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Актуальность. Эффективность ферментативного катализа определяется 

комплементарностью взаимодействия глобулы белка с молекулой субстрата. 

В этой связи знание пространственной организации, роли отдельных участков и 

групп атомов субстрата позволяет целенаправленно осуществлять синтез 

различных аналогов с заранее предполагаемыми свойствами, активно 

вмешиваться в ход метаболических процессов. 

Цель. Изучение возможности участия различных рибонуклеозид-

трифосфатов в тиаминкиназной реакции. 

Методы исследования. В работе использованы гомогенные препараты 

тиаминкиназы выделенные из головного мозга свиньи [1]. Количество 

образовавшегося в ферментативной реакции тиаминдифосфата  оценивали при  

помощи апопируватдекарбокзилазы [2], регистрируя изменение активности 

рекомбинированного холофермента по убыли восстановленного НАДН в 

присутствии алкогольдегидрогеназы. Нуклеотиды предварительно очищали на 

ДЭАЭ-сефадексе А-25 линейным градиентом 0,1-0,5 М NaCl и 

концентрировали на этом же ионообменнике [3]. 

Результаты и их обсуждение. Установлено, что для протекания реакции 

фосфорилирования тиамина, с образованием коферментной формы, 

необходимым условием является  формирование продуктивного комплекса 
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нуклеотида с ионами двухвалентных металлов: Mg
2+

, Mn
2+

 или Со
2+

. 

При оптимальном соотношении нуклеотид/Mg
2+ 
(1/4) любой из исследованных 

нуклеотидов может служить субстратом тиаминкиназной реакции, однако 

наиболее эффективным донором пирофосфатных группировок является АТФ. 

Остальные нуклеотиды следуют в порядке ГТФ>ИТФ>УТФ. Km для АТФ была 

равна 1∙10
-3
М, ИТФ и УТФ несколько ниже (4,5∙10

-4
М и 4,8∙10

-4
М, 

соответственно). Насыщение ГТФ происходило при более низких 

концентрациях (1,8∙10
-4
М). В присутствии Mn

+2
 фермент атакует все 

нуклеотиды, но АТФ был не лучшим донором. Скорость максимальна, когда в 

качестве субстрата используется УТФ. Если принять за 100% активность 

фермента с АТФ, то активности для других нуклеотидов состававляют 160, 120, 

и 70% для УТФ, ИТФ и ГТФ. Как и с Mg
2+

, c Mn
2+

, Km  для ГТФ в среднем в 

3 раза ниже величин полунасыщения других носителей пирофосфатных 

группировок. 

Выводы. Тиаминкиназа головного мозга характеризуется широкой 

нуклеотидной специфичностью. Сформулировано положение, согласно 

которого в процессе катализа кислород, связывающий α- и β-атомы фосфора 

молекулы нуклеозидтрифосфата остаётся у мононуклеотида, а при образовании 

кофермента тиаминдифосфата возникает связь между кислородом 

оксиэтильной группы витамина В1 и β-фосфором нуклеотида. 
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