԻԼ111<Մ:{||.Ն ՄԵԽԱՆԻԶՄԸ: 
ՖԵՐՄԵՆՏԻ ԱՖԻՆԱհԻՆ ԱԵՎԱՓՈԽՈԻԹՅՈԻՆԸ: II

I Н Ն1ւՐ11և1111ՎԱ. ft. II. 1Ո||*ՏԼ>Տ(1.Ն. IT. Դ ՚1.11.յ»1Ա՚311.Ն?1, «Р I՝ ՀԱ«||1Ո?»1Ա.

Հողված tn մ քննվում Լ ֆերմենտների աֆինային ձևափոխմ ան մևիհէդր: 
հյվում են այղ մեթողի հիմնական սկղ բուն բն երբ ւ Ամ փոփվում են կրեատինկի- 
Նաղայի աֆինսւ յին ձևափոխմ ան վերարերյէպ փորձառական ( սեփական և ղրա- 
կան) ավյալներըւ

STRUCTURE AX’D MECHANISM OF ACTION OF CREATINE 
KINASE. THE AFFINITY MODIFICATION OF THE ENZYME. II

I.. S. NERSESOVA, Z. S. MKRTCHYAN. M. G. GAZA.RYANTS, Zli. I. AKOPYAN

The method of affinity modification of the enzymes F discussed. 
Experimental data on affinity modifications of creatine kinase are 
.summarized.
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