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Введение. Биосинтез коферментной формы витамина В1 –тиаминдифосфата – осуществляется тиамин-
киназой (КФ 2.7.6.2), механизм и пути регуляции которого могут существенно проясниться после выяснения 
структурной организации активного центра фермента, его конформационной подвижности. 

Цель. Исследование топографии активного центра тиаминкиназы, локальных конформационных пере-
строек, ответственных за функционирование белка. 

Материал и методы. Исследования выполнены на электрофоретически гомогенных препаратах фермен-
та головного мозга свиньи с использованием в качестве зондов 2-толуидинонафталин-6-сульфоната и 1-ани-
линонафталин-8-сульфоната. 

Результаты. Установлено, что активный центр тиаминкиназы представляет гидрофобную полость, 
в которой тиамин и АТФ сорбируются пиримидиновым и адениновым циклами, а дифосфатный радикал 
субстрата-донора направлен в сторону субстрата-акцептора. Пируват связывается вблизи места лока-
лизации тиамина и облегчает отщепление тиаминдифосфата. Ионы металлов определяют оптимальную 
геометрию сорбции субстратов и, очевидно, способствуют их сближению. Предложена модель организации 
каталитического центра тиаминкиназы. 

Выводы. Участки сорбции субстратов, кофакторов и эффекторов в молекуле фермента пространствен-
но разделены. Взаимодействие их осуществляется путем конформационной перестройки глобулы.
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Введение
В качестве перспективного биокатализатора 

для медицинского использования выступает тиа-
минкиназа (КФ 2.7.6.2), обеспечивающая синтез 
коферментной формы витамина В1. Важность 
ее исследования связана прежде всего с обна-
ружившейся инактивацией глобулы белка при 
ряде патологических состояний, воздействии 
неблагоприятных факторов внешней среды [1]. 
Прослеживается связь системы В1-зависимых 
процессов с развитием болезней Альцгеймера 
и Паркинсона [2, 3]. Молекулярные механиз-
мы патогенеза этих заболеваний пока не ясны, 
но физиологическая ценность работ по раскры-
тию механизма функционирования фермента 
начального этапа биотрансформации тиамина 
несомненна. С использованием разрешенной во 
времени флуориметрии, а также флуоресцент-
ной метки (пиридоксаль-5’-фосфата) нами на-
чаты исследования по влиянию субстратов (ти-
амин, Mg•АТФ), кофакторов (Mg2+, Мn2+, Са2+) 
и эффекторов (пируват, фосфоенолпируват) на 
структуру и внутримолекулярную подвижность 
тиаминкиназы [4, 5]. Показано, что активация 
белка меткой связана с наличием в ней карбо-
нильной группы и схожа по механизму с актива-
цией пируватом. Пируват и субстрат фермента 
– тиамин – эффективно тушат флуоресценцию 
хромофоров пиридоксаль-5’-фосфата, указывая 
на функциональную зависимость центров их 
связывания, реализуемую посредством конфор-
мационных изменений. Второй субстрат – АТФ 
и ионы двухвалентных металлов – простран-
ственно удалены от метки и не реагируют на 
локальные перестройки в области ее связыва-
ния. В результате расположение АТФ и ионов 

кофакторов в молекуле тиаминкиназы осталось 
невыясненным. 

Более значимую информацию о структуре 
и динамике белка часто удается получить при 
помощи природных или синтетических краси-
телей – зондов. В отличие от метки зонды сор-
бируются по иным функционально активным 
химическим группам (обратимо) и для их связы-
вания достаточно наличия в белковой молекуле 
подходящих участков, в которые зонд мог бы 
встроиться [6, 7]. Большинство нативных белков 
имеет не более 1-3 таких участков. Как правило, 
ими являются активные и/или аллостерические 
центры макромолекул и поэтому зонд чувстви-
тельно реагирует на изменения, происходящие 
в области катализа при взаимодействии белка с 
субстратами, ингибиторами или другими специ-
фическими лигандами.

Цель настоящей работы – дальнейшее изу-
чение активного центра тиаминкиназы с исполь-
зованием зондов для выяснения его топографии, 
локальных конформационных явлений, ответ-
ственных за функциональность белка. 

Материал и методы
Тиаминкиназу получали из головного моз-

га свиньи [8]. Активность фермента оценивали 
исходя из скорости наработки тиаминдифосфата 
– 1 мг белка за 1 ч при 37°С [1]. В качестве зон-
дов использовали 2-толуидинонафталин-6-суль-
фонат (ТНС) и 1-анилинонафталин-8-сульфонат 
(АНС). Количество зонда, связавшегося с бел-
ком, определяли гель-фильтрацией на колонке 
(1,2×40 см) с сефадексом G-50. Спектры флуо-
ресценции регистрировали на установке СДЛ-2 
(Россия). Спектральная ширина щелей не пре-
вышала 1 нм. В ходе исследований количество 
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образца подбиралось таким образом, чтобы его 
поглощение при длине волны возбуждения со-
ставляло 0,05 ОЕ. Квантовый выход (В) опреде-
ляли относительно водного раствора триптофа-
на, для которого В = 0,20 [9]. Степень поляри-
зации (Р) измеряли статическим способом [10], 
вводя коррекцию на разную чувствительность 
установки при регистрации по разному поляри-
зованных составляющих излучения. Измерение 
длительности затухания свечения производили 
на наносекундном импульсном спектрофлуо-
риметре [11]. Длительность импульсов возбуж-
дения составляла около 1 нс. Для управления 
аппаратурой и обработки данных применяли 
ЭВМ IBM 386ДХ, используя компьютерную 
программу из комплекса аппаратных средств 
обеспечения [12]. Анализ кривых затухания  с 
учетом длительности затухающих импульсов и 
функции отклика системы регистрации (обраще-
ние сверток), осуществляли с помощью специ-
ально разработанного теста [13], реализующего 
оптимизационный метод Пауэлла [14]. Для уче-
та зависимости функции отклика системы реги-
страции от длины волны использовали способ, 
описанный в работе [15]. 

Результаты и обсуждение
 Взятые нами красители – АНС и ТНС – неко-

валентно связываются в гидрофобных областях 
белковых молекул – чаще всего вблизи актив-
ных центров или мест сорбции аллостерических 
эффекторов [6, 7]. В водных растворах они об-
ладают крайне слабой флуоресценцией, однако 
при связывании с макромолекулами или мем-
бранами квантовый выход их флуоресценции 
увеличивается на 2-3 порядка. Это обстоятель-
ство позволяет практически не учитывать свече-
ния, присутствующего в растворе несвязавшего-
ся зонда. 

Общие флуоресцентные свойства зондов при-
ведены в таблице 1. Константы связывания (КS) 
определяли флуориметрически по методике, 
подробно изложенной в монографии [6]. При-
веденные значения КS являются усреднёнными, 
поскольку используемый метод предполагает 

Комплекс λ
макс

нм Р
440

Р
480

В Ks·104, 
М−1

фл, 350 350

ТНС (Н2O)

ТНС (этанол)

Е + АНС

Е + ТНС

Е + ТНС*

505 ±2,0

435 ±1,0

468 ±1,0

443 ±1,0

444 ±1,0

0,00

0,00

0,25

0,26

0,27

0,00

0,00

0,23

0,26

0,26

0,001

0,40

0,03

0,09

–

–

–

0,5

2,0

–

Таблица 1. – Параметры стационарной флуоресценции ТНС 
и АНС и константы их связывания KS с тиаминкиназой  
(Е) ( λвозб 350 нм). Условия определения: 0,01 М трис-НСl 
буфер (pH 7,3), Т 293°К, [Е] 0,24 М

* λвозб 390 нм

идентичность центров связывания. Несмотря на 
сходство структуры зондов, AHС и THС значи-
тельно (в 4 раза) различаются по величинам КS. 
Это свидетельствует о важности гидрофобных 
взаимодействий при образовании комплекса бе-
лок-зонд, т. е. в связывании с белком участвует 
гидрофобный гетероцикл, содержащий в случае 
ТНС боковую метильную группу. Поскольку 
ТНС лучше связывается с молекулой белка, бо-
лее информативен, наши результаты основаны 
на его флуоресцентных параметрах.

Таблица 2. – Влияние пирувата на флуоресцен-
цию комплекса ТНС - тиаминкиназа ( λвозб 337 
нм, концентрация пирувата – 5•10-3 М). Условия 
определения см. в подписи к таблице 1

Комплекс
τ1 τ2 S1 S2 X2

нс

ТНС (Н2О)
ТНС (этанол)

Е + ТНС*
Е + ТНС**
Е+ТНС+ 

пируват**

0,10±0,05
 7,9±0,44
11,2±0,33
11,3±0,42
10,2±0,40

—
—

2,3±0,13
1,9±0,21
1,9±0,20

1,00
1,00
0,92 
0,90
0,88

—
—

0,08
0,10
0,12

1,45
1,25
1,05
1,34
1,36

*λфл 430 нм, **λфл 480 нм

Согласно таблице 1, ТНС в комплексе с ти-
аминкиназой имеет коротковолновое положе-
ние спектра флуоресценции (443 нм), что под-
тверждает его локализацию в гидрофобном 
участке макромолекулы. Квантовый выход 
свечения (В) при этом составляет 9%. Неэкс-
поненциальность затухания флуоресценции 
ТНС во многих случаях объясняется наличием 
наносекундной релаксации, при этом при кра-
евом возбуждении, как правило, наблюдается 
батохромное смещение спектров, достигающее, 
например, у сывороточного альбумина человека  
14 нм [16]. При связывании ТНС с тиаминки-
назой использование длинноволнового возбуж-
дения (390 нм) вызывает лишь незначительный 
сдвиг спектра излучения, не превышающий 1 нм 
(табл. 1). Увеличение температуры раствора до 

35°С также не изменяет ”краевой эф-
фект”. Всё это указывает на отсутствие 
наносекундной релаксации хромофо-
ров. В этой связи главной причиной 
неэкспоненциальности законов зату-
хания флуоресценции ТНС является 
гетерогенность центров связывания 
зонда на молекуле фермента. Мате-
матический анализ кривых затухания 
показал, что они хорошо аппрокси-
мируются суммой двух экспонент с 
разными значениями длительности:  
τ1=11,2±0,33 и τ2=2,3±0,13 нс (табл. 2).

Вода – эффективный тушитель 
флуоресценции ТНС [3]. Тушение 
происходит по механизму переноса 
электрона на кластер, состоящий из 
четырех молекул воды. Для комплек-
са ТНС-тиаминкиназа возможности 
образования кластера ограничены и 
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поэтому тушение водой несущественно. Пред-
полагается [17], что молекулы зонда в комплек-
се с белками могут иметь две конформации: 
плоскую, когда нафтильное и фенильное кольца 
находятся в одной плоскости (а), и тетраэдри-
ческую с атомом азота в вершине тетраэдра (б). 
Конформер (а) вследствие смещения электрон-
ной плотности при возбуждении от фенильного 
кольца и атома азота к нафтильному обладает 
значительным дипольным моментом, поэтому 
его флуоресцентные свойства в отличие от кон-
формера (б) зависят от полярности растворите-
ля. Исходя из этого, можно допустить, что тип 
конформера в местах сорбции будет определять-
ся свойствами центра,  прежде всего его геоме-
трией. Отсюда следует, что оба компонента за-
тухания флуоресценции обусловлены свечением 
двух разных центров. Хромофоры, имеющие 
большую длительность свечения, представля-
ют собой конформеры (б) ТНС, а хромофоры с 
меньшим τфл – конформеры (а). Конформер (а), 
вероятно, более подвижен и испытывает зна-
чительное динамическое тушение со стороны 
аминокислотных остатков белка. Вклад этих 
хромофоров во флуоресценцию связанного 
с белком ТНС незначителен и составляет 8%  
при λфл 430 нм. С увеличением длины волны 
свечения вклад компонентов практически не из-
меняется (табл. 2), что указывает на близость их 
спектров излучения, следовательно, и диполь-
ных свойств окружения. В пределах спектра флу-
оресценции значение τ1 остается неизменным, τ2 
уменьшается. Релаксационные процессы, про-
текающие параллельно с излучением, приводят 
к противоположной спектральной зависимости 
длительности свечения и поэтому не могут слу-
жить причиной наблюдаемых изменений τ2. 

Как известно, непосредственную информа-
цию о динамических свойствах связанных с бел-
ком молекул зонда дают поляризационные изме-
рения. При отсутствии движений самого зонда 
деполяризация его флуоресценции будет про-
исходить исключительно за счёт броуновского 
вращения всей белковой глобулы. В этом случае 
расчёт по формуле Левшина-Перрена при значе-
ниях Р0 = 0,44 [6] и Mr = 52000 для димерной 
тиаминкиназы [8] даёт значение Р = 0,24. Это 
значение близко к экспериментально определяе-
мым (cм. табл. 1). Высокие значения степени по-
ляризации, постоянные в пределах всей полосы 
флуоресценции, свидетельствуют о жёсткости 
окружения зонда, имеющего большую длитель-
ность свечения и вносящего наиболее значимый 
вклад в излучение, и об отсутствии у него на-
ноcекундной динамики. 

Отсутствие обмена энергией электронного 
возбуждения между зондами говорит о значи-
тельной (более 10 Å) пространственной разо-
бщённости двух центров связывания ТНС на 
молекуле тиаминкиназы. Наличие нескольких 
разных участков связывания для ТНС было об-
наружено нами и ранее [4] методом гель-филь-
трации, при графическом представлении данных 
эксперимента в координатах Скэтчарда.

При внесении АТФ в раствор тиаминкиназы, 

после преинкубации белка с зондом, наблюда-
ется значительное возрастание интенсивности 
свечения зонда и смещение максимума спек-
тра флуоресценции в коротковолновую область 
приблизительно на 8 нм (рис. 1, кривая 2). Это 
свидетельствует о том, что АТФ и ТНС имеют 
разные области сорбции на молекуле белка, рас-
положенные в непосредственной близости друг 
от друга, причём после связывания субстрата с 
белком заметно повышается гидрофобность ми-
кроокружения ТНС. Скорее всего, АТФ ограни-
чивает доступ молекул воды к зонду.

Рисунок 1. – Влияние АТФ (2), тиамина (3,6) и пиру-
вата (4) на спектры флуоресценции ТНС, связанного 
с тиаминкиназой (1-4) и её комплекса с магнием (5,6). 
Условия определения: [E] 0,25 мг/мл, [тиамин] 5•10- 5, 
[ATФ] 5•10-4, Mg2+ 1•10−,3[пируват] 5•10−3 M; 0,01 М 

трис-НСl буфер (pH 7,3), λвозб 350 нм

Другой субстрат – тиамин – конкурирует за 
место связывания с ТНС, что выражается в ту-
шении флуоресценции последнего в присут-
ствии тиамина (рис. 1, кривые 3, 6), т. е. одним 
из двух участков локализации ТНС на молекуле 
тиаминкиназы головного мозга является актив-
ный центр фермента. Однозначным тому под-
тверждением могут служить результаты по из-
учению торможения активности тиаминкиназы 
по отношению к тиамину под действием ТНС 
(рис. 2). ТНС – конкурентный ингибитор с кон-
стантой ингибирования, равной 1,7•10−5 М, что 
указывает на высокое сродство данного краси-
теля к ферменту, близкое к сродству самого ти-
амина (рис. 2). Второй центр связывания зонда, 
возможно, является центром аллостерической 
регуляции, так как флуоресценция ТНС тушит-
ся пируватом (рис. 1, кривая 4), что наблюдает-
ся при связывании эффектора в ингибиторном 
центре фермента. При концентрации пирувата 
5•10−3 M, когда его активирующее действие 
на ферментативную активность тиаминкиназы 
наиболее заметно, явно обнаруживается воздей-
ствие эффектора на оба центра связывания ТНС 
(табл. 2). Модельные исследования тушения 
флуоресценции пируватом в водно-спиртовых 
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растворах показали, что эффективное тушение 
флуоресценции комплекса зонд-белок лигандом 
не может быть объяснено иначе как связывани-
ем тушителя с ферментом.

Рисунок 2. – Зависимость скорости  
ферментативной реакции от концентрации тиамина в 

координатах Лайнуивера-Берка.  
[THC] = 0 (1), 3•10−5 (2) и 5•10−5 М (3)

Сопоставление спектров излучения комплек-
са ТНС-тиаминкиназа после внесения в раствор 
тиамина и после внесения пирувата (рис. 1) пока-
зывает, что функциональная взаимосвязь указан-
ных выше метаболитов и тиаминкиназы реали-
зуется, очевидно, следующим образом: конфор-
мационные перестройки в белке, происходящие 
вследствие связывания пирувата, способствуют 
большему раскрытию области активного цен-
тра фермента, обеспечивая тем самым лучший 
доступ к нему молекул тиамина. Одновременно 
повышается подвижность микроокружения ак-
тивного центра. Характерные признаки такого 
взаимодействия – длинноволновое смещение 
спектра флуоресценции комплекса THС-белок 
(рис. 1) и уменьшение длительности его свече-
ния (табл. 2) под воздействием эффектора.

Структурные аналоги пирувата – этиловый 
эфир пирувата и фосфоенолпируват  – по-раз-
ному влияют на флуоресценцию комплекса ти-
аминкиназа-ТНС (рис. 3а, табл. 3). Фосфоенол-
пируват в концентрации 5•10−3 М вызывает 
значительное (приблизительно в 5 раз) тушение 
флуоресценции связавшегося с ферментом зон-
да, этиловый эфир пирувата характеризуется бо-
лее низкой эффективностью тушения. 

Результаты модельных исследований пока-
зывают (рис. 3б), что последний – наиболее эф-
фективный тушитель флуоресценции водно-эта-
нольных (1:20) растворов ТНС. При этом следу-
ет отметить, что тушение флуоресценции ТНС 
в основном статическое, обусловленное образо-
ванием нефлуоресцирующих комплексов зонда 
с молекулой тушителя, о чем свидетельствует 
более значительное уменьшение интенсивности 

Следовательно, главной причиной уменьше-
ния интенсивности флуоресценции связанного 
с тиаминкиназой ТНС может быть диссоциация 
комплекса зонд-фермент и образование нового 
комплекса эффектора с зондом. Это возможно 
только в том случае, если эффекторы и ТНС име-
ют общие или находящиеся в непосредственной 
близости друг от друга центры сорбции. В та-

Рисунок 3. – Влияние пирувата (2), фос-фоенолпиру-
вата (3) и этилового эфира пирувата (4) на спектры 

флуоресценции комплекса ТНС-тиаминкиназа в 0,01 М 
трис-HCl  буфере (pH 7,3) (а) и ТНС в водно-этанольном 
(1:20 )растворе (б). [Эффектор] 0 (1), 5•10-3М (2-4). λвозб 

350 нм
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свечения флуорофора по сравнению с уменьше-
нием длительности (табл. 3).

Таблица 3. – Влияние пирувата, этилового эфи-
ра пирувата и фосфоенолпирувата на параметры 
стационарной и разрешённой во времени флу-
оресценции ТНС (λвозб 337 нм, λфл 440 нм) при 
связывании с тиаминкиназой (5:1) [Эффектор] 
5•10−3 М. Условия определения см. в подписи 
к таблице 1
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кой ситуации относительно невысокая эффек-
тивность тушения флуоресценции комплекса 
фермент-ТНС под действием этилового эфира 
пирувата подтверждает правомочность сделан-
ного выше вывода о важности  карбоксильной 
группы пирувата в связывании с ферментом. 

Более того, карбоксильная группа пирува-
та существенна для связывания в активирую-
щем центре тиаминкиназы, который находится 
вблизи центра сорбции тиамина. Эти выводы 
вытекают из сравнения результатов воздействия 
фосфоенолпирувата и пирувата на спектральные 
и кинетические характеристики комплекса фер-
мент-ТНС (рис. 1, табл. 3).

Несмотря на то, что фосфоенолпируват и 
пируват имеют общий центр связывания с тиа-
минкиназой, первый является ингибитором, ве-
роятно, из-за отсутствия карбонильной группы. 
Определённую роль может играть и фосфатная 
группа фосфоенолпирувата, способная создать 
стерические препятствия взаимодействию тиа-
мина с фосфатными группами АТФ.

Исследование воздействия ионов Mg2+ на 
комплекс зонд-ТНС-тиаминкиназа показало, что 
внесение в раствор фермента ионов металла по-
сле предварительной инкубации белка с ТНС и 
далее – с субстратами или эффекторами – замет-
ного влияния на параметры флуоресценции ТНС 
не оказывает. Однако в случае, когда краситель 
первоначально взаимодействует с комплексом 
металл-белок и лишь затем – с тиамином или 
пируватом, двухвалентные ионы металла вносят 
принципиальные изменения в флуоресцентные 
характеристики зонда (рис. 1). Зондирование ти-
аминкиназы посредством ТНС после её связы-
вания с Mg2+ свидетельствует, что в результате 
воздействия кофактора на молекулу белка обла-
сти локализации зонда приобретают исключи-
тельную гидрофобность. Данный вывод вытека-
ет из того, что спектр флуоресценции комплек-
са Mg2+-Е-ТНС имеет очень коротковолновое  
положение (λмакc=419 нм, рис. 1), которое  
наблюдается у ТНС, например, в бутаноле или 
диоксане. В этой связи наиболее обоснованным 
выглядит предположение о том, что ионы метал-

ла связывают (фиксируют) подвижные полярные 
боковые группы аминокислот, которые ограни-
чивают доступ субстратам и аллостерическим 
эффекторам к активному центру. В результате 
создаются оптимальные условия для протекания 
ферментативной реакции и ее аллостерической 
регуляции. При этом не исключена вероятность 
того, что после связывания с ионами металла в 
молекуле тиаминкиназы "открываются" допол-
нительные регуляторные участки взаимодей-
ствия с аллостерическими эффекторами. Сход-
ная интерпретация результатов прослеживается 
при анализе зависимости скорости фермента-
тивной реакции от концентрации активаторов 
(Мg2+, Mn2+, Ca2+) в отсутствие и при наличии 
избытка ионов металлов [1], результатов соб-
ственной флуоресценции белка в присутствии  
ионов [4], их воздействия на комплекс тиамин-
киназа-пиридоксаль-5’-фосфат [5].

Таким образом, проведенные исследования 
позволяют сделать вывод, что активный центр 
тиаминкиназы головного мозга представляет 
собой гидрофобную полость, в которой суб-
страты – тиамин и АТФ – адсорбируются так, 
что пирофосфатный радикал субстрата-доно-
ра направлен в сторону субстрата-акцептора  
(рис. 4). Ионы двухвалентных металлов за счёт 
связывания подвижных отрицательно заряжен-
ных групп белка и пирофосфатной группы АТФ 
обеспечивают оптимальную геометрию сорбции 
молекул субстратов в активном центре фермента 
и, очевидно, способствуют их сближению.

Что касается активирующего эффекта пиру-
вата, то, связываясь карбоксильной и, возможно, 
карбонильной группами в гидрофильной об-
ласти, в непосредственной близости от центра 
локализации тиамина, данный метаболит путем 
взаимодействия карбонильной группы пирува-
та с четвертичным азотом тиазола витамина В1 
может облегчать процесс отщепления продукта 
– тиаминдифосфата – от молекулы тиаминкина-
зы. Кроме того, его связывание повышает сег-
ментальную подвижность белковой молекулы, 
что может приводить к увеличению скорости 
реакции.

Рисунок 4. – Схема расположения субстратов и пирувата в активном центре тиаминкиназы
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Вывод
Результаты исследований свидетельствуют о 

том, что участки сорбции субстратов, кофакто-
ров и эффекторов тиаминкиназы головного моз-

га свиньи,  пространственно разделены,  их взаи-
модействие осуществляется путём конформаци-
онной перестройки глобулы белка. Предложена 
схема топографии активного центра фермента.
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TOPOGRAPHY RESEARCH OF THIAMINE KINASE ACTIVE CENTER IN PIG BRAIN 
USING FLUORESCENT PROBES

Chernikevich I. P., Kravec E. V., Khilmanovich E. N.
Educational Establishment «Grodno State Medical University», Grodno, Belarus

Background. Biosynthesis of thiamine-diphosphate – coenzyme form of B1 – is carried out with thiamine kinase 
(EC 2.7.6.2). The mechanism and ways of its regulation can be essentially clarified after identification of structural 
organization of enzyme active center and its conformational mobility.

Objective. To study topography of thiamine kinase active center in pig brain and local conformation phenomena, 
which are responsible for protein functionality.

Material and methods. Research has been carried out on electrophoretically homogeneous preparations of pig 
brain enzyme using 2-toluidinenaphthalene-6-sulfonate and 1-anilinonaphthalene-8-sulfonate as probes.

Results. It has been established that active center of thiamine kinase is a hydrophobic cavity, where thiamine and 
ATP (adenosine triphosphate) are sorbed by pyrimidine and adenine cycles, and diphosphate radical of substrate-
donor is directed to substrate-acceptor side. Pyruvate is connected where thiamine is located and facilitates elimination 
of thiamine diphosphate. Metal ions define optimal sorption geometry of substrates and, obviously, contribute to its 
convergence. Organization model of thiamine kinase catalytic center has been proposed.

Conclusions. The sorption area of substrates, cofactors and effectors in enzyme molecule are spastically divided. 
Their interaction is implemented with conformational reorganization of globule.
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