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Креатипкиназа (АТР : креатин фосфотрансфераза; КС
осуществляет обратимый перенос фосфорильной группы с Mg2 АТР 
на креатин. Препараты фермента, получаемые с помощью классиче-
ских методов, например, метода Кьюби (’) в модификации Четвери
ковой (2), обычно представляют собой белки 85—90%-ной чистоты по
данным электрофореза в полиакриламидном геле. Однако для иссле-
дования каталитических и ЭЕ изико-химических свойств »Ерермеита и
его отдельных субъединиц требуются еще более чистые препараты
креатинкиназы (3|). В настоящей работе описано получение гомо-
генных препаратов фермента на сефарозе с иммобилизованным голу-ЭЕ
бым декстраном.

В работе использованы: креатинфосфат, Al Р, АДР фирмы «Rea-
па I (ВНР), креатин фирмы «Chemapol» (ЧССР), кумасси (бриллиан-

I товый голубой) фирмы «Sigma» (США). Остальные реагенты были 
[аналитически чистыми.
I Активность креатинкиназы в прямой реакции определяли потен-

циометрически. Измерения проводили в термостатированной кювете 
[при 30°С при непрерывном перемешивании. Реакционная смесь объе- 
I мом 1.5 мл содержала: 4 • 10 2М креатина, 4 • 10 3М АТР, 5 • 10 М 
I ацетата магния, 1 • 10~3М дитиотрейтола, 1 • 10 4М ЭДТА, 0.1 М ацета 
I та натрия. Реакцию запускали добавлением 1 мкг фермента. О на- 
ь чальной скорости судили по расходу 0,01 н ХаОН за первые 3 мин.

ЗЕ

поддерживая pH раствора равным 9. Белок определяли по методу
Лоури. За единицу активности фермента принимали количество мкэкв 
ионов водорода, образовавшихся за одну минхтх На мг белка.

Активность фермента в обратной реакции определяли колоримет- 
методом ($) • Реакционная смесь объемом 0,16 мл содержа 

ла 1,3 • 10~3М АДР, 7,5 • 10"3М креатинфосфата, 3,8
ричсским • ю-3м ацетата
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магния в 0,1 
добавлением

М трис-ацетатном
креатинфосфата.

буфере, pH 7,5. Реакцию запускали
После 2 мин инкубации при 30°С

реакцию останавливали добавлением 0,2 мл 1%-ного щелочного раст
вора я-нафтола и 0,1 мл 2,5% диацетила. Полученный раствор раз-
бавляли 2 мл воды и определяли количество образовавшегося креати
на колориметрически при длине волны 520 нм. За единицу активности 
принимали количество мкмоль креатина, образовавшегося за 1 мин на 
мг белка.

Электрофорез в полиакриламидном геле проводили согласно (6). 
Время электрофореза 4—5 ч, на трубку наносили 20—30 мкг белка, 
использовали 7,5%-ный гель. Гели окрашивали в 0,25%-ном растворе 
к\масси, после отмывки гели сканировали с помощью денситометра
Scan —400 (Joyce, Loble, Англия).

Для очистки фермента использовали сефарозу с иммобилизован
ным голубым декстраном (2 мг декстрана на 1 мл смолы).

На первом этапе очистку препарата креатинкиназы проводили по 
методу Кьюби (*) в модификации Четвериковой с сотр. (2). Процеду
ра очистки состояла из нескольких стадий: разрушения икроножных 
мышц кролика, экстрагирования белкового материала 0,01 М КС1, 
последовательного фракционирования хлористым аммонием и этано
лом. В таблице приведены результаты типичной очистки фермента.

Белковый препарат, полученный после повторного фракциониро
вания этанолом, далее очищали на сефарозе с иммобилизованным
голубым декстраном (по аналогии с очисткой креатинкиназы из 
тканей рыб на сефарозе с иммобилизованным цибакроном—С (7). 
Для этого 5—20 мг фермента растворяли в 50—100 мл 0,02 М К-фос- 
фатного буфера, pH 5,7, содержащего 1,5 • 10~3М М^СЬ, 1 • 10-4М 
ЭДТА и 1 • 10~5М дитиотрейтола. Раствор фермента наносили на
колонку с сефарозой (1X25 см), предварительно уравновешенную тем 
же буфером. Скорость нанесения и последующей элюции—12 мл/ч.
Хроматографию проводили при 4°С. Колонку промывали указанным 
буфером до полного исчезновения поглощения элюата при 280 нм.
Специфическую элюцию креатинкиназы со смолы проводили 0,05 М
К фосфатным буфером. pH 8,0, содержащим те же компоненты, что и
указанный выше буфер. Для анализа плотности элюата использова
ли микроспектрофотометр «Обь» отечественного производства. Выход 
гомогенного белка на этом этапе составлял 50—80%. Активность ис-
ходного препарата креатинкиназы до хроматографирования на аф-

финном сорбенте составляла 100—120 единиц мкэкв Н * 
м г/м ин

,а после

хроматографирования возрастала до 200—400 единиц. Полученный 
препарат фермента хранили в лиофилизованном видг.

Из таблицы видно, что достигнута 16-кратная очистка фермента 
с достаточно высоким выходом общей активности—36%. На рис. I
приведены данные хроматографической очистки креатинкиназы на
аффинном сорбенте. Видно, что при нанесении фермента и последую
щей промывке элюируется часть наносимого белка. Специфическая
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элюпия креатинкиназы со смолы достигается при использовании 
буфера pH 8,0. Небольшое количество белкового материала элюиру
ется при промывке колонки этим же буфером, содержащим 1 н ХаС1
Однако этот белок (пик 3) .не обладает киназной активностью.

Данные типичной очистки креатинкиназы скелетных мышц кролика
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Рис. 1. Хроматографическое разделение креатинкиназы на 
сефарозе с иммобилизованным голубым декстраном. 9 мг 
белка в 50 мл К-фосфатного буфера, pH 5,7, нанесено на 
колонку с сефарозой. А2в0 (---------); относительная актив
ность фермента в реакции образования креатннфосфата из 

креатина и АТР при pH 9,0 ( о )-

Полученный препарат фермента гомогенен по данным эл<ктрофо 
реза в условиях сохранения нативной структуры (рис. 2). Таким
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образом, использование аффинного сорбента позволило получить нам 
препараты креатинкиназы с более высокой степенью очистки, чем 
в случае использования метода Кьюби (*) в модификации Четверико
вой с сотр. (2). Как было указано выше, изоферменты креатинкиназы

О 5 Ю
Л л ина, см

Рис. 2. Денситограмма геля после электрофореза препарата креатинкиназы. 
очищенного на сефарозе с иммобилизованным голубым декстраном (препарат 

соответствует пику 2 рис. 1)

из тканей рыб были очищены на 
бакроном—С (7). Этот сорбент,

сефарозе с иммобилизованн ым ци-
по-видимому, по свойствам близок

к использованному нами. Однако цибакрон—С малодоступен, синтез 
его сложный и дорогостоящий, в то время как голубой декстран
широко используется в биохимической практике.

Получение гомогенного препарата креатинкиназы на сефарозе
с иммобилизованным голубым декстраном проведено нами впервые. 
Полученные результаты позволяют надеяться, что этот подход может
быть широко применен для получения гомогенных препаратов креа
тинкиназы из других источников ввиду своей простоты и доступности.
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ршгйг մաքրության պրեպարատի ստացումթ

Նկարագրված 
րատի ստացման 
ֆարոզի վրա է

\ ճագարի մկաններից կրե ա տ ին կին ա զի հոմոգեն պրեպա- 
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Ստացված ֆերմենտի պրեպարատը հոմոգեն է րստ էլեկտրոֆորեզի 
տվյալների նատիվ կառուցվածքի պահպանման պայմաններում։

IIտացվտծ տվյալները թույլ են տալիս հուսալու, որ նկարագրված մե֊ 
ք!ու/ր իր պարզությամբ և հասանելիությամբ մեծ կիրառում կստանա ուրիշ 
աղբյուրներից կրե ա տ ին կին ա զի հոմոգեն պրեպարատներ ստանալու։
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