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Предложен метод выделения транскетолазы из печени крыс с использованием ионообменной 
хроматографии и субстратной элюции энзима. Представлены экспериментальные данные по регуля-
ции активности транскетолазы (ТК) с участием тиаминпирофосфата (ТПФ) и его антикоэнзимных 
аналогов. Исследована кинетика диссоциации холо-ТК (при рН 5,0 и 4,0) и реактивации апо-ТК при 
широком варьировании концентрацией ТПФ, а также его производными, обладающими антикоэн-
зимными свойствами. Диссоциация холо-ТК на апоэнзим и коэнзим (при указанных значениях рН) 
характеризуется выраженной двухфазностью изменения активности: активность энзима снижается 
преимущественно в быстрой фазе, а в медленной – оставшиеся 20–30%. Установлена неидентичность 
активных центров энзима по связыванию ТПФ апотранскетолазой. Величины Кm для ТПФ к первому 
и второму активному центру равнялись 0,3–4,5 и 1,3–19,7 мкМ соответственно. 
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Транскетолаза (ТК; 2.2.1.1) ключевой тиа-
минзависимый энзим неокислительной 
ветви пентозофосфатного пути (ПФП) 

обмена углеводов. Метаболическая роль обра-
тимых реакций, катализируемых ТК, заклю-
чается в осуществлении связи ПФП и глико-
лиза, а также обеспечении клетки рибозой и 
другими фосфосахарами [1]. ТК представляет 
собой сложный энзим, структура которого со-
стоит из двух идентичных субъединиц, свя-
занных двумя молекулами тиаминпирофос-
фата (ТПФ), выполняющего роль коэнзима. В 
этой связи внутриклеточный уровень тиамина 
является одним из факторов, определяющих 
энзиматическую активность ТК.

Обеспеченность организма витамином 
В1 и явления, вызванные нарушением обмена 
тиамина остаются актуальными по сегодняш-
ний день. Потребность организма в тиамине 
может варьировать в зависимости от физиоло-
гических состояний (возраст, гипоксия, нерв-
но-эмоциональные нагрузки), климатических 
и физических факторов (шум, вибрация, изме-
нение температуры), микрофлоры желудочно-
кишечного тракта (Bac. thiaminolyticum и дру-
гие микроорганизмы), а также патологических 
состояний. У кур, собак, крыс обнаружено ряд 
штаммов тиаминолитических клостридий, 
вызывающих снижение уровня тиамина [2]. 
Распад тиамина в кишечнике может увеличи-
ваться при повышении тиамининдуцирован-
ного синтеза тиаминазы у E. сolli. Существуют 

и другие антитиаминовые факторы, широко 
распространенные в мире растений и гидро-
бионтов.

Эндогенный дефицит тиамина обусловли-
вает возникновение нарушений, связанных с 
обменом углеводов. Недостаточность В1 вызы-
вает прежде всего снижение активности ТПФ-
зависимых энзимов. Наиболее ранние призна-
ки В1-гиповитаминоза у животных распознают 
по снижению активности ТК в эритроцитах. По 
мнению некоторых авторов, по ее активности 
можно определить тиаминовый статус тканей 
животных [1], что широко используется в кли-
нической диагностике. Количество связанного 
с протеином ТПФ в печени крыс довольно по-
стоянно (4,5–4,7 мкг/г ткани) и не изменяется 
после инъекций тиамина, тогда как уровень 
свободной формы ТПФ подвержен значитель-
ным колебаниям. Так, снижение обеспечен-
ности организма тиамином в первую очередь 
ведет к падению внутриклеточной концентра-
ции свободной формы ТПФ. Установлено, что 
апо-форма ТК печени крыс, содержащихся на 
В1-дефицитном рационе, не обнаруживается in 
vitro, но предполагается влияние тиамина на 
биосинтез апо-ТК [3]. Полагают, что скорость 
новообразования апоэнзима зависит от кон-
центрации свободной формы ТПФ. В экспери-
ментах in vivo показано увеличение активности 
транскетолазы в печени гиповитаминозных 
животных в течение двух часов после введения 
больших доз тиамина. Однако ТПФ-эффект у 
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экспериментальных животных, содержащихся 
на безтиаминовой диете, не установлен в при-
сутствии экзогенного ТПФ. Авторы отмечают 
отсутствие апоформы ТК в печени крысы [3], 
тогда как в работе [4] описано существование 
апоэнзима для ТК из эритроцитов. Апо-ТК 
была обнаружена в организмах, занимающих 
более низкую ступень эволюционной лест-
ницы, в частности дрожжах, выращенных на 
среде с недостатком тиамина. В то же время в 
дрожжах, выращенных при избытке тиамина, 
ТК представлена только в виде холоэнзима [5]. 
Существование апоформы ТК и ТПФ-эффект 
в различных тканях животных является пред-
метом исследований и вызывает много спор-
ных вопросов [4, 6–8].

Активность энзима варьирует в зависи-
мости от ткани животного, его физиологиче-
ского, патологического состояния, а также от 
обеспеченности организма тиамином, который 
регулирует уровень (ТПФ). Недостаточность 
тиамина в организме вызывает нервно-психи-
ческое расстройство – синдром Вернике-Кор-
сакова. В развитии заболевания важную роль 
играют и генетические факторы. Известно, 
что при дефиците тиамина в пищевом рационе 
заболевание чаще встречается у европейцев. В 
исследованиях, проведенных на фибробластах, 
показано, что способность связывать ТПФ 
транскетолазой с синдромом Вернике-Кор-
сакова в 10 раз ниже, чем у энзима здоровых 
людей. Клинически снижение активности ТК 
проявляется в условиях, при которых концен-
трация ТПФ оказывается недостаточной для 
насыщения энзима.

Формирование холоэнзима во многом за-
висит от природы связи коэнзима и апоэнзима, 
полученных из различных источников живот-
ного, растительного происхождения и микро-
организмов. На микроорганизмах показано, 
что связь ТПФ с апо-ТК весьма непрочная и 
для достижения максимальной активности эн-
зима необходимо добавление в реакционную 
среду ТПФ [9]. В ТК из печени крыс связь 
ТПФ с апо-ТК прочная, диссоциация холоэн-
зима на апо- и коэнзим происходит в кислой 
или щелочной среде. Для ТК из печени свиньи 
и эритроцитов человека [10, 7, 6] предполагают 
наличие ковалентной связи между апо-ТК и 
коэнзимом. Взаимодействие коэнзима и апо-
энзима с формированием активных центров и 
их функциональной эквивалентности описа-
но в работах [7, 11–17]. Следует отметить, что 
кинетика диссоциации холо-ТК на коэнзим и 
апоэнзим в указанных работах не рассматри-
валась.

Целью настоящей работы является иссле-
дование особенностей кинетики диссоциации 
холо-ТК на ТПФ и апоэнзим, и последующей 
реактивации ТК с восстановлением энзимати-
ческой активности, а также изучение регуля-
ции активности ТК в зависимости от концен-
трации ТПФ и его производных, обладающих 
антикоэнзимным свойством. 

Материалы и методы

Активность энзима определяли спек-
трофотометрически при длине волны 
340  нм по скорости окисления NADH в со-
пряженных реакциях с использовани-
ем α-глицерофосфатдегидрогеназы, три-
азофосфатизомеразы, (Реанал, Венгрия), 
пентозофосфатметаболизирующих энзимов 
или восстановления NAD+ в реакции с глицер
альдегидфосфатдегидрогеназой при 30  °С [9]. 
Препараты ТПФ использовали фирмы (Serva, 
Германия). Тиаминазу – 1 (2.5.1.2), выделен-
ную по методу [18], инкубировали с высоко-
очищенным препаратом ТК при рН: 5,5; 6,0; 
7,4. В экспериментах in vivo тиаминазу инъе-
цировали дважды с 72-х часовым интервалом 
в дозе 1,5 МЕ. Ингибирование ТК-реакции 
производными тиамина осуществляли в ус-
ловиях совместного инкубирования апо-ТК, 
ТПФ и соответствующего антикоэнзима при 
насыщающих концентрациях субстратов и со-
пряженных активностей энзимов. Реакцию 
инициировали внесением субстрата. Кинети-
ческие параметры ингибирования ТК-реакции 
с участием антикоэнзимов получены с исполь-
зованием графиков, построенных в координа-
тах Диксона.

Результаты и обсуждение

Высокоочищенный препарат ТК из пече-
ни белых беспородных крыс-самцов получали 
по методу [19] с некоторой модификацией, за-
ключающейся в использовании фруктозо-6-
фосфата в качестве элюирующего агента, что 
позволило выявить минорную фракцию ТК 
(рис. 1, пик с). Замена фруктозо-6-фосфата 
на рибозо-5-фосфат в качестве элюирующего 
агента, в указанных условиях, оказалась неэф-
фективной.

Хроматография осуществлялась на ко-
лонке, заполненной фосфоцеллюлозой (слой 
катионообменника 4×15 см) и уравновешен-
ной 10 мМ трис-буферным раствором рН 7,4, 
содержащим 1% глицерина. Связавшуюся с 
ионообменником транскетолазу элюировали 
3 мМ раствором фруктозо-6-фосфата (Реанал, 
Венгрия). Скорость элюции 6–8 мл за 10 мин. 
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Фракции протеинового профиля (b), пока-
занные с максимальной активностью (рис. 1) 
объединяли, концентрировали на ультрафиль-
траторе и хранили в 30%-ом растворе глицери-
на при рН 7,6. При -7 °С энзим сохраняет свою 
активность без изменения более 3 месяцев. 

Апоформу ТК получали следующим об-
разом. Холоэнзим (фракцию протеина, про-
филь b), удельной активностью 1,6–1,8 ед. на 
1 мг протеина, переводили посредством гель-
фильтрации через сефадекс G-25 (10–40  мк, 
Superfinе, Швеция) в 1 мМ трис-НСl буфе-
ре (рН  7,6), содержащем 1 мМ ЭДТА, 2 мМ 
МgCl2, 0,1 мМ меркаптоэтанол. 

Диссоциацию холотранскетолазы на апо-
ТК и коэнзим осуществляли в 12 мМ ци-
тратном буфере рН 4,0; 5% глицерина, 18 °С; 
(рис.  2, Б) и 0,5 М малатном буфере рН 5,0 
(рис. 2, А).

В этих условиях энзим способен реакти-
вироваться при насыщающих концентрациях 
ТПФ до 80%. 

Отщепившийся ТПФ связывали активи-
рованным углем, который удаляли центрифу-
гированием. Полученный апоэнзим стабили-
зировали добавлением глицерина (конечная 
концентрация 30%), рН раствора повышали до 
величины 7,6 внесением 0,5 М триэтанолами-

нового буфера. Апо-ТК сохраняла способность 
к реактивации насыщающими концентрация-
ми ТПФ около трех часов 0 °С. Кинетику свя-
зывания или диссоциации ТПФ с апо-ТК реги-
стрировали по изменению активности энзима. 
Как видно, разобщение холо-ТК на апоэнзим 
и коэнзим (рис. 2, Б) характеризуется быстрой 
и медленной фазами. Снижение большей ча-
сти энзиматической активности наблюдается 
в быструю фазу, а в медленную – оставшиеся 
20–30%. График снижения активности ТК в 
зависимости от времени инкубации представ-
ляет собой прямую линию с изломом, харак-
теризующую, вероятно, различие каталитиче-
ских центров энзима по активности и сродству 
к ТПФ (рис. 3). 

На основании анализа кинетики от-
щепления ТПФ от холо-ТК, можно сделать 
предположение о различном сродстве ТПФ 
к активным центрам апомономеров, а также 
возможной неидентичности активных центров 
энзима. Так, при инкубации холо-ТК в 0,5 М 
малатном буфере рН 5,0 (рис. 2, А) не было 
полного отщепления ТПФ от ТК. Энзим со-
хранял до 30% первоначальной активности. 
Возможно, в указанных условиях активный 
центр с высоким сродством к ТПФ сохраня-
ет свою активность. Кинетика инактивации 

Рис. 1. Хроматография транскетолазы на фосфоцеллюлозе. По вертикали: слева – абсорбция протеи-
на (-●-) при λ 280 нм, справа – транскетолазная активность ( ) – a ; b; c. Стрелкой указано начало 
элюции 3,0 мМ раствора фруктозо-6-фосфата
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Рис. 2. Кинетика разобщения холо-ТК на апоэнзим и ТПФ: А – 0,5 М малатный буфер рН 5,0; Б – 
12 мМ цитратно-фосфатный буфер рН 4,0 при 18 °С
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Рис. 3. Изменение активности ТК в зависимости 
от времени инкубации в 12 мМ цитратно-фос-
фатном буфере рН 4,0 в полулогарифмических 
координатах. Стрелками указаны предположи-
тельно ½ времени инактивации энзима для 1 и 2 
активных центров

холо-ТК (рис. 2, Б) показала, что быстрее сни-
жается активность одного из каталитических 
центров с низким сродством апоэнзима к ТПФ 
и, вероятно, характеризующегося большей ак-
тивностью.

Обратный процесс реактивации апо-ТК 
(рН до 7,6) при насыщающих концентрациях 
субстратов – ксилулозо-5-фосфата и рибозо-
5-фосфата, и низких концентраций ТПФ и 
Mg2+, в соотношении (моль:моль) апопротеин-
димер : ТПФ : Mg2+ – 1:2:2, характеризуется 
восстановлением энзиматической активности 
на 20–30% от исходной величины с достаточно 
длительным лаг-периодом (рис. 4). 

Вероятно, при низких концентрациях 
тиаминпирофосфата коэнзим присоединяется 
к активному центру ТК с высоким сродством 
(рис. 4, а) и низкой активностью. Для насы-
щения второго активного центра (с меньшим 
сродством и высокой активностью) необходима 

Рис. 4. Реактивация апо-ТК в присутствии 
ТПФ и Mg2+: а – при концентрации, соответ-
ствующей эндогенной и соотношении моль:моль 
(протеин-димер : ТПФ : Mg2+ = 1 : 2: 2); б – при 
насыщающей концентрации

более высокая концентрация ТПФ (рис. 4, б). 
Этот факт дает основание предположить воз-
можную неэквивалентность активных центров 
по связыванию ТПФ апо-ТК. Исследованная 
кинетика активации апо-ТК при низкой кон-
центрации ТПФ, возможно, представляет со-
бой один из механизмов регуляции энзима в 
условиях тиаминовой недостаточности in vivo 
и существования частично насыщенной ТПФ 
холо-ТК, что согласуется с имеющимся в не-
которых тканях животного ТПФ-эффекта при 
В1-недостаточности. 

В экспериментах показано, что после од-
нократного цикла разобщения холоэнзима на 
апоэнзим и коэнзим с последующей реакти-
вацией ТК насыщающими концентрациями 
ТПФ, энзим связывается с ТПФ необратимо с 
формированием активных центров. В опытах 

а

Время, мин

б

1,0

Время, мин

lg
, %

 а
кт

ив
но

св
ти

В. л. Кубышин, е. в. томашева, и. в. кулеш, з. В. Горбач



ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2012, т. 84, № 552

Рис. 5. Зависимость изменения скорости транскетолазной реакции от различных концентраций ТПФ 
в координатах Лайнуивера–Берка

по реактивации полученных препаратов апо-
ТК установлена зависимость скорости катали-
тической активности от концентрации ТПФ. 
График в координатах Лайнуивера-Берка ха-
рактеризуется изломом прямой линии (рис. 5), 
что вероятно, обусловлено неэквивалентно-
стью активных центров ТК. Это подтвержда-
ется экспериментами по реактивации ТК при 
различных концентрациях ТПФ [11, 18].

Неэквивалентность активных центров 
холо-ТК печени крысы in vitro найдена также и 
для производных тиамина, обладающих анти-
коэнзимными свойствами (таблица). 

Вариабельность полученных величин 
указывает на различное сродство апо-ТК к 
коэнзиму и его аналогам, а также неидентич-
ность активных центров. В экспериментах по 
ингибированию ТК реакции ТзПФ, у которого 
отсутствует пиримидиновый компонент, вы-
является один активный центр связывания на 
апо-ТК. Снижение активности ТК в присут-
ствии окситиаминпирофосфата и других ана-

1/[ТПФ], мкМ-1
-2                           -1                            0                           1                            2

логов  проявляется в условиях конкурентных 
взаимоотношений коэнзима и антикоэнзима 
за центры связывания на апо-ТК. 

В экспериментах in vivo [12] показана вы-
сокая лабильность ТК, модифицированной 
ОТПФ. Так, время полуобновления меченого 
антикоэнзима в апо-ТК составляет 24–30 ч, что 
значительно ниже времени полуобновления 
коэнзима в ТК интактных животных – 153 ч 
[11] и 192 ч для апоэнзима [20]. По данным 
Горбача, в опытах с применением [14C]глици-
на, время полужизни протеиновой части энзи-
ма соответствовало – 161 ч [21]. В эксперимен-
тах in vitro установлено, что в физиологических 
условиях при широком варьировании времени 
инкубации ТПФ (в составе холо-ТК) недосту-
пен воздействию тиаминазы-I. При изменении 
рН до величин 5,5–6,0 наблюдали снижение 
активности ТК. Есть основание предполо-
жить, что при кислых значениях рН проис-
ходит изменение конформационной структуры 

Примечание: ОТПФ – окситиаминпирофосфат, ТГОТПФ – тетрагидроокситиаминпирофосфат, ТхДФ – 
тиохромдифосфат, ТзПФ – тиозолпирофосфат, ТГТДФ – тетрагидротиаминпирофосфат.

Значение Кi для антикоэнзимов, М

Кm ТПФ, мкМ ОТПФ ТГОТПФ ТхДФ ТзПФ ТГТДФ

0,3–4,5 0,7–2,0⋅10-8 4,0⋅10-5 2,0⋅10-4 2,5⋅10-4 5,0⋅10-5

1,3–19,7 1,2–1,9⋅10-7 2,5⋅10-4 1,17⋅10-2 0 4,5⋅10-4

-1,3 -0,3
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энзима, при которой тиаминаза способна рас-
щепить ТПФ. 

В результате внутрибрюшинной инъек-
ции тиаминазы-1 наблюдали изменение ак-
тивности ТК (контроль – 1,40 ± 0,11; опыт – 
0,68 ± 0,04 мкмоль/мин). Активность энзима в 
опытной группе снизилась на 50% по сравне-
нию с контрольной группой в течение 144 ч. 
Представленные данные показывают, что у 
интактных животных время полужизни ТК 
выше, чем у ТК после инъекций окситиамина 
или тиаминазы-1.

Полученные в независимых эксперимен-
тах  величины, характеризующие время полу-
жизни апоэнзима и коэнзима, имеют суще-
ственные различия, вариабельность которых, 
вероятно, обусловлена степенью насыщения 
апо-ТК ТПФ. На основании кинетических 
исследований по диссоциации холо-ТК при 
кислых значениях рН и реактивации апо-ТК 
ТПФ, выявлена неидентичность активных 
центров энзима, которая подтверждается Кi 

для производных тиамина с антикоэнзимны-
ми свойствами. 

Выражаем благодарность Забродской 
Светлане Викторовне за предоставленные про-
изводные тиамина.

Кінетика дисоціації 
і реактивації 
холотранскетолази печінки 
щурів

В. Л. Кубишин, О. В. Томашева, 
І. В. Кулеш, З. В. Горбач

УО «Гродненський державний 
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Запропоновано метод виділення транс-
кетолази з печінки щурів із використанням 
іонообмінної хроматографії і субстратної елюції 
ензиму. Представлені експериментальні дані по 
регуляції активності транскетолази за участю 
тіамінпірофосфату (ТПФ) і його антикоензим-
них аналогів. Досліджено кінетику дисоціації 
холо-ТК (рН 5,0 і 4,0) і реактивації апо-ТК при 
широкому варіюванні концентрацією ТПФ 
і його похідними, що мають антикоензимні 
властивості. Дисоціація холо-ТК на апоензим 
і коензим (за зазначених рН) характеризується 
вираженою двофазністю зміни активності: 
активність ензиму знижується переважно у 
швидку фазу, а в повільну фазу – решта 20–
30% активності. З цих кінетичних досліджень 

встановлено неідентичність активних центрів 
ензиму щодо зв’язування ТПФ апотранскето-
лазою. Величини Кm для ТПФ до першого і 
другого активного центру дорівнюють 0,3–4,5 
і 1,3–19,7 мкМ відповідно. 

К л ю ч о в і  с л о в а: транскетолаза, тіамін
пірофосфат, пентозофосфатний шлях.

kinetics of dissociation and 
reactivation of rat liver 
holotransketolase

V. L. Kubyshin, A. V. Tomashova, 
I. V. Kulesh, Z. V. Gorbach

Educational Establishment Grodno State 
Agrarian University, Belarus;

e-mail: lena7843041mal@rambler. ru

S u m m a r y

The work deals with isolation of transketo-
lase from the rat liver by means of ion-exchange 
chromatography and substrate elution of enzyme. 
Experimental data on the regulation of transke-
tolase activity with thiamin pyrophosphate (TPP) 
and its anticoenzyme analogues are presented. The 
kinetics of dissociation of holo-TK at pH 4.0 and 
5.0 and reactivation of apo-TK at a wide varia-
tion of the concentration of TPP and its derivatives 
with anticoenzyme properties has been studied. 
The dissociation of holo-TK into apoenzymes and 
coenzymes at the specified values of рН is charac
terised by most evident diphasic nature, both fast 
and slow process being observed. The most part of 
enzymic activity slowdown falls on the fast phase, 
while the remaining 20-30% take place within the 
slow phase. The kinetics research findings illus-
trate the nonidentity of enzyme active sites with 
respect to TPP binding with transketolase. The Km 
values for TPP both per the first and second ac-
tive sites equalled 0.3-4.5 μМ and 1.3-19.7 μМ, 
accordingly. 

K e y  w o r d s: thiamin pyrophosphate, tran-
sketolase, pentose phosphate pathway.
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