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Аннотация

Предложены способы контроля образования мицеллярных систем на основе доде-
цилсульфата натрия в растворе методами ЯМР-спектроскопии. Методами спектроскопии
ЯМР 1Н и двумерной ЯМР (TOCSY, NOESY) спектроскопии исследована пространст-
венная структура комплекса тетрапептид nAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe – мицеллы додецил-
сульфата натрия в водном растворе. Комплексообразование подтверждено изменением
химических сдвигов ЯМР 1Н спектров тетрапептида, знаками и величинами NOE эффек-
тов в присутствии додецилсульфата натрия. Методами двумерной ЯМР (TOCSY, NOESY)
спектроскопии определено пространственное строение тетрапептида в этом комплексе.
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Введение

Протеины представляют собой чрезвычайно сложные органические моле-
кулы – биополимеры (полипептиды), структурными единицами которых явля-
ются аминокислоты. Хорошо известно, что биологическая активность протеи-
нов связана с их пространственным строением. Изучение конформаций олиго-
пептидов, содержащих в цепи от двух и более аминокислотных остатков, также
важно, поскольку их можно рассматривать в качестве структурных блоков про-
теинов и знание их строения может быть использовано для предсказания кон-
фигурации цепей полипептидов. Известно также, что некоторые короткие пеп-
тидные последовательности, синтезируемые клеткой, являются частью иммун-
ной системы живого организма [1–4].

Традиционно исследования строения относительно небольших органиче-
ских соединений в растворах основаны как на данных одномерной ЯМР (1Н, 13С)
спектроскопии, так и на использовании современных подходов в ЯМР спектро-
скопии, таких как двумерная ЯМР (COSY, TOCSY, HSQC, HMBC и NOESY
модификации) спектроскопия [5, 6]. Отметим, что использование (1Н–1Н)
NOESY ЯМР-спектроскопии позволяет определять расстояния между магнит-
ными ядрами, отстоящими друг от друга на расстоянии до 5 Å и тем самым ус-
танавливать пространственную структуру органических соединений в растворе
[5]. Отметим, что применение вышеназванного метода двумерной ЯМР NOESY
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спектроскопии к относительно малым молекулам не всегда эффективно [5, 6].
Это обусловлено малыми временами корреляции τc таких молекул в растворе,
что приводит к слабым по интенсивности кросс-пикам в спектрах NOESY и
затрудняет получение количественной информации о межпротонных расстоя-
ниях в таких молекулярных системах.

В настоящей работе на основе предлагаемого подхода, включающего исполь-
зование комплекса протеин – мицелярные системы (на основе додецилсульфата
натрия (ДСН)), определены межпротонные расстояния, характеризующие про-
странственную геометрию тетрапептида nAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe в растворе
методом двумерной спектроскопии ЯМР NOESY. «Работоспособность» подхода
связана с тем, что при связывании протеина с мицеллами образуется комплекс
протеин – мицелла, молекулярная масса которого больше, чем у несвязанного
протеина, что может перевести протеин из разряда малых молекул, подпадаю-
щих под условие быстрого обмена, в разряд молекул, подпадающих под условие
медленного обмена [5, 6]. Последнее обстоятельство позволяет использовать
спектроскопию ЯМР NOESY при решении структурных задач и для небольших
по количеству аминокислотных остатков протеинов.

Протеины могут взаимодействовать с мембраной клетки преимущественно
двумя способами: проникать сквозь бислой (и тогда говорят об интегральных
мембранных белках) или образовывать комплекс с поверхностью бислоя (пери-
ферийные или внешние мембранные белки) [7]. При исследовании комплексов
протеин – поверхность мембраны в качестве модели мембран используют ми-
целлы на основе поверхностно-активных веществ (ПАВ) или небольшие фосфо-
липидные везикулы [7, 8].

Среда, которая наиболее близко соответствует нативному бислою липида,
состоит из фосфолипидных везикул, минимальный размер частиц которых со-
ставляет 250–300 Å в диаметре. Частицы такого размера имеют большое вра-
щательное время корреляции, что приводит к коротким значениям времен по-
перечной релаксации Т2 и к уменьшению информативности двумерных ЯМР-
экспериментов (TOCSY, HSQC, HMBC, NOESY), необходимых как для отне-
сения резонансных сигналов, так и для определения пространственной струк-
туры протеинов в комплексе [5, 6, 9].

Известно, что хорошей моделью мембранной поверхности, подходящей для
структурных исследований методом ЯМР-спектроскопии [10–12], являются ми-
целлы или мицеллярные системы. Последние на основе ДСН образуются в воде
при минимальной концентрации 8.1 мМ [7]. Большинство протеинов связывается с
мицеллами ДСН в весовом соотношении (1.4 г ДСН и 1 г протеина) [6]. Мицеллы
ДСН могут быть использованы для моделирования поведения протеинов на био-
логических мембранах для небольших гидрофобных протеинов, которые обра-
зуют комплексы, связываясь непосредственно с мицеллой ДСН. Отметим, что у
синтетических мицелл ДСН, подобно многим биологическим мембранам, име-
ется поверхностно-отрицательный заряд. От величины этого заряда зависит кри-
тическая концентрация мицеллообразования ДСН при формировании мицеллы.
Присутствие соли (NaCl для систем ДСН) в растворе позволяет формироваться
мицеллам при меньшей концентрации ДСН [7].
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Изменение условий для образца (температуры, концентрации компонентов
раствора) при проведении двумерных ЯМР NOESY экспериментов по опреде-
лению межпротонных расстояний в олигопептидах в комплексе протеин – ми-
целла требует постоянного контроля существования додецилсульфата натрия в
виде мицелл. В работе описаны оригинальные способы контроля образования
мицеллярных систем на основе додецилсульфата натрия в растворе с использо-
ванием методов одно- и двумерной спектроскопии ЯМР.

Экспериментальная часть

Тетрапептид nAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe предоставлен профессором С. Бер-
гером из Университета Лейпцига, Германия.

Регистрацию ЯМР 1Н (500 МГц) спектров тетрапептида nAc-Ser-Phe-Val-
Gly-OMe в комплексе с ДСН в водном растворе проводили на ЯМР-спектро-
метре AVANCE II-500 фирмы Bruker. Спектрометр работает в режиме внут-
ренней стабилизации по линии резонанса 2Н. При записи спектров ЯМР 1Н ис-
пользовали 90°-ные импульсы и задержки между импульсами равнялись 2 с;
ширина спектра была 9.40 м.д.; число накоплений от 10. Двумерный спектр 2D
TOCSY [9] использовали для отнесения сигналов в спектрах ЯМР 1Н тетрапеп-
тида nAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe.

При проведении двумерных ЯМР-экспериментов (NOESY-модификация)
в молекулярной системе время задержки между последовательностями импуль-
сов было втрое большим, чем усредненное время продольной релаксации Т1

для протонов тетрапептида nAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe. Спектры записывали
с использованием фазочувствительной методики для 1024 точек F2-координаты
и 256 точек F1-координаты; использовали экспоненциальную фильтрацию вдоль
обеих координат. Параметр времени смешивания τm выбирали равным 0.075,
0.10, 0.15, 0.20 и 0.25 с.

Обсуждение результатов

Адекватное описание образования мицеллярных систем на основе ПАВ
в растворе различными физико-химическими методами, в том числе и методом
ЯМР-спектроскопии, по сей день является актуальной задачей [13]. Так, в работе
[13] проводится исследование и анализ связи концентрации ЯМР 1Н додецил-
сульфата натрия (рис. 1) в воде с изменением химических сдвигов протонов ПАВ.

Рис. 1. Структурная формула додецилсульфата натрия

Контроль образования мицеллярных систем на основе додецилсульфата
натрия в растворе методом ЯМР 1Н спектроскопии. Изменение концентрации
додецилсульфата натрия (рис. 1) в воде приводит, как известно [13], к измене-
нию величин химических сдвигов  протонов  ПАВ.  В  отличие  от  работы [13],
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Рис. 2. ЯМР 1Н (500 МГц) спектры додецилсульфата натрия в водном растворе (700 мкл
Н2О + D2О (90% + 10%)) при различном содержании ДСН; Т 298 К

Рис. 3. Зависимость разности химических сдвигов СН3 (1) и СН2 (12) додецилсульфата
натрия от концентрации ДСН в водном растворе

было рассмотрено изменение разности (Δδ, м.д.) химических сдвигов протонов
метиленовой группы СН2 (12) (рис. 2) и метильной группы СН3 (1) в спектрах
ЯМР 1Н от концентрации ДСН в водном растворе, что позволяет с большей
точностью фиксировать эти изменения.

На рис. 2 представлены спектры ЯМР 1Н додецилсульфата натрия при раз-
личных его концентрациях в водном растворе (отнесение сигналов ЯМР к со-
ответствующим группам протонов сделано на основании рассмотрения формы
и интенсивностей сигналов). Как следует из рисунка, при изменении концен-
трации ДСН происходит смещение сигналов ЯМР 1Н, что объяснимо с позиций
быстрого химического обмена между мономерами ДСН и мицеллярной формой
на его основе. Рассмотрим более подробно изменение разности (Δδ, м.д.) хими-
ческих сдвигов протонов метиленовой группы СН2 (12) (рис. 2) и метильной
группы СН3 (1) от концентрации ДСН в водном растворе, которое представлено
на рис. 3. Исходя из рисунка, можно говорить о том, что при концентрациях
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ДСН в растворе менее чем 1.4 г/л додецилсульфат натрия существует в моно-
мерной форме; в области концентраций от 1.4 до 4.3 г/л в растворе присутст-
вуют как мономерная, так и мицеллярная формы. При концентрациях ДСН более
чем 4.3 г/л, исходя из неизменности разности химических сдвигов протонов ме-
тиленовой группы СН2 (1) и метильной группы СН3, в растворе реализуется лишь
мицеллярная форма. Таким образом, разница химических сдвигов протонов
метиленовой группы СН2 (1) и метильной группы СН3, равная 3.20 м.д. свиде-
тельствует о том, что додецилсульфат натрия существует в мономерной форме,
тогда как Δδ, равная 3.13 м.д. указывает на то, что в растворе реализуется лишь
мицеллярная форма додецилсульфат натрия.

Контроль образования мицеллярных систем на основе додецилсуль-
фата натрия в растворе методом двумерной ЯМР NOESY спектроскопии.
Данный способ определения основан на различии интенсивностей и знаков
кросс-пиков в двумерных ЯМР NOESY спектрах додецилсульфата натрия, ко-
торый находится в мономерной и мицеллярной формах. Как уже отмечалось,
относительно малые молекулы имеют слабые по интенсивности кросс-пики в
спектрах ЯМР NOESY и характеризуются обратным знаком интегральных ин-
тенсивностей по отношению к интенсивностям диагональных пиков, что и под-
тверждает рис. 4, а.

Увеличение концентрации ДСН в водном растворе приводит к формирова-
нию мицеллярных систем, которые находятся в быстром обмене с мономерными
структурами. Критической концентрацией мицеллообразования ПАВ является
концентрация ПАВ в растворе, при которой в системе образуются устойчивые
мицеллы. В водном растворе мицеллы ведут себя как глобулярные белки. Они
содержат от 60 мономерных молекул, при этом частицы такого размера имеют
относительно небольшое вращательное время корреляции (τc ~ 5·10-8 с) [7]. По-
следнее приводит к тому, что в спектрах ЯМР NOESY додецилсульфата натрия
в мицеллярной форме наблюдаются интенсивные кросс-пики того же знака, что
и сигналы диагональных пиков (рис. 4, б).

Таким образом, при проведении двумерных ЯМР NOESY экспериментов
по определению межпротонных расстояний в олигопептидах в комплексе про-
теин – мицелла мы имеем два ЯМР-способа контроля существования додецил-
сульфата натрия в виде мицелл.

Межпротонные расстояния в тетрапептиде nAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe
в комплексе протеин – модель поверхности мембраны клетки. В работе
определены межпротонные расстояния, напрямую характеризующие простран-
ственную геометрию тетрапептида nAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe (рис. 5) в растворе
методом двумерной ЯМР NOESY спектроскопии в комплексе протеин – мо-
дель поверхности мембраны клетки (мицеллярные системы на основе ДСН).
Тетрапептид nAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe может представлять собой интерес как
модель межмолекулярных взаимодействий пептида с растворителями, такими
как вода и трифторэтанол, поскольку, являясь коротким пептидом, он содержит
как ароматическую, так и алифатическую составляющие и полярные группы.
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Рис. 4. Проекции двумерных ЯМР NOESY спектров додецилсульфата натрия вдоль
частоты соответствующей δ 3.93 м.д. (химический сдвиг метиленовых протонов СН2
(12)) в водном растворе: а) концентрация ДСН в водном растворе равна 2.2 г/л; б) кон-
центрация ДСН в водном растворе равна 7.5 г/л

Спектр ЯМР 1Н тетрапептида nAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe, растворенного в
водной среде с додецилсульфатом натрия, находящимся в мицеллярной форме,
(700 мкл Н2О + D2O (90% + 10%)) представлен на рис. 6.

Отнесение сигналов в спектре ЯМР 1Н тетрапептида nAc-Ser-Phe-Val-Gly-
OMe в растворе Н2О + D2О с ДСН сделано в соответствии с литературными
данными [16] и на основании двумерного эксперимента ЯМР TOCSY [9], а также
химических сдвигов сигналов спектра ЯМР 1Н данного тетрапептида, раство-
ренного в воде [14, 17].

Ранее [14] с использованием подхода, основанного на величинах констант
остаточного диполь-дипольного взаимодействия [15] между магнитными ядрами
13С и 1Н, разделенными одной химической связью (1D), было определено про-
странственное строение тетрапептида nAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe. В той же ра-
боте [14] для определения межпротонных расстояний, напрямую характери-
зующих пространственную геометрию тетрапептида nAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe

а)

б)
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Рис. 5. Структурная формула тетрапептида NAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe

Рис. 6. ЯМР 1Н (500 МГц) спектр тетрапептида nAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe в растворе
Н2О + D2O с додецилсульфатом натрия (5.71 г/л), находящемся в мицеллярном состоя-
нии (звездочкой отмечены сигналы от не до конца подавленной воды и примеси);
Т 298 К, 0 м.д. соответствует сигналу ЯМР 1Н ТМС

в растворе D2О, использовался метод двумерной ЯМР NOESY спектроскопии.
Однако наблюдать кросс-пики между протонами, принадлежащими к различным
аминокислотным фрагментам, в спектрах 2D NOESY не удалось (рис. 7, а). Это
объяснялось тремя причинами:

а) удаленностью друг от друга αCH или αCH2 протонов, принадлежащих
различным аминокислотным остаткам;

б) отмеченной неэффективностью метода двумерной ЯМР NOESY спект-
роскопии в исследовании строения относительно малых молекул;

в) участием амидных протонов в межмолекулярном обмене.
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Табл. 1
Химические сдвиги ЯМР 1H протонов (δH, м.д., относительно ТМС) для тетрапептида
nAc-Ser-Phe-Val-Gly-Ome, растворенного в Н2О + D2O с додецилсульфатом натрия
(5.71 г/л), находящимся в мицеллярном состоянии (в скобках указаны химические
сдвиги тетрапептида в растворе воды [17])

Ser, ppm Phe, ppm Val, ppm Gly, ppm SDS, ppm
α 4.30 (4.40) α 4.60 (4.72) α 4.05 (4.07) α 4.43 (3.69) H1 0.76
β 3.70 (3.79) β 3.05 (3.10) β 1.98 (2.00) NH 7.73 (7.47) H(2–10) 1.23

NH 7.45 (8.12) γ 7.24 (7.29) γ1 0.79 (0.92) H11 1.59
σ1 7.24 (7.29) γ2 0.79 (0.92) H12 3.95
σ2 7.24 (7.29) NH 7.63 (8.12)
ε1 7.24 (7.29)
ε2 7.24 (7.29)
k 7.24 (7.29)

NH (8.29)

Сравнивая химические сдвиги тетрапептида в растворе с ДСН (табл. 1) и
без ДСН (табл. 1 в скобках) [17], можно видеть изменения в их значениях. Отли-
чие химических сдвигов в данных растворах может быть обусловлено измене-
нием конформации молекулы тетрапептида и образованием комплекса тетра-
пептид – мицеллы ДСН. Далее, в двумерном ЯМР 1Н NOESY спектре тетрапеп-
тида наблюдались кросс-пики того же знака, что и основные сигналы, располо-
женные вдоль диагонали двумерного спектра (рис. 7, б). Последнее характерно
для больших молекул. Все вышеприведенные факты подтверждают образование
комплекса тетрапептид – мицеллы на основе додецилсульфат натрия. Нужно
обратить особое внимание на существенное изменение химических сдвигов
метиленовых протонов GlyНα в растворе с добавлением ДСН и без него, что
позволяет сделать предположение о том, что комплексообразование происхо-
дит с участием этих протонов.

Описание пространственного строения исследуемого тетрапептида в ком-
плексе декапептид – мицеллы проводили путем определения межпротонных
расстояний с помощью двумерной ЯМР NOESY спектроскопии [5, 9], для чего
была записана серия спектров ЯМР NOESY (рис. 7, б) с различными временами
смешивания: 0.075, 0.100, 0.150, 0.200 и 0.250 с.

Обрабатывали и анализировали интенсивности кросс-пиков в ЯМР NOESY
спектрах с использованием методики, изложенной в работе [18]. В качестве
примера на рис. 8 приведена зависимость усредненных интегральных относи-
тельных интенсивностей кросс-пиков для пар протонов Phe Hα – Val NH от
времени смешивания, угол наклона которой позволяет определять константы
скорости кросс-релаксации (σij) между соответствующими парами протонов;
последние напрямую связаны со значениями расстояний между взаимодейст-
вующими протонами (rij) [9, 18]. Полученные таким образом межпротонные
расстояния для тетрапептида nAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe в растворе Н2О + D2O
с додецилсульфатом натрия, находящемся в мицеллярном состоянии, приведены
в табл. 2.
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Рис. 7. Двумерные ЯМР NOESY(1Н 500 МГц) спектры тетрапептида nAc-Ser-Phe-Val-
Gly-Ome, растворенного в воде (а) и в смеси Н2О + D2O с додецилсульфатом натрия (б),
находящимся в мицеллярном состоянии. Время смешивания τm = 2.5 с

Рис. 8. Зависимость усредненной относительной интегральной интенсивности кросс-
пика для пары протонов Phe Hα – Val NH от времени смешивания

а) б)
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Табл. 2
Межпротонные расстояния для тетрапептида nAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe в растворе
Н2О + D2O с додецилсульфатом натрия, находящемся в мицеллярном состоянии. Звез-
дочкой отмечено калибровочное расстояние

Пара протонов Межпротонное расстояние r, Å
Gly 5 HA/Gly 5 HN 2.93 ± 0.5

Val 4 HG1#/Gly 5 HN 3.24 ± 0.5
Val 4 HG1#/Val 4 HN 3.14 ± 0.5
Val 4 HB/Gly 5 HN 3.01 ± 0.5
Val 4 HB/Val 4 HN 2.99 ± 0.5
Phe 3 HB/Val 4 HN 3.30 ± 0.5
Phe 3 HA/Phe 4 HN 2.26 ± 0.5
Phe 3 HA/Phe3 HB 2.65*

Рис. 9. Конформация тетрапептида nAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe в комплексе с мицеллами
додецилсульфата натрия, рассчитанная в программе XPLOR с использованием экспе-
риментально определенных межпротонных расстояний

Рис. 10. Модель комплекса: тетрапептид nAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe – мицелла додецил-
сульфата натрия
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Расчеты по программе XPLOR, использующие экспериментальные значе-
ния межпротонных расстояний, позволили выбрать единственную энергетиче-
ски выгодную структуру (рис. 9) для тетрапептида nAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe
в комплексе с мицеллами додецилсульфата натрия. Координаты атомов (в pdb-
формате) пространственной структуры тетрапептида nAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe
можно получить у авторов статьи. На рис. 10 представлена модель комплекса
тетрапептид nAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe – мицелла додецилсульфата натрия, по-
строенная на основании изменений химических сдвигов тетрапептида, опреде-
ленных в растворе с ДСН и без ДСН.

Работа выполнена при поддержке ФЦП «Научные и научно-педагогиче-
ские кадры инновационной России» Министерства образования и науки РФ и
при финансовой поддержке Академии наук РТ (проект № 12-03-97040).

Summary

D.S. Blokhin, M.A. Kulkova, V.V. Klochkov. Methods for the Formation Control of Micellar
Systems of Sodium Dodecyl Sulfate in Solution and the Spatial Structure of Tetrapeptide
nAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe in a Protein–Micelles Complex According to NMR Spectroscopy.

This paper describes the ways to control the formation of micellar systems of sodium
dodecyl sulfate in solution by NMR spectroscopy. The spatial structure of a complex of tetra-
peptide (nAc-Ser-Phe-Val-Gly-OMe) with sodium dodecyl sulfate micelles in aqueous solu-
tion was studied by 1H NMR spectroscopy and two-dimensional NMR (TOCSY, NOESY)
spectroscopy. The complexation was confirmed by the change in the chemical shifts of the
tetrapeptide’s 1H NMR spectra and by the signs and values of the NOEs in the presence of
sodium dodecyl sulfate. The spatial structure of the tetrapeptide in the complex was determined
by two-dimensional NMR (TOCSY, NOESY) spectroscopy.

Key words: oligopeptide, micelle, 1H NMR spectroscopy, two-dimensional NMR
(TOCSY, NOESY) spectroscopy.
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