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ТИАМИНАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ ОКСОФЕРРИЛЬНЫХ ФОРМ МИОГЛОБИНА
Аннотация. Окислительные превращения тиамина в присутствии метмиоглобина и пероксида водорода, в ре-

зультате которых может образовываться ряд продуктов окисления, носят сложный характер. При инкубации тиами-
на с метмиоглобином и пероксидом водорода возможно расщепление молекулы тиамина по углероду метиленового 
мостика с образованием аминопиримидинового и тиазолового компонентов в виде отдельных молекул, а также об-
разование тиохрома, тиаминдисульфида, оксодигидротиохрома, тиаминтиазолона.

Окислительная трансформация фосфатов тиамина при инкубации с метмиоглобином и пероксидом водорода приво-
дит к образованию аналогичных продуктов, однако в этом случае тиаминазная активность, т. е. расщепление на пири-
мидиновый компонент и фосфат тиазола, значительно выше. Добавление тирозина или парацетамола ингибирует тиами-
назную активность, а также образование дисульфида тиамина, но увеличивает выход тиохрома или фосфатов тиохрома.

С помощью спектрально-флуоресцентных методов, а также методов ВЭЖХ и масс-спектроскопии проведена 
идентификация продуктов окисления тиамина и фосфорных эфиров тиамина в пероксидазной реакции, катализиру-
емой метмиоглобином в присутствии пероксида водорода. Обсуждается роль оксоферрильных форм миоглобина, 
образующихся при окислительном стрессе, в разрушении по тиаминазному пути тиаминдифосфата, который явля-
ется коэнзимом важнейших ферментов энергетического метаболизма.
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и пиримидиновый компоненты тиамина

Для цитирования: Тиаминазная активность оксоферрильных форм миоглобина / И. И. Степуро [и др.] // Вес. Нац. 
aкад. навук Беларусі. Сер. біял. навук. – 2018. – Т. 63, № 2. – С. 176–187. DOI: 10.29235/1029-8940-2018-63-2-176-187

I. I. Stepuro1, S. A. Labor1, A. V. Shuryberka1, V. I. Stsiapura2, V. Yu. Smirnov3, A. V. Yantsevich 4

1Institute of Biochemistry of Biologically Active Compounds of the National Academy of Sciences of Belarus,  
Grodno, Republic of Belarus  

2Yanka Kupala State University of Grodno, Grodno, Republic of Belarus  
3Grodno State Medical University, Grodno, Republic of Belarus  

4 Institute of Bioorganic Chemistry of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Republic of Belarus

THIAMINASE ACTIVITY OF MYOGLOBIN OXOFERRYL FORMS

Abstract. Thiamine oxidation chemistry in presence of metmyoglobin and hydrogen peroxide is quite complex and dif-
ferent products can be formed.

Incubation of thiamine with metmyoglobin and hydrogen peroxide can result in splitting of thiamine molecule at carbon 
atom of the methylene bridge and production of aminopyrimidine and thiazole components as separate molecules or in forma-
tion of thiochrome, thiamine disulfide, oxodihydrothiochrome, and thiaminethiazolone.

Oxidative transformation of thiamine phosphate esters in presence of metmyoglobin and hydrogen peroxide gives similar 
products however thiaminase activity, i.e. splitting of the molecules into aminopyrimidine and thiazole phosphate parts, is 
much higher in this case. Addition of tyrosine or paracetamol to incubation mixture inhibits thiaminase activity and forma-
tion of disulfides, but yield of thiochrome or thiochrome phosphates increases.

Identification of products of thiamine (or its phosphate esters) oxidation in the presence of metmyoglobin and hydrogen 
peroxide was performed using HPLC, mass-spectrometry and spectral-fluorescent methods.

Role of oxoferryl forms of myoglobin in degradation of thiaminediphosphate, cofactor of the important enzymes of car-
bohydrate metabolism, by thiaminase mechanism is discussed.
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Введение. Tиамин (или витамин В1) является важнейшим незаменимым фактором питания  
и с момента своего открытия известен как соединение, предотвращающее развитие болезни 
Бери-бери [1]. Более поздние исследования показали, что фосфорилированная форма тиамина, 
тиаминдифосфат, является коэнзимом таких важнейших ферментов энергетического метаболизма, 
как пируватдегидрогеназа и a-кетоглутаратдегидрогеназа. Тиаминдифосфат также является ко-
фактором транскетолазы, ключевого фермента пентозофосфатного цикла [2–4]. Кроме тиамин-
дифосфата в организме всегда содержится свободный тиамин и его фосфорные эфиры: тиамин-
монофосфат, тиаминтрифосфат, которые выполняют собственные некоферментные функции, 
играют важную структурную роль и взаимодействуют с клеточными мембранами, увеличивая 
их стабильность [5]. Как известно, тиамин и трифосфат тиамина ответственны за передачу нерв-
ных импульсов, участвуют в регуляции проницаемости Na+-каналов в нервной ткани [6–8]. 
Кроме того, тиамин не только улучшает метаболические процессы в мозгу пациентов с болез-
нью Альцгеймера [9], а также с синдромом Вернике-Корсакова [5, 10], но и защищает клеточные 
структуры от повреждения в опытах in vitro [11], выступает в качестве антиоксиданта, например, 
в нервной ткани, при окислительном стрессе [12, 13]. Повреждение нервной ткани сопровожда-
ется усилением синтеза оксида азота, протеканием реакций нитрования тирозина с образовани-
ем 3-нитротирозина на фоне дефицита тиамина [14, 15].

Тиамин стабилен в кислой среде, но быстро разрушается в щелочной среде в присутствии 
кислорода, феррицианида, молекулярного йода и других окислителей с образованием тиаминди-
сульфида, тиохрома и других продуктов окисления. Тиамин также разрушается под действием 
рентгеновского и γ-излучения, УФ-излучения и ультразвука [16]. Среди продуктов фотолиза  
тиамина в кислой среде идентифицирован 2-метил-4-амино-5-амино-метилпиримидин [17]. Под 
действием сульфита тиамин расщепляется по метиленовому мостику с образованием пиримиди-
нового и тиазолового компонентов [18]. Тиамин является эффективным скэвенджером гидро- 
ксильных радикалов [19], пероксинитрита [20] и окисляется с образованием тиохрома, оксоди- 
гидротиохрома, тиаминдисульфида [16]. Показано, что тиамин разрушается под действием ряда дру-
гих антитиаминовых факторов ферментативной и неферментативной природы. Ферментативные 
антитиаминовые факторы включают термолабильные тиаминазу I (ЕС 2.5.1.2) и тиаминазу II 
(ЕС 3.5.99.2). Тиаминаза I содержится в больших количествах во внутренностях карпа и других 
пресноводных рыб, а также в моллюсках [21, 22]. Расщепление молекулы тиамина под действием 
тиаминазы I сопровождается присоединением к метиленовой группе пиримидинового компо-
нента азота или серосодержащих органических оснований [21]. Тиаминаза II гидролитически 
расщепляет тиамин на пиримидиновый и тиазоловый компоненты (обнаружена только среди  
микроорганизмов) [23]. 

Термостабильные антитиаминовые факторы содержатся во многих продуктах растительного 
и животного происхождения [24–27]. Показано, что тиамин окисляется под действием катехи-
нов, хинонов, флавоноидов, а также активных соединений, содержащихся в кофе или чае [26, 27]. 
После прекращения потребления чая содержание тиамина в организме быстро нормализуется. 
Добавление в продукты питания или фармацевтические препараты аскорбиновой кислоты пре-
дотвращает разрушение тиамина и способствует сохранению тиаминового статуса организма 
[27]. Общее количество тиамина во взрослом организме человека составляет примерно 30 мг. 
Скорость обмена тиамина в тканях организма человека достаточно велика, а время, в течение 
которого уровень тиамина снижается наполовину, составляет, по данным разных авторов, от 9 
до 18 дней [28]. Сам тиамин в бактериальных и животных клетках активно метаболизируется.  
В моче крыс и человека выделено от 25 до 30 метаболитов тиамина. Тиаминуксусная, тиазолук-
сусная и пиримидинкарбоновая кислоты являются главными идентифицированными метаболи-
тами тиамина в моче крыс и человека [29]. Важную роль в метаболизме тиамина играет алко-
гольдегидрогеназа. В опытах in vitro показано, что тиамин является хорошим субстратом для 
данного фермента, а 5-β-оксиэтильная группа тиазолового компонента витамина В1 окисляется  
с большей скоростью, нежели этанол. Если тиамин присутствует в тканях в количествах, превышаю-
щих связывающую способность тиамин-зависимых ферментов, а также емкость физиологического 
депо организма, тиамин быстро экскретируется с мочой в свободной неизмененной форме [30].
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Рядом исследователей показано, что при взаимодействии пероксида водорода с гемопротеи-
нами, в том числе с цитохромом с, формируются высокореакционные оксоферрильные формы 
гемопротеинов, которые окисляют многие биологически важные молекулы и инициируют пере-
кисное окисление липидов [31–35].

Пероксид водорода образуется в организме как вследствие прямой неэнзиматической реакции 
дисмутации супероксидов, так и вследствие реакции, катализируемой СОД, а также генерируется 
аминооксидазой и глюкозооксидазой. Кроме того, постоянно образуют пероксид водорода макро-
фаги, клетки эндотелия. Перекисное окисление липидов сопровождается образованием органиче-
ских пероксидов. Следует отметить, что оксоферрильные формы гемопротеинов могут образо-
вываться не только в реакциях с пероксидами, но и при взаимодействии с пероксинитритом [36].

Стационарная концентрация пероксида водорода в крови при физиологических условиях не 
превышает 0,2 нМ вследствие разрушения каталазой и глутатионпероксидазой [37]. Однако даже 
под действием этой низкой концентрации пероксида водорода метгемоглобин (или гемоглобин) 
постоянно окисляется с образованием феррильной формы гемоглобина с радикалом, локализо-
ванным на белковой глобуле. Обе оксоферрильные формы гемоглобина – соединение I и соеди-
нение II – обнаружены в крови [38].

Концентрация пероксида водорода в крови и тканях сильно возрастает при патологических 
состояниях, например при ишемии-реперфузии, и может достигать в сердечной мышце при ише-
мии 10 мкМ и выше.

Целью данной работы являлось исследование окислительной трансформации тиамина и его 
фосфорных эфиров под действием метмиоглобина и пероксида водорода, а также идентифика-
ция продуктов окисления методами ВЭЖХ, флуоресцентной и масс-спектроскопии. 

Материалы и методы исследования. В работе использовали тиамин, тиаминмонофосфат, 
тиаминдифосфат, тиохром, парацетамол, метмиоглобин из сердца лошади (Sigma, США), амино-
кислоты L- и D-тирозин, D,L-фенилаланин (Fluka, США), а также другие реагенты высокой 
очистки производства России и Беларуси.

Продукты окислительной трансформации тиамина, полученные после инкубации тиамина  
с метмиоглобином в присутствии пероксида водорода, разделяли на индивидуальные соедине-

m/z z Интенсивность Название молекулярного иона

262,09 1 60807,13 Тиохром (М)
265,11 1 133506,58 Тиамин (М + Н+)
265,12 40562,3 Тиамин (М + Н+)
267,14 29782,29 Тиамин (М + 2Н+)
279,09 1 197000,39 Оксодигидротиохром
280,09 1 25458,57 Тиаминтиазолон
563,22 7450 Тиаминдисульфид

Рис. 1. Масс-спектр продуктов окисления тиамина, полученный после инкубации растворов, содержащих смесь 
метмиоглобина, тиамина и пероксида водорода. Концентрации: метмиоглобин – 10 мкМ, тиамин – 5,0 мМ,  

пероксид водорода – 1,0 мМ

Fig. 1. Mass spectrum of thiamine oxidation products obtained after incubation of solutions containing a mixture  
of methmyoglobin, thiamine and hydrogen peroxide. The concentrations: methmyoglobin – 10 µM, thiamine – 5.0 mM, 

hydrogen peroxide – 1.0 mM
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ния на хроматографе Agilent-1100, сорбент Zorbax-extend-С18. Масс-спектры тиамина и его про-
изводных регистрировали с использованием квадрупольно-времяпролетного тандемного масс- 
спектрометрического детектора Q-TOF 6550 в режиме ионизации электрораспылением (ESI). 
Концентрацию кислорода, образующегося при взаимодействии пероксида водорода с метмио-
глобином, измеряли полярографическим методом, используя электрод Кларка (Hansatech Instruments 
Ltd). Концентрации димеров парацетамола, а также тиохрома и оксодигидротоихрома определяли 
на спектрофлуориметре CМ2203 («Солар», Беларусь) [39].

Результаты и их обсуждение. После инкубации тиамина с метмиоглобином и пероксидом 
водорода наблюдалось расщепление молекулы тиамина по углероду метиленового мостика и об-
разование в растворе производных пиримидинового и тиазолового компонентов в виде отдель-
ных молекул, а в масс-спектре растворов тиамина после инкубации с метмиоглобином (рис. 1) – 
образование тиохрома (m/z = 262,09), оксодигидротиохрома (m/z = 279,09), тиамин-дисульфида,  
а также продуктов распада тиамина по метиленовому мостику – 2-метил-4-амино-5-гидрокси-
метилпиримидина (m/z = 139,09) и 4-метил-5-β-оксиэтилтиазола (m/z = 143,00). Образование мо-
лекулярного иона аминопиримидина (m/z = 139,09) или (m/z = 141,95(М + 2Н+)) наблюдалось 
только после инкубации тиамина с метмиоглобином и пероксидом водорода. 

Аминопиримидиновый продукт разрушения тиамина (2-метил-4-амино-5-гидроксиметил-
пиримидин), полученный в пероксидазной реакции, катализируемой метмиоглобином, обладает 
флуоресценцией с максимумом при 330–335 нм. При комнатной температуре исходный тиамин 
не обладает регистрируемой флуоресценцией в водном растворе (рис. 2).

Хроматограмма водного раствора тиамина, полученная на «Аджилент-1100», представлена 
на рис. 3. После инкубации тиамина с метмиоглобином в присутствии пероксида водорода хро-
матограмма раствора смеси кроме пика тиамина (Rt = 9,25 мин) содержит также пики тиамин- 
тиазолона (Rt = 7,883 мин) и тиаминдисульфида (Rt = 36,388 мин), которым в масс-спектре соот-
ветствуют пики с m/z = 265,11, m/z = 280,09, m/z = 563,22.

Хроматограммы водных растворов тиамина после инкубации с метмиоглобином в присут-
ствии пероксида водорода содержат пик с временем удерживания Rt = 3,85 мин, который принад-
лежит молекулам аминопиримидиновых компонентов, образовавшихся вследствие распада  
молекулы тиамина по метиленовому мостику. Эти продукты имеют спектр поглощения в уль-

Рис. 2. Спектры флуоресценции продуктов окисления тиамина (T) после его инкубации с метмиоглобином и перок-
сидом водорода: 1 – Мb(III) + Т + Н2О2; 2 – Мb(III) + T + Н2О2; 3 – Т + Н2О2; 4 – Мb(III) + Т + Н2О2; 5 – Т  (длина волны 
возбуждения – 280 нм; концентрации: Т – 0,05 мМ, пероксид водорода – 1 мМ, Мb(III) для проб 1, 3, 4 – 10 мкМ, для 
пробы 2 – 5 мкМ; значения рН: растворы проб № 1–3 и 5 – рН = 7,0 (0,05 М фосфатный буфер), раствор пробы  

№ 4 – рН = 9,0)

Fig. 2. Fluorescence spectra of thiamine (T) oxidation products obtained after incubation of thiamine with methmyoglobin 
and hydrogen peroxide: 1 – Мb(III) + Т + Н2О2; 2 – Мb(III) + T + Н2О2; 3 – Т + Н2О2; 4 – Мb(III) + Т + Н2О2; 5 – Т  
(the length of the excitation wave – 280 nm; concentrations: Т – 0.05 mM, hydrogen peroxide – 1 mM, Mb(III) – 10 µM for samples  

N 1, 3, 4 and 5 µM for sample 2; pH values: for solutions N 1–3 and N 5 – 7.0,  for solution N 4 – 9.0) 
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трафиолетовой области спектра и регистрируются методом абсорбционной спектроскопии на 
длине волны, равной 280 нм. В масс-спектре им соответствует молекулярный ион с m/z = 139,09.

Тиазоловый компонент тиамина имеет полосу поглощения с максимумом при 250 нм, а при 
280 нм не регистрируется. Следовательно, образование 2-метил-4-амино-5-амино-метилпири-
мидина (с Rt = 3,88 мин) можно использовать в качестве маркера разрушения тиамина по тиами-
назному пути при регистрации поглощения в области 250–300 нм (рис. 4).

Рис. 3. Хроматограмма водного раствора тиамина, полученная на «Аджилент-1100»  
(пик тиамина – Rt = 9,25 мин; регистрация оптической плотности при длине волны 280 нм;  

концентрация тиамина – 0,1 мМ; фосфатный буфер, рН = 7,0)
Fig. 3. Chromatogram of aqueous thiamine solution obtained with an Agilent 1100  

(the peak of thiamine – Rt = 9.25 min; optical density was recorded at a wavelength of 280 nm;  
the concentration of thiamine – 0.1 mM, phosphate buffer; pH = 7.0)

Рис. 4. Хроматограмма водных растворов тиамина (T) в смеси с метмиоглобином и пероксидом водорода, получен-
ная на «Аджилент-1100» (пики: 2-метил-4-амино-5-гидроксиметил пиримидин – Rt = 3,88 мин, тиаминтиазолон – 
Rt = 7,88 мин, Т – Rt = 9,25 мин, тиазолон – Rt = 10,97 мин, тиаминдисульфид – Rt = 36,38 мин; исходные концентра-
ции: Т и пероксид водорода – 1,0 мМ, метмиоглобин – 10 мкМ; регистрация оптической плотности при длине волны 

280 нм; время инкубации растворов – 20 ч)
Fig. 4. Chromatogram of aqueous thiamine solutions in a mixture with methmyoglobin and hydrogen peroxide obtained with 
an Agilent 1100 (the peaks: 2-methyl 4-amino 5-hydroxymethyl pyrimidine – Rt = 3.88 min, thiamine thiazolone – Rt = 7.88 min,   
Т – Rt = 9.25 min, thiazolone – Rt = 10.97 min, thiamine disulfide – Rt=36.38 min; T and hydrogen peroxide initial concentra-
tions were 1.0 mM and that of methmyoglobin was 10 µM; optical density was recorded at a wavelength of 280 nm; the incu-

bation time of the solutions was 20 h)
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Пик со временем удерживания Rt = 3,88 мин на хроматограмме, полученной методом ВЭЖХ 
и представленной на рис. 4, в масс-спектре соответствует пику молекулярного иона с m/z = 139,09. 
В присутствии парацетамола ингибируется расщепление тиамина по углероду метиленового мо-
стика. Пик со временем удерживания Rt = 3,88 мин уменьшается вплоть до полного исчезнове-
ния (рис. 5).

Результаты измерения продуктов окисления тиамина в пероксидазной реакции, катализируе-
мой метмиоглобином в отсутствие и в присутствии парацетамола, приведены в табл. 1. Как вид-
но из представленных данных, наряду с расщеплением тиамина по метиленовому мостику про-
исходит окисление молекул тиамина с образованием тиаминдисульфида, оксодигидротиохрома, 
тиаминтиазолона. 

Т а б л и ц а  1. Выход продуктов окисления тиамина в пероксидазной реакции,  
катализируемой метмиоглобином, в отсутствие и в присутствии парацетамола

T a b l e 1. Yield of thiamine oxidation products in methemoglobin-catalyzed reaction  
in the absence and presence of paracetamol 

Состав  
инкубационной смеси

[TChr], мкМ,
Rt = 23 мин

[ODTСhr], мкМ,
Rt = 26 мин

[Т], мкМ,
Rt = 9,25 мин

[ТSST], мкМ,
Rt = 36,38 мин

[ТТ], мкМ,
Rt = 7,88 мин

[АP], мкМ,
Rt = 3,88 мин

Мb(III) + T + Н2О2 0,8 25,0 270,6 240,0 30,0 186,0
Мb(III) + T + PAR + Н2О2 51,0 374,0 293,4 78,0 57,0 90,0

П р и м е ч а н и е. Т – тиамин, TСhr – тиохром, OTСhr – оксодигидротиохром, TSST – тиаминдисульфид, ТТ – 
тиаминтиазолон, АР – 2-метил-4-амино 5-гидроксиметил пиримидин, PAR – парацетамол. Концентрации: тиамин  
и Н2О2 – 1 мМ, парацетамол – 0,1 мМ, метмиоглобин – 10 мкМ. Время инкубации растворов – 20 ч, 0,05 М фосфатный 
буфер, рН = 7,0.

В реакции между ферри-миоглобином и пероксидом водорода в результате двухэлектронно-
го окисления образуются +•Mb(IV=O) (соединение I) с радикалом, локализованным на порфири-
новом цикле, и молекула воды.

Рис. 5. Хроматограмма водных растворов тиамина (T) в смеси с метмиоглобином, парацетамолом и пероксидом  
водорода, полученная на «Аджилент-1100» (пики: тиаминтиазолон –  Rt = 7,88 мин, Т – Rt = 9,25 мин, тиохром –  
Rt = 23,51 мин, тиаминдисульфид – Rt = 36,38 мин; исходные концентрации: Т и пероксид водорода – 1,0 мМ, пара- 
цетамол – 0,1 мМ, метмиоглобин – 10 мкМ; время инкубации растворов – 20 ч; регистрация оптической плотности 

пиков выхода продуктов окисления тиамина при длине волны 280 нм)

Fig. 5. Chromatogram of aqueous thiamine solutions in a mixture with methmyoglobin, paracetamol and hydrogen peroxide 
obtained with an Agilent 1100 (the peaks: thiamine thiazolone – Rt = 7.88 min, Т – Rt = 9.25 min, thiochrome – Rt = 23.51 min, 
thiamine disulfide – Rt=36.38 min; initial concentrations: T and hydrogen peroxide – 1.0 mM, methmyoglobin – 10 µM;  
the incubation time of the solutions was 20 h; optical density of peaks of thiamine oxidation products yield was recorded  

at a wavelength of 280 nm)
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                                            Мb(III) + H2O2
 → +•Мb(IV)=O + Н2O.    

Один эквивалент окислителя расходуется на образование оксоферрильной формы гема Mb(IV=O), 
а другой – на образование порфиринового катиона π-радикала [9].

В отсутствие легкоокисляющихся субстратов, являющихся донорами электронов, происхо-
дит восстановление оксоферрильной формы миоглобина до ферри-формы под действием перо- 
ксида водорода:

                                                                    +•Мb(IV) = O + H2O2→ Мb(III) + H2O + O2. 

Взаимодействие оксоферрильной формы миоглобина (соединение I) с пероксидом водорода  
в отсутствие легкоокисляющихся соединений сопровождается генерацией кислорода и образо-
ванием ферри-формы миоглобина. Эти результаты свидетельствуют о разрушении метмиогло-
бином пероксида водорода по каталазному пути. При высоких концентрациях парацетамола или 
тиамина генерация метмиоглобином кислорода ингибируется вследствие разрушения пероксида 
водорода (табл. 2). Образование продуктов окисления парацетамола и тиамина наряду с ингиби-
рованием генерации кислорода свидетельствует, во-первых, о протекании реакции по перокси-
дазному механизму, во-вторых, о конкуренции за места связывания молекул парацетамола и ти-
амина с оксоферрильным комплексом гема.

Т а б л и ц а  2. Генерация кислорода при взаимодействии пероксида водорода с метмиоглобином  
в присутствии тиамина (Т), тиаминдифосфата (ТРР) и парацетамола (PАR)

T a b l e  2. Oxygen generation on interaction of hydrogen peroxide with methmyoglobin  
in the presence of thiamine (T), thiamine pyrophosphate (TPP) and paracetamol (PAR)

Состав раствора [O2], нмоль/л

Мb(III) + Н2О2 148
Мb(III) + Т (0,1 мМ) + Н2О2 73
Mb(III ) + Т (0,1 мМ) + PАR (0,1 мМ) + Н2О2 42
Мb(III) + ТPP (0,1 мМ) + Н2О2 108

П р и м е ч а н и е. Время инкубации водных растворов – 10 мин. Кон-
центрация метмиоглобина – 10 мкМ, пероксида водорода – 1 мМ, Т, ТРР  
и PAR – 0,1 мМ.

Результаты измерения продуктов окисления тиамина дифосфата в пероксидазной реакции, 
катализируемой метмиоглобином, в отсутствие и в присутствии парацетамола приведены в табл. 3.

Т а б л и ц а 3. Выход продуктов окисления тиаминдифосфата в пероксидазной реакции,  
катализируемой метмиоглобином в отсутствие и в присутствии парацетамола

 T a b l e 3. Yield of thiamine oxidation products in methemoglobin-catalyzed peroxidase reaction  
in the absence and presence of paracetamol

Состав [TPP], мкМ,
Rt = 3,56 мин

[ТСhrМР], мкМ, 
Rt = 12,22 мин

[ТСhrРР], мкМ, 
Rt = 10,24 мин

[АP], мкМ, 
Rt = 3,96 мин

[Тz-PP], мкМ, 
Rt = 2,48 мин

ТРР + Мb + Н2О2 895,0 – 3,1 51,0 50,0
ТРР + Мb + PАR + Н2О2 690,0 51,0 200,0 3,0 3,0

П р и м е ч а н и е. ТРР – тиаминдифосфат, ТСhrМР – тиохроммонофосфат, ТСhrРР – тиохромдифосфат, АP – 
2-метил-4-амино-5-гидроксиметилпиримидин, Tz-PP – О-дифосфорный эфир 4-метил-5-β-оксиэтилтиазолий. Кон-
центрация Т, ТМР, ТРР и Н2О2, PAR – 1 мM, Мb(III) – 10 мкM. Время инкубации растворов – 20 ч, 0,05 М фосфатный 
буфер, рН = 7,0.

Тиаминдифосфат и тиаминмонофосфат, так же как и тиамин, ингибируют генерацию кисло-
рода при инкубации с метмиоглобином и пероксидом водорода и расщепляются с образова- 
нием аминопиримидинового компонента и соответствующих моно- и дифосфатов тиазолового 
компонента. 

Протекание этой реакции для молекул тиамина схематически представлено на рис. 6.
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Как видно из данных, приведенных в табл. 3, оксоферрильные формы миоглобина катализи-
руют расщепление и окислительную трансформацию фосфатов тиамина в основном по тиами-
назному пути. Тиохромфосфаты и фосфаты тиаминдисульфида, в отличие от тиамина, практи-
чески не образуются после инкубации фосфорных эфиров тиамина с метмиоглобином и перок-
сидом водорода. Тирозин и парацетамол ингибируют тиаминазную активность, но увеличивают 
выход тиохрома или фосфатов тиохрома. В табл. 3 приведены результаты измерения выхода про-
дуктов окисления тиаминдифосфата в пероксидазной реакции, катализируемой метмиоглоби-
ном в отсутствие и в присутствии парацетамола. 

Следует отметить факт образования тиохроммонофосфата после инкубации тиаминдифос-
фата с метмиоглобином и пероксидом водорода. Вероятно, в растворе происходит частично гид- 
ролиз тиаминдифосфата и затем последующее окисление образовавшегося тиаминдифосфата  
и тиаминмонофосфата в тиохроммонофосфат (табл. 3).

Цитозольный белок миоглобин содержится в высоких концентрациях в скелетных и сердеч-
ных мышцах. Концентрация миоглобина, например, в сердце составляет величину порядка 0,2–
0,3 мМ. Как известно, миоглобин в кардиомиоцитах окисляется с образованием супероксиданио-
нов и пероксида водорода [40, 41]. Схематически этот процесс аутоокисления оксимиоглобина 
можно представить следующими уравнениями: 

                                    Mb(II)О2 + H+→ Mb(III) + О2
–,  (1)

                                                  2О2
– + 2H+→ H2O2.  (2)

Предполагается, что образовавшийся пероксид водорода может взаимодействовать с метмио-
глобином с образованием оксоферрильных форм миоглобина [41].

Действительно, после смешивания метмиоглобина с пероксидом водорода наблюдается обра-
зование оксоферрильных форм миоглобина: +•Мb(IV=O) (соединение I) и Мb(IV=O) (соединение 
II), которые легко регистрируются спектрофотометрически [16].

При нормальных физиологических условиях аутоокислительные реакции (1) и (2) очень мед-
ленны и протекают с низкой скоростью. Однако если кардиомиоциты функционируют в услови-
ях ишемии (низкое значение рН, низкое давление кислорода в тканях), то резко возрастает обра-
зование активных форм кислорода и оксоферрильных форм миоглобина [42, 43], что может вызвать 
снижение коферментной формы тиамина при окислительном стрессе и нарушение энергетиче-
ского метаболизма. 

 

Рис. 6. Предполагаемая схема расщепления молекул тиамина по атому углерода  
метиленового мостика в реакции, катализируемой метмиоглобином и пероксидом водорода

Fig. 6. Tentative scheme of splitting of the methylene bridge in a thiamine molecule  
in the methmyoglobin-and hydrogen peroxide-catalyzed reaction
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Анализ полученных результатов показал, что окислительная трансформация тиамина и фос-
форных эфиров протекает различными путями. После инкубации тиамина с метмиоглобином  
и пероксидом водорода образуются циклические продукты, такие как тиохром и оксодигидро- 
тиохром, образуется тиаминдисульфид, а кроме того, происходит расщепление молекулы тиами-
на по метиленовому мостику. Методом ВЭЖХ среди продуктов трансформации тиамина обна-
ружен продукт, время удерживания которого (Rt = 3,85 мин) совпадает с временем удерживания 
2-метил-4-амино-5-гидроксиметил-пиримидина. Таким образом, данные масс-спектроскопии, 
спектрально-флуоресцентные измерения (см. рис. 2), а также данные ВЭЖХ (см. табл. 1, рис. 4) 
свидетельствуют,  вероятнее всего, об образовании 2-метил-4-амино-5-гидроксиметил-пирими-
дина после инкубации тиамина с метмиоглобином и пероксидом водорода.

В случае инкубации монофосфата и дифосфата тиамина с оксоферрильными формами мио-
глобина образование тиохроммонофосфата и тиохромдифосфата затруднено. В смеси, содержа-
щей тиаминдифосфат, пероксид водорода и метмиоглобин, образуются лишь небольшие количе-
ства тиохромдифосфата в сравнении с количеством тиохрома и оксодигидротиохрома, образо-
вавшихся в растворах, содержащих тиамин. Эти результаты позволяют предположить, что вход 
в гемовый карман для молекул фосфорных эфиров тиамина затруднен по сравнению с молекула-
ми тиамина.

Заключение. После инкубации тиамина с метмиоглобином и пероксидом водорода происхо-
дит расщепление молекулы тиамина по углероду метиленового мостика и в растворе образуются 
аминопиримидиновый и тиазоловый компоненты в виде отдельных молекул.

Тиаминмонофосфат и тиаминдифосфат после инкубации с метмиоглобином и пероксидом 
водорода также расщепляются с образованием аминопиримидинового компонента и соответ-
ствующих моно- и дифосфатов тиазолового компонента.

Тирозин и парацетамол ингибируют в обоих случаях тиаминазную активность, но увеличи-
вают выход тиохрома или фосфатов тиохрома. Полученные результаты позволяют заключить, 
что тиамин и фосфорные эфиры тиамина расщепляются по метиленовому мостику под действи-
ем не только тиаминаз, но и метмиоглобина. Предполагается, что при разрушении тиаминди-
фосфата оксоферрильными формами миоглобина может наблюдаться недостаток тиамина в сер-
дечной мышце при окислительном стрессе.
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