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Синтез внутриклеточных нуклеотидов осуществляет-
ся при участии таких ферментов, как гипоксантингуа-
нинфосфорибозилтрансферазы (ГГФРТ), аденинфосфо-
рибозилтрансферазы (АФРТ) и во многом зависит от кон-
центрации фосфорибозилпирофосфата (ФРПФ), синте-
зирующегося из рибозо-5-фосфата (Р-5-Ф) и АТФ в фос-
форибозилпирофосфатсинтетазной реакции (ФРПФС).
Ферментативную активность ФРПФС можно рассматри-
вать как одно из существенных регуляторных звеньев
формирования нуклеотидов путем de novo синтеза. Дру-
гим важным фактором синтеза нуклеотидов является
концентрация ФРПФ в тканях, которая зависит от доступ-
ности одного из предшественников Р-5-Ф [5, 14]. Р-5-Ф,
субстрат ФРПФ синтетазной реакции, синтезируется в
тканях преимущественно окислительными и неокисли-
тельными реакциями пентозофосфатного пути, где на
долю неокислительных реакций, для эритроцитов чело-
века, приходится до 80% [17]. В работах [13, 9] показано,
что недостаточность или полное отсутствие глюкозо-6-
фосфатдегидрогеназной реакции в эритроцитах не влия-
ет на стационарную концентрацию ФРПФ. Эти данные
характеризуют транскетолазно-трансальдолазную реак-
ции как важное регуляторное звено в клеточном синтезе
рассматриваемого метаболита, где транскетолаза харак-
теризуется как лимитирующее звено.

В данной работе проведены исследования роли транс-
кетолазы (ТК) во внутриклеточном синтезе ФРПФ в эрит-
роцитах, а также влияние некоторых метаболитов ПФП.

Материалы и методы
Гемолизаты эритроцитов готовили следующим об-

разом. Кровь белых беспородных крыс собирали в про-
бирки с гепарином. Эритроциты отделяли от плазмы
путем центрифугирования, двукратно промывали физи-
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ологическим раствором, и затем лизировали внесением
двух объемов дистиллированной воды по отношению к
объему упакованных эритроцитов. Гемолизированные
эритроциты центрифугировали 30 минут на холоду при
1700g и сохраняли в холодильнике при – 10оС для после-
дующих экспериментов. После размораживания гемо-
лизаты центрифугировали на холоду и полученный су-
пернатант использовали как источник ферментов в син-
тезе 14С–ИМФ.

Синтез 14С–ИМФ лизированным препаратом эритро-
цитов осуществляли следующим образом. Реакционная
смесь для определения активности ГГФРТ состояла из:
0,1 мл трис-НСI буферного раствора рН 7,4, содержаще-
го 5мМ хлористого магния, ФРПФ в качестве субстрата,
0,1 мл 14С–гипоксантина (0,08 МБк), 0,1 мл гемолизата,
0,005 мл 0,4М калий-фосфатного буфера рН 7,4. При оп-
ределении активности синтетазы ФРПФ использовали
смесь для определения активности ГГФРТ, где вместо
ФРПФ использовали Р-5-Ф или же пентозофосфатную
смесь в концентрациях, указанных в подписях к рисун-
кам. Разделение меченых субстратов и продуктов реак-
ции проводили методом восходящей тонкослойной хро-
матографии на пластинках силуфол в течение 1,5 часа
смесью, содержащей бутанол:метанол (25%):аммиак:во-
да в соотношении 60 : 20 : 1 : 20 по объему. Rf для гипок-
сантина – 0,36, для ИМФ-0,07. Измерение радиоактивно-
сти продуктов реакции, элюированных с хроматографи-
ческой пластинки в течение 1 часа водой, проводили на
жидкостном сцинтилляционном счетчике Нуклеар Чи-
каго.

Материалы: [14C]-гипоксантин, ФРПФ фирмы «Сер-
ва», Р-5-Ф – «Реанал» (Венгрия). Пентозофосфатная
смесь (ПФ) синтезировалась по методу [1].
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Транскетолазу получали с помощью ионообменной
хроматографии на фосфоцеллюлозе [2] и адсорбцион-
ной на гидроксилапатите [4]. Чистоту ферментного пре-
парата характеризовали по удельной активности, кото-
рую определяли на спектрофотометре SPECORD UV VIS
с использованием вспомогательных ферментов: a-глице-
рофосфатдегидрогеназы, триозофосфатизомеразы, изо-
меразы и эпимеразы пентозофосфатов [1]. В качестве
субстрата использовали рибозо-5-фосфат.

Результаты и их обсуждение
В экспериментах установлено, что гемолизаты эрит-

роцитов интенсивно синтезируют ФРПФ из Р-5-Ф и АТФ
и утилизируют его в реакции конденсации с азотистыми
основаниями (рис. 1).

Рисунок 1 – Синтез [14С]-ИМФ лизатами эритроцитов в
зависимости от времени инкубации и концентрации

экзогенного Р-5-Ф

Используя Р-5-Ф или ФРПФ, в качестве субстратов
проводили дифференциальное определение активности
синтетазы ФРПФ и ГГФРТ, катализирующих следующие
реакции.

Р-5-Ф + АТФ                       АМФ + ФРПФ
ФРПФ + 14С-гипоксантин                        14С-ИМФ + РРн

Скорость синтеза 14С-ИМФ существенно различается
в зависимости от использованного субстрата, указывая,
что активность ГГФРТ значительно выше синтетазы
ФРПФ (рис. 2).

Рисунок 2 – Синтез [14С]-ИМФ лизатами эритроцитов
в зависимости от длительности инкубации с ФРПФ,

Р5Ф, ПФ

Учитывая это обстоятельство, характеризующее ука-
занный объект как удобную биохимическую систему,
проведено изучение регуляторных свойств различных
внутриклеточных интермедиатов ПФП на активность
синтетазы ФРПФ. Высокая чувствительность ФРПФ син-
тетазы к изменению концентрации Р-5-Ф показана в экс-
периментах, где варьировали уровень Р-5-Ф при фикси-
рованной величине АТФ (рис. 3).

При концентрации Р-5-Ф, равной 1мМ, практически
достигается субстратное насыщение, так как кажущееся
значение Км по субстрату составляет 0,18мМ, что по аб-
солютной величине сравнимо с аналогичным парамет-
ром для очищенного фермента из печени крысы [6],
шпината [10]. А так как внутриклеточная концентрация
Р-5-Ф в тканях животных существенно ниже величины Км
ФРПФ синтетазы по субстрату [7, 15], это дает основание
оценивать Р-5-Ф в качестве одного из возможных регуля-
торов во внутриклеточном синтезе ФРПФ и зависимых
от него процессов.

В поликомпонентной системе гемолизатов эритро-
цитов экзогенный Р-5-Ф под действием неокислительных
ферментов рибозо-5-фосфатизомеразы и рибулозо-5-
фосфатэпимеразы превращается в равновесную смесь
фосфопентоз, состоящей из рибозо-5-фосфата, ксилуло-
зо-5-фосфата, рибулозо-5-фосфата. В наших эксперимен-
тах соотношение пентозофосфатов составило, соответ-
ственно, 53%, 27%, 17%. Для того чтобы охарактеризо-
вать возможные эффекты пентозофосфатных превраще-
ний на синтез ФРПФ, сравнивали воздействие пентозо-
фосфатов и Р-5-Ф в равных концентрациях. В экспери-
ментах установлена их равнозначность как предшествен-
ников в синтезе ФРПФ (рис. 2).

При высоких концентрациях как Р-5-Ф, так и АТФ на-
блюдается эффект субстратного ингибирования ФРПФ
синтетазы. При высоких концентрациях как Р-5-Ф, так и
АТФ наблюдается эффект субстратного ингибирования
ФРПФ синтетазы (рис. 3). Значение Км ФРПФ синтетаз-
ной реакции для АТФ значительно ниже внутриклеточ-
ной концентрации нуклеотида и, следовательно, этот фак-
тор оказывает менее существенное влияние на клеточ-
ный синтез ФРПФ (рис. 4).

Эндогенный уровень концентраций субстратов-пред-
шественников ФРПФ обеспечивает относительно невы-
сокие скорости его синтеза в эритроцитах. Лимитирова-
ние биосинтеза обусловливается пентозным компонен-
том, так как внесение Р-5-Ф или смеси фосфопентоз рез-
ко активирует этот процесс. Существенная роль Р-5-Ф в
обмене ФРПФ затрагивает вопрос о путях его внутри-
клеточной наработки и механизмах регуляции биосинте-
за интермедиатов. Основным источником фосфопентоз
в клетке являются окислительные и неокислительные ре-
акции пентозного цикла, который можно рассматривать
как два независимых пути формирования Р-5-Ф. Окисли-
тельная ветвь характеризуется векторностью в синтезе
фосфопентозы, тогда как неокислительными транскето-
лазо-трансальдолазными превращениями углеводов осу-
ществляется как синтез, так и утилизация фосфорилиро-
ванных сахаров. Вклад неокислительных реакций в нара-
ботку фосфопентоз преобладает [17]. Транскетолазу
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Рисунок 3 – Зависимость начальной скорости (ФРПФС)
реакции от концентрации Р-5-Ф
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можно рассматривать как фермент, занимающий клю-
чевую позицию в переключении гликолитического мета-
болитного потока на пентозофосфатный путь, поставля-
ющий рибозный компонент для синтеза нуклеотидов, и
роль обратимых транскетолазных реакций в сохранении
гомеостатического баланса фосфорилированных сахаров
в тканях остается предметом исследований.

Частичное или полное блокирование активности ТК
в микроорганизмах сопровождается накоплением Р-5-Ф
[10]. Отмечается повышенное содержание пентозофос-
фатов в ткани печени тиаминдефицитных крыс, характе-
ризующихся сниженной активностью ТК [7]. Критери-
ем, характеризующим транскетолазную реакцию как
«лимитирующее звено», выступают данные по сравни-
тельной оценке активности ферментов неокислительной
ветви ПФП [8], что свидетельствует в пользу равновес-
ной регуляции внутриклеточных метаболитов транске-
толазой. Константа равновесия для ТК печени крысы,
полученная in vitro с такими субстратами, как Р-5-Ф и
К-5-Ф, равнялась 0,59. Константа равновесия, получен-
ная теоретически из внутриклеточного содержания Р-5-
Ф [11], седогептулозо-7-фосфата [12], К-5-Ф и глицераль-
дегид-3-фосфата [8], в печени крысы приближается к это-
му значению и составляет 0,5. Полученные данные по-
зволяют рассматривать транскетолазную реакцию как
систему с равновесным контролем, где концентрации
реагирующих субстратов и продуктов реакции есть фак-
торы определяющие направление метаболитного пото-
ка. По мнению М.Кларка,  снижение активности ТК ре-
акции можно рассматривать как фактор сохранения фон-
да Р-5-Ф. В наших экспериментах изменение активности
ТК в гемолизатах эритроцитов посредством внесения вы-
сокоочищенного фермента приводит к существенному
ингибированию синтеза ИМФ, (рис. 5).

Рисунок 5 – Скорость синтеза ИМФ гемолизатами в
зависимости от времени инкубации и концентрации ТК.

Активность ТК в МЕ: 1) 0,06; 2) 0,03; 3) без внесения
фермента

С увеличением активности вносимого высокоочи-
щенного препарата ТК это действие усиливалось. Следо-
вательно, изменение активности ТК можно рассматри-
вать как регуляторный фактор, контролирующий уровень
концентрации Р-5-Ф субстрата-предшественника ФРПФ.
Так как ингибирование ФРПФС реакции зависело от дли-
тельности инкубации гемолизатов с экзогенной ТК, есть
основание предположить о существенной регуляторной
роли продуктов транскетолазных реакций в изучаемый
процесс.

Возможное влияние субстратов гликолиза фосфо-
рилированных гексоз на синтез ФРПФ изучали в экспе-
риментах, где установлено, что преинкубация гемолиза-
тов эритроцитов крыс с глюкозо-6-фосфатом в различ-
ных концентрациях заметно снижает наработку ФРПФ
(рис. 6).

Рисунок 6 – Синтез ФРПФ в зависимости от
концентрации глюкозо-6-фосфата

Следовательно помимо эффекторого действия Р-5-Ф,
синтез ФРПФ в клетке находится под контролем глюкозо-
6-фосфата и, возможно, других фосфорилированных са-
харов.

В экспериментах проведены исследования по влия-
нию Рн на синтез ФРПФ (рис. 7).

Рисунок 7 – Влияние концентрации Pн на доступность
ФРПФ в синтезе ИМФ гемолизатами эритроцитов крыс

в зависимости от времени преинкубации

В этой связи действие Рн, известного активатора кле-
точного синтеза ФРПФ, вероятно, имеет комплексный
характер и возможна реализация не только аллостери-
ческого механизма активации ФРПФС, но также и инги-
бирование транскетолазы [7], активация гексокиназы,
фосфофруктокиназы и усиление синтеза фосфопентоз
[10]. Р-5-Ф оказывает существенное влияние на скорость
синтеза ФРПФ. Внесение транскетолазы, значительно
превышающей активность экзогенного фермента в ге-
молизатах эритроцитов, сопровождается снижением ско-

Рисунок 4 – Зависимость скорости (ФРПФС ) реакции от
концентрации АТФ

 

0

0,3

0,6

0,9

1,2

1,5

1,8

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 [S], мM (АТФ)

V, имп·мин-1·10-3

0

0,5

1

1,5

-4 -2 0 2 4 6 8 10 1/[S], мM-1

1/V, 103·мин· имп-1

2,7

0

200

400

600

800

1000

10 20 30 40 50 60 70 80

  1 мм

  2 мм

  5 мм

10 мм

 мин

 имп/ мин
 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

10 мин

20 мин

40 мин

60 мин

[Pi], мМ

[14C] IMP, имп·мин-1·10-3 



42

Журнал ГрГМУ 2010 № 1ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

рости синтеза ФРПФ. Следовательно, можно предполо-
жить, что высокая активность транскетолазы обуславли-
вает интенсивную утилизацию пентозофосфатов, тем
самым снижая концентрацию субстрата синтетазы
ФРПФ. Однако низкие значения Км для ФРПФС по Р-5-Ф,
а также константа равновесия легко обратимой транске-
толазной реакции, значение которой близко 0,5 [4, 8, 11,
12], указывает на малую вероятность предполагаемого
механизма. В эффекте транскетолазы на биосинтез ФРПФ
гемолизатами эритроцитов, вероятно, решающее значе-
ние могут иметь продукты транскетолазной реакции, как
возможные ингибиторы синтетазы ФРПФ. Это предпо-
ложение кажется наиболее вероятным, учитывая влия-
ние глюкозо-6-фосфата на этот процесс.
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