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Для изучения структурно-функциональных свойств активных цент 
ров ферментов важным инструментом исследований является метод 
афннной модификации, основанный на сродстве фермента к аналогу 
субстрата или к эффектору, которые содержат активные группировки. 
Эти модифицирующие агенты, обладая структурными характеристика­
ми, отвечающим и пространственной геометрии активного центра, могут 
на первой стадии реакции связываться не ковалентно в области актив­
ного центра, а затем на второй стадии могут реагировать с функциональ­
ными группами активного центра. При этом необходимо, чтобы кон­
станта ассоциации модифицирующего агента, несущего активную груп­
пу, была близка к константе ассоциации исмоднфицированного субстра­
та. Ковалентное связывание модифицирующего агента с ферментом 
приводит к его необратимому ингибированию, которое можно предот­
вратить введением в реакционную среду субстрата.

Недавно был предложен простои метод получения гамма-амндов 
нуклеозндтрнфосфатов. основанный на обработке аминами нуклеозид- 
5’-триметафосфатов, получаемых из нуклеозндтрнфосфатов действием 
в дорастзорнмого карбодпимнда в водном растворе (') или дицикло- 
।ексилкарбодиимида в органических растворителях (։). Это открыло воз 
можность получения производных нуклеозндтрнфосфатов, несущих в 
гамма положении реакционноспособную группу и, следовательно, потен­
циально пригодных для афннной модификации нуклеозидтрпфосфат- 
зависимых ферментов Показано, что аналоги АТФ этого класса сохра­
няют сродство к амнноацнл-тРНК-синтетазам и РНК-полимеразам, так 
как могут служить в норном случае конкурентными ингибиторами но 
ОТНО1ПОН11Ю к АТФ (3), а во втором субстратами соответствующих фер 
ментон (*) Производные АТФ, содержащие ароматическую азидо-груп­
пу, оказались способными осуществлять афннную модификацию фенп- 
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лаланил-тРПК-сннтетазы из Е. со!։ (’) и триптофаннл-тРНК-синтетазы 
из поджелудочной железы быка («).

В случае перечисленных выше ферментов АТФ выступает в качестве 
донора аденилата для образования аминоацпладеннлата или для вклю­
чения в растущую цепь РНК Представляло интерес выяснить способ­
ность аналогов этого типа осуществлять афинную модификацию другой 
важной группы АТФ-.зависимых ферментов—фосфотрансфераз, в кото­
рых АТФ выступает в качестве донора фосфата. С этой целью мы иссле­
довали действие реакционноспособного алкилирующего производного 
АТФ-4-(М-2-хлорэтнл-М-метиламино)-бензнл-га.мма-амнда на один из 
важнейших представителей подкласса фосфотрансфераз-креатинкиназу 
(АТФ креатин-фосфотрансфераза, КФ 2.7.3.2.1).

В работе использовали лиофилизированный препарат креатинкнна- 
зы из мышцы кролика производства фирмы «Реанал», Венгрия Моди­
фицирующий реагент—4-(М-2-хлорэтил-М-метиламино)-бензил-гамма 
амид АТФ синтезирован по методу (7).

Активность фермента определяли по модифицированному методу 
(’)• Метод основан на определении образующегося за 3 минуты креати 
на в реакционной смеси, содержащей 4 мкг фермента. 7.6 • 10 1 М 
ацетата магния, 1,25 • 10՜’ М АДФ и 2,3- 10՜’ М креатинфосфата в 
0.1М трис-НС1. pH 7,2 при ЗО'С. Отбираемые через определенные интер­
валы времени пробы (0,02 мл) вносили в реакционную смесь для опре­
деления активности фермента (фермент выдерживался с модифицирую­
щим реагентом при 30°С).

Рис. 1. Кинетика инактивации к|>еат11нкнназы алкилирующим аналогом 
АТФ. По осн ординат—акгинность фермента и процентах от начальной, 
но осн абсцисс —премя инкубации и минутах. Инкубационная смесь со­
стояла: креатннкнназа 0,5- 10-՝". ацетат магния 2 • 10 ’ ". 0,1 " грнс- 
11С1, pH 7.2 и аналог АТФ н концентрации 0 (*)< 0.5՛ 10՜’ " < >•

1 . 10֊» " (Д), 2 • 10-’ "(О)
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На рис. I показала зависимость активности фермента от времени 
выдерживания с различными концентрациями алкилирующего реагента 
В то время как активность фермента в отсутствие реагента остается 
неизменной в течение часа, в присутствии реагента происходит быстрая 
инактивация. При четырехкратном избытке реагента активность за час 
падает практически до нуля. Начальная скорость инактивации тем выше, 
чем больше исходная концентрация реагента. Отношение относительной 
начальной скорости к начальной концентрации реагента составляет для 
трех приведенных опытов 2, 1,5 и 1,5. Эти величины в пределах точности 
эксперимента совпадают. Таким образом, скорость инактивации пропор­
циональна начальной концентрации реагента Эффективная константа 
скорости первого порядка для реакции инактивации (10՜* с՜*) по по­
рядку величины близка к константе скорости лимитирующей стадии 
превращения реагента (4- 10—։,г 1 при 40° С (2). Это дает основание 
считать, что инактивация есть результат алкилирования фермента ана 
логом АТФ.

%

Ряс 2. Влияние различных концентраций АДФ на кинетику 
инактивации креатиикнназы алкилирующим .аналогом ЛТФ. 
По осн ординат—активность фермента в процентах от на­
чальной, по осн абсцисс—время инкубации в минутах. Инку­
бационная смесь состояла: креатннкннаэа 0,5 • 10-’М. ацетат 
магния 4 • 10-» М. аналог ЛТФ 2-10 » ,М (кроме ф). 0.1 М 
трис-НС! pH 7.2: АДФ 0 (Э), 4 . 10֊«М(Х). 8- 10֊* М(3).

1,6 - 10֊։ М(Л)

На рис. 2 изображены кинетические кривые инактивации креатин 
киназы при концентрации реагента 2 • 10-։М в присутствии различных 
концентраций субстрата АДФ Видно, что присутствие АДФ в концепт 
рациях порядка Км торхюзит процесс инактивации, т. е. АДФ конкур» 
руст с алкилирующим аналогом .за взаимодействие с ферментом. Это 
дает основание считать, что инактивация происходит за счет в.заимо 
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действия аналога с участком связывания аденилового нуклеотида, т е 
за счет афинной модификации фермента.

Таким образом, производное АТФ. содержащее в гамма-положении 
алкилирующую группу, является высоко эффективным афинным рса 
гейтом для крсатинкиназы.
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