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Основными механизмами реализации биологической активности витамина B1 (тиами-
на) в живых организмах считаются коферментные, регуляторные и нейротропные функции 
его фосфорилированных производных – тиаминди- и трифосфата (Кф 2.7.6.2). В литературе 
отсутствуют сведения о пространственной организации тиаминкиназы, её внутримолекуляр-
ной подвижности, взаимосвязи между структурой и возможностью регуляторного контроля 
активности глобулы при её конформационных перестройках. Нет или очень мало данных от-
носительно физико-химических свойств и функциональных групп фермента, геометрии 
строения его активного центра. Современные методы кинетической спектроскопии, белко-
вой химии позволяют решать перечисленные задачи. 

В настоящей работе с использованием флуоресцентной метки – пиридоксаль-5’-
фосфата – исследовалась структурная организация и динамика тиаминкиназы. 

Материалы и методы. Тиаминкиназу получали из головного мозга свиньи по опи-
санной ранее методике [1]. Количество пиридоксаль-5’-фосфата, связавшегося с белком, 
определяли гель-фильтрацией на колонке (1,2x40 см) с сефадексом G-50. Спектры флуорес-
ценции растворов регистрировали на установке СДЛ-2 (Ленинградского оптико-
механического объединения). Степень поляризации P измеряли статистическим способом 
[2], вводя коррекцию на различную чувствительность установки при регистрации по разному 
поляризованных составляющих излучения. Измерение длительности затухания свечения 
производили на  наносекундном импульсном спектрофлуориметре. Для управления аппара-
турой и обработки данных использовали ЭВМ IBM 386ДХ. Анализ кривых затухания с учё-
том длительности возбуждающих импульсов и функции отклика системы регистрации (де-
конволюцию) осуществляли по методу [3], подробно описанному ранее. Для учёта зависимо-
сти функции отклика системы регистрации от длины волны использовали метод, предложен-
ный в работе [2]. 

Результаты. С помощью метки – пиридоксаль-5’-фосфата исследованы свойства и 
параметры тиаминкиназы головного мозга свиньи при её взаимодействии с субстратами (ти-
амин, АТР), кофактором (ионами магния) и коферментом (пируватом). Показано, что моле-
кула фермента содержит два быстрореагирующих центра связывания метки по - или N-
концевым α-аминогруппам лизиновых остатков с KS 0.9x103 М-1. Модификация аминогрупп 
сопровождается выраженным увеличением скорости ферментативной реакции, причём ха-
рактер изменения скорости свидетельствует о неоднозначности обоих участков. Активация 
тиаминкиназы меткой объясняется наличием в ней карбонильной группы и схожа по меха-
низму с активацией пируватом. Пируват и субстрат фермента – тиамин, независимо от по-
следовательности своего внесения, эффективно тушат флуоресценцию обоих хромофоров 
метки, указывая на функциональную взаимосвязь их центров сорбции, реализуемых посред-
ство изменений белковой молекулы. Центры сорбции второго субстрата, АТР,  и ионов ко-
фактора, магния, не реагируют на локальные изменения в области связывания метки. 

Вывод. Полученные данные свидетельствуют, что участники сорбции субстратов, 
кофакторов и эффекторов тиаминкиназы пространственно удалены и их взаимодействие 
осуществляется путём конформационной перестройки глобулы белка. 
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