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Процеси синтезу тіаміндифосфату (ТДФ) не
відрізняються в клітинах тварин, рослин і мік-
роорганізмів, проте в останніх можливе існуван-
ня деяких додаткових шляхів. АТР-тіамінпіро-
фосфокіназа (КФ 2.7.6.2) здійснює перенесен-
ня пірофосфатної групи з молекули АТР до
молекули тіаміну за участі іонів магнію, рН-оп-
тимум його активності 6–8,4:

  АТР-тіамінпірофосфокіназа
Тіамін + АТР —————————————— ТДФ + АМР

      +Mg2+

Тіамінпірофосфокіназа (у подальшому —
Т-кіназа) виділена з тканин мозку [1; 2] та пе-
чінки тварин [3], рослин [4] і бактерій [5]. У
літературі є лише декілька робіт з очищен-
ня Т-кінази до гомогенного стану: із пивних
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нейшего изучения ее свойств. Фракционное осаждение проводили сульфатом аммония, опре-
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T-kinase was extracted from the tissues of brain and liver, from plants and bacteria. In literature

there are only few works where T-kinase purification to homogenous state from yeasts, higher plants
and rats liver is described. Determination of T-kinase activity in organism tissues at different patho-
logical states is insufficiently presented in literature and there are only several works on study of the
enzyme activity in the liver of animals with tumors.

The aim of the study was to elaborate a technique of preparative extraction and partial purification
of T-kinase for subsequent study of its properties.

Gradual fractional sedimentation was carried out by ammonium sulfate when saturating protein
solution up to 20, 40, 60 and 80%. Each fraction was dialyzed in analogous conditions. Determina-
tion of free and total thiamine in dialyzates was carried out using tiochrome method by G. D. Yelise-
yeva.

At analysis of myometrium tissue with tumor there was shown loss of T-kinase activity in the proc-
ess of dialysis and step-by-step fractionation: protein solutions after dialysis, saturated by ammonium
sulfate (at the concentrations 20% and 80%) did not possess enzymatic activity. At 40% saturation by
ammonium sulfate of protein solution of myometrium tissue with benign neoplasm and at 60% satura-
tion by ammonium sulfate of protein solution of myometrium tissue with malignancy one fraction of
T-kinase appeared.

Conclusions:
1. The method of step-by-step fractionation facilitates T-kinase immobilization that results in con-

formational changes which enhance activity and stability of the enzyme.
2. Malignization process leads to narrowing of multiple spectrum of the enzyme fractions: from

three fractions in non-malignant tissue to one in myometrium tissue with benign neoplasm and with
malignancy.

Key words: thiamine pyrophosphokinase, tumor tissue, myometrium.



# 6 (134) 2012 47

дріжджів [5], вищих рослин [4], печінки щу-
рів [3]. Визначення активності Т-кінази у тка-
нинах організму за різних патологічних ста-
нів представлено в літературі недостатньо
[6], а за ракової патології трапляються лише
поодинокі роботи з вивчення активності фер-
менту, наприклад, у печінці тварин-пухлино-
носіїв [7; 8].

На підставі викладеного стає очевидною не-
обхідність дослідження функціонування фермен-
ту при онкогенезі, який бере участь в утворен-
ні біологічно активного коферменту. Вивчення
механізмів регуляції активності цього фермен-
ту на молекулярному та тканинному рівнях, по-
рівняльні дослідження біохімічних властивос-
тей Т-кінази немалігнізованої та пухлинної тка-
нин можливі тільки в разі отримання їх в очи-
щеному стані.

З огляду на те, що в сучасній літературі нами
не було знайдено інформації щодо виділення
та очищення препаратів Т-кінази з тканин не-
малігнізованого та пухлинного міометрія, ме-
тою роботи стало препаративне виділення та
часткове очищення Т-кінази для подальшого
вивчення її властивостей.

Матеріали та методи дослідження

Дослідження проводили з 5 зразками нема-
лігнізованої тканини, а також зразками ново-
утворень міометрія: з 5 зразками доброякісних
пухлин (вузлова фібролейоміома матки), з 5
зразками злоякісних пухлин (помірно-диферен-
ційована лейоміосаркома матки), вилучених
операційним шляхом у жінок, які не отримува-
ли доопераційного медикаментозного лікуван-
ня. Патоморфологічні діагнози були верифіко-
вані за міжнародною класифікацією ВООЗ: ви-
значали морфологічний стан пухлинної ткани-
ни і ступінь диференціювання клітин злоякісно-
го новоутворення [9]. Матеріал для досліджен-
ня був наданий Одеським обласним онкодис-
пансером.

Усі зразки міометрія гомогенізували в шес-
ти об’ємах 0,25 М розчину сахарози в умовах,
які запобігають руйнуванню субклітинних фрак-
цій. Гомогенат центрифугували протягом 90 хв
при 20 000 g (+ 4 °С). Осад ресуспендували у
половинному об’ємі 0,25 М розчину сахарози,
гомогенізували в аналогічних умовах, а супер-
натанти об’єднували. Білковий екстракт дово-
дили 0,5 М трис-НСl буфером до рН 7,7 і діа-
лізували проти 40 об’ємів дистильованої води
при + 4 °С протягом 12 год. Поступове фрак-
ційне осадження проводили сульфатом амонію,
насичуючи білковий розчин до 20, 40, 60 та
80 %. Кожну фракцію діалізували в аналогічних
умовах.

Визначення вільного та загального тіаміну у
діалізатах проводили тіохромним методом Г. Д.
Єлісєєвої [10], який грунтується на визначенні

продукту реакції окиснення тіаміну у лужному
середовищі — тіохрому під дією червоної кров’я-
ної солі, екстракції останнього в органічний роз-
чинник і вимірюванні інтенсивності флуорес-
ценції. В інкубаційну суміш вносили такі компо-
ненти: 0,3 мкмоль тіамінброміду; 12 мкмоль
АТР; 40 мкмоль MgSO4; 50 мкмоль ацетатного
буфера рН 5,5; 0,2 мл білкового розчину з від-
повідних діалізатів. Об’єм проби доводили до
1 мл та інкубували при 37 °С протягом 60 хв.
За контроль слугували аналогічні проби з де-
натурованим білком. Питому активність Т-кіна-
зи виражали у наномолях тіаміну на міліграм
білка за 1 хв. Вміст білка визначали за мето-
дом Lowry [11]. Статистичну достовірність від-
мінностей між вибірками визначали за допомо-
гою критерію Стьюдента [12].

Результати дослідження
та їх обговорення

Експериментально було встановлено, що
діаліз — найбільш розповсюджений метод очи-
щення білкових розчинів від низькомолекуляр-
них сполук — не приводив до збільшення від-
носної та питомої активності ферменту. На цьо-
му етапі відбувалася втрата білка в 2,1 разу по-
рівняно з вихідним розчином. Це свідчить про
те, що вихідний гомогенат містив багато низько-
молекулярних сполук, які були вилучені в про-
цесі діалізу. При подальшому поступовому оса-
дженні білків сульфатом амонію була вста-
новлена наявність не менше 3 фракцій із
Т-кіназною активністю, які осаджувалися за
різних ступенів насичення сульфатом амонію
(табл. 1).

При 20 % насиченні сульфатом амонію оса-
джувалося 11,7 % загального білка, збільшува-
лася відносна активність ферменту в 57,0 ра-
зів, питома активність і коефіцієнт очищення
збільшувалися в 1028,3 разу, а процент вихо-
ду на цьому етапі становив 1,6 % порівняно з
вихідним розчином.

Отримані результати свідчать про втрату під
час фракціонування речовин, які пригнічують
ферментативну активність, серед яких можуть
бути ендогенні інгібітори Т-кінази.

Порівняно з 20 % насиченням сульфатом
амонію, фракція з 40 % насиченням сульфатом
амонію характеризувалася збільшенням вміс-
ту білка у 3,7 разу, майже незмінною відносною
активністю і зростанням питомої активності
ферменту в 2,2 разу та коефіцієнта очищення
— у 2,4 разу. Процент виходу ферменту при 20
та 40 % насиченні сульфатом амонію практич-
но не відрізнявся.

Порівняння показників фракції 40 % насичен-
ня сульфатом амонію та вихідного розчину біл-
ка показало, що відносна активність фермен-
ту зросла у 51,0 раз, питома активність і кое-
фіцієнт очищення збільшилися в 244,0 рази,
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загальна активність також зросла у 16,5 рази,
а процент виходу становив 6,7 %.

Подальше насичення білкового розчину суль-
фатом амонію до 60 % призводило до втрати
активності Т-кінази, незважаючи на великий
вміст білка, — 220 мг/мл. Щодо розподілу білка
за фракціями, то його частка після 20 % наси-
чення сульфатом амонію становила 11,7 %, піс-
ля 40 % — 43,4 %, а при 60 % — 71,2 %. При
80 % насиченні сульфатом амонію зареєстро-
вано найменший вміст білка, частка якого ста-
новила лише 1,3 %.

За 80 % насичення сульфатом амонію від-
носна активність ферменту практично не змі-
нювалась, а питома активність і коефіцієнт очи-
щення зросли у 2,8 разу порівняно з фракцією
40 % насичення сульфатом амонію. Порівнюю-
чи 80 % насичення сульфатом амонію з вихід-
ним білковим розчином, спостерігали зростан-
ня відносної та загальної активності у 45 разів,
питомої активності та коефіцієнта очищення у
6637,7 разу, а процент виходу ферменту ста-
новив 0,7 %.

Аналіз розподілу за фракціями загальної ак-
тивності ферменту показав, що 20,6 % її при-
падає на фракцію 20 % насичення сульфатом
амонію, 21,1 % — на фракцію 40 % насичення
сульфатом амонію та 58,3 % — на фракцію
80 % насичення сульфатом амонію.

Отже, діаліз і фракціонування сульфатом
амонію призводять до розподілу білка і, влас-
не, ферменту, залежно від його гідрофобності
або гідрофільності. У тканині немалігнізованого
міометрія було виявлено 3 фракції Т-кінази: гід-
рофобна, помірно гідрофобна та гідрофільна.

Діаліз білкового розчину доброякісної пухли-
ни міометрія призводив до втрати активності
досліджуваного ферменту, ймовірно, завдяки

інактивації ферменту під час діалізу (табл. 2).
Втрата білка, порівняно з вихідним білковим
розчином, становила 52 %. Подальше насичен-
ня білкового розчину сульфатом амонію до
20 % і 40 % насичення не приводило до появи
активності ферменту. На цьому етапі білок за
фракціями розподілявся таким чином: на 20 %
насичення сульфатом амонію припадає 43,73 %
білка, на 40 % — 11 % білка порівняно з білко-
вим розчином після діалізу.

Подальше насичення сульфатом амонію до
60 % сприяло прояву активності ферменту: зро-
станню відносної активності у 15,2 разу, пито-
мої активності та коефіцієнта очищення — у
41,6 разу, загальної активності — в 5,95 разу,
процент виходу ферменту становив 14,3 % по-
рівняно з розчином білка до діалізу.

Подальше насичення білкового розчину
сульфатом амонію до 80 % призводило до
втрати активності ферменту при найменшому
(0,041 %) вмісті білка.

Таким чином, у процесі діалізу та поетапно-
го фракціонування доброякісної пухлини спо-
стерігали втрату активності Т-кінази: розчини
білка після діалізу, за 20, 40 та 80 % насичен-
ня сульфатом амонію не проявляли фермен-
тативної активності порівняно з білковим роз-
чином до діалізу. Фракція 60 % насичення біл-
кового розчину сульфатом амонію характери-
зувалася однією гідрофільною фракцією фер-
менту Т-кінази, імовірно, у процесі малігнізації
відбуваються зміни електростатичних власти-
востей, внаслідок чого зменшується кількість
фракцій ферменту з доброякісної пухлини.

Діаліз білкового розчину зі злоякісної пухли-
ни міометрія призводив до втрати активності
досліджуваного ферменту: у вихідному білко-
вому розчині вона становила 11,2 нмоль тіамі-

Таблиця 1
Фракціонування сульфатом амонію

тіамінпірофосфокінази немалігнізованого міометрія, M±m n=5

Об’єм Вміст Відносна Питома Загальна
Етап виділення фракції білка, активність (ВА), активність, активність, Коефіцієнт Вихід,

(V), мл мг/мл нмоль тіаміну/ нмоль тіаміну/ V ⋅ ВА очищення %
г тканини за 1 хв мг білка за 1 хв

Вихідний 35,50±3,20 645±54 15,8±1,7 24,5±3,2 560±54 1 100
розчин білка

Розчин білка 50,00±4,19 309±31 0,000 0,000 0,000 0,00 0,00
після діалізу

20 % насичення 10,00±0,93 36±4 903,3±89,3 25090,6±251,3 9033±891 1024,08 1,6
(NH4)2SO4

40 % насичення 11,50±0,92 134±12 801,9±84,2 5984,3±598,1 9221,9±934,0 244,3 6,7
(NH4)2SO4

60 % насичення 15,00±1,61 220±32 0,000 0,000 0,000 0,00 0,00
(NH4)2SO4

80 % насичення 36,00±3,38 4,0±3,4 709,7±68,6 177425,0± 25549,2± 6637,8 0,7
(NH4)2SO4 16222,4 2555,0



# 6 (134) 2012 49

ну/г тканини за 1 хв, а після діалізу відбувала-
ся інактивація ферменту (табл. 3). На цьому
етапі втрата білка порівняно з вихідним білко-
вим розчином сягнула 52 %. Подальше наси-
чення білкового розчину сульфатом амонію до
20 % не спричинило прояву активності фермен-
ту. На цьому етапі білок за фракціями розпо-
ділявся таким чином: на фракцію 20 % наси-
чення сульфатом амонію припадає 9,8 % біл-
ка, на фракцію 40 % насичення сульфатом амо-
нію — 52,5 %, на фракцію 60 % насичення
сульфатом амонію — 64,9 %, а фракція 80 %
насичення сульфатом амонію характеризува-
лася найменшим вмістом білка, частка якого
становила лише 1,13 % порівняно з білковим
розчином після діалізу.

Отже, фракціонування сульфатом амонію
при 60 % насиченні сприяло проявам активнос-
ті ферменту: зростанню відносної активності у
19,2 разу, питомої активності та коефіцієнта очи-
щення — у 70,4 разу, загальної активності — у
3,7 разу, а процент виходу ферменту становив
7,6 %, порівняно з розчином білка до діалізу.

Подальше насичення білкового розчину суль-
фатом амонію до 80 % призводило до втрати ак-
тивності ферменту. Частка білка за 80 % наси-
чення сульфатом амонію становила лише 1,1 %.

Таким чином, у процесі діалізу та поетапно-
го фракціонування тканини міометрія зі злоякіс-
ним новоутворенням характеризувалися втра-
тою активності ферменту: розчини білка після
діалізу, при 20, 60 та 80 % насиченні сульфа-

Таблиця 2
Фракціонування сульфатом амонію

тіамінпірофосфокінази доброякісної пухлини міометрія, M±m, n=5

Об’єм Вміст Відносна Питома Загальна
Етап виділення фракції білка, активність (ВА), активність, активність, Коефіцієнт Вихід,

(V), мл мг/мл нмоль тіаміну/ нмоль тіаміну/ V ⋅ ВА очищення %
г тканини за 1 хв мг білка за 1 хв

Вихідний 32,00±3,20 930±94 25,8±3,0 27,8±2,1 825,6±82,0 1 100
розчин білка

Розчин білка 47,00±4,59 485±51 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
після діалізу

20 % насичення 9,00±0,92 36,3±3,5 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
(NH4)2SO4

40 % насичення 10,50±0,98 194±21 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
(NH4)2SO4

60 % насичення 12,50±1,21 340±33 393,3±41,0 1156,8±114,0 14459,6± 41,6 14,3
(NH4)2SO4 ±1443,0

80 % насичення 63,50±6,38 0,20± 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
(NH4)2SO4 ±0,03

Таблиця 3
Фракціонування сульфатом амонію

тіамінпірофосфокінази злоякісної пухлини міометрія, M±m, n=5

Об’єм Вміст Відносна Питома Загальна
Етап виділення фракції білка, активність (ВА), активність, активність, Коефіцієнт Вихід,

(V), мл мг/мл нмоль тіаміну/ нмоль тіаміну/ V ⋅ ВА очищення %
г тканини за 1 хв мг білка за 1 хв

Вихідний 39,00±3,20 686±64 11,2±1,3 16,4±1,8 639,6±62,0 1 100
розчин білка

Розчин білка 59,00±4,19 354,0± 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
після діалізу 35,4

20 % насичення 10,00±0,97 35,0± 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(NH4)2SO4 3,4

40 % насичення 11,00±1,02 186,0± 214,9±24,0 1156,7±114,0 2363,7±237,0 70,6 7,6
(NH4)2SO4 18,9

60 % насичення 13,50±1,41 230±21 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(NH4)2SO4

80 % насичення 58,00±5,38 4,0±0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(NH4)2SO4
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том амонію не мали ферментативної активно-
сті. За 40 % насичення білкового розчину суль-
фатом амонію встановлена одна гідрофобна
фракція ферменту Т-кінази — імовірно, у про-
цесі малігнізації відбуваються зміни електро-
статичних властивостей, внаслідок чого змен-
шується кількість фракцій ферменту зі злоякіс-
ної пухлини.

Дані літератури свідчать про те, що Т-кіназа
як індивідуальний білок може бути отримана з
білкового розчину печінки щурів за 60 % наси-
чення його сульфатом амонію [2]. Однак нами
встановлено, що поетапне фракціонування
призводить до більш чіткого розділення та
сприяє отриманню високоочищених індивіду-
альних форм Т-кінази з високою питомою ак-
тивністю ферменту.

З наведеного видно, що метод поетапного
фракціонування сприяє іммобілізації Т-кінази,
що призводить до конформаційних змін, які
підвищують активність і стабільність фермен-
ту, що було показано іншими дослідниками для
інших ферментів [13; 14].

Висновки

1. Метод поетапного фракціонування сприяє
іммобілізації Т-кінази, яка призводить до кон-
формаційних змін, що підвищують активність і
стабільність ферменту.

2. Процес малігнізації міометрія призводить
до зменшення кількості фракцій ферменту: з
трьох фракцій — у немалігнізованій тканині
до однієї фракції — у доброякісному та зло-
якісному новоутвореннях міометрія.
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