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СВОЙСТВ КРЕАТИНКИНАЗЫ ПЛАЦЕНТЫ И МОЗГА
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Показано, чхарактер кнне-ики обратной реакции при и лучении <□- 
ННСНМОСТИ ее СКОРОСТИ О. КОН11е11Гр,ЧЦНТ ЮР 1ДВНС1П от pH дл I К К КАК 
плаценты, а:՛, и м<> . а При pH б.л 6,8 Км дли ЛОР раины 0.83 :։ 0.67 мМ • 
и для креатинфосфа га 1.00 и 0.91 мМ для КК плаценты и мозга соответ
ственно При хранении КК плаценты б :лу-.-с абидьнн. .ем фермен. мола. 
ТермостабнльнОсть КК плаценты низкая; АИР защищает фермент от 
термоннакппоацин. Сделан вывод что КБ плаценты траисф-֊рм;:йоааи- 
наи, более стабильная форма ВВ и чфе-'меш՛՝
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Широкое распространение КК в тканях человека и животных к важ
ная роль фермента в энергетическом метаболизме клетки показаны 
многими исследователями [2, 7]. Но наиболее изученным остается 
фермент из скелетных мышц—ММ-изофермент. В то же время КК 
Ш'.'. гренних органов (за исключением сердца) почти ис изучена. Не- 
t.'.iiio мы получили гомогенный препарат КК плаценты рожениц, изу

чили некоторые физико-химические свойства его Окаоч.юсь. что КК 
плаценты по своим свойствам близка к мозговой КК {ВВ изофермен
ту). но имею1ся и некоторые отличия. Выло высказано предположе
ние. что фермеш плаценты трансформированная форма ВВ изофер- 
менга |о|. Цел ид? н.п՛ > ояшен работы являлое։. изучение каталитически՝.

Спкращтния КК креатпкиизза; ADP а ;е||<>?ндиф|>сф()риак hiiv.-.ci. И Г ди- 
тitn.-pi'iinM, ЭДТА угнлснлмамп11гп1чрааце1;п; Км кои Чпкалтся 
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свойств и стабильности КК плаценты в сравнении с КК мозга кролика, 
как наиболее изученным ВВ изоферментом.

Матерши .метрика. КК пл плаценты и мозга кролики выделяли согласно ме
тоду Удельная активность препаратов плаценты и мо-га была равна 2.6 ‘ 0.5 л 
139~ 28 мхм,'мг. мин соответственно Гомоннносп. полученных препаратов контроли 
роман электрофорезом в ПЛЛГ« Препараты фермента хранили н 0,05 М .рис-апе 
ти.тном буфере, содержащем 5 м.Ч ДТ'Г в 0.05 мМ ЭДТЛ при 20°. Об активности 
КК судили по накоплению креатина ь обратной реакции с нею лнхобзцж-м и-нафтол;> 
и Двацёгилз. Содержание белка определял»: по Лоури. Для н-уипия гермостабиль- 
ности фермент проинкубировали при соответствующих температурах п течение 15.мин 
с 0.05 М трнс-аиста г ном буфере (pH 7.0). содержащем 2 мМ ДТ’Г, зятем определяли 
остнгочную активность

Результаты .՛.՛ обсуждение-. Зависимость скорости реакции о։ кон
центрации одного из субстратов исследовали на фоне постоянной из
быточной концентрации другого субстрата при р)1 6,5—6,8, оптималь
ной для данной реакции, и pH 7,5 8,0, близкой к физиологической. 
При варьировании концентрации нуклеотидного субстрата соотношение 
М£:АОР֊3:1 сохранялось постоянным. Анализ данных зависимостей 
скорости реакции образования креатина иг концентрации АрР пока 
зал. что характер се кинетики зависит от pH. Ня рис. 1 представлены

Рис. 1. Зависимость скорое։и реакции о։ концентрации ?\ДР для хреатнн- 
кнназы плаценты (1) в мОзга (2) при pH 6.8 (а) ц 8,0 (б). По осп абс
цисс—концентрация ADP н м.М. по осн ординат скорость реакции и ед. 

опт. пл.. E5J0

типичные кривые этих зависимостей При pH 6.5—6,8 зависимость ско
рости от концентрации нуклеотидного субстрата выражается гниербо-

как итя фермента плаценты, так :։ ия фермента мозга. При кон
центрациях нуклеотидн«>гс,। субстрата больше 1.5 мМ ия фермента моз
га наблюдается ингибирование реакции В твонных обратных коорлина 
тах были получены следующие величины- Км тля ДОР: 0,83 мМ п 
0.67 мМ для КК плаценты и мозга соответственно. При pH 8,0 зави
симость скоростей обратной реакции от концентрации ДОР характери
зуется кривой с промежуточным плато в области концентраций 1— 
2 мМ субстрата для фермента из мозг.: кролика и сложной кривой гля 
фермента плаценты. Такой характер кинетики реакции может быть свя
зан с присутствием в растворе при pH 8,0 двух (и более для плаценты) 
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форм фермента, например, димерак мономера, как э^о было показЗД&в 
случае с мышечной крезтинкиназМ 14. бу Зависимость скоростей обрат
ной реакции от концентрации крезтинфосфата дли КК плаценты и 
мозга при р!1 6,5—6,5 подчиняется кинетике Мих а?.тиса-Чен ген, и ве
личины К« для крезтинфосфата равны 1.0 и 0.91 мМ для ферментов 
из плаценты и мозга соответственно.

Исследование тацйснмости скорое։։ обратной реакции от концен
трат։։։ мет алл а-акт г. затора (Мд) показало. ։то как с фермешрм пла
центы, ։ак и с ферментом мозга реакции протекает и без добавления 
ионов Мд в реакционную среду, и скорость, ее значительная—более 
50% от макса мал .инн скорости (рис 2). Аналогичные данные были

Ри.՜. 2. Рис ։
Рис. 2. Зависимое՜։ ■. скорое:н реаки ՛ и .кн ионов М‘8

(мМ) дан креатинккказы плаценты
Рис. 3. :-:Г>:|.|:>н0С1'1. Креа։КНККНазы плааенты в отсугст1Ч1.: (I) -I В
присутствии АИР (2.1 Но осн абсцисс—темпера։ ура и рединку башш. по 

осч ординат- остаточная активность ■։ д.

. «.пучены для КК сердца [3]. Эго явление имев։ место независимо от 
। ։ртик исходного препарата фермента и комиопенгов реакционной 
смеси. При добавлении ЭДТА в реакционную среду вплоть ;•> концеи- 
։ рации 10 1 М сохраняется та же величина остаточной а кт инн >с ։ в (око
ло 50%) как для КК плаценты, гак и мозга, независимо о։ концентра
ции ЭДТА При концентрациях ЭДТА выше 1-10 'М активность фер
мента резко падает почти до 0. Ранее [I. 9. 10] <>՛։ менялось несущест
венное влияние ионов Мд на связывание нуклеотидных субстратов и 
их аналогов с мышечной КК. однако этот вопрос требует специально
го исследования.

В процессе изучения стабильности фермента при хранении выясни
лось, что ։а мороженные концентрированные растворы К К плаценты 
сохраняю։ исходную активность без значительного изменения н тече
ние 5—6 месяцев, в то время как активность препаратов К К мозга уже 
в первые месяцы хранения заметно снижается. Для ра ։ба։։.тснных 
препаратов КК мозга наблюдаются колебания активности в кшиенмо 
стн от времени их хранения при 4°. Препараты К К. мозга, разбавлен
ные сразу после размораживания, обычно имею։ более низкую актив
ность чем .чрепараты, выдержанные 2 3 суток при В го же время 
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исходная активность разбавленных препаратов КК плаценты ’’. тех же 
условиях сохраняется около недели, а иногда и более, и не подвер.йе
на колебаниям. Зависимость удельной активности фермента мозга or 
его концентрации нмелч сложный характер, в выявить определенную 
лак иомерность не удалось По-видимому. колебания активности свя
заны с процессами ассоциации-диссоциации субъединкц фермента в 
высокой лабильностью {иопомерон.

Как видно из рис. 3, К К плаценты чувствительна к действию вы
соких температур Уже ври температуре 42՜ активность ее падает б՛- 
лее чем на 30%, а при 46", остаточная активность .> i«e< лишь 7° 
в в: время как КК мозга кролика при 45՜ •՝.՝•• р.д: л •. 50% активности 
[81. Присутствие ADP значительно защищает фермент՛от инактивации.

Таким образом, подученные. данные свидетельствуют о том, чго 
близкие по своим свойствам КК. плаценты и мозга имеют и определен
ные различия. КК плаценты более устойчива к регулирующим актив
ность воздействиям (изменения концентрации нуклеотидного субстря- 
та, pH среды, процессы ассоциации-диссоциации), чем фермент мозга 
Это свидетельствует о пользу предположения, что К К плаценты - 
уансформярованная, более стабильная форма изифермен.а ВВ [5;
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