
Ó×ÅÍÛÅ ÇÀÏÈÑÊÈ ÊÀÇÀÍÑÊÎ�Î ÓÍÈÂÅ�ÑÈÒÅÒÀÒîì 154, êí. 1 Ôèçèêî-ìàòåìàòè÷åñêèå íàóêè 2012
ÓÄÊ 541.12.038.2:536.75:536.728Ï�ÎÑÒ�ÀÍÑÒÂÅÍÍÎÅ ÑÒ�ÎÅÍÈÅ ÓÑÈËÈÂÀÞÙÅ�ÎÂÈ× �ÅÏÒÀÏÅÏÒÈÄÀ Glu-Ile-Leu-Asn-His-Met-LysÂ �ÀÑÒÂÎ�Å È ÊÎÌÏËÅÊÑÅ: �ÅÏÒÀÏÅÏÒÈÄ �ÌÎÄÅËÜ ÁÈÎËÎ�È×ÅÑÊÎÉ ÌÅÌÁ�ÀÍÛÈ.Ç. �àõìàòóëëèí, Ä.Ñ. Áëîõèí, Î.Â. Àãàíîâà, À.�. Þëüìåòîâ,À.Â. Ôèëèïïîâ, À.Â. Àãàíîâ, Â.Â. Êëî÷êîâÀííîòàöèÿÌåòîäàìè ßÌ� 1Í ñïåêòðîñêîïèè, äâóìåðíîé ßÌ� (TOCSY, HSQC-HECADE,NOESY) ñïåêòðîñêîïèè îïðåäåëåíî ïðîñòðàíñòâåííîå ñòðîåíèå ñèíòåòè÷åñêîãî �ðàã-ìåíòà SEVI � ãåïòàïåïòèäà Glu-Ile-Leu-Asn-His-Met-Lys â ðàñòâîðå è êîìïëåêñå: ãåï-òàïåïòèä � ìîäåëü ïîâåðõíîñòè ìåìáðàíû êëåòêè (ìèöåëëû äîäåöèëñóëü�àòà íàòðèÿ,ÄÑÍ). Êîìïëåêñîîáðàçîâàíèå ïîäòâåðæäåíî èçìåíåíèåì õèìè÷åñêèõ ñäâèãîâ ßÌ� 1Íñïåêòðîâ ãåïòàïåïòèäà, à òàêæå çíàêàìè è âåëè÷èíàìè ÿäåðíîãî ý��åêòà Îâåðõàóçå-ðà â ðàçëè÷íûõ ñðåäàõ. Ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ïðîñòðàíñòâåííîãî ñòðîåíèÿ ãåïòàïåïòèäàGlu-Ile-Leu-Asn-His-Met-Lys, îïðåäåëåííîãî â âîäíîì ðàñòâîðå è êîìïëåêñå.Êëþ÷åâûå ñëîâà: îëèãîïåïòèäû, ìèöåëëû, ßÌ� 1Í ñïåêòðîñêîïèÿ, TOCSY,NOESY. ÂâåäåíèåÏåïòèä PAP248−286 (àíãë. prostati
 a
id phosphatase � ïðîñòàòè÷åñêàÿ êèñëàÿ�îñ�àòàçà), ñîñòîÿùèé èç 39 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, ïðîäóöèðóåòñÿ ïðîñòàòîéè ñîäåðæèòñÿ â ñïåðìå. Ïîêàçàíî, ÷òî ýòîò ïåïòèä �îðìèðóåò àìèëîèäîïîäîáíûå�èáðèëëû [1℄, îáðàçóþùèå âîëîêíà âáëèçè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû è èãðàþùèå îïðå-äåëåííóþ ðîëü â îïëîäîòâîðåíèè [2℄. Âìåñòå ñ òåì ïðèñóòñòâèå âîëîêîí �À� ìîæåòìíîãîêðàòíî óâåëè÷èòü ðèñê èí�åêöèé, â òîì ÷èñëå è ÂÈ×, ñïîñîáñòâóÿ ïðèêðåï-ëåíèþ âèðóñà ê æèâîé êëåòêå [3℄. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ýòè àìèëîèäíûå âîëîêíà,èçâåñòíûå êàê SEVI (Semen-derived Enhan
er of Viral Infe
tion � ïîëó÷åííûé èçñïåðìû, óñèëèâàþùèé âèðóñíóþ èí�åêöèþ), ñëóæàò ïîëèêàòèîííûìè ìîñòàìè,íåéòðàëèçóþùèìè îòðèöàòåëüíûé çàðÿä (çàðÿä íà ïîâåðõíîñòè ìåìáðàíû) ìåæäóêàïñèäîì âèðóñà è ìåìáðàíîé êëåòêè [4℄. Îäíàêî ìåõàíèçì äåéñòâèÿ �À� äî ñèõïîð îñòàåòñÿ ñëàáî èçó÷åííûì.Öåíòðàëüíûì �ðàãìåíòîì PAP248−286 ÿâëÿåòñÿ ãåïòàïåïòèä Glu-Ile-Leu-Asn-His-Met-Lys (EILNHMK), âñëåäñòâèå ÷åãî ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èçó÷åíèå âçà-èìîäåéñòâèÿ ãåïòàïåïòèäà ñ êëåòî÷íîé ìåìáðàíîé ìîæåò áûòü ïîëåçíûì äëÿ ïî-íèìàíèÿ ìåõàíèçìà àêòèâíîñòè äàííîãî ïåïòèäà â öåëîì.Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â îïðåäåëåíèè ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóê-òóðû EILNHMK â ìåìáðàíîïîäîáíîì îêðóæåíèè (ìèöåëëû äîäåöèëñóëü�àòà íà-òðèÿ, ÄÑÍ) ìåòîäàìè ßÌ�-ñïåêòðîñêîïèè âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ. Îïèñàíèå ïðî-ñòðàíñòâåííîãî ñòðîåíèÿ êîìïëåêñà PAP-ïåïòèä � ìåìáðàíà òàê æå, êàê è ñòðîåíèåPAP-ïåïòèäà â ðàñòâîðå, ïîçâîëèò ïîäîéòè ê ïîíèìàíèþ îäíîãî èç âàæíûõ ìåõà-íèçìîâ ïðîöåññîâ áèîõèìè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ, ïðîòåêàþùèõ íà ïîâåðõíîñòèêëåòîê. Ýòî, â ñâîþ î÷åðåäü, â ïåðñïåêòèâå äàñò âîçìîæíîñòü ïîèñêà ý��åêòèâ-íûõ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ, èíãèáèðóþùèõ ñâÿçûâàíèå êëåòî÷íîé ìåìáðàíûñ âèðóñîì ÂÈ× èëè äðóãîé âèðóñíîé èí�åêöèåé.



64 È.Ç. �ÀÕÌÀÒÓËËÈÍ È Ä�.1. Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòüÑèíòåç èññëåäóåìîãî ãåïòàïåïòèäà âûïîëíÿëè ìåòîäîì òâåðäî�àçíîãî ñèí-òåçà [5, 6℄ ñ ïîìîùüþ àâòîìàòè÷åñêîãî ñèíòåçàòîðà ïåïòèäîâ ABI 433A (AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA) [7℄ ïðè èñïîëüçîâàíèè àìèíîêèñëîò, çàùèùåí-íûõ 9-�ëóîðåíèëìåòîêñè-êàðáîíèëüíûìè ãðóïïàìè, è êîíòðîëåì ïðîöåññà ïî àíà-ëèçó ïðîâîäèìîñòè ðåàêöèîííîé ñìåñè. Îòäåëåíèå ïåïòèäà îò ïîäëîæêè è çà-ùèòíûõ ãðóïï ïðîèçâîäèëè â êèñëîé ñðåäå íà îñíîâå òðè�òîðóêñóñíîé êèñëîòû.Î÷èñòêó ïåïòèäà ïðîèçâîäèëè ìåòîäîì âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîé æèäêîñòíîé õðî-ìàòîãðà�èè íà ïðèáîðå Series 200 Perkin Elmer HPLC System (Waltham, MA,USA) â ñèñòåìå âîäà � àöåòîíèòðèë. Êà÷åñòâî êîíå÷íîãî ïðîäóêòà õàðàêòåðèçî-âàëè, èñïîëüçóÿ ìåòîä MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption-Ionization)ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè. Îáðàçåö ïåïòèäà õðàíèëè ïðè òåìïåðàòóðå −75 ◦Ñ äî åãîèñïîëüçîâàíèÿ.�åãèñòðàöèþ îäíîìåðíûõ (1H, 13Ñ) è äâóìåðíûõ (1H�1H, 1H�13Ñ) ñïåêòðîâßÌ� ãåïòàïåïòèäà EILNHMK â ðàñòâîðàõ âîäû (H2O+D2O/95%+5%) è ëèî-òðîïíîé æèäêîêðèñòàëëè÷åñêîé ñðåäû ïðîâîäèëè íà ßÌ�-ñïåêòðîìåòðå AVANCEII-500 (Bruker) (500 Ì�ö (1 Í), 125.76 Ì�ö (13 Ñ)) ïðè òåìïåðàòóðå 293 K. Ñïåê-òðîìåòð ðàáîòàë â ðåæèìå âíóòðåííåé ñòàáèëèçàöèè ïî ëèíèè ðåçîíàíñà 2Í. Ïðèçàïèñè ñïåêòðîâ ßÌ� 1Í èñïîëüçîâàëè 90◦-èìïóëüñû è çàäåðæêè ìåæäó èìïóëü-ñàìè ðàâíÿëèñü 2 ñ; øèðèíà ñïåêòðà áûëà 8.6 ì.ä.; ÷èñëî íàêîïëåíèé îò 10. Äëÿîòíåñåíèÿ ñèãíàëîâ â ñïåêòðàõ ßÌ� 1H ãåïòàïåïòèäà èñïîëüçîâàëè 2D TOCSY-ñïåêòðîñêîïèþ. Îáðàçöû ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé ðàñòâîðû ñîåäèíåíèÿ â ñîîòâåòñòâó-þùèõ ñðåäàõ, êîíöåíòðàöèè âåùåñòâ 0.5�0.6% (âåñîâûõ) ïðè çàïèñè ßÌ� 1Í è
13Ñ ñïåêòðîâ. Õèìè÷åñêèå ñäâèãè îïðåäåëÿëè îòíîñèòåëüíî ÄÑÑ (4,4-äèìåòèë-4-ñèëàïåíòàí-1-ñóëü�îêèñëîòà). Îøèáêà â îïðåäåëåíèè âåëè÷èí äèïîëü-äèïîëüíîãîâçàèìîäåéñòâèÿ íå ïðåâûøàëà 1 �ö.Îñòàòî÷íûå âåëè÷èíû äèïîëü-äèïîëüíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ (ÄÄÂ) ìåæäó ìàã-íèòíûìè ÿäðàìè â EILNHMK îïðåäåëÿëèñü â ñìåñè n-àëêèë-ïîëè(ýòèëåí)ãëèêîëü(Ñ12Å5 , ãäå 12 � ÷èñëî àòîìîâ óãëåðîäà â n-àëêèëüíîé ãðóïïå, à 5 � ÷èñëî ãëèêîëü-íûõ ãðóïï â ïîëè(ýòèëåí)ãëèêîëå) è n-ãåêñàíîë â âîäå (5.6% (âåñîâûõ)). Ìîëÿðíîåîòíîøåíèå n-àëêèë-ïîëè(ýòèëåí)ãëèêîëü : ãåêñàíîë ðàâíî 0.96. Ñóùåñòâîâàíèå ëà-ìåëëÿðíîé Lα -�àçû ïîäòâåðæäàëîñü íàáëþäåíèåì êâàäðóïîëüíîãî ðàñùåïëåíèÿßÌ�-ñèãíàëà ÿäðà 2H âîäû D2O [8℄, âõîäÿùåé â ñîñòàâ æèäêîêðèñòàëëè÷åñêîé ñè-ñòåìû. Æèäêîêðèñòàëëè÷åñêàÿ ñèñòåìà íà îñíîâå n-àëêèë-ïîëè(ýòèëåí)ãëèêîëÿ èn-ãåêñàíîëà ãîòîâèëàñü òàê, êàê îïèñàíî â ðàáîòàõ [9, 10℄. Ìèöåëëÿðíûé ðàñòâîðÄÑÍ â Í2Î+D2O ãîòîâèëè ïðè êîíöåíòðàöèè 12 ã/ë. Ïîðîøîêîîáðàçíûé ãåïòà-ïåïòèä ñìåøèâàëè ñ ìèöåëëÿðíûì ðàñòâîðîì íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä èçìåðåíèÿìè.Ïðè ïðîâåäåíèè äâóìåðíûõ ßÌ�-ýêñïåðèìåíòîâ (NOESY-ìîäè�èêàöèÿ) â ìî-ëåêóëÿðíîé ñèñòåìå âðåìÿ çàäåðæêè ìåæäó ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè èìïóëüñîâ áûëîâòðîå áîëüøèì, ÷åì óñðåäíåííîå âðåìÿ ïðîäîëüíîé ðåëàêñàöèè T1 äëÿ ïðîòîíîâãåïòàïåïòèäà EILNHMK. Ñïåêòðû çàïèñûâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì �àçî÷óâñòâèòåëü-íîé ìåòîäèêè äëÿ 1024 òî÷åê F2 -êîîðäèíàòû è 256 òî÷åê F1 -êîîðäèíàòû; èñïîëü-çîâàëè ýêñïîíåíöèàëüíóþ �èëüòðàöèþ âäîëü îáåèõ êîîðäèíàò. Ïàðàìåòð âðåìåíèñìåøèâàíèÿ τm âûáèðàëè ðàâíûì 0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30, 0.35 è 0.40 ñ.2. �åçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå2.1. ßÌ�-ñïåêòðîñêîïèÿ ãåïòàïåïòèäà EILNHMK â ðàñòâîðå. Îáú-åêò èññëåäîâàíèÿ (ðèñ. 1) ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îëèãîïåïòèä, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿñåìü àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ: ãëóòàìèíîâóþ êèñëîòó, èçîëåéöèí, ëåéöèí, àñïà-ðàãèí, ãèñòèäèí, ìåòèîíèí è ëèçèí.
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�èñ. 1. Ñòðóêòóðíàÿ �îðìóëà ãåïòàïåïòèäà Glu-Ile-Leu-Asn-His-Met-Lys (EILNHMK)

1.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.58.08.5 ppm
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�èñ. 2. Ñïåêòð ßÌ� 1Í (500 Ì�ö) ãåïòàïåïòèäà EILNHMK â ðàñòâîðå Í2Î+D2ÎÒàáë. 1ßÌ�1Í-õèìè÷åñêèå ñäâèãè ãåïòàïåïòèäà EILNHMK â ðàñòâîðå 2Î+D2ÎÎñòàòîê Õèìè÷åñêèå ñäâèãè, ì.ä.NH Hα Hβ Hγ Ïðî÷èåGlu 3.95 2.31 1.97Ile 8.56 4.04 1.66 0.74 1.03 (γ1), 0.72 (δ)Leu 8.34 4.22 1.44 1.34 0.76 (δ1), 0.70 (δ2)Asn 8.48 4.50 3.09 7.15 (δ2)His 8.4 4.53 2.61 7.47 (δ1), 6.77 (δ2)Met 8.29 4.31 1.93 2.44 1.97 (ε)Lys 8.19 4.13 1.74 1.29 1.55 (δ), 2.86 (ε), 7.40 (z)Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåí ñïåêòð ßÌ� 1Í (500 Ì�ö) ãåïòàïåïòèäà EILNHMK,ðàñòâîðåííîãî â âîäíîé ñðåäå, à â òàáë. 1 ïðèâåäåíû ßÌ� 1H õèìè÷åñêèå ñäâèãèèññëåäóåìîãî ãåïòàïåïòèäà.Îòíåñåíèå ñèãíàëîâ àëü�à-ïðîòîíîâ, ïðîòîíîâ ìåòèëåíîâûõ è ìåòèëüíûõ ãðóïïãåïòàïåïòèäà EILNHMK áûëî ñäåëàíî ñ ó÷åòîì äàííûõ äâóìåðíûõ 1Í�1H TOCSY(ñì. ðèñ. 3 â êà÷åñòâå ïðèìåðà) è 1Í�1H COSY ñïåêòðîâ, ñâåäåíèé èç ëèòåðàòóðû îõèìè÷åñêèõ ñäâèãàõ ïðîòîíîâ â àìèíîêèñëîòíûõ �ðàãìåíòàõ, à òàêæå èíòåãðàëü-íûõ èíòåíñèâíîñòåé ñèãíàëîâ â ñïåêòðàõ ßÌ�.



66 È.Ç. �ÀÕÌÀÒÓËËÈÍ È Ä�.
ppm

6.87.07.27.47.67.88.08.28.48.68.89.09.29.4 ppm
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Asn NH/Asn 	 His NH/His 	�èñ. 3. Îáëàñòü 1Í�1H TOCSY ñïåêòðà ßÌ� ãåïòàïåïòèäà â ðàñòâîðå Í2Î+D2ÎÒàáë. 2ßÌ� 13Ñ õèìè÷åñêèå ñäâèãè ãåïòàïåïòèäà EILNHMK â ðàñòâîðå Í2Î+D2ÎÎñòàòîê Õèìè÷åñêèå ñäâèãè, ì.ä.CO Cα Cβ Cγ Ïðî÷èåGlu 169.26 52.17 29.16 26.38 176.69 (δ)Ile 172.91 58.43 35.80 14.63 24.51 (γ1), 9.92 (δ)Leu 117.34 52.17 39.73 24.23 20.67 (δ1), 22.04 (δ2)Asn 172.18 52.58 26.03 128.54His 171.42 50.32 36.19 173.86 (ε1), 174.1(δ1)Met 173.04 53.03 30.22 29.51 14.17 (ε)Lys 176.48 53.68 30.22 22.04 26.34 (δ), 39.39 (ε)Íà îñíîâå ïîëó÷åííûõ äàííûõ î õèìè÷åñêèõ ñäâèãàõ ïðîòîíîâ áûëè îïðåäåëåíûâåëè÷èíû õèìè÷åñêèõ ñäâèãîâ ßÌ� ÿäåð 13Ñ. Äëÿ ýòîãî áûë ñíÿò 1H�13Ñ HSQCñïåêòð ßÌ� EILNHMK â ðàñòâîðå Í2Î+D2Î. Ñèãíàëû îò óãëåðîäîâ êàðáîêñèëü-íîé ãðóïïû àìèíîêèñëîòíûõ �ðàãìåíòîâ áûëè îïðåäåëåíû íà îñíîâå ñïåêòðîâHMBC. Â òàáë. 2 ïðèâåäåíû õèìè÷åñêèå ñäâèãè ñèãíàëîâ óãëåðîäíûõ ãðóïï ãåïòà-ïåïòèäà.2.2. Ïðîñòðàíñòâåííîå ñòðîåíèå EILNHMK, îïðåäåëåííîå íà îñíîâåàíàëèçà âåëè÷èí îñòàòî÷íîãî äèïîëü-äèïîëüíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ. Äâó-ìåðíàÿ ßÌ� NOESY-ñïåêòðîñêîïèÿ íå âñåãäà ý��åêòèâíà ïðè èññëåäîâàíèè ïðî-ñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû íåáîëüøèõ ìîëåêóë, òàêèõ êàê îëèãîïåïòèäû, ïîñêîëüêóåå âîçìîæíîñòè îãðàíè÷åíû ìàëûìè âðåìåíàìè êîððåëÿöèè äâèæåíèÿ ýòèõ ìîëå-êóë â ðàñòâîðå. Êàê èçâåñòíî, äèïîëü-äèïîëüíîå âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó ìàãíèòíû-ìè ÿäðàìè ïîëíîñòüþ óñðåäíÿåòñÿ â èçîòðîïíîì ðàñòâîðèòåëå, íî ïðè ðàñòâîðåíèèìîëåêóëÿðíîé ñèñòåìû â ëèîòðîïíîé æèäêîêðèñòàëëè÷åñêîé ñðåäå âîçìîæíî ïîÿâ-ëåíèå îñòàòî÷íîãî äèïîëü-äèïîëüíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó ìàãíèòíûìè ÿäðàìè,â òîì ÷èñëå è ìåæäó ÿäðàìè 1H è 13Ñ, çà ñ÷åò àíèçîòðîïíûõ âêëàäîâ âñëåä-ñòâèå îãðàíè÷åííîñòè äâèæåíèÿ ìîëåêóë. Âåëè÷èíà, õàðàêòåðèçóþùàÿ ýòî âçàè-



ÑÒ�ÎÅÍÈÅ ÓÑÈËÈÂÀÞÙÅ�Î ÂÈ× �ÅÏÒÀÏÅÏÒÈÄÀ. . . 67
ppm

0.50.60.70.80.91.0 ppm

5

10

15

20

25

30

Ile   
 � � � 
 =124,1 � �
Ile   � � � � 
 =122,2 � �

Leu  
 � � � 
 =120,3 � �
� )

ppm

0.40.50.60.70.80.9 ppm

5

10

15

20

25

30

Ile   � � � � � =122,3 � �
Ile   � � � � � =129,8 � �

Leu  � � � � � =126,0 � �
�
)� ) � )

�èñ. 4. Îáëàñòè 1H�13C HSQC-HECADE ßÌ�-ñïåêòðîâ ãåïòàïåïòèäà EILNHMK â âîäå(à) è ñìåñè Ñ12Å5 , ãåêñàíîëà è âîäû (á) Òàáë. 3Âåëè÷èíû îñòàòî÷íîãî äèïîëü-äèïîëüíîãî âçàèìîäåéñòâèÿäëÿ ãåïòàïåïòèäà EILNHMK â ëèîòðîïíîé æèäêîêðèñòàëëè-÷åñêîé ñðåäåÎñòàòîê 1DCH, �öHα Hβ Hγ Ïðî÷èåGlu −0.7 1.5Ile −0.1 3.7Lys 35.9 6.2 (δ), −0.9 (ε)ìîäåéñòâèå, èçâëåêàåòñÿ èç ßÌ�-ñïåêòðîâ â âèäå çíà÷åíèÿ îñòàòî÷íîãî äèïîëü-äèïîëüíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ (1DCH) , çàâèñÿùåãî îò óãëà ìåæäó íàïðàâëåíèÿìèìàãíèòíîãî ïîëÿ è ìåæúÿäåðíîãî âåêòîðà 1H�13Ñ. Ýòî îáñòîÿòåëüñòâî ïîçâîëÿ-åò îïðåäåëèòü ïðîñòðàíñòâåííîå ñòðîåíèå îðãàíè÷åñêèõ ìîëåêóë â ðàñòâîðå.Ýêñïåðèìåíòàëüíûå âåëè÷èíû îñòàòî÷íîãî äèïîëü-äèïîëüíîãî âçàèìîäåéñòâèÿïîëó÷åíû ñ ïîìîùüþ 1H�13C HSQC-HECADE-ýêñïåðèìåíòà [11℄. Äâóìåðíûå ßÌ�
1H�13C HSQC-HECADE-ýêñïåðèìåíòû äëÿ ãåïòàïåïòèäà EILNHMK ïîçâîëèëè ïî-ëó÷èòü çíà÷åíèÿ ïðÿìûõ êîíñòàíò ñïèí-ñïèíîâîãî âçàèìîäåéñòâèÿ (ÊÑÑÂ) ìåæäóÿäðàìè 1H è 13C (1JCH) â âîäå (ðèñ. 4, à) è â æèäêîêðèñòàëëè÷åñêîé ëèîòðîïíîéñèñòåìå (1JCH + 1DCH) (ðèñ. 4, á).Âåëè÷èíû 1DCH (òàáë. 3) áûëè ïîëó÷åíû âû÷èòàíèåì âåëè÷èí êîíñòàíò ñïèí-ñïèíîâîãî âçàèìîäåéñòâèÿ â âîäå (1JCH) èç çíà÷åíèé ïðÿìûõ êîíñòàíò ñïèí-ñïèíîâîãî âçàèìîäåéñòâèÿ, îïðåäåëåííûõ â ëèîòðîïíîé æèäêîêðèñòàëëè÷åñêîéñðåäå (1JCH + 1DCH) . Àíàëèç ïîëó÷åííûõ âåëè÷èí 1DCH îñóùåñòâëÿëñÿ ñ ïîìî-ùüþ ïðîãðàììû DYNAMO, èñïîëüçóþùåé ìåòîäû ìîëåêóëÿðíîé ìåõàíèêè [12℄.Äàííàÿ ïðîãðàììà ïîçâîëÿåò ñâÿçûâàòü çíà÷åíèÿ íàáëþäàåìûõ êîíñòàíò è ïðî-ñòðàíñòâåííîå ðàñïîëîæåíèå ìåæúÿäåðíûõ âåêòîðîâ îòíîñèòåëüíî âíåøíåãî ìàã-íèòíîãî ïîëÿ â ðàìêàõ èçâåñòíîé êîí�îðìàöèè èññëåäóåìîé ìîëåêóëû.Êðèòåðèåì ñîîòâåòñòâèÿ èñõîäíîé ñòðóêòóðû ðåàëüíîé ÿâëÿåòñÿ ëèíåéíàÿ êîð-ðåëÿöèÿ ìåæäó íàáëþäàåìûìè è ðàññ÷èòàííûìè çíà÷åíèÿìè îñòàòî÷íûõ âåëè÷èíäèïîëü-äèïîëüíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ. Îïòèìèçàöèÿ èñõîäíîé êîí�îðìàöèè ãåïòà-ïåïòèäà EILNHMK â ïðîãðàììå DYNAMO ïóòåì èñïîëüçîâàíèÿ â êà÷åñòâå âõîä-íûõ äàííûõ ýêñïåðèìåíòàëüíî ïîëó÷åííûå âåëè÷èíû äèïîëü-äèïîëüíîãî âçàèìî-äåéñòâèÿ ïîçâîëèëà âûáðàòü åäèíñòâåííóþ ïðîñòðàíñòâåííóþ ñòðóêòóðó, äëÿ êî-
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20 30�èñ. 5. Ëèíåéíàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó íàáëþäàåìûìè 1DCH (ýêñï) è ðàññ÷èòàííûìè
1DCH (òåîð) äëÿ ãåïòàïåïòèäà EILNHMKòîðîé íàáëþäàëàñü ëèíåéíàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó íàáëþäàåìûìè è ðàññ÷èòàííûìèêîíñòàíòàìè 1DCH (ðèñ. 5).Îïðåäåëåííàÿ òàêèì îáðàçîì ïðîñòðàíñòâåííàÿ ñòðóêòóðà ãåïòàïåïòèäàEILNHMK â ðàñòâîðå, äëÿ êîòîðîé íàáëþäàëîñü ëó÷øåå ñîîòâåòñòâèå ìåæäó íà-áëþäàåìûìè è ðàññ÷èòàííûìè âåëè÷èíàìè îñòàòî÷íîãî äèïîëü-äèïîëüíîãî âçàè-ìîäåéñòâèÿ, ïðèâåäåíà íà ðèñ. 8, à.2.3. Ïðîñòðàíñòâåííîå ñòðîåíèå ãåïòàïåïòèäà EILNHMK â êîìï-ëåêñå: îëèãîïåïòèä � ñèíòåòè÷åñêàÿ ìîäåëü ïîâåðõíîñòè ìåìáðàíû êëåò-êè. Ìåìáðàííûå áåëêè ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñâîåìó ïîëîæåíèþ â ìåìáðàíå. Îíè ìîãóòãëóáîêî ïðîíèêàòü â ëèïèäíûé áèñëîé èëè äàæå ïðîíèçûâàòü åãî (èíòåãðàëü-íûå áåëêè) ëèáî ðàçíûìè ñïîñîáàìè ïðèêðåïëÿòüñÿ ê ìåìáðàíå, îáðàçóÿ ñ íåéêîìïëåêñ (ïîâåðõíîñòíûå áåëêè) [13℄. ßÌ�-ñïåêòðîñêîïèÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïî-çâîëÿåò èññëåäîâàòü ñòðóêòóðó áåëêîâ, ëèïèäíûõ ìåìáðàí è èõ êîìïëåêñîâ, õîòÿïðè èññëåäîâàíèè ïîñëåäíèõ èìåþòñÿ ñóùåñòâåííûå òðóäíîñòè. �àáîòû [14�16℄ ÿâ-ëÿþòñÿ ïðèìåðàìè ïåðâûõ èññëåäîâàíèé êîìïëåêñîâ ïðîòåèí �ìåìáðàíà ìåòîäîìßÌ�-ñïåêòðîñêîïèè âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ.Ìèöåëëû ÿâëÿþòñÿ óäîáíîé ìîäåëüþ ìåìáðàííîé ïîâåðõíîñòè äëÿ ñòðóêòóð-íûõ èññëåäîâàíèé ìåòîäîì ßÌ�-ñïåêòðîñêîïèè [16, 17℄ è ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíûäëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ ïîâåäåíèÿ ïðîòåèíîâ íà áèîëîãè÷åñêèõ ìåìáðàíàõ äëÿ íåáîëü-øèõ ãèäðî�îáíûõ ïðîòåèíîâ [18℄.Ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíûå âåùåñòâà (ÏÀÂ) îáðàçóþòñÿ èç ìîëåêóë, ñîñòîÿùèõ èçãèäðî�îáíûõ è ãèäðî�èëüíûõ ó÷àñòêîâ. ÏÀÂ èìåþò êðèòè÷åñêóþ êîíöåíòðàöèþìèöåëëîîáðàçîâàíèÿ (ÊÊÌ), ñ äîñòèæåíèåì êîòîðîé ïðè äîáàâëåíèè ÏÀÂ â ðàñ-òâîð åãî êîíöåíòðàöèÿ íà ãðàíèöå ðàçäåëà �àç îñòàåòñÿ ïîñòîÿííîé. Â ðåçóëüòàòåòàêîé àãðåãàöèè îáðàçóþòñÿ òàê íàçûâàåìûå ìèöåëëû, ïðè ýòîì ïîëÿðíàÿ ãðóïïàìèöåëë â âîäíîé ñðåäå ðàñïîëîæåíà íà åå îáîëî÷êå (ãèäðî�èëüíàÿ ÷àñòü ìèöåëëû),à öåíòðàëüíàÿ ÷àñòü ìèöåëëû ÿâëÿëàñü ãèäðî�îáíîé [17, 18℄.Íóæíî îòìåòèòü, ÷òî äëÿ ìîëåêóë ñ áîëüøèìè ìîëåêóëÿðíûìè ìàññàìè, ñâÿ-çàííûìè ñ ìèöåëëàìè íà îñíîâå ÏÀÂ, ñóùåñòâóþò îãðàíè÷åíèÿ äëÿ ñòðóêòóðíûõèññëåäîâàíèé, èñïîëüçóþùèõ âíóòðèìîëåêóëÿðíûå 1Í NOE-ýêñïåðèìåíòû [19, 20℄.Ïðè îáðàçîâàíèè êîìïëåêñà ïðîòåèí �ìèöåëëà çàìåòíî óâåëè÷èâàåòñÿ ìîëåêóëÿð-íàÿ ìàññà ïî ñðàâíåíèþ ñ ìàññîé íåñâÿçàííîãî ïðîòåèíà, òàê ÷òî â ýòîì ñëó÷àåïîÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ äâóìåðíîé ßÌ� NOESY-ñïåêòðîñêîïèèïðè ðåøåíèè ñòðóêòóðíûõ çàäà÷ è äëÿ íåáîëüøèõ ïî êîëè÷åñòâó àìèíîêèñëîòïðîòåèíîâ [19�21℄.Íà ðèñ. 6 ïðåäñòàâëåí ßÌ� 1Í (500 Ì�ö) ñïåêòð ãåïòàïåïòèäà EILNHMK,ðàñòâîðåííîãî â âîäå ñ ìèöåëëàìè íà îñíîâå äîäåöèëñóëü�àòà íàòðèÿ (ÄÑÍ),
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8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm�èñ. 6. ßÌ� 1Í (500 Ì�ö) ñïåêòð EILNHMK â ðàñòâîðå Í2Î+D2O ñ ÄÑÍÒàáë. 4ßÌ� 1H õèìè÷åñêèå ñäâèãè ãåïòàïåïòèäà EILNHMK â ìèöåëëÿðíîì ðàñòâîðå Í2Î+D2O(â ñêîáêàõ ïðèâåäåíû çíà÷åíèÿ õèìè÷åñêèõ ñäâèãîâ ðàçëè÷àþùèåñÿ áîëåå ÷åì íà 0.1 ì.ä.,â âîäíîì ðàñòâîðå, âçÿòûå èç òàáë. 1)Îñòàòîê Õèìè÷åñêèå ñäâèãè, ì.ä.NH Hα Hβ Hγ Ïðî÷èåGlu 3.41 (3.95) 1.39 (2.31) 1.18 (1.97)Ile 8.50 4.00 1.76 0.71 1.45 (1.03) (γ1) 0.68 (δ)Leu 7.90 (8.34) 4.14 1.67 (1.44) 1.62 (1.34) 0.82 (δ1) 0.58 (0.70) (δ2)Asn 8.10 (8.48) 4.49 3.14 7.27 (7.15) (δ2)His 8.09 (8.4) 4.43 2.63 7.37 (δ1) 6.70 (ε1)Met 7.92 (8.29) 4.11 (4.31) 1.93 2.44 2.08 (1.97) (ε)Lys 7.85 (8.19) 4.14 1.74 1.33 1.60 (δ) 2.88 (ε)îáðàçîâàíèå êîòîðûõ (ìèöåëë) êîíòðîëèðîâàëîñü ìåòîäîì ßÌ� 1Í, êàê ýòî ïðåä-ëîæåíî â ðàáîòàõ [22℄. Îòíåñåíèå ñèãíàëîâ ýòîãî ñïåêòðà ñäåëàíî, îïèðàÿñü íà äàí-íûå ïðåäûäóùåãî èññëåäîâàíèÿ è äâóìåðíîãî ýêñïåðèìåíòà ßÌ� 1Í�1H TOCSY[20℄. Â òàáë. 4 ïðåäñòàâëåíû ïîëó÷åííûå ßÌ� 1H õèìè÷åñêèå ñäâèãè ãåïòàïåïòèäàEILNHMK â ìèöåëëÿðíîì ðàñòâîðå.Îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà â äàííîé ñèñòåìå ïîäòâåðæäàåòñÿ äâóìÿ �àêòàìè, âî-ïåðâûõ, èçìåíåíèåì õèìè÷åñêèõ ñäâèãîâ EILNHMK ïðè ñìåíå ñðåäû (òàáë. 4),÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá èçìåíåíèè õèìè÷åñêîãî îêðóæåíèÿ ÿäåð èññëåäóåìîé ìî-ëåêóëû. Âî-âòîðûõ, íàáëþäàþùèéñÿ ïîëîæèòåëüíûé êðîññ-ïèê â äâóìåðíîì ßÌ�

1Í�1Í NOESY ñïåêòðå îçíà÷àåò, ÷òî ïðîèçîøëî ñóùåñòâåííîå óâåëè÷åíèå ìîëåêó-ëÿðíîé ìàññû ìîëåêóëû.Äëÿ òîãî ÷òîáû îõàðàêòåðèçîâàòü ïðîñòðàíñòâåííóþ ãåîìåòðèþ ãåïòàïåïòèäàEILNHMK â êîìïëåêñå ñ ìèöåëëàìè äîäåöèëñóëü�àòà íàòðèÿ çàïèñûâàëèñü äâó-ìåðíûå ßÌ� NOESY ñïåêòðû ñ âàðèàöèåé âðåìåíè ñìåøèâàíèÿ τm (ñì. ðèñ. 7 êàêïðèìåð).Â äâóìåðíûõ ßÌ�-ñïåêòðàõ 1Í�1H NOESY íàáëþäàëèñü êðîññ-ïèêè êàêìåæäó ñèãíàëàìè ïðîòîíîâ âíóòðè àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, òàê è ìåæäó ïðîòî-íàìè, êîòîðûå îòíîñÿòñÿ ê ðàçëè÷íûì àìèíîêèñëîòíûì �ðàãìåíòàì. Àíàëèçèðóÿ
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�èñ. 7. Îáëàñòü 1Í�1H NOESY ñïåêòðà ßÌ� ãåïòàïåïòèäà EILNHMK â ðàñòâîðåÍ2Î+D2O ñ äîäåöèëñóëü�àòîì íàòðèÿ, âðåìÿ ñìåøèâàíèÿ τm = 0.4 ñ Òàáë. 5Ìåæïðîòîííûå ðàññòîÿíèÿ äëÿ ãåïòàïåïòèäà EILNHMK â ìèöåëëÿðíîì ðàñòâîðå; (*)êàëèáðîâî÷íîå ðàññòîÿíèå; îøèáêà â îïðåäåëåíèè ðàññòîÿíèé � äî 8%Ïàðà àòîìîâ Ìåæïðîòîííîå ðàññòîÿíèå r, �A Ìåæïðîòîííîå ðàññòîÿíèå r, �ANOESY DYNAMOH5 Hδ1 � His Hε1 2.6* 2.6N4 NH � M6 NH 3.4 ± 0.2 3.4I2 NH � L3 NH 3.6 ± 0.2 3.4H5 NH � L3 Hα 3.2 ± 0.2 3.3L3 NH � I2 Hα 3.8 ± 0.2 3.6I2 NH � I2 Hα 3.5 ± 0.2 3.3N4 NH � N4 Hβ2 3.4 ± 0.2 3,5N4 Hβ1� N4 Hα 3.4 ± 0.2 3.2H5 NH � H5 Hβ2 3.0 ± 0.2 2.9M6 NH � M6 Hγ2 4.3 ± 0.2 4.4I2 NH � I2 Hβ 3.2 ± 0.2 3.1L3 NH � I2 Hγ11 4.4 ± 0.2 4.3I2 NH � I2 Hγ12 4.7 ± 0.2 4.7M6 Hα � M6 Hε2 3.0 ± 0.2 3.1L3 Hα � I2 Hβ 3.9 ± 0.2 4.0è îáðàáàòûâàÿ äàííûå êðîññ-ïèêè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäèêè, èçëîæåííîé â ðà-áîòå [21℄, áûëè ïîëó÷åíû ìåæïðîòîííûå ðàññòîÿíèÿ â ãåïòàïåïòèäå EILNHMK(òàáë. 5). Â êà÷åñòâå êàëèáðîâî÷íîé èíòåíñèâíîñòè êðîññ-ïèêîâ áûë âûáðàí êðîññ-ïèê ìåæäó àðîìàòè÷åñêèìè ïðîòîíàìè ãèñòèäèíà His5 Hδ1 � His5 Hε1. Òàêîé âû-áîð îáóñëîâëåí òåì, ÷òî àðîìàòè÷åñêîå êîëüöî ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé æåñòêóþ êîí-ñòðóêöèþ è ðàññòîÿíèå ìåæäó ïðîòîíàìè ñîñåäíèõ àòîìîâ ìîæíî ñ÷èòàòü íåèçìåí-íûì ïðè ëþáûõ âíåøíèõ óñëîâèÿõ. �àññòîÿíèå ìåæäó êàëèáðîâî÷íûìè ïðîòîíàìèîïðåäåëÿëîñü ðàçëè÷íûìè ìåòîäàìè è ïðèíÿòî ðàâíûì 2.6 �A.
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�èñ. 8. Ïðîñòðàíñòâåííîå ñòðîåíèå EILNHMK: à) â ðàñòâîðå; á) â êîìïëåêñå ñ ñèíòåòè÷å-ñêîé ìîäåëüþ ïîâåðõíîñòè ìåìáðàíû êëåòêè Òàáë. 6�àññòîÿíèÿ ìåæäó íåêîòîðûìè àòîìàìè EILNHMKäëÿ êîí�îðìàöèé â ðàñòâîðå è êîìïëåêñå ñ ìèöåë-ëàìè äîäåöèëñóëü�àòà íàòðèÿÏàðà àòîìîâ �àññòîÿíèå, �A�àñòâîð ÊîìïëåêñE1 Cδ � K7 CO 14.4 15.0M6 Sδ � L3 Cγ 12.3 9.6E1 N � K7 Nz 17.6 12.2L3 N � M6 N 7.4 7.6I2 Ñδ � L3 Cδ1 10.2 6.9�àñ÷åò ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà ìîëåêóëÿðíîé ìåõàíèêè ïî ïðîãðàììåDYNAMO [12℄, èñõîäíûìè äàííûìè äëÿ êîòîðîé ñëóæèëè ïîëó÷åííûå ìåæïðî-òîííûå ðàññòîÿíèÿ, ïîçâîëèë îäíîçíà÷íî îïðåäåëèòü ïðîñòðàíñòâåííóþ ñòðóêòóðóêàê íàèáîëåå ïîäõîäÿùóþ äëÿ ãåïòàïåïòèäà (ðèñ. 8. á).Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé îïðåäåëåíû êîîðäèíàòû àòîìîâ (â pdb-�îðìàòå) ïðîñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðû ãåïòàïåïòèäà EILNHMK â ðàñòâîðå è âêîìïëåêñå ñ ìèöåëëàìè äîäåöèëñóëü�àòà íàòðèÿ â ðàñòâîðå H2O+D2O, êîòîðûåìîæíî ïîëó÷èòü ó àâòîðîâ ðàáîòû.Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî ñðàâíåíèÿ ïðîñòðàíñòâåííîãî ñòðîåíèÿ ãåïòàïåïòèäà âðàñòâîðå è êîìïëåêñå EILNHMK � ìîäåëü ïîâåðõíîñòè ìåìáðàíû ðàññ÷èòàíû ðàñ-ñòîÿíèÿ ìåæäó íåêîòîðûìè àòîìàìè â ãåïòàïåïòèäå EILNHMK, èñïîëüçóÿ ïîëó-÷åííûå êîîðäèíàòû (ñì. òàáë. 6).Êàê âèäíî èç òàáë. 6, ñóùåñòâåííîãî èçìåíåíèÿ â êîí�îðìàöèÿõ ìîëåêóëû íåïðîèçîøëî, è âñå îòëè÷èÿ ìîãóò áûòü èíòåðïðåòèðîâàíû ïîâîðîòîì îòäåëüíûõãðóïï ìîëåêóëû. Êà÷åñòâåííîå ðàññìîòðåíèå èçìåíåíèÿ ßÌ� 1H õèìè÷åñêèõ ñäâè-ãîâ ïðè ñìåíå ñðåäû (òàáë. 4) ïîçâîëèëî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êîìïëåêñîîáðàçîâàíèåãåïòàïåïòèäà EILNHMK ñ ìèöåëëîé äîäåöèëñóëü�àòà íàòðèÿ îñóùåñòâëÿåòñÿ ãèä-ðî�îáíîé ÷àñòüþ � àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè èçîëåéöèíà è ëåéöèíà, ïîñêîëüêóñàìà ìèöåëëà èìååò ãèäðî�èëüíóþ ïîâåðõíîñòü.�àáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå Ìèíèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè �Ô (ãîñ-êîíòðàêò � 16.552.11.7008) è Àêàäåìèè íàóê �Ò (ïðîåêò � 12-03-97040).
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