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Выделение и очистка тиаминпирофосфокиназы немалигнизированного 

миометрия и при наличии в нем опухолей 
О.В.Оришака, И.Л.Вовчук, С.А.Петров 

 
Одесский национальный университет имени И.И.Мечникова (Одесса, Украина)  

 
Разработана методика выделения и очистки тиаминпирофосфокиназы, путём последовательного 
осаждения белка из ткани миометрия сульфатом аммония и последующей гель-хроматографии на 
сефадексе G-100. Установлено, что немалигнизированная ткань содержит множественные формы 
фермента, осаждаемые при 20%, 40%, 80% насыщении сульфатом аммония, тогда как 
тиаминпирофосфокиназа злокачественной и доброкачественной опухолей фракционируется при 40% и 
60% насыщении сульфатом аммония.  
 
Ключевые слова: тиаминпирофосфокиназа, выделение ферментов, гель-хроматография, миометрий, 
опухоль. 
 

Виділення та очищення тіамінпірофосфокінази немалігнізованого 
міометрію та при наявності в ньому пухлин  

О.В.Оришака, І.Л.Вовчук, С.А.Петров 
 
Розроблена методика виділення та очищення тіамінпірофосфокінази, що складається з послідовного 
осадження сульфатом амонію і гель-хроматографії на сефадексі G-100. Встановлено, що очищення 
препаратів досліджуваного ферменту методом гель-хроматографії призводить до збільшення їх питомої 
активності, коефіцієнту їх очищення. Встановлено, що немалігнізована тканина містить множинні форми 
ферменту, які осаджуються за умов 20%, 40%, 80% насичення сульфатом амонію, тоді як 
тіамінпірофосфокіназа злоякісної та доброякісної пухлин фракціонується за умов 40% та 60% насичення 
сульфатом амонію. 
 
Ключові слова: тіамінпірофосфокіназа, виділення ферментів, гель-хроматографія, міометрій, пухлина. 

 
Extracting and purification of thiamine pyrophosphokinase from non-malignant 

myometrium and at presence of tumors in it 
О.V.Orishaka, I.L.Vovchuk, S.A.Petrov 

 
The method of extracting and purification of thiamine pyrophosphokinase which consists of step-by-step 
ammonium sulfate sedimentation and gel-chromatography on Sefadex G-100 has been elaborated. It has been 
shown, that purification of the enzyme by the method of gel-chromatography leads to increase of their specific 
activity, coefficient of their purification. There has been revealed, that non-malignant tissue contains multiple 
forms of the enzyme, which are precipitated at 20%, 40%, 80% saturation by ammonium sulfate, while thiamine 
pyrophosphokinase of malignant and benign tumors is fractionated at 40% and 60% saturation by ammonium 
sulfate. 
  
Key words: thiamine pyrophosphokinase, enzymes extracting, gel-chromatography, myometrium, tumor. 
 
Введение 
Процессы синтеза тиаминпирофосфата (ТПФ) не отличаются в клетках животных, растений и 

микроорганизмов, хотя у последних возможно существование некоторых дополнительных путей. 
Фосфорилирование тиамина (Т) осуществляется тиаминпирофосфокиназой (ТПФК) (КФ 2.7.6.2) путем 
одноэтапной транслокации дифосфатной группировки: 

 
Т+АТФ→ТПФ+АМФ. 

 
В некоторых работах показана возможность биосинтеза ТПФ из тиаминмонофосфата (ТМФ) 

(Seiyo, Arnaiz, 1970; Thoai, Chevillard, 1949; Tokudo, 1964). Однако в этих случаях опыты проводились 
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с препаратами ТПФК, содержащими примеси фосфатаз, расщепляющих ТМФ до свободного тиамина, 
из которого в дальнейшем мог синтезироваться ТПФ.  
 Впервые грубоочищенный белковый препарат с удельной активностью ТПФК 8 нмоль ТПФ/ч 
был получен из экстракта пекарских дрожжей (Weil-Malherbe, 1939), а спустя 10 лет из печени крыс 
(Mano, 1960a). В ряде работ были изучены кинетические и физико-химические свойства ТПФК 
различной степени очистки, из печени и мозга крыс (Johnson, Gubler, 1968; Mano, 1960а, б, в; Mano, 
Tanaka, 1960), пекарских дрожжей (Forsander, 1956; Kaziro, 1957; Kaziro, 1959а, б; Stein-Parve, 1952; 
Thome-Bean et al., 1969), сердца (Suzuoki, 1955), мозга свиньи (Peterson et al., 1975, Wakabayashi, 
1978а, б), листьев петрушки (Mitsuda et al., 1975а, б, в), бактерий (Sanemory, Kawasaki, 1980). 
 Однако сведений об активности и свойствах данного фермента в миометрии в норме и при 
новообразованиях в литературе нет. В связи с этим, продолжая начатые нами ранее исследования 
(Оришака, Петросян, 2009), мы поставили перед данной работой следующие задачи: 
усовершенствовать получение и очистку ТПФК для дальнейшего изучения ее физико-химических и 
биохимических свойств; определить активность фермента во фракциях, полученных из нормального 
и малигнизированного миометрия; оценить молекулярные массы ТПФК из разных фракций. 

 
Материалы и методы 
Исследования проводили с 5-ю образцами немалигнизированной ткани, а также образцами 

новообразований миометрия (5 образцов доброкачественной опухоли – узловой фибролейомиомы 
матки и 5 образцов злокачественной опухоли – умеренно-дифференцированной лейомиосаркомы 
матки). Образцы были получены операционным путем у женщин, которые не подвергались 
дооперационному медикаментозному лечению. Образцы немалигнизированного миометрия были 
предоставлены клинической лабораторией медицинского учреждения, обеспечивающего соблюдение 
всех этических норм. Патоморфологические диагнозы были верифицированы по международной 
классификации ВОЗ: определяли морфологическое состояние опухолевой ткани и степень 
дифференцировки клеток злокачественного новообразования (Всемирная Организация 
Здравоохранения, 1981). Материал для исследования любезно предоставлен Одесским областным 
онкодиспансером.  

Образцы миометрия гомогенизировали с шестью объемами 0,25 М раствора сахарозы в 
условиях, предотвращающих разрушение субклеточных фракций. Гомогенат центрифугировали 90 
мин при 20 000 g при и +4°С. Осадок ресуспендировали в половинном объеме 0,25 М раствора 
сахарозы, гомогенизировали в аналогичных условиях; супернатанты объединяли. Белковый экстракт 
доводили 0,5 М трис-HCl буфером до рН 7,7 и диализировали против 40 объемов дистиллированной 
воды при +4°С в течение 12 часов. Постепенное фракционное осаждение проводили сульфатом 
аммония, насыщая им белковый раствор до 20, 40, 60 и 80%. Каждую фракцию диализировали в 
условиях, аналогичных описанным; белок собирали центрифугированием, сохраняли при -4°С; 
использовали для дальнейших хроматографических исследований. Хроматографию проводили на 
сефадексе G-100 (2,0 × 28,0 см). Колонку уравновешивали 0,01 М трис-HCl буфером рН 7,7. Элюцию 
белков фракций проводили 0,01 М трис-HCl буфером рН 7,7 и линейным градиентом NaCl. 
Определение молекулярных масс проводили по методу Эндрюса (Практическая химия белка, 1989), 
используя маркерные белки („Serva” Швеция): альбумин сыворотки крови человека – 66,5 кДа, 
овальбумин – 43,0 кДа, химотрипсиноген А – 25,0 кДа, лизоцим – 17,5 кДа, РНК-аза – 13,7 кДа. 
Активность ТПФК определяли после инкубации образцов (источников фермента) в течение 60 минут 
при 37°С (Елисеева, 1953). В инкубационную смесь, содержащую 0,2 мл раствора исследуемого 
белка, вносили следующие компоненты: 0,3 мкмоль тиаминбромида; 12 мкмоль АТР; 40 мкмоль 
MgSO4; 50 мкмоль ацетатного буфера рН 5,5. Объем пробы доводили до 1,0 мл буферным 
раствором. Контролем служили аналогичные пробы с денатурированным белком. Активность 
фермента выражали, как показано в табл. 1. Содержание белка во фракциях определяли 
спектрофотометрически при 280 нм и по методу Lowry (Lowry et al., 1951). Статистическую 
достоверность отличий между выборками определяли с помощью критерия Стьюдента (Рокицкий, 
1967). 

 
Результаты и обсуждение 
Установлено, что исходный раствор белка содержал 52% низкомолекулярных примесей, 

которые были удалены в процессе диализа (табл. 1), что не изменило ни относительную, ни удельную 
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ферментативную активность в немалигнизированном миометрии. При дальнейшем осаждении белков 
сульфатом аммония было найдено не менее 3 фракций с ТПФК активностью, осаждаемых при разной 
степени насыщения белкового раствора сульфатом аммония (табл. 1).  

 
Таблица 1. 

Активность тиаминпирофосфокиназы немалигнизированного миометрия на этапах 
выделения и очистки (M±m; n=5) 

 

Этап выделения 
Объем 
фракции 
(V), мл 

Содержа- 
ние белка,  
мг/мл 

 Относительная 
активность (ОА), 
нмоль тиамина / г 
ткани за 1 мин 

Удельная активность, 
пмоль тиамина / мг 
белка за 1 мин 

Общая 
активность,  

V х ОА 

Коэффи-
циент 
очистки 

Исходный раствор 
белка 
Хроматография на 
G-100: 
Нанесено 
Пик I 
Пик II 

 
35,5±3,2 

 
 

5,0±0,5 
10,0±1,0 
15,0±1,1 

 
645±54 

 
 

3225±321 
5,8±0,5 

20,0±1,0 

 
15,8±1,7 

 
 

 
4,9±0,5 
6,2±0,7 

 
24,4±3,2 

 
 
 

845±83 
310±33 

 
561±54 

 
 

79±7,8 
49,0±4,5 
93,0±9,4 

 
 
 
 

1,0 
34,6 
12,7  

Раствор белка 
после диализа 

 
50,0±4,2 

 
309±31 

 
0,000 

 
0,000 

 
0,000 

 
0,00 

20% насыщение 
(NH4)2SO4 

Хроматография на 
G-100: 
Нанесено 
Пик I 
Пик II 
Пик III 
Пик IV 
Пик V 

 
10,0±0,9 

 
 

5,0±0,5 
5,0±0,5 
5,0±0,5 
5,0±0,5 
5,0±0,5 
5,0±0,4 

 
36±4 

 
 

180±17 
4,9±0,5 
6,8±0,7 
9,2±0,9 
6,1±0,6 
9,5±1.0 

 
903±89 

 
 
 

63,1±6,5 
655±66 

34,2±3,3 
54,2±5,5 
63,1±6,4 

 
25091±2511 

 
 
 

12878±1289 
96294±9627 

3717±368 
8885±883 
6642±663 

 
9033±891 

 
 

4516±453 
315±32 

3274±329 
171±17 
271±28 
315±34 

 
1024+ 

 
 

1,00 
0,5 
3,8 
0,1 
0,3 
0,3 

40% насыщение 
(NH4)2SO4 

Хроматография на 
G-100: 
Нанесено 
Пик I 
Пик II 
Пик III 
Пик IV 

 
11,5±0,9 

 
 

5,0±0,5 
5,0±0,5 
5,0±0,5 
5,0±0,5 
5,0±0,5 

 
134±12 

 
 

670±67, 
10,6±1,2 
8,3±0,9 
8,0±0,8 
9,7±0,9 

 
802±84 

 
 
 

387±38 
393±39 
310±31 

1019±101 

 
5965±598 

 
 
 

36481±3648 
47193±4719 
38850±3886 

105072±10508 

 
9222±934 

 
 

4009±401 
1933±193 
1958±196 
1554±161 
5096±509 

 
244+ 

 
 

1,0 
6,1 
7,9 
6,5 

17,6 
60% насыщение 
(NH4)2SO4 

Хроматография на 
G-100: 
Нанесено 

 
15,0±1,6 

 
 

5,0±0,5 

 
220±32 

 
 

1100±112 

 
0,000 

 
 

0,000 

 
0,000 

 
 

0,000 

 
0,000 

 
 

0,000 

 
0,00 

 
 

0,00 
80% насыщение 
(NH4)2SO4 

Хроматография на 
G-100: 
Нанесено 
Пик I 
Пик II 

 
36,0±3,4 

 
 

5,0±0,5 
10,0±1,0 
10,0±1,1 

 
4,0±3,4 

 
 

20,0±2,5 
1,3±0,1 
1,3±0,1 

 
710±69 

 
 
 

1,3±0,14 
2,5±0,28 

 
162212±16222 

 
 
 

1038±104 
1923±192 

 
25548±2555 

 
 

3548±356 
13,5±1,4 
25,0±2,5 

 
6638+ 

 
 

1,00 
0,01 
0,01 

 

При 20% насыщении осаждалось 11,7% общего белка, полученного после диализа. 
Относительная активность фермента возрастала в 57,2 раза, удельная активность и коэффициент 
очистки повышались в 1024 раза. Во фракции с 40% насыщением сульфатом аммония осаждалось 
43,4% общего белка, коэффициент очистки составил 244 раза. Несмотря на то, что при 60% 
насыщении осаждался 71% общего белка, ферментативная активность не обнаруживалась. При 80% 
насыщении сульфатом аммония осаждалось 1,3% общего белка, относительная и удельная 
активности возрастали в 45 и 6638 раз соответственно.  
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Рис. 1. Хроматографическое распределение активности тиаминпирофосфокиназы и содержание белка во фракции 
водорастворимых белков ткани немалигнизированного миометрия (исходный раствор). Сефадекс G-100 (2,0 × 28,0 см). 
Нанесено 645,0 мг белка, объем фракции 5,0 мл, скорость 27,3 мл/час, уравновешивали 0,01 М трис-HCl-буфером (рН 7,7) и проводили 
элюцию линейным градиентом NaCl. Молекулярные массы маркерных белков указаны в кДа 

Примечания: А – выход тиаминпирофосфокиназы; 
1                     – содержание белка (Е280); 
2                     – активность тиаминпирофосфокиназы.  
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Рис. 2. Определение молекулярных масс тиаминпирофосфокиназы 

немалигнизированной ткани миометрия методом гель-фильтрации на сефадексе G-100 
Примечания: A – фермент, полученный после хроматографии фракции 20%-ного осаждения сульфатом 

аммония (І пик, Mr 70555,53 Да); 
B – фермент, полученный после хроматографии исходного раствора белка (I пик, Mr 67764,04 Да);  
1 – альбумин сыворотки человека (Mr 63500 Да); 
C – фермент, полученный после хроматографии фракции 20%-ного осаждения сульфатом аммония (ІI пик, Mr 
65082,99 Да); 
D – фермент, полученный после хроматографии фракции 80%-ного осаждения сульфатом аммония (І пик, Mr 
65082,99 Да). 
E – фермент, полученный после хроматографии фракции 20%-ного осаждения сульфатом аммония (ІII пик, Mr 
53187,38 Да); 
F – фермент, полученный после хроматографии фракции 40%-ного осаждения сульфатом аммония (I пик, Mr 
51083,05 Да); 
2 – овальбумин (Mr 43000 Да); 
G – фермент, полученный после хроматографии исходного раствора (II пик, Mr 41746,29 Да); 
H – фермент, полученный после хроматографии фракции 20%-ного осаждения сульфатом аммония (ІV пик, Mr 
36984,74 Да); 
I – фермент, полученный после хроматографии фракции 40%-ного осаждения сульфатом аммония (II пик, Mr 
36984,74 Да).  
J – фермент, полученный после хроматографии фракции 40%-ного осаждения сульфатом аммония (III пик, Mr 
25717,96 Да). 
K – фермент, полученный после хроматографии фракции 80%-ного осаждения сульфатом аммония (ІІ пик, Mr 
25717,96 Да). 
3 – химотрипсиноген (Mr 25000 Да); 
4 – лизоцим (Mr 17500 Да); 
5 – рибонуклеаза (Mr 13700 Да); 
L – фермент, полученный после хроматографии фракции 20%-ного осаждения сульфатом аммония (V пик, Mr 
11470,99 Да); 
M – фермент, полученный после хроматографии фракции 40%-ного осаждения сульфатом аммония (IV пик, 
Mr 4181,25 Да).  
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Рис. 3. Хроматографическое распределение активности тиаминпирофосфокиназы и содержание белка во фракции 

водорастворимых белков ткани немалигнизированного миометрия, осажденных при 20%-ном насыщении сульфатом 
аммония. Сефадекс G-100 (2,0 × 28,0 см). Нанесено 36,0 мг белка, объем фракции 5,0 мл, скорость 27,3 мл/час, уравновешивали 0,01 
М трис-HCl-буфером (рН 7,7) и проводили элюцию линейным градиентом NaCl. Молекулярные массы маркерных белков указаны в кДа 

Примечания:  
А – выход тиаминпирофосфокиназы; 
1                       – содержание белка (Е280); 
2                       – активность тиаминпирофосфокиназы. 
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Рис. 4. Хроматографическое распределение активности тиаминпирофосфокиназы и содержание белка во фракции 

водорастворимых белков ткани немалигнизированного миометрия, осажденных при 40%-ном насыщении сульфатом 
аммония. Сефадекс G-100 (2,0 × 28,0 см). Нанесено 134 мг белка, объем фракции 5,0 мл, скорость 27,3 мл/час, уравновешивали 0,01 М 
трис-HCl-буфером (рН 7,7) и проводили элюцию линейным градиентом NaCl. Молекулярные массы маркерных белков указаны в кДа 

Примечания:  
А – выход тиаминпирофосфокиназы; 
1                       – содержание белка (Е280); 
2                       – активность тиаминпирофосфокиназы. 
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Дальнейшая очистка ТПФК немалигнизированного миометрия гель-хроматографией дала 
возможность очистить фракции фермента в 34,6 раза. Водорастворимые белки исходного раствора 
были представлены как относительно высокомолекулярными фракциями  (молекулярные массы от 
43,0 кДа до 63,5 кДа), так и низкомолекулярными пептидами, которые вымывались из сефадекса 
плавным градиентом NaCl (рис. 1). Было найдено 2 белковых пика с активностью ТПФК (рис. 1, 
табл. 1). Высокий коэффициент очистки и процент выхода первого ферментативного пика (Мr 67,7 
кДа) свидетельствует о том, что исходный белковый раствор содержал большое количество 
соединений, которые ингибировали активность ТПФК (рис. 2, табл. 1). Наличие второго пика с ТФПК 
активностью, но с меньшей молекулярной массой (Мr 41,7 кДа), возможно, свидетельствует о 
некоторой деградации молекулы фермента в процессе гель-хроматографии (рис. 2).  

Во фракции, полученной при 20%-ном насыщении сульфатом аммония, было найдено 5 пиков 
ферментативной активности. Их удалось дополнительно очистить  в 3,84  раза (рис. 3, табл. 1).  
Молекулярные массы первых двух пиков (70,5 кДа и 65,2 кДа соответственно) были близки к 
молекулярной массе фермента из первого пика, полученного из исходного раствора белка.  
Молекулярная масса третьего находилась в диапазоне 66,5 кДа – 43,0 кДа, четвертого – была 
меньше 43 кДа, пятого – 11,5 кДа (рис. 2). Вероятно, во время хроматографии происходил частичный 
гидролиз фермента. При хроматографии фракции с 40%-ным насыщением сульфатом аммония было 
обнаружено 4 белковых пика с ферментативной активностью (рис. 4, табл. 1). Молекулярная масса 
первого белкового пика (51,1 кДа) сравнительно мало отличалась от молекулярной массы фермента 
из второго белкового пика исходного раствора (рис. 2, 4, табл. 1). Фермент 2-го белкового пика имел 
молекулярную массу  36,9 кДа и был очищен в 7,9 раза (рис. 2, 4, табл. 1). Молекулярная масса 
фермента третьего пика составила 25,7 кДа, четвертого – 41,8 кДа (рис. 2). Возможно, при 
хроматографии значительное количество фермента подвергалось деградации, не нарушающей 
структуру активного центра фермента.  Остальные белковые пики были получены в результате 
элюции NaCl из сефадекса при 0,005–0,925 М (рис. 2, 4, табл. 1). Значительный коэффициент очистки 
фермента связан с возможным наличием эндогенного ингибитора фермента в осаждаемой фракции и 
отделяемого при хроматографии. 

Очистка хроматографической фракции, полученной при осаждении 60% сульфатом аммония, 
не выявила ферментативной активности (табл. 1).    

Молекулярная масса белков первого пика фракции, полученной при 80% осаждении сульфатом 
аммония (Мr 65,1 кДа), совпадала с молекулярной массой 2-го белкового пика фракции  при 20% 
насыщением сульфатом аммония (рис. 2, рис. 5).  Значительно меньшая  молекулярная масса 
фермента второго пика (Мr 25,7 кДа) также свидетельствует о возможной частичной деградации 
молекулы фермента во время гель-хроматографии без нарушений ее каталитического центра 
(рис. 2).  

Диализ белкового раствора доброкачественной опухоли миометрия приводил к потере 
активности исследуемого фермента, вероятно, ввиду инактивации фермента во время диализа. 
Исходный раствор белка содержал 48% низкомолекулярных примесей (табл. 2). Насыщение 
белкового раствора до 20 и 40% не привело к выявлению активности ТПФК. Наибольший 
коэффициент очистки – в 41,6 раза – и осаждение 70,1% общего белка были получены при 60% 
насыщении сульфатом аммония. Дальнейшее насыщение белкового раствора до 80% приводило к 
осаждению 0,041% общего белка; ферментативная активность при этом не регистрировалась. 

С помощью гель-хроматографии была очищена в 2747 раз ТФПК доброкачественной опухоли. 
Водорастворимые белки исходного раствора были представлены белками с молекулярной массой от 
63,5 кДа до 43,0 кДа; присутствовали также низкомолекулярные примеси, которые вымывались с 
сефадекса плавным градиентом NaCl (рис. 6). Найдено 4 белковых пика с ферментативной 
активностью (рис. 6, табл. 2). Невысокий коэффициент очистки первого ферментативного пика (Мr 
67,8 кДа) свидетельствует о том, что исходный раствор содержал большое количество соединений, 
которые ингибировали активность фермента (рис. 7, табл. 2).  
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Рис. 5. Хроматографическое распределение активности тиаминпирофосфокиназы и содержание белка во фракции 

водорастворимых белков ткани немалигнизированного миометрия, осажденных при 80%-ном насыщении сульфатом 
аммония. Сефадекс G-100 (2,0 × 28,0 см). Нанесено 4,0 мг белка, объем фракции 5,0 мл, скорость 27,3 мл/час, уравновешивали 0,01 М 
трис-HCl-буфером (рН 7,7) и проводили элюцию линейным градиентом NaCl. Молекулярные массы маркерных белков указаны в кДа 

 
Примечания:  
А – выход тиаминпирофосфокиназы; 
1                     – содержание белка (Е280); 
2                     – активность тиаминпирофосфокиназы.  
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Рис. 6. Хроматографическое распределение активности тиаминпирофосфокиназы и содержание белка во фракции 

водорастворимых белков ткани с доброкачественной патологией миометрия  (исходный раствор). Сефадекс G-100 (2,0 × 28,0 
см). Нанесено 930,0 мг белка, объем фракции 5,0 мл, скорость 27,3 мл/час, уравновешивали 0,01 М трис-HCl-буфером (рН 7,7) и 
проводили элюцию линейным градиентом NaCl. Молекулярные массы маркерных белков указаны в кДа 

Примечания:  
А – выход тиаминпирофосфокиназы; 
1                     – содержание белка (Е280); 
2                     – активность тиаминпирофосфокиназы. 
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Рис. 7. Определение молекулярных масс тиаминпирофосфокиназы ткани с 

доброкачественной патологией миометрия методом гель-фильтрации на сефадексе G-100 
Примечания: A – фермент, полученный после хроматографии исходного раствора белка (I 

пик, Mr 67764,04 Да); 
1 – альбумин сыворотки человека (Mr 63500 Да); 
B – фермент, полученный после хроматографии фракции 60%-ного осаждения сульфатом 
аммония (І пик, Mr 57659,67 Да); 
C – фермент, полученный после хроматографии исходного раствора (II пик, Mr 53187,38 Да); 
2 – овальбумин (Mr 43000 Да); 
3 – химотрипсиноген (Mr 25000Да); 
D – фермент, полученный после хроматографии фракции 60%-ного осаждения сульфатом 
аммония (ІI пик, Mr 24700,45 Да); 
E – фермент, полученный после хроматографии фракции 60%-ного осаждения сульфатом 
аммония (ІII пик, Mr 19387,16 Да); 
F – фермент, полученный после хроматографии исходного раствора (III пик, Mr 18620,12 Да); 
4 – лизоцим (Mr 17500 Да); 
5 – рибонуклеаза (Mr 13700 Да); 
G – фермент, полученный после хроматографии исходного раствора (IV пик, Mr 12435,54 Да). 

 
Очистка хроматографических фракций, полученных осаждением при 20%, 40% и 80% 

насыщении сульфатом аммония, не выявила ферментативной активности (табл. 2). Однако 
хроматографический метод позволил установить наличие 3 пиков с активностью ТПФК во фракции, 
полученной при 60% насыщении и дополнительно их очистить в 42,3 раза (рис. 8, табл. 2).  
Молекулярная масса первого пика (Мr 57,7 кДа) не очень существенно отличалась от молекулярной 
массы фермента второго пика исходного раствора белка, а молекулярные массы второго и третьего 
пиков (24,7 кДа и 19,4 кДа соответственно) были в несколько раз меньше (рис. 7).  

Диализ белкового раствора злокачественной опухоли миометрия приводил к потере активности 
исследуемого фермента, вероятно, из-за инактивации фермента во время диализа. Исходный 
раствор белка содержал 48% низкомолекулярных примесей (табл. 3). Дальнейшее насыщение 
белкового раствора сульфатом аммония до 20% и 60% позволило осадить 10,0% и 64,9% общего 
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белка, соответственно, но в полученных фракциях активность фермента не обнаружена. Наибольший 
коэффициент очистки ТПФК – в 70,4 раза – был получен при 40% насыщении сульфатом аммония 
(осаждение 52,5% общего белка). При 80% насыщении осаждается 1,13% общего белка, а 
ферментативная активность не регистрировалась. 

Таблица 3. 
Активность тиаминпирофосфокиназы миометрия со злокачественной опухолью на 

этапах выделения и очистки  (M±m; n=5) 
 

Этап выделения 
Объем 

фракции (V), 
мл 

Содержание 
белка,  
мг/мл 

 Относительная 
активность (ОА), нмоль 

тиамина / г ткани за 1 мин

Удельная активность,  
пмоль тиамина / мг 
белка за 1 мин 

Общая 
активность,  

V х ОА 

Коэффи-
циент 
очистки 

Исходный раствор 
белка 
Хроматография на 
G-100: 
Нанесено 
Пик I 
Пик II 

 
39,0±3,2 

 
 

5,0±0,54 
15,0±1,61 
10,0±1,11 

 
686±64 

 
 

3430±341 
20,0±2,1 
25,0±2,6 

 
11,2±1,3 

 
 

 
10,0±1,1 
5,6±0,6 

 
16,4±1,8 

 
 

 
501,5±48,6 
224,0±23,1 

 
640±62 

 
 

56,0±5,8 
150±15 

56,0±5,9 

 
 
 
 

1,00 
30,6 
13,7     

Раствор белка 
после диализа 

 
59,0±4,2 

 
354±35,4 

 
0,000 

 
0,000 

 
0,000 

 
0,00 

20% насыщение 
(NH4)2SO4 

Хроматография на 
G-100: 
Нанесено 

 
10,0±0,97 

 
 

5,0±0,6 

 
35±3,4 

 
 

175±18 

 
0,000 

 
 

0,000 

 
0,000 

 
 

0,000 

 
0,000 

 
 

0,000 

 
0,00 

 
 

0,00 
40% насыщение 
(NH4)2SO4 

Хроматография на 
G-100: 
Нанесено 
Пик I 
Пик II 
Пик III 
Пик IV 
Пик V 
Пик VI 
Пик VII 
Пик VIII 
Пик IX 

 
11,0±1,0 

 
 

5,0±0,5 
20,0±2,1 
5,0±0,6 

15,0±1,5 
10,0±1,1 
5,0±0,4 
5,0±0,5 
5,0±0,5 
5,0±0,5 
5,0±0,5 

 
186±19 

 
 

930±9 
26,5±2,5 
16,4±1,7 
13,8±1,9 
9,8±9,6 
7,3±7,4 
8,3±0,9 
8,8±0,9 
5,9±0,6 
6,9±0,9 

 
215±24 

 
 
 

471±46 
497±49 
870±87 
597±59 
922±92 
667±66 
730±76 
762±76 
526±51 

 
1157±114 

 
 
 

17766±1776 
30287±3027 
63065±6307 
60969±6097 

126260±12627 
80325±8034 
82954±8294 

129237±12924 
76217±7623 

 
2364±237 

 
 

1074±108 
9416±943 
2483±249 

13054±1306 
5975±598 
4608±462 
3333±333 
3650±365 
3812±366 
2629±264 

 
70,4+ 

 
 

1,00 
15,4 
26,2 
56,0 
53,0 

109,3 
69,5 
71,8 

112,0 
66,0 

60% насыщение 
(NH4)2SO4 

Хроматография на 
G-100: 
Нанесено 

 
13,5±1,4 

 
 

5,0±0,5 

 
230±21 

 
 

1150±115 

 
0,000 

 
 

0,000 

 
0,000 

 
 

0,000 

 
0,000 

 
 

0,000 

 
0,00 

 
 

0,00 
80% насыщение 
(NH4)2SO4 

Хроматография на 
G-100: 
Нанесено 

 
58,0±5,4 

 
 

5,0±0,6 

 
4,0±0,3 

 
 

20,0±2,1 

 
0,000 

 
 

0,000 

 
0,000 

 
 

0,000 

 
0,000 

 
 

0,000 

 
0,00 

 
 

0,00 

 

Дальнейшая очистка ТПФК методом гель-хроматографии дала возможность очистить фракции 
фермента до 182 раз. Водорастворимые белки исходного раствора были представлены как 
высокомолекулярными фракциями, так и низкомолекулярными пептидами, которые вымывались из 
сефадекса плавным градиентом NaCl (рис. 11). Этим методом было установлено наличие 2 белковых 
пиков с ТПФК активностью (рис. 9, табл. 3). Значительный коэффициент очистки (в 31 раз) первого 
ферментативного пика (Мr 76,5 кДа) свидетельствует о том, что исходный раствор содержал большое 
число соединений, ингибировавших активность фермента (рис. 2, табл. 3). Наличие второго пика с 
ТПФК активностью, который отличался по молекулярной массе (Мr 47,1 кДа), свидетельствует о 
частичной деградации молекулы фермента в процессе гель-хроматографии (рис. 2). 
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Рис. 8. Хроматографическое распределение активности тиаминпирофосфокиназы и содержание белка во фракции 

водорастворимых белков ткани с доброкачественной патологией миометрия, осажденных при 60%-ном насыщении 
сульфатом аммония. Сефадекс G-100 (2,0 × 28,0 см). Нанесено 340,0 мг белка, объем фракции 5,0 мл, скорость 27,3 мл/час, 
уравновешивали 0,01 М трис-HCl-буфером (рН 7,7) и проводили элюцию линейным градиентом NaCl. Молекулярные массы маркерных 
белков указаны в кДа 

Примечания:  
А – выход тиаминпирофосфокиназы; 
1                     – содержание белка (Е280); 
2                     – активность тиаминпирофосфокиназы. 
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Рис. 9. Хроматографическое распределение активности тиаминпирофосфокиназы и содержание белка во фракции 

водорастворимых белков ткани со злокачественной патологией миометрия (исходный раствор). Сефадекс G-100 (2,0 × 28,0 см). 
Нанесено 686,0 мг белка, объем фракции 5,0 мл, скорость 27,3 мл/час, уравновешивали 0,01 М трис-HCl-буфером (рН 7,7) и проводили 
элюцию линейным градиентом NaCl. Молекулярные массы маркерных белков указаны в кДа 

Примечание: А – выход тиаминпирофосфокиназы; 
1                     – содержание белка (Е280); 
2                     – активность тиаминпирофосфокиназы. 
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Рис. 10. Определение молекулярных масс тиаминпирофосфокиназы ткани со 

злокачественной патологией миометрия методом гель-фильтрации на сефадексе G-100 
Примечания: A – фермент, полученный после хроматографии исходного раствора белка (I 

пик, Mr 76488,23 Да); 
B – фермент, полученный после хроматографии фракции 40%-ного осаждения сульфатом 
аммония (І пик, Mr 76488,23 Да); 
1 – альбумин сыворотки человека (Mr 63500 Да); 
C – фермент, полученный после хроматографии фракции 40%-ного осаждения сульфатом 
аммония (ІI пик, Mr 62508,02 Да); 
D – фермент, полученный после хроматографии фракции 40%-ного осаждения сульфатом 
аммония (ІII пик, Mr 53187,38 Да). 
E – фермент, полученный после хроматографии фракции 40%-ного осаждения сульфатом 
аммония (ІV пик, Mr 47120,87 Да); 
F – фермент, полученный после хроматографии исходного раствора (II пик, Mr 47120,87 Да); 
2 – овальбумин (Mr 43000 Да); 
G – фермент, полученный после хроматографии фракции 40%-ного осаждения сульфатом 
аммония (V пик, Mr 41746,29 Да); 
H – фермент, полученный после хроматографии фракции 40%-ного осаждения сульфатом 
аммония (VІ пик, Mr 36984,74 Да); 
I – фермент, полученный после хроматографии фракции 40%-ного осаждения сульфатом аммония 
(VII пик, Mr 32766,29 Да).  
3 – химотрипсиноген (Mr 25000Да); 
J – фермент, полученный после хроматографии фракции 40%-ного осаждения сульфатом аммония 
(VIII пик, Mr 21883,13 Да). 
4 – лизоцим (Mr 17500 Да); 
5 – рибонуклеаза (Mr 13700 Да); 
K – фермент, полученный после хроматографии фракции 40%-ного осаждения сульфатом 
аммония (ІX пик, Mr 11017,15 Да). 
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Рис. 11. Хроматографическое распределение активности тиаминпирофосфокиназы и содержание белка во фракции 

водорастворимых белков ткани со злокачественной патологией миометрия, осажденных при 40%-ном насыщении сульфатом 
аммония. Сефадекс G-100 (2,0 × 28,0 см). Нанесено 186,0 мг белка, объем фракции 5,0 мл, скорость 27,3 мл/час, уравновешивали 0,01 
М трис-HCl-буфером (рН 7,7) и проводили элюцию линейным градиентом NaCl. Молекулярные массы маркерных белков указаны в кДа 

Примечания:  
А – выход тиаминпирофосфокиназы; 
1                     – содержание белка (Е280); 
2                     – активность тиаминпирофосфокиназы. 
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Очистка хроматографических фракций, полученных после  20%, 60% и 80% осаждений 
сульфатом аммония, не обнаружила в них ферментативной активности (табл. 3). Однако 
хроматографический метод позволил установить наличие 9 белковых пиков с ферментативной 
активностью во фракции, полученной при 60% осаждении сульфатом аммония, которые были 
очищены в 15,4–182  раза (рис. 11, табл. 3). Молекулярная масса первого пика (Мr 76,5 кДа) не 
отличалась от молекулярной массы фермента первого пика исходного раствора белка, а 
молекулярные массы ферментов остальных белковых пиков находились в диапазоне  от 62 кДа до 
11,0 кДа (рис. 10). Были зарегистрированы также белковые пики, которые обладали ферментативной 
активностью и вымывались из сефадекса градиентом 0,4–0,9 М NaCl (рис. 11, табл. 3). Значительный 
коэффициент  очистки пиков фракции, полученной при 40% осаждении сульфатом аммония, можно 
объяснить возможным наличием эндогенного ингибитора ТПФК, присутствующего в осаждаемой 
фракции и отделяемого в процессе хроматографии. 

 
Заключение  
Полученные результаты свидетельствуют о том, что гель-хроматография дает существенный 

дополнительный эффект очистки ТПФК по сравнению с высаливанием и диализом, что можно 
объяснить наличием в исходной фракции соединений, ингибирующих фермент. Гель-
хроматографическая очистка фракций, полученных в результате насыщения исходного белкового 
раствора сульфатом аммония до 20, 40, 60 и 80%, приводит к увеличению коэффициента очистки 
ТФПК. Процесс малигнизации характеризуется изменением физико-химических свойств препаратов 
ТПФК. Немалигнизированная ткань содержит множественные формы фермента с разной 
способностью к высаливанию при 20, 40 и 80% насыщении сульфатом аммония, тогда как фермент 
злокачественной и доброкачественной опухолей фракционируется при 40 и 60% насыщении 
сульфатом аммония, соответственно. Наличие в каждом случае по крайней мере двух белковых 
пиков с разными молекулярными массами свидетельствует о частичной деградации молекулы 
фермента в ходе очистки, в то время как высокая удельная активность  пиков с меньшей 
молекулярной массой говорит о том, что гидролиз не вызывает нарушений каталитического центра 
фермента.  
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