
42

Журнал ГрГМУ 2008 № 4ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Значение тиаминдифосфата* определяется его
ролью как кофермента ключевого энзима углевод-
ного обмена – транскетолазы – и таких важнейших
мультиферментных комплексов, как пируватдегид-
рогеназного и -кетоглутаратдегидрогеназного.
TDP синтезируется в микробных клетках [10], ис-
ключая мутант Escherichia coli K12, животных [7]
и растительных [9] тканях, согласно общеприня-
той схеме

                                       Mg
2+

Тиамин + ATP      TDP + AMP.
        Т-киназа

Реакция катализируется тиаминкиназой (ATP:
тиаминпирофосфотрансфераза, КФ 2.7.6.2).

К настоящему времени фермент выделен в го-
могенном состоянии из пивных дрожжей [1], лис-
тьев петрушки [9], сердца [5] и мозга [14] свиньи,
изучены его кинетические характеристики, опре-
делены молекулярные массы [1, 9], показано нали-
чие четвертичной структуры и аллостерической
регуляции ионами Mg2+ [1]. Кроме того, относи-
тельно недавно стало известно, что для осуществ-
ления каталитической функции киназе также не-
обходим кофермент мио-инозитол-1-пирофосфат
[8].

Относительно механизма переноса пирофосфат-
ной группировки с ATP на тиамин сведения мало-
численны и довольно противоречивы [1, 5]. Это
можно объяснить различной видовой специфично-
стью фермента и, кроме того, неодинаковой степе-
нью его очистки. Поскольку нами ранее установ-
лены основные кинетические характеристики и
изучены некоторые свойства электрофоретически
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гомогенной T-киназы из мозга свиньи, представ-
лялось интересным выяснить механизм действия
катализируемой ферментом бисубстратной реак-
ции. В данной работе излагаются полученные ре-
зультаты.

Матералы и методы
T-киназа из мозга свиньи была очищена до го-

могенного состояния, как описано ранее [14]. Все
опыты проводились в 0,02 М трис-малеатном бу-
фере pH 5,2, что соответствует оптимуму реакции.
При этом pH диссоциируют три ОН-группы ATP
(pK четвёртой ОН группы равна 6,5). Вследствие
сильно выраженной способности пирофосфатных
групп связываться с двухвалентными катионами,
можно считать, что АТФ вступает в реакцию в виде
комплекса ATP-H-MgЇ . Соотношение концентра-
ций Mg2+ и ATP всегда было постоянным и равным
10. В реакции использовались ненасыщающие кон-
центрации обоих субстратов. Инкубацию проводи-
ли при 40оС 1 ч, после чего реакцию останавлива-
ли кипячением в течение 1 мин. Смесь разбавляли
в 2-3 раза 0,05 М фосфатным буфером pH 6,8 и
соответствующие аликвоты отбирали для количе-
ственного определения TDP, которое осуществля-
ли ферментативным методом [13] с некоторыми
модификациями [1], при помощи апопируватдекар-
боксилазы. Активность рекомбинированной в те-
чение 30 мин при комнатной температуре (pH 6,8)
холопируватдекарбоксилазы, пропорциональной
содержанию TDP в пробах, определяли по убыли
НАД•Н в присутствии алкогольдегидрогеназы.
Калибровочный график строили с хроматографи-
чески чистым препаратом TDP.

Радиометрический метод определения тиамин-
киназной активности [3]. Условия проведения ре-
акции и концентрации всех ингредиентов были

*Принятые сокращения: Т – тиамин, TDP – тиамин-
дифосфат, Т-киназа – тиаминкиназа.
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такими, как указано выше. В качестве субстрата
фермента использовали [тиазол-2-14С]-тиамин.
После остановки реакции пробы разбавляли 8-10
мл 0,02 М трис-HCl буфера рН 8,9, смесь количе-
ственно переносили на колонку (1,5·3см) с ДЭАЭ-
сефадексом А-25, уравновешенную 0,02 М трис-
HCl буфером рН 8,0. Незафосфорилированный
[14С]-тиамин снимали исходным буфером до исчез-
новения радиоактивности в элюате. TDP вымыва-
ли 25 мл 0,5 н. HCl. Для определения количества
синтезированного в реакции меченого TDP отби-
рали аликвоты по 1 мл и помещали во флаконы с
10 мл диоксанового сцинтиллятора. Концентрацию
[14С]- TDP находили, исходя из известной удель-
ной радиоактивности [14С]-тиамина.

Равновесный диализ. Ячейку для диализа [11]
изготавливали из плексигласа. Между двумя цилин-
дрическими камерами помещали полупроницае-
мую мембрану, которую для увеличения пористо-
сти перед употреблением кипятили в дистиллиро-
ванной воде в течение 5 мин. Через имеющиеся в
корпусе ячейки капилляры в одну из камер вноси-
ли 1 мл 2·10-5 М раствора [14С]-тиамина в 0,01 М
трис-HCl буфере рН 7,7 с 0,05 М NaCl, во вторую –
такой же объём электрофоретически гомогенного
белка с концентрацией 1,1·10-5 М в том же буфере.
Камеры плотно прижимали друг к другу металли-
ческим винтом и ячейку закрепляли на встряхива-
ющем аппарате. Через определенные интервалы
времени из ячеек отбирали пробы (0,1 мл) и поме-
щали во флаконы с 10 мл диоксанового сцинтил-
лятора. Количество связанного с T-киназой субстра-
та находили по разности радиоактивности между
обеими сторонами мембраны после установления
равновесной концентрации. Белок определяли по
методу Лоури и спектрофотометрически по погло-
щению при 280 нм. Радиоактивность измеряли на
сцинтилляционном счётчике Mark-11 («Nuclear
Chicago», США).

Результаты и их обсуждение
К наиболее распространённым методам уста-

новления формального механизма ферментативной
реакции относится изучение начальных скоростей
процесса, т.е. того периода реакции, когда концен-
трацией продукта можно пренебречь. Для реакции
типа А + В  P + Q анализ начальных скоростей
заключается в изменении концентрации каждого
субстрата (вариабельный субстрат) при нескольких
фиксированных уровнях другого. Зависимость на-
чальной скорости от концентрации субстрата (А)
выражается линейной функцией, в которой фик-
сируемая концентрация (В) является экзогенно за-
даваемым параметром. Возможны два варианта
такой зависимости. В одном случае фиксируемая
концентрация определяет лишь значение свобод-
ного члена в уравнении (1), в другом – она входит
в выражение как углового коэффициента, так и сво-
бодного члена этой функции – уравнение (2):

(1)

(2)

где А и В – концентрации субстратов; Кб и Кв –
константы Михаэлиса для А и В;      – константа
диссоциации А. Очевидно, что при варьировании
параметра В алгебраическая интерпретация пер-
вого уравнения представляет собой семейство па-
раллельных прямых – случай механизма, основан-
ного на образовании замещённой формы фермен-
та (синонимы: механизм двухтактного замещения,
механизм типа «пинг-понг»).

Уравнение (2) интерпретирует собой пучок пря-
мых, т.е. совокупность прямых, пересекающихся
в одной точке. Координаты точки пересечения двух
прямых y = k1x + в1 и y = k2x + в2, вид которых и
является общей записью уравнения (2), равны

(3)
и

(4)
где

Подставив эти значения в выражения (3) и (4),
получим

(5)

(6)

Поскольку вычисленные координаты не зависят
от параметра В, то очевидно, что все прямые, ин-
терпретируемые уравнением (2), пересекаются в
точке с этими координатами.

Возможен случай, когда ордината точки пере-
сечения семейства прямых равна нулю (см. резуль-
таты эксперимента). Согласно (2), имеем

Это справедливо при условии                              Таким
образом, абсцисса совокупности прямых, возника-
ющих при варьировании параметра В в уравнении
(2), равна отрицательному значению обратной ве-
личины константы диссоциации фермент-субстрат-
ного комплекса Е+А  ЕА. Эти же результаты
справедливы и в случае, когда В – вариабельный
субстрат, а А – фиксированный.

На рисунке 1 графически представлены резуль-
таты исследования начальных скоростей тиамин-
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киназной реакции. Из двойных обратных величин
зависимости скорости реакции от концентрации T
при фиксированных уровнях АТР получена серия
прямых, пересекающихся на горизонтальной оси.
Такое же семейство прямых наблюдается для слу-
чая, когда АТР – вариабельный субстрат, а T – фик-
сированный (рис. 2). Как указывалось выше, та-
кие данные свидетельствуют о том, что реакция
протекает с образованием тройного фермент-суб-
стратного комплекса, т.е. оба субстрата должны
быть добавлены до освобождения любого из про-
дуктов. Аналогичные данные были получены с го-
могенными препаратами T-киназы, выделенной из
пивных дрожжей [1] и листьев петрушки [9]. Что
касается результатов начальных скоростей с час-
тично очищенными препаратами фермента из сер-
дца свиньи [5] и пекарских дрожжей [12], то они
оказались, по признанию самих авторов, неожидан-
ными и, пожалуй, необъяснимыми. В обоих случа-
ях прямые, выражающие зависимость х-1 от обрат-
ной концентрации АТР, пересекались в точке, ле-
жащей на оси абсцисс. В случае же зависимости
х-1 от обратной концентрации T было получено се-
мейство параллельно прямых. Учитывая, что при
перестановке местами в приведенных выше урав-
нениях (1) и (2) фиксированного и вариабельного
субстратов результаты кинетического анализа не
должны изменяться, их можно объяснить лишь
ошибкой эксперимента.

Из приведенных на рисунках 1 и 2 данных
нельзя сделать окончательного вывода относитель-
но типа ферментативной реакции, так как уравне-
ния начальной скорости, а следовательно, и гра-
фическое описание упорядоченного механизма,
механизма Теорелла-Чанса, а также неупорядочен-
ного с быстрым установлением равновесия между
всеми формами, кроме двух тройных комплексов,
имеют одну и ту же форму. Их можно различить,
исследуя ингибирование продуктами реакции. На

преимущество этого метода, позволя-
ющего установить порядок присоеди-
нения субстратов и освобождения
продуктов, указывали ряд авторов [2,
4].

Влияние АМР на АТР изучалось
при фиксированных концентрациях T.
Метод двойных обратных величин
дает семейство прямых, точка пере-
сечения которых лежит на оси орди-
нат (рис. 3), что свидетельствует о
конкурентном виде ингибирования.
Такой же результат получен при ра-
боте с частично очищенным фермен-
том из этого же источника [6]. Кон-
станта диссоциации комплекса фер-
мент – АМР, рассчитанная по форму-
ле для обратимого конкурентного ин-
гибирования, оказалась равной

2·10-2 М. Таким образом, можно полагать, что фи-
зиологические концентрации этого метаболита
вряд ли оказывают какую-либо роль в регуляции
активности изучаемого фермента.

В опытах по ингибированию вторым продуктом
реакции – TDP – определить количество синтези-
рованного TDP ферментативным методом не уда-
лось, поскольку для того, чтобы уложиться в ка-
либровочный график, нужны большие разведения,
и доля TDP, образовавшегося в процессе реакции,
становится крайне малой. По этой причине был
использован модифицированный изотопный метод
определения активности T-киназы. Для опыта был
взят меченый [14С] – тиамин. Реакция протекала по
схеме: АТР + [14С]-T  [14С]-TDP + АМР. Посколь-
ку содержание [14С] – TDP определялось ионооб-
менной хроматографией, по радиоактивности об-
разующегося кофермента, экзогенно внесенный
TDP не влиял на точность анализа.

На рисунке 4 изображена зависимость скорос-
ти реакции от концентрации T при постоянной кон-
центрации АТР и вариабельного количества TDP.
Прямые, вычерченные по методу двойных обрат-
ных величин, имеют общую точку пересечения, ле-
жащую на оси абсцисс. Такая ситуация возникает
в случае одновременного воздействия ингибитора
как на свободный фермент, так и на фермент-суб-
стратный комплекс, т.е. в случае неконкурентного
ингибирования. Оказалось, что этот продукт тиа-
минкиназной реакции является её мощным инги-
битором: константа диссоциации комплекса фер-
мент – TDP равна 3·10-5 М. Этот факт помогает
понять отсутствие значительного прироста кофер-
мента в тканях при введении высоких доз T in vivo.

С учетом правил Клеланда [4], полученные ре-
зультаты по ингибированию продуктами реакции,
удовлетворяют условиям двух механизмов: 1) не-
упорядоченного механизма с быстрым установле-
нием равновесия между всеми формами, кроме

Рисунок 1 – Влияние
концентрации АТР на начальную

скорость тиаминкиназной
реакции. T – вариабельный

субстрат. Концентрация АТР,
мМ: 1 – 0,2; 2 – 0,4; 3 – 0,6; 4 – 0,8

Рисунок 2 – Влияние
концентрации T на начальную

скорость тиаминкиназной
реакции. АТР – вариабельный

субстрат. Концентрация T, мкМ:
1 – 0,5; 2 – 1,0; 3 – 2,0; 4 – 4,0
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двух тройных комплексов, содержа-
щего стадию образования тупиково-
го комплекса; 2) упорядоченного ме-
ханизма с обязательной последова-
тельностью присоединения субстра-
тов и диссоциации продуктов, описы-
ваемого схемой: АТР + T  TDP +
АМР.

Для того чтобы исключить один из
этих вероятных механизмов, было
изучено взаимодействие тиаминкина-
зы с тиамином методом равновесно-
го диализа через полупроницаемую
мембрану. Отправной точкой был тот
факт, что для неупорядоченного ме-
ханизма необходимым условием яв-
ляется независимость связывания
субстратов на двух центрах фермен-
та, т.е. как АТР, так и T должны свя-
зываться с белком. В результате об-
разования фермент-субстратного ком-
плекса концентрация метки в камере,
содержащей белок, должна быть
выше, чем в камере с радиоактивным
T, на величину, соответствующую
концентрации связанного с белком
субстрата. В случае же упорядочен-
ного механизма комплекс T-киназа –
T образовываться не должен. Резуль-
таты эксперимента, представленные
на рисунке 5, показывают, что состояние равнове-
сия, к которому приходит система, характеризует-
ся нулевым градиентом концентрации [14С]–T по
обе стороны мембраны, что свидетельствует об от-
сутствии какой-либо протеидизации субстрата.

Таким образом, кинетические исследования
начальных скоростей в отсутствие продуктов и
ингибирование продуктами реакции, а также дан-
ные равновесного диализа указывают на то, что
бисубстратная ферментативная реакция, катализи-
руемая электрофоретически гомогенной тиаминки-
назой, выделенной из мозга свиньи, протекает че-
рез образование тройного фермент-субстратного
комплекса, причем, присоединение субстратов и
освобождение продуктов являются строго упоря-
доченными и протекают, согласно представленной
схемы (рис. 6).
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Рисунок 3 – Ингибирование
тиаминкиназной реакции АМР.
T – фиксированный субстрат
(4 мкМ); АТР – вариабельный

субстрат. Концентрация АМР,
мМ: 1 – 63; 2 – 49; 3 – 21; 4 – без

ингибитора

Рисунок 4 – Ингибирование
тиаминкиназной реакции TDP.

АТР – фиксированный субстрат
(0,5 мМ); T – вариабельный

субстрат. Концентрация TDP,
мкМ: 1 – 55; 2 – 33; 3 – без

ингибитора

Рисунок 5 – Равновесный диализ [14С]-
тиамина с тиаминкиназой.

1 – радиоактивность [14С]-тиамина
в камере с буфером; 2 – в камере с

белком

Рисунок 6 – Предполагаемая
схема механизма

тиаминкиназной реакции


