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Резюме. В статье описаны некоторые свойства химически синтезированного аденозин-ти-
аминтрифосфата (АТТФ) – природного соединения с неизвестными функциями, которое было 
обнаружено в различных биологических объектах. Приведены данные по гидролизу АТТФ в вод-
ных растворах, его стабильности при хранении, а также спектральные характеристики.

Введение. Витамин В1 в форме тиаминдифосфата (ТДФ) играет важную роль в обмене 
углеводов, аминокислот и энергетическом метаболизме, являясь коферментом дегидрогеназных 
комплексов 2-кетокислот и транскетолазы. Кроме того, в клетках млекопитающих в небольших 
концентрациях присутствуют свободный тиамин, тиаминмонофосфат (ТМФ), тиаминтрифос-
фат (ТТФ) и тиаминовый нуклеотид – аденоденозин-тиаминтрифосфат (АТТФ) [2]. В настоящее 
время метаболизм, биохимические функции и физиологическая роль АТТФ в силу ряда причин 
мало изучены. Прежде всего, это обусловлено крайне низким содержанием этого соединения 
в биологических объектах, что затрудняет его надежное количественное определение методом 
ВЭЖХ даже с помощью самых чувствительных флуоресцентных детекторов. С другой стороны, 
следует отметить отсутствие коммерческого препарата АТТФ, а также отсутствие сведений о его 
стабильности и физико-химических, в частности оптических, свойствах. Все это существенно 
ограничивает возможности исследований в области энзимологии АТТФ, изучения различных 
аспектов его метаболизма, физиологического действия и потенциального применения как фар-
макологического средства. Цель настоящей работы состояла в получении препарата АТТФ 
и характеристике его физико-химических свойств.

Материалы и методы исследования. Производные тиамина определяли методом ион-
парной обращенно-фазовой ВЭЖХ с предколоночной дериватизацией. Перед инжекцией в хро-
матограф пробы окисляли с помощью 4,3 мМ феррицианида калия в 15 % КOH. Разделение 
проводилось на хроматографе Agilent 1100 при скорости потока 0,5 мл/мин на аналитической 
колонке PRP-1 (∅ 4,1 × 150 мм, поли(стирол-дивинилбензол), размер частиц 5 мкм; Hamilton Co) 
с протекторным колоночным картриджем (∅ 2,3 × 25 мм). Мобильная фаза состояла из 50 мМ 
K-фосфатного буфера, рН 8,5, содержащего 25 мМ тетра-н-бутиламмонийгидрогенсульфат и 4 % 
тетрагидрофуран. Производные тиохрома детектировали по флуоресценции при длине волны 
возбуждения 365 нм, эмиссии – 433 нм [5].

Расчет средних величин и стандартных отклонений (М ± SD) осуществляли с помощью 
программы GraphPad Prism.



284

Результаты исследования и их обсуждение. Ранее нами предложен способ препаратив-
ного синтеза и очистки АТТФ, позволяющий по сравнению с оригинальным методом, описан-
ным в статье [9], значительно увеличить выход продукта, сократив при этом ресурсные и вре-
менные затраты. Исследования препарата, полученного по разработанному методу, на чувстви-
тельность к кислотному гидролизу показали, что 10-мин нагревание раствора в 1 М HCl на 
кипящей водяной бане приводит к деградации АТТФ на 97,5 %. По данным Penttinen [7] а ана-
логичных условиях ТДФ и ТТФ полностью гидролизуются до ТМФ, тогда как последний де-
фосфорилированию не подвержен. Инкубация при 100 °С в течение 20 мин приводила к пол-
ному гидролизу АТТФ, при этом единственным флуоресцирующим продуктом реакции являл-
ся ТМФ. При гидролизе в более мягких условиях (0,1 М HCl) через 10 мин нагревания 
в образце оставалось 71 % исходного количества АТТФ, а спустя 20 мин – 46 %. Судя по соста-
ву реакционной смеси, кислотный гидролиз АТТФ до ТМФ протекает через промежуточное 
образование аденозин-тиаминдифосфата (данные не приведены). В ходе реакции молекула 
АТТФ, по-видимому, расщепляется в области «трифосфатного мостика» на два фрагмента, 
которые затем объединяются после удаления одного из фосфатов. Этот феномен представляет 
интерес для дальнейших исследований с позиций установления реакционного механизма.

Препарат АТТФ отличается исключительно высокой стабильностью в растворе при сла-
бощелочных рН. Так, хранение замороженного раствора АТТФ в 10 мМ трис-HCl буфере, рН 
7,3, при t = –25 °С не приводило к сколь-нибудь заметному гидролизу по крайней мере в течение 
1,5 года. Более того, признаков деградации АТТФ не наблюдалось при нагревании раствора на 
кипящей водяной бане в течение 60 мин.

Известно, что витамин В1 способен поглощать электромагнитные волны в УФ области 
благодаря наличию в молекуле пиримидинового и тиазолового колец с сопряженными систе-
мами электронов, при этом наблюдаемый абсорбционный спектр сильно зависит от рН раство-
ра. При рН 7 и выше на тиаминовом спектре присутствуют две выраженные полосы поглощения 
с λмакс около 235 нм и 265 нм, тогда как в кислых растворах, при рН 5,5 и ниже, отчетливо на-
блюдается только одна полоса с λмакс в области 245–247 нм [3].

Абсорбционный спектр АТТФ, снятый в диапазоне 210–310 нм при различных значениях 
рН, представлен на рис.1. Как видно, в условиях высокой кислотности (рН 1,0) для АТТФ ха-
рактерно наличие одной спектральной полосы с максимумом 255–256 нм. В результате подще-
лачивания раствора этот максимум немного смещается батохромно до 259–262 нм. В слабокис-
лой среде (рН 4,91) на спектре проявляется второй, едва различимый из-за сливания спектраль-
ных полос, максимум с λ = 237–238 нм. Этот максимум поглощения АТТФ, отчетливо выражен 
в щелочной среде. На УФ-спектрах АТТФ имеются две изобестические точки – при 235,1 нм 
и 274,5 нм.

Судя по характеру зависимости спектра АТТФ от рН, в максимум поглощения (λ = 255– 
256 нм), наблюдаемый в кислой среде, существенный вклад вносят как пуриновый цикл аде-
нозинового компонента молекулы, так и пиримидиновое кольцо тиаминовой части. Об этом 
может свидетельствовать снижение интенсивности данной спектральной полосы с ее ба-
тохромным сдвигом при увеличении рН. Подобный гипохромный эффект отчетливо просле-
живается для спектров тиамина и его фосфорных эфиров [3]. В то же время, интенсивность 
единственной спектральной полосы аденозинфосфатов в ближней УФ области не зависит от 
кислотности среды; имеет место лишь небольшое (на 1–2 нм) смещение λмакс в длинноволно-
вую область с ростом рН раствора от 2,2 до 7,9 [1]. Следует отметить, что для АТТФ харак-
терна сильная абсорбция и более коротковолнового излучения (< 210 нм). Это не удивитель-
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но, поскольку присутствие подобных полос в спектрах молекул, в которых имеются хромо-
форы с неподеленными парами электронов, обусловлено n → σ* электронными переходами. 
Установить точные величины λмакс и ε для таких полос в обычных условиях не представляет-
ся возможным ввиду поглощения света в дальней УФ-области растворенным кислородом. 
Кроме того, в этом диапазоне поглощением обладают даже все обычно применяемые раство-
рители и буферы.

Рисунок 1 – Спектр поглощения АТТФ при различных рН

Примечание: 1 – рН 1,0, 2 – рН 4,91, 3 – рН 8,5, 4 – рН 10,5

Подобно тиамину и его фосфорным эфирам АТТФ легко окисляется в щелочной среде под 
действием K3[Fe(CN)6] в производное тиохрома, обладающее интенсивной голубой флуоресцен-
цией (на чем, собственно говоря, и основана его детекция при ВЭЖХ). По данным M. Frédérich 
et al. [9], которые провели сравнение флуоресценции АТхТФ и тиохрома в водных растворах, 
максимум спектра эмиссии флуоресценции АТхТФ приходится на длину волны 439 нм, что не-
сколько ниже величины, полученной для тиохрома (443 нм) и хорошо соотносящейся со значе-
ниями λмакс. эмис нейтральной формы тиохрома, приводимыми в литературе – 440 нм [6], 445 нм 
[3]. Вместе с тем, максимумы спектров возбуждения флуоресценции АТхТФ и тиохрома наблю-
дались при 353 нм. Это существенно расходится c данными других авторов, согласно которым 
максимум возбуждения флуоресценции тиохрома лежит в области более длинных волн – 370 нм 
[10], 375 нм [6] – вблизи его адсорбционного максимума при 370–375 нм [3].

На рис. 2 представлены полученные нами спектры возбуждения и эмиссии флуоресценции 
водных растворов АТТФ после обработки K3[Fe(CN)6] (в 15 %-ном NaOH) и удаления желтой 
окраски с помощью H2O2.

Как видно на рис. 2, максимум спектра возбуждения флуоресценции АТхТФ приходится 
на 373 нм, а максимум спектра эмиссии флуоресценции –443 нм. Оба значения соответствуют 
литературным данным для тиохрома [3, 4, 6, 8, 10]. Таким образом, наличие аденозинтрифс-
фатного компонента в молекуле не влияет на флуоресцентные свойства, характерные для ти-
охрома.

Отсутствие сведений о величине коэффициента молярного поглощения не позволяет го-
товить растворы АТТФ точно заданной концентрации. Соответственно, не представляется воз-
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можным проводить количественные исследования кинетических свойств ферментов, участву-
ющих в его метаболизме (гидролизе) в биологических объектах. Поскольку получаемый в ре-
зультате химического синтеза препарат АТТФ содержат соли и кристаллизационную воду, 
определить ε, исходя из навески вещества, весьма проблематично. В связи с этим, для решения 
данной задачи мы разработали другой подход, основанный на исследовании процесса кислот-
ного гидролиза.

Рисунок 2 – Спектры флуоресценции АТхТФ. А – Спектр возбуждения флуоресценции 
при λэмис = 440 нм. Б – Спектр эмиссии флуоресценции при λвозб = 350 нм

Гидролиз АТТФ проводили при 100 °С, инкубируя препарат вещества, полученного в фор-
ме кислоты, в 1 М HCl в течение 40 мин. На рис.3 представлены хроматограммы реакционной 
смеси до и после гидролиза, на которых видно, что реакция протекает полностью, а единствен-
ный флуоресцирующий продукт, образующийся в данных условиях, соответствует по подвиж-
ности ТМФ-стандарту. Инкубация коммерческого препарата ТМФ в тех же условиях не вызы-
вала сколько-нибудь заметного разложения вещества, что согласуется с данными литературы 
о его высокой устойчивости в кислой среде [7]. Таким образом, концентрацию АТТФ в неиз-
вестном растворе можно найти после кислотного гидролиза по флуоресценции путем сопос-
тавления ее с флуоресценцией стандартного образца ТМФ. Поскольку флуоресценция любого 
вещества сильно зависит от действия различных факторов, в т. ч. присутствия в растворе пос-
торонних соединений, для получения более точных результатов мы разделяли продукты кис-
лотного гидролиза АТТФ методом ВЭЖХ и сравнивали площади пиков, соответствующих об-
разующемуся в результате реакции ТМФ и ТМФ-стандарту. Хотя по стехиометрии реакции 1 
моль АТТФ дает 1 моль ТМФ, из представленных на рис. 3 данных видно, что площадь пика 
АТхТФ значительно превосходит площадь пика ТхМФ, получившегося при его гидролизе, т. е. 
для АТхТФ характерна более интенсивная флуоресценция.

Для расчета коэффициента молярного поглощения АТТФ мы сравнили оптическую плот-
ность препарата АТТФ при 274,5 нм и ТМФ-стандарта при 272,5 нм, поскольку эти длины волн 
соответствуют изобестическим точкам данных соединений. Так как коэффициент молярного пог-
лощения ТМФ при λ = 272,5 нм известен (ε = 7400 М–1Чсм–1 [3]), располагая сведениями о вели-
чинах оптической плотности растворов АТТФ и ТМФ и соответствующих им площадях пиков 
ТМФ после кислотного гидролиза, нетрудно рассчитать значение ε274,5 для АТТФ. Исходные дан-
ные, использованные для этой цели, представлены в таблице 1. Эксперименты проводились с дву-
мя коммерческими препаратами ТМФ (Fluka и Sigma) и образцами двух синтезов АТТФ.
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Рисунок 3 – Хроматограммы препарата АТТФ до (слева)  
и после (справа) кислотного гидролиза

Таблица 1 – Исходные данные для расчета коэффициента молярного поглощения 
АТТФ

Образец OD в 0,1-см 
кювете Концентрация, мМ Эксперимент Площадь пика 

АТТФ, усл. ед.
Площадь пика 
ТМФ, усл. ед.

ТМФ-стандарт 1 0,7319 0,989 1 — 2006,5
2 — 1971,4

АТТФ, образец 1 0,6414 ? 1 2426,5 986,1
2 2555,4 1025,8

ТМФ-стандарт 2 0,7301 0,987 3 — 1976,6
4 — 1989,0

АТТФ, образец 2 0,6489 ? 3 2373,3 987,1
4 2476,1 993,9

Из таблицы 1 видно, что концентрации ТМФ-стандарта 1 (Fluka) 0,989 мМ отвечает 
средняя площадь пика 1989,0 усл. ед. следовательно, площадям пиков S1 = 986,1 усл. ед. 
и S2 = 1025,8 усл. ед. соответствуют молярные концентрации образца АТТФ первого синтеза 
см1 = 0,490 мМ и см2 = 0,510 мМ. Отсюда по закону Бугера-Ламберта-Бера находим значение ε274,5 
для образца АТТФ 1: ε1 = 6,414/0,000490 = 13090 М–1 × см–1; ε2 = 6,414/0,000510 = 12576 М–1 × см–1. 
Аналогичным образом, в случае АТТФ образца 2 (второй синтез) и ТМФ стандарта 2 (Sigma) 
ε3 = 6,489/0,000491 = 13216 М–1 × см–1; ε4 = 6,489/0,000495 = 13109 М–1 × см–1. Средняя величина ε274,5 
АТТФ по результатам четырех экспериментов составила 12998 ± 143 М–1 × см–1. Исходя из 
найденного ε274,5, по форме спектров поглощения АТТФ можно рассчитать величины ε при 
различных длинах волн в зависимости от рН раствора. Так, в первой изобестической точке 
ε235,1 = 16299 М–1 × см–1, а в максимуме поглощения – при рН 1,0 (λmax = 256 нм) ε = 28895 М–1 × см–1, 
при рН 4,91 (λmax = 259 нм) ε = 23577 М–1 × см–1, при рН 8,5 (λmax = 261 нм) ε = 21829 М–1 × см–1.

Заключение. В результате проведенных исследований установлено, что АТТФ отличает-
ся исключительно высокой стабильностью в растворе при слабощелочных рН: признаков де-
градации соединения не наблюдалось при нагревании раствора на кипящей водяной бане в те-
чение 60 мин. Хранение замороженного препарата АТТФ в 10 мМ трис-HCl буфере, рН 7,3, при 
t = –25 °С не приводит к сколь-нибудь заметному гидролизу по крайней мере в течение 1,5 года. 
Впервые исследован УФ-спектр АТТФ и влияние на него рН раствора. Показано, что в спектре 
имеются две изобестические точки, соответствующие длинам волн 235,1 нм и 274,5 нм. Опре-
делен коэффициент молярного поглощения АТТФ, который при λ = 274,5 нм составляет 
12998 М–1 × см–1. Установлено, что максимум спектра возбуждения флуоресценции АТхТФ при-
ходится на 372–373 нм, а максимум спектра эмиссии флуоресценции – 443 нм.
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Summary. The paper concerns with some physico-chemical properties of a chemically synthesized 
adenosine thiamine triphosphate (AThTP), a natural thiamine nucleotide with unknown functions 
which has been found in biological objects. The hydrolysis of AThTP in water solutions, its stability 
during storage as well as spectral characteristics are described
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