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ВВЕДЕНИЕ

Вирус иммунодефицита человека (ВИЧ) был выявлен в ���� году [�] и яв-

ляется одним из тех вирусов, которые полностью уничтожить на данный мо-

мент невозможно. По данным исследований, на ���� год выявлено около ��

миллиона зараженных. Ученые выделяют три основных способа заражения

ВИЧ: незащищенныйполовой акт,во времякоторого возможныповреждения

слизистых и проникновение вируса внутрь здоровой клетки, заражение при

контакте с кровью инфицированного, также вирус может передаться ребен-

ку от ВИЧ-инфицированной матери во время беременности. Выведение ВИЧ

из организма производится с помощью лекарственных препаратов, однако

при несоблюдении должного лечения у больного повышается вероятность

развития синдрома приобретенного иммунодефицита (СПИД). На этом эта-

пе организм человека теряет возможность бороться с различными видами

инфекций, что приводит к смерти [�].

Одной из частых причин заражения выделяют незащищенный поло-

вой акт, поэтому семенная жидкость рассматривается как основной фактор

увеличения инфекционной активности ВИЧ [�]. Сперма человека состоит из

различных биологических компонентов, одним из которых является семен-

ная жидкость. Семенная жидкость сообщает сперматозоидам подвижность,

а также обеспечивает их энергетическими субстратами, сохраняя тем самым

способность к оплодотворению. В составе семенной жидкости присутствует

белок семеногелин, который выделяется семенными пузырьками и отвечает

за фиксацию сперматозоидов в семенном коагуляте.

Механизм заражения ВИЧ-инфекцией на данный момент изучен не до

конца. Если рассмотреть вирион ВИЧ и клетку как отрицательно заряженные

частицы, то вследствие электростатического взаимодействия они будут от-
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талкиваться.Однако определенныефрагменты семеннойжидкости образуют

фибриллы—нетевидные структуры, которые в свою очередь заряжены поло-

жительно. Фибриллы участвуют в транспортировке ВИЧ–инфекции внутрь

человеческого организма, т.е выступают в качестве электростатического мо-

стика, с помощью которого вирион ВИЧ проникает внутрь клетки. Ранее бы-

ло выявлено что семеногелин активно участвует в образовании таких фиб-

рилл[�]. Таким образом, изучение пространственной структуры одного из та-

ких фрагментов семеногелина, который образует фибриллы, поможет в даль-

нейшем более детально изучить процесс заражения, что является актуаль-

ным в медицине на данный момент.

Спектроскопия ядерного магнитного резонанса (ЯМР) —

аналитический метод, который применяется в таких областях как медицина,

биология, химия и физика. Сущность этого явления состоит в том, что

система магнитных ядер поглощает энергию только при определенной

частоте облучения. Этот метод широко используется для установления

пространственной структуры белков и пептидов [�].

Целью данной работы являлось установление пространственной струк-

туры фрагмента белка семеногелина — пептида SEM�(��-��) методом спек-

троскопии ЯМР. Для достижения цели было необходимо выполнение следую-

щих задач:

• Записать спектры ЯМР для водного раствора пептида SEM� (��-��): одно-

мерного на ядрах �H, и двумерных: TOCSY (�H–�H), HSQC (�H– ��С, �H–��N),

HMBC (�H– ��С), NOESY (�H–�H), ROESY (�H–�H).

• Из анализа спектров NOESY и ROESY определить ограничения на межъ-

ядерные расстояния.

• Установить пространственную структуру пептида SEM� (��-��) в водном

растворе.



�

1 Обзор литературы

1.1 Амилоидные фибриллы на основе фрагментов семеногелина

Семенная жидкость влияет на увеличение скорости передачи ВИЧ по-

ловым путем[�]. Преобладающими белками в семенных пузырьках являются

такие белкикак семеногелин I (SEM�) и семеногелин II (SEM�),они составляют

около ��% всего эякулята [�–�]. Оба белка выделяются из семенных пузырь-

ков в виде гелеобразной структуры [��], однако концентрация SEM� превосхо-

дит концентрацию SEM� в �–�� раз. В биохимические функции семеногелина

входит разжижение спермы,понижение бактериальной активности имногие

другие функции эякулята [��].

Белки — это органические соединения, основными элементами кото-

рых являются α-аминокислоты и аминокислотные остатки, связанные между
собой пептидными связями. Для каждого белка характерна последователь-

ность аминокислотных остатков, которая определяет его пространственную

структуру[��].

Рисунок �— Пептидные фрагменты белков семенной жидкости,
участвующих в образовании амилоидных фибрилл[�]

Определенные фрагменты белков образуют фибриллы — нетевидные

структуры, которые участвуют в транспортировке ВИЧ–инфекции внутрь че-

ловеческого организма (рисунок �).
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В силу того, что вирион ВИЧ и клетка-мишень заряжены отрицатель-

но, между ними будет происходить электростатическое отталкивание. Одна-

ко, при образовании положительно заряженных фибрилл указанными выше

фрагментами белков, это отталкивание будет заметно уменьшено, и вирион

с легкостью сможет проникнуть внутрь клетки. В данном процессе фибрилла

выступает в качестве положительно-заряженного мостика, с помощью кото-

рого происходит заражение ВИЧ.
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Рисунок �— Спектр флуоресценции тиофлавина
для водного раствора пептида SEM�(��-���) [��]

Одним из фрагментов семеногелина-�, который агрегирует и образует

фибриллы, является пептид SEM�(��-���). Для точного определения того, что

этот фрагмент образует фибриллы, для его водного раствора с добавлением

красителя тиофлавин были получены спектры флуоресценции[��]. Идея экс-

перимента заключается в том, что при добавлении такого красителя как тио-

флавин он способен специфическим способом связываться с амилоидными

фибриллами в растворах, вследствие чего значительно возрастает квантовый

выход его флуоресценции, которыйможно зафиксировать (рисунок �).На гра-

фике черным цветом выделена кривая контроля, с помощью которой можно
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убедиться в том, что сам по себе краситель не излучает свет, а красным по-

казана кривая флуоресценции тиофлавина в семеногелине. При измерении

флуоресценции было обнаружено образование фибрилл в течение �� минут

после начала эксперимента.

Образование фибрилл в водном растворе SEM�(��-���) также было под-

тверждено при помощи просвечивающей электронной микроскопии (рису-

нок �).

Рисунок �— Изображение ПЭМ фибрилл в образце SEM�(��-���) [��]

Таким образом, определение пространственной структуры пептида

SEM�(��-���) методом спектроскопии ЯМР затруднено в виду того, что он

начинает агрегировать. Поэтому, для определения структуры крупного

пептида SEM�(��-���) методом твёрдофазного синтеза был получен

более короткий пептид SEM� (��-��), который и изучался в данной

работе. Идея деления пептиды на отдельные фрагменты заключается

в поочередном исследовании фрагментов с дальнейшим использованием их

геометрических параметров для получения структуры рассматриваемого

крупного полипептида[��].
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1.2 Физические основы ядерного магнитного резонанса

Физические основы метода спектроскопии ЯМР во многом объясняют-

ся свойствами атомных ядер. При помещении атомного ядра во внешнее

магнитное поле происходит взаимодействие магнитного ядра с полем, что

в свою очередь приводит к расщеплению его уровней энергии. Данную тео-

рию экспериментально проверил Феликс Блох, поместив ядро со спином 𝐼 =1/2 в магнитное поле 𝐁⃗0 и условно принял, что 𝐁⃗0 направлено вдоль оси 𝑍.
Также на системудействует внешнеемагнитное поле 𝐁⃗1 , которое направлено
перпендикулярно 𝐁⃗0 . Магнитный диполь, находясь под таким воздействием
полей, начинает прецессировать, т.е вращаться вдоль оси 𝑍. Состоянию, ко-
гда вектор магнитного момента коллинеарен вектору индукции магнитного

поля 𝐁⃗0 , соответствует низкая энергия. При рассмотрении случая, когда два
вектора, описанных выше, антипараллельны друг другу, система будет нахо-

диться в состоянии с максимальной энергией. В итоге происходит квантова-

ние энергетических уровней, и ядро может находиться только в определен-

ных состояниях с дискретным набором значений энергии 𝐸𝑖 . Такой набор
также называют собственными значениями энергии.

С помощью использования высокочастотного генератора процесс пе-

рехода ядра между своими собственными состояниями становится контро-

лируемым. Поглощение или излучение энергии в данном случае с помощью

генератора можно как ослабить, так и усилить для дальнейшей записи спек-

тральной линии или резонансного сигнала.
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1.3 Угловой и магнитный моменты количества движения ядер

Для введения такого термина, как угловой момент движения 𝐏⃗, нужно
представитьатомное ядро в виде сферы,котороенесетв себеположительный

заряд и которое способно производить вращение вокруг своей оси:

𝑃 = √𝐼(𝐼 + 1)ℏ , (�)

где ℏ = ℎ/2π — постоянная Дирака, 𝐼 — ядерный спин, который принимает

целые и полуцелые значения от � до �.

Квазивекторной характеристикой кругового движения зарядов являет-

ся магнитный момент 𝛍⃗:
𝛍⃗ = γ𝐏⃗ , (�)

который подобно угловому моменту количества движения принимаетфикси-

рованные значения, т.е является квантованной физической величиной:

μ = γ√𝐼(𝐼 + 1)ℏ . (�)

Коэффициент пропорциональности γ, связывающий магнитный и ме-
ханический моменты, называется гиромагнитным отношением.

1.4 Ядра в статическом магнитном поле

После помещения ядра в магнитное поле 𝐁⃗0 , направленное вдоль оси𝑍, оно начинает вращаться вокруг оси 𝑍, т.е прецессировать. Частота враще-
ния ядра или частота ларморовской прецессии νL определяется следующим
соотношением:
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νL = ( γ2π)𝐵0 . (�)

Также удобнее вместо обычной частоты использовать круговую частотуω, которая измеряется в радианах/секундуω = γ𝐵0 . (�)

Для нахождения 𝑍 компоненты углового момента можно воспользоваться

соотношением 𝑃𝑧 = 𝑚ℏ , (�)

где 𝑚 —магнитное квантовое число.

1.5 Энергия ядер в магнитном поле

При рассмотрении диполя в магнитном поле 𝐁⃗0 значение его энергии
определяется следующим соотношением𝐸 = −μ𝑧𝐵0 . (�)

Количество энергетических состояний, в которых может находится яд-

ро, определяется количеством возможных ориентаций спина этого ядра. Для

ядра с (2𝐼+1) возможными ориентациями спина имеется (2𝐼+1) дискретных
энергетических состояний (ядерные Зеемановские уровни).

Ядра, спин которых 𝐼 = 1/2 (�H и ��C), обладают двумя энергетически-
ми уровнями, т. к. магнитное число 𝑚 для данного случая может принимать

два значения (рисунок �). При 𝑚 = +1/2 𝑧-компонента магнитного момента
направлена вдоль поля 𝐁⃗0 и является энергетически выгодной. В том случае,
когда 𝑚 = –1/2 𝑧-компонента ориентирована в противоположном направле-
нии относительно направления поля 𝐁⃗0 .
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Рисунок �— Схема энергетических уровней для ядер со спинами 𝐼 = 1/2
(слева) и � (справа). Для ядер со спином 𝐼 = 1 (�H и ��N) 𝑚 принимает
значения +1,0, − 1 , поэтому наблюдаются три энергетических уровня

Чтобы определить разность между соседними энергетическими уров-

нями на рисунке � можно воспользоваться соотношением:

∆𝐸 = γℏ𝐵0 . (�)

Рисунок �— Зависимость разности энергий между двумя соседними
энергетическими уровнями от индукции магнитного поля 𝐵0 (𝐼 = 1/2)
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1.6 Химический сдвиг

Метод спектроскопии ЯМР позволяет различать ядра одного и того же

типа внутри одной молекулы. При рассмотрении подобных ядер можно за-

фиксировать их различные значения резонансных частот. Это происходит,

потому что на резонансные частоты однотипных ядер влияет их химическое

окружение или, другими словами, распределение электронов в рассматрива-

емой молекуле.

Физическая величина, характеризующая сдвиг сигнала ЯМР, называет-

ся химическим сдвигом. Смещение происходит в результате того, что элек-

троны атомов ослабляют внешнее магнитное поле. В связи с этим, в спектре

на ядрах водорода �H для каждого из них мы будем получать различные сиг-

налы. При помещении ядра во внешнее магнитное поле 𝐁⃗0 около ядра элек-
тронами создается локальное магнитное поле 𝐵лок , которое направлено в про-

тивоположную сторону по сравнению с направлением внешнего поля. Вели-

чина, которая показывает на сколько локальное и внешнее поля отличаются

друг от друга, называется константой экранирования σ и определяется
𝐁⃗лок = (1 − σ)𝐁⃗0 . (�)

Условие резонанса можно записать через соотношение ω0 = γВ0 , гдеω0 = 2πν0 . Из представленных соотношений очевидно, что изменение маг-
нитногополя 𝐵0 приводитк изменениюрезонанснойчастоты ν0 .Такимобра-
зом,для определения положения резонансного сигнала выбирается условное

эталонное вещество, относительно которого будет производиться расчет.

Химический сдвиг определяется по формуле:

δ = νвещество − νэталонν0 , (��)
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где ν0 —рабочая частота используемого спектрометра; νвещество —резонансная
частота вещества; νэталон — резонансная частота эталонного вещества.

1.7 Спин-спиновое взаимодействие

Взаимодействие между ядрами может происходить как через простран-

ство, так и через электроны химических связей. Ядра взаимодействуют друг

с другом за счет связи между электронами соседних атомов, такой тип взаи-

модействия называется косвенным спин-спиновым взаимодействием. Ядра,

связанные подобным образом, называют спиновой системой[��].

Энергия спин-спинового взаимодействия между двумя ядрами 𝐴 и 𝑋
пропорциональна скалярному произведению их ядерных магнитных момен-

тов:

𝐸 = 𝐽𝐴𝑋 𝐈⃗𝐴 ⋅ 𝐈⃗𝑋 , (��)

где 𝐈⃗𝐴 и 𝐈⃗𝑋 — ядерные спиновые векторы обоих ядер, 𝐽𝐴𝑋 — скалярная кон-

станта спин-спинового взаимодействия.

Энергия спин-спинового взаимодействия и константа спин-спинового

взаимодействия не зависят от напряженности внешнего магнитного поля.

1.8 Импульсная спектроскопия ядерного магнитного резонанса

Суть одномерного эксперимента заключается в том, что ядра образца

переводятся в возбужденное состояние, и в тот момент, когда ядро перехо-

дит с верхнего энергетического уровня на нижний, происходит выделение

энергии, которое проявляется в виде пиков в спектре.
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Простейший метод наблюдения ЯМР — эксперимент CW типа (от ан-

гл. continuous waves—непрерывные волны). При этом исследуемый образец

помещают в постоянное магнитное поле (обычно между полюсами электро-

магнита), в датчик — катушку ориентированную перпендикулярно направ-

лению постоянного поля. Когда на эту катушку подается переменный ток от

генератора, возникшее радиочастотное поле может вызвать переходы между

зеемановскими уровнями ядер образца при совпадении частоты генератора

с частотой Лармора.

Для уменьшения времени эксперимента и повышения чувствительно-

сти чаще используют импульсный метод. Для его рассмотрения вводят вра-

щающуюся (с направлением оси вдоль поля и со скоростью прецессии ядер)

систему координат. В такой системе внешнее поле как бы отсутствует, а ра-

диочастотное поле становится постоянным и находящимся в новой плоско-

сти 𝑥’𝑦’.

Рисунок �— Под действием радиочастотного импульса длительностью τ𝑝
и амплитудой 𝐁⃗1 вектор намагниченности поворачивается на угол θ = γ𝐵1τ𝑝
В этой системе импульс радиочастотной энергии с длительностью τ𝑝

меняет угол суммарной намагниченности на θ = γ𝐵1τ𝑝 (рисунок �). Как пра-
вило, длительность и амплитуду РЧ-поля подбирают так, чтобы угол поворо-

та был равен или ��˚ или ���˚, при этом в такой схеме сигнал регистрируется

в плоскости 𝑥𝑦 , то есть поворот на ��˚ вызывает максимальную амплитуду

сигнала, а ���˚ — нулевую.
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1.9 Метод двумерной ЯМР-спектроскопии

Одним из видов ЯМР-спектроскопии является двумерная спектроско-

пия ЯМР, позволяющая получить как можно больше информации о структуре

по сравнению с одномерными опытами. Удобство этого метода заключается

в возможности определения структуры даже тех молекул, в состав которых

входит большое количество атомов, сигналы которых в одномерном спектре

могут перекрываться.

Рисунок �— Схема получения двумерных спектров ЯМР[��]

Двумерный эксперимент заключается в поочередной передаче радио-

частотных импульсов с разным временем задержки и разной интенсивно-

стью. Технология двумерного эксперимента представляет собой серию одно-

мерных экспериментов, которые в свою очередь состоят из подготовки, эво-

люции, смешивания и детектирования (рисунок �). Процесс подготовки от-
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вечает за приведение спиновой системы к определенному состоянию. В про-

стейшем случае на систему подается ��° импульс, который изменяет направ-

ление намагниченности 𝑀𝑧 на ось 𝑦 , где 𝑧-направление внешнего магнит-
ного поля 𝐁⃗0 . Далее происходит эволюция спиновой системы. Эволюция —
время, в течение которого система переходит в состояние с нужными для экс-

перимента свойствами. Следующий процесс — смешивание. Во время сме-

шивания происходит перераспределение намагниченности с одного ядра на

другое.А процесс детектирования в свою очередь записывает получившийся

сигнал. Детектирование в двумерной спектроскопии ЯМР аналогично детек-

тированию в одномерной спектроскопии— записывается сигнал свободной

индукции (ССИ) возбужденных спинов.

Сигнал в спектре представлен в частотных координатах, т.е каждому

измерению соответствуют две оси частот химических сдвигов. Для перехода

к сериям частот необходимо произвести двумерное преобразование Фурье.

1.10 Эксперимент TOCSY (TOtal Correlation SpectroscopY)

Эксперимент TOCSY — один из двумерных экспериментов ЯМР, кото-

рыйпозволяет анализировать спин-спиновое взаимодействиемежду ядрами

водорода �H в молекуле. С помощью данного метода можно обнаружить да-

же корреляции между протонами, у которых отсутствует непосредственная

спиновая связь.

В эксперименте TOCSY используются два импульса радиочастотного

излучения, которые вызывают изменение состояния ядер в молекуле[��]. За-

тем происходит передача магнитного момента от выбранного ядра к другим

ядрам.
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Последовательность �H–�H TOCSY ЯМР-эксперимента представлена на

рисунке �.Эксперимент состоитиз следующих этапов: подготовка, эволюция,

смешивание и детектирование, которые характерны для всех двумерных экс-

периментов.

Рисунок �— Импульсная последовательность
ЯМР-эксперимента �D �H–�H TOCSY

В начале эксперимента для каждого образца задается определенное

время подготовки, после окончания которого на систему воздействуют

��° импульсом. Этот импульс необходим для того, чтобы перевести

намагниченность в плоскость 𝑂𝑋𝑌, которая перпендикулярна однородному
магнитному полю 𝐁⃗0 , направленному вдоль 𝑍 . После воздействия этого
импульса система переходит в возбужденное состояние и находится в нём

в течение времени 𝑡1 , т.е время эволюции. Следующий этап — это этап

смешивания, он длится в течение времени τmix . Физическая составляющая
этапа смешивания заключается в том, что намагниченность передается

с одного ядра на другое. Завершающим шагом в данном эксперименте

является детектирование, именно в этот момент происходит анализ всех

процессов и их запись.

С помощью эксперимента TOCSY удается зафиксировать связь между

ядрами одного и того же типа (например �H). На выходе мы получаем кросс-

пики между протонами, которые связаны друг с другом спин-спиновым вза-

имодействием в пределах одной спиновой системы.
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1.11 Эксперимент NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY)

Одним из методов, который позволяет установить связь между ядра-

ми в пространстве, является эксперимент �D �H–�H NOESY NOESY (Nuclear

Overhauser Effect SpectroscopY). Основная идея заключается в том, что с по-

мощью этого эксперимента можно установить связь между ядрами водорода,

которые пространственно близки друг от друга, т.е в данном случае не берет-

ся в рассмотрение расположение связей в молекуле (рисунок �). Физика ме-

тода объясняется ядерным эффектом Оверхаузера, согласно которому близ-

лежащие атомы (на расстоянии до � ангстрем друг от друга) подвергаются

кросс-релаксации, основанной на механизме диполь-дипольного взаимодей-

ствия[��].

Hb

Ha 

Hc

С

Hb
Ha

Hc

Рисунок �— Прямое взаимодействие ядер через
пространство в ЯМР-эксперименте �D �H–�H NOESY
приводит к возникновению кросс-пиков в спектре

Идея использования эффекта Оверхаузера заключается в том, что при

дополнительном облучении одного из ядер молекулы происходитизменение

интенсивностей сигналов ЯМР. Но такие изменения в интенсивностях будут

происходитьтолькодлятех сигналов ядер, которые находятся пространствен-

но близко друг к другу.
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Импульсная последовательностьпредставляетиз себятри ��° импульса

(рисунок ��) [��].

Рисунок ��— Импульсная последовательность
ЯМР-эксперимента �D �H–�H NOESY

На первом этапе поданный ��˚ импульс отвечает за возникновение по-

перечной спиновой намагниченности, т.е вектор магнитного момента распо-

лагается в плоскости 𝑂𝑋𝑌 . Далее, в течение времени 𝑡1 , которое называют
временем эволюции, спины начинают активно прецессировать. Следующий,

второй, импульс создает уже другую намагниченность— продольную, её чис-

ленное значение совпадает со значением поперечной составляющей намаг-

ниченности. Все перечисленные этапы ведут к тому, что происходит измене-

ние спиновых состояний, т.е кросс-релаксация. За счет неё во время смеши-

вания τmix намагниченность переносится с одного ядра на другое. В момент
времени смешивания как раз и проявляется ядерный эффект Оверхаузера.

Третий импульс создает поперечную намагниченность из оставшейся про-

дольной. Запись сигналов осуществляется после подачи третьего импульса.

Таким образом, в результате действия импульсной программы NOESY

мы видим кросс-пики, связанные с изменением заселенности уровней. Для

достижения необходимого соотношения сигнал/шум данная последователь-

ность повторяется многократно.
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1.12 Эксперимент HSQC (Heteronuclear Sngle Quantum Coherence

spectroscopy)

ЭкспериментHSQCоснованнафиксировании гетероядерныходнокван-

товых взаимодействий. Данный спектр является двумерным гетероядерным,

где по одной из осей отложены значения химических сдвигов ядер водорода
�H, а по другой гетероядра, т.е такого ядра, которое отличается от протона, на-

пример, углерода ��C или азота ��N.Полученные на спектре пики характеризу-

ют связьмежду этими ядрами.Для получения большей информации �DHSQC

можно рассматривать в паре с такими экспериментами как NOESY-HSQC или

TOCSY-HSQC.

Рассмотрим более подробно импульсную последовательность экспери-

мента HSQC (рисунок ��). Намагниченность передается с одного ядра на дру-

гое(��N или ��C) через последовательность INEPT. Это означает, что сначала

подаётся ��° импульс на частотах ядер водорода, который переносит намаг-

ниченность в плоскость 𝑂𝑋𝑌. Далее через время Δ/2 подается ���° импульс
на частотах ядер водорода и углерода одновременно. Данный импульс при-

ведет к тому, что намагниченность будет направлена антипараллельно по

отношению к намагниченности, получившейся после ��° импульса. Послед-

ний ��˚ импульс в последовательности INEPT подается также через время Δ/2
и приводит к тому, что вектор протонной намагниченности направлен вдоль

оси 𝑍 , что обеспечивает перенос поляризации от протонов к ядрам углеро-
да. Далее в течение времени 𝑡1 происходит эволюция намагниченности ге-
тероядер. Через определенное время после этого процесса намагниченность

передается обратно ядрам водорода через ретро-INEPT.
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Запись сигнала в эксперименте HSQC представляет собой серию экспе-

риментов[��]. При записи спектров посследовательно увеличивают время за-

держки для того, чтобы наблюдать сигнал от ядер �H в каждом эксперименте

и сигнал от другого ядра в косвенном измерении.

XH

Рисунок �� — Импульсная последовательность ЯМР спектра HSQC

В результате эксперимента получается двумерный спектр, на котором

по горизонтальной оси расположены значения химических сдвигов ядер уг-

лерода, а по вертикальной—значения химических сдвигов протонов. Спектр

содержиткросс-спики на пересечении частот ядер водорода �H и углерода ��C,

которые соединены друг с другом химической связью.

1.13 Эксперимент HMBC (Heteronuclear Multiply Bond Coherence)

Эксперимент HMBC примечателен тем, что дает возможность устано-

вить связь между ядрами, которые связаны друг с другом через � химические

связи или более.Однако нужно понимать, что чем больше химических связей

разделяют ядра, тем сложнее уловить сигнал, поэтому в расчет обычно берут

не более � связи. Также в список достоинств данного эксперимента можно

добавить, что с помощью HMBC можно получить информацию о химических

сдвигах даже непротонированых ядер.
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Физика данного эксперимента базируется на тех же принципах, что

и HSQC (рисунок ��), однако есть определенные отличия в импульсной по-

следовательности. В первую очередь, импульсы подаются на ядра с разной

задержкой.Эта задержка необходимадлятого, чтобы слабые взаимодействия

перешли в противофазное состояние намагниченностей. Такой подход поз-

воляет зафиксировать взаимодействия дальних ядер.

Рисунок ��— Импульсная последовательность ЯМР спектра HMBC

В результате получается двумерный спектр,на которомпо горизонталь-

ной оси расположены значения химических сдвигов ядер углерода ��C, а по

вертикальной— ядер водорода �H. Однако в отличие от эксперимента HSQC,

в эксперименте HMBC на спектре обнаруживаются кросс-пики между атома-

ми, которые расположены друг относительно друга через несколько химиче-

ских связей.
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2 Экспериментальная часть

2.1 Объект исследования

Пептид SEM� (��-��) состоит из �� аминокислотных остатков (рисунок

��), рядом указаны номера рассматриваемых аминокислотных остатков. Пеп-

тид был получен методом твёрдофазного синтеза.

    49          50            51         52           53        54           55          56           57           58    
SER – GLY – GLN – LYS – GLY –LYS – GLN – GLN – THR – GLU – 

   59         60           61          62          63          64         65          66          67 
– SER – LYS – GLY – SER – PHE – SER – ILE – GLN – TYR 

Рисунок ��— Аминокислотная последовательность пептида SEM�(��-��)

2.2 ЯМР спектры пептида SEM1(49-67)

ЯМР-спектры пептида SEM�(��-��) в водном растворе

(H�O+D�O / ��%+��%) были получены на ЯМР-спектрометраx c рабочей

частотой на ядрах водорода ���МГц (Bruker, AVANCE II ���) и ��� МГц

(Bruker, AVANCE III ���) при температуре ���К. Пептид растворяли в

водном растворе (�,�мг пептида на �,�мл раствора) непосредственно перед

проведением экспериментов. Параметры, использованные при регистрации

спектров, приведены в таблице �.

Обработка данных производилась с помощью программы Bruker

Topspin �.�. Дальнейший анализ спектров производился с помощью

программы CCPNMR �.� [��]. Отнесение химических сдвигов водорода было

сделано с использованием ЯМР-спектров экспериментов �D �H–�H TOCSY,

�D �H–�H NOESY.
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Таблица �— Параметры, использованные при проведении экспериментов (𝑇𝐷 —ко-
личество точек при записи спектра, 𝑁𝑆 —количество накоплений, 𝐷1 —релаксаци-
онная задержка, 𝑃1 —длительность импульса в ��° для канала �H, 𝑃2 —длительность
импульса в ��° для каналов ��N и ��С, τmix время смешивания)𝑇𝐷 𝑁𝑆 𝐷1, с 𝑃1/𝑃2, мкс 𝐽, Гц τmix , c
�H–�H TOCSY ����х��� �� �.� �,�� �,��
�H–�H NOESY ����х��� �� �.� �,�� �,�
�H–��N HSQC ����х��� ��� �,� ��,�� / ��,�� ��
�H–��C HSQC ����х���� �� �,� �,�� / ��,�� ���

В течение всего времени исследования пептида мы отслеживали качество об-

разца путем регистрации одномерных спектров на ядрах �H (рисунок ��). За

все время проведения ЯМР-экспериментов никаких изменений в �D �H спек-

трах исследуемых объектов не наблюдалось. На основе этого можно предпо-

ложить, что структурных изменений пептида не происходило.

м . д . 8   6   4   2  

H2O

13 октября 2022

29 августа 2022

Рисунок ��— Одномерные спектры ЯМР �H пептида SEM�(��-��).
Серым отмечена область остаточного сигнала H�O (использовалась

ипульсная последовательность с подавлением сигнала воды
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3 Результаты и обсуждение

3.1 Анализ двумерных спектров ЯМР пептида SEM1(49-67)

50.GLY
61.GLY

62.SER
57.THR

59.SER 64.SER

51.GLN

56.GLN
55.GLN

52.LYS

53.GLY

60.LYS

54.LYS

63.PHE

65.ILE

66.GLN

67.TYR

58.GLU

52.LYS.H52.LYS.H

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

15N, м.д.

7,98,08,18,28,38,48,58,6 8,7 1H  , м.д.

 Лизин 
(Lys, K) 

CH 2

CH 2

CH 2

CH 2

NH3
+

β
γ
δ
ε
ζ

Рисунок ��— Область ЯМР спектра �H-��N HSQC пептида
SEM�(��-��). В качестве примера выделен сигнал,

соотвествующий NH-группе аминокислотного остатка ��-Lys
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С помощью ЯМР-спектра �H-��N HSQC(рисунок ��) было определено со-

ответствие сигналов ядер азота ядрам водорода. Параметры эксперимента

представлены в таблице �. На данном этапе были определены химические

сдвиги δH и δN для всех спиновых систем кроме первого аминокислотного
остатка ��-Ser, т.к. из-за его быстрого обмена с H�O не был определен сигнал,

соответствующий его NH�-группе.

Для определения сигналов, соответствующих ядрам в пределах одной

спиновой системы, т.е в пределах одного аминокислотного остатка был запи-

сан двумерный спектр �H-�H TOCSY (Рисунок ��). Параметры эксперимента

представлены в таблице �. В данном спектре каждому значению химического

сдвига ядра �H NH-группы, найденного из эксперимента �H-��N HSQC, соот-

ветствуют кросс-пики, соотвествующий сигналам ядер �H, принадлежащих

другим группам того же самого аминокислотного остатка.

Таблица �— Значение химических сдвигов �H ЯМР (δ𝐻 , м.д.) значения химических
сдвигов для аргинина. Литературные данные [��]

HN Hα Hβ Hγ Hδ Другие (NH)

Lys �,�� �,�� �,��; �,�� �,�� �,�� �,�� �,��

В качестве примера определения типа аминокислотного остатка рас-

смотрим сигналы ядер �H для аминокислоты ��-Lys, где номер означает по-

рядковый номер аминокислоты в приведенной выше последовательности. В

состав данной аминокислоты входят такие группы как: HN, Hα, Hβ, Hγ, Нδ. В
таблице � указаны литературные данные[��] для значений химических сдви-

гов �H лизина.
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66H, HA
60H, HA

55H, HA

56H, HA

51H, HA

64H, HA

62H, HA

54H, HA
57H, HA

59H, HA

57H, HB

58H, HA

60.LYS.HA

60.LYS.H

4.1

4.2

4.3

4.4

8.18.28.38.48.58.68.78.8

63H, HB3

52H, HE

60H, HE

54H, HE
60.LYS.HE

2.8

2.9

3

52H, HD
60H, HD

60H, HB3

52H, HB3
54H, HB3

60H, HB2
54H, HB2

54H, HD

54H, HG

60H, HG

52H, HB2

52H, HG

60.LYS.HB3

60.LYS.HB2

60.LYS.HD

60.LYS.HG

1.3

1.4

1.5

1.6

1.7

1.8

 Лизин 
(Lys, K) 

CH 2

CH 2

CH 2

CH 2

NH3
+

β
γ
δ
ε
ζ

Рисунок ��— Фрагмент ЯМР спектра TOCSY пептида SEM�(��-��), на
пересечении линий находятся кросс-пики, соответствующие одной

из протонных групп аминокислотного остатка лизина ��-Lys



��

Рассмотрим фрагмент спектра с кросс-пиками, значение химического

сдвига которых по оси 𝑓2 равно �,��м.д. Первый сигнал, соответствующий
протонной группе для аминокислоты ��-Lys, имеет химический сдвиг по оси𝑓1 равный�,��м.д.При сравнении слитературнымиданными (таблица �) мож-
но сделать вывод, что это сигнал Hα, протона.

Далее с группой Hα через спин-спиновое взаимодействие связан про-
тон Hβ. Ему соответствуют два сигнала со значениями химических сдвигов
равных �,�� и �,��м.д. Следующий кросс-пик со значением химического сдви-

га равного �,��м.д принадлежитHδ, а с дельта группой в свою очередь связан
протон Hγ, сигнал от которого наблюдается в области �,��м.д.

Таким образом, из анализа сигналов спектра TOCSY мы смогли полу-

чить значения химических сдвигов для протонов, которые соответствуют

определенному аминокислотному остатку. Дальнейшее определение и при-

писание аминокислот производилось аналогично на основе сравнения полу-

ченных значений с табличными значениями химических сдвигов[��].

Для установления последовательности аминокислотных остатков был

записан двумерный спектр �H–�H NOESY (рисунок ��). При записи спектра

были установлены параметры, указанные в таблице �.

Рассмотрим последовательность аминокислотных остатков ��-Ser

– ��-Ser. На рисунке на пересечении двух прямых отмечен кросс-пик.

Значение химического сдвига по вертикальной шкале равно �,��м.д.

и соответствует HN-группе ��-Phe, а значение химического сдвига по

горизонтальной оси принимает значение �,��м.д. и соответствует сигналу

Hα ��-Ser. На основании данного сигнала и соответствующих ему значений
химических сдвигов можно сделать вывод о том, что аминокислотные
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61H; 
60HA

55H; 
54HA

64H; 63HA

56H, HA

57H; 56HA

65H; 64HA

66H; 65HA

67H; 66HA

54H; 53HA

61H, HA

62H, HA

62H; 61HA

63H; 62HA

53H, HA

52H; 
51HA

60H, HA

53H; 52HA

64H, HA59H, HA

56H; 
55HA

60H; 59HA

3.8

3.9

4.0

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

7.87.98.08.18.28.38.48.5

Рисунок ��— Область сигналов HN–Hα ЯМР спектра NOESY
остатки серин и фенилаланин идут друг за другом. В спектре также же

наблюдается кросс-пик, соответствующий значениям � ��м.д. и � ��м.д.

По данным значениям можно сделать вывод, что эти химические сдвиги

принадлежат HN-группе ��-Ser и группе Hα ��-Ile.
Таким образом, с помощью двумерных экспериментов �H–�H TOCSY и

�H–�H NOESY было проведено отнесение химических сдвигов ядер водоро-

да для всех �� аминокислотных остатков исследуемого пептида. Полученные

значения химических сдвигов ядер водорода приведены в таблице �.
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Таблица �— Значения химических сдвигов �H (δ𝐻 , м.д.) пептида SEM�(��-��) в вод-
ном растворе (H�O + D�O / ��% + ��%) при ���K

HN Hα Hβ Остальные группы

�� SER — �,��� �,���

�� GLY �,��� �,���

�� GLN �,��� �,��� �,��� �,��� �,��� �,���

�� LYS �,��� �,��� �,��� �,��� �,��� �,��� �,��� �,���

�� GLY �,��� �,���

�� LYS �,��� �,��� �,��� �.��� �,��� �,��� �,��� �,���

�� GLN �,��� �,��� �,��� �,��� �,��� �,���

�� GLN �,��� �,��� �,��� �,��� �,��� �,���

�� THR �,��� �,��� �,��� �,���

�� GLU �,��� �,��� �,��� �,���

�� SER �,��� �,��� �,���

�� LYS �,��� �,��� �,��� �,��� �,��� �,��� �,��� �,���

�� GLY �,��� �,���

�� SER �,��� �,��� �,��� �,�� �,��

�� PHE �,��� �,��� �,��� �,��� �,��� �,��� �,���

�� SER �,��� �,��� �,���

�� ILE �,��� �,��� �,��� �,��� �,��� �,���

�� GLN �,��� �,��� �,��� �,��� �,��� �,���

�� TYR �,��� �,��� �,��� �,��� �,��� �,���

Для получения химических сдвигов ядер углерода ��C был записан

спектр �H–��C HSQC , фрагмент спектра представлен на рисунке ��. На

данном этапе были определены химические сдвиги δC и соответствующие

им химические сдвиги δH для всех спиновых систем рассматриваемого

образца. Параметры, которые были использованы при проведении

эксперимента представлены в таблице �.
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60HA, CA

64HA, CA

50HA, CA

59HB, CB 64HB, CB

65HA, CA

67HA, CA

66HA, CA

51HA, CA

66HA, CA62HA, CA

62HB, CB

57HA, CA

49HA, CA
52
53
54
55
56
57
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59
60
61
62
63
64

3,53,63,73,83,94,04,14,24,34,4 1H  , м.д.

13C, м.д.

Рисунок ��— Фрагмент ЯМР спектра �H–��C HSQC
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7,87,98,08,18,28,38,48,5

13C, м.д.

1H  , м.д.

Рисунок ��— Фрагмент ЯМР спектра �H–��C HMBC пептида SEM�(��-��)
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Химические сдвиги углерода CO-групп были определены с помощью

анализа спектров �H–��C HMBC (рисунок ��) с учетом данных о химических

сдвигах ядер водорода �H, полученных из экспериментов TOCSY и NOESY.По-

лученные значения химических сдвигов ядер углерода и азота приведены

в таблице �. Полученные значения химических сдвигов �H, ��C и ��N были де-

понированы в международную базу данных BioMagResBank под регистраци-

онным номером BMRB �����.

Таблица �— Значения химических сдвигов ядер ��N (δ𝑁 , м.д.) и ��C (δ𝐶 , м.д.) пептида
SEM�(��-��) в водном растворе (H�O + D�O / ��% + ��%) при ��� K

N C Cα Cβ Другие

�� SER — ���,�� ��,�� ��,��

�� GLY ���.�� ���,�� ��,��

�� GLN ���,�� ���.�� ��.�� ��.�� ��,��

�� LYS ���,�� ���,�� ��,�� ��,�� ��,�� ��,�� ��,��

�� GLY ���,�� ���,�� ��,��

�� LYS ���,�� ���,�� ��,�� ��,�� ��,�� ��,�� ��,��

�� GLN ���,�� ���.�� ��,�� ��,�� ��,��

�� GLN ���,�� ���,�� ��,�� ��,�� ��,��

�� THR ���,�� ���,�� ��,�� ��,�� ��,��

�� GLU ���,�� ���,�� ��,�� ��,�� ��,�� ���,��

�� SER ���,�� ���,�� ��,�� ��,��

�� LYS ���,�� ���,�� ��,�� ��,�� ��,�� ��,�� ��,��

�� GLY ���,�� ���,�� ��,��

�� SER ���,�� ���,�� ��,�� ��,��

�� PHE ���,�� ���,�� ��,�� ��,�� ���,�� ���,�� ���,�� ���,��

�� SER ���,�� ���,�� ��,�� ��,��

�� ILE ���,�� ���,�� ��,�� ��,�� ��,�� ��,�� ��,��

�� GLN ���,�� ���,�� ��,�� ��,�� ��,��

�� TYR ���,�� ���,�� ��,�� ��,�� ���,�� ���,�� ���,�� ���,��
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3.2 Определение пространственной структуры

При определении пространственной структуры объекта исследования

SEM� (��-��) использовались данные об интенсивностях сигналов, получен-

ные из анализа спектров �H–�H NOESY и �H–�H ROESY. На основе значений

интенсивностей каждого пика были найдены ограничения на межъядерные

расстояния. Для количественного анализа спектров использовалась програм-

ма XPLOR-NIH[��], при этом использовался следующий метод:

• В спектраx экспериментов �H–�H NOESY и �H–�H ROESY нами были вруч-

нуюпомеченывсе существенные кросс-пики,и определенаих относитель-

ная интенсивность (проведено их интегрирование).

• Далее в программе XPLOR-NIH[��] производилось автоматическое соот-

несение кросс-пиков на основе предварительно полученных химических

сдвигов ядер �H (таблица �). Для процедуры автоматического соотнесения

использовался алгоритм PASD[��].

• Из значений интенсивности сигналов в спектрах была получена информа-

ция о пространственных ограничениях на межъядерные расстояния. Для

определения данных расстояний использовалась метод, описанный в ра-

ботах [��,��]: сигналы разбиваются на четыре класса в зависимости от их

интенсивности: �–��% (очень слабый), ��–��% (слабый), ��–��% (сред-

ний) и ��–���% (сильный), каждому классу соответствует свой диапазон

межъядерных расстояний — �,�–�,�, �,�–�,�, �,�–�,� и �,�–�,� ангстрем.

В случае, когда однимиз атомов является протонметильной группы (CH�),

то к полученному расстоянию прибавляется �,� ангстрема[��].
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• Значения химических сдвигов для атомов основной цепи пептида Hα, N,
Cα и C использовались для определения возможного диапазона двугран-
ных углов φ и ψ с помощью программы TALOS+.

• После того, как были получены пространственные ограничения на межъ-

ядерные расстояния и двугранные углы, данные были внесены в програм-

му XPLOR-NIH, которая позволила получить ансамбль структур с помо-

щью метода симулированного отжига. Данный метод состоит из пооче-

редных автоматизированных процессов. На первом этапе была получе-

на неточная пространственная структура пептида, при создании структу-

ры использовались случайные значения расстояний. Этот шаг был необ-

ходим для того чтобы в дальнейшем моделировать структуру. Далее про-

исходил условный нагрев модели пептида до температуры ���� К, чтобы

привести её составляющие в движение, и затем охлаждение до температу-

ры �� К с использованием загруженных в программу экспериментальных

пространственные ограничений.

• Этот процесс повторялся ���� раз, в результате был получен ансамбль из

���� структур, соответствующих локальным минимумам энергии. Из это-

го ансамбля были отобраны наиболее часто повторяющиеся структуры

c минимальной энергией которые были уточнены в последующих расче-

тах с использованием силового поля protein.par [��].

Ансамбль, состоящий из �� полученных структур, соответствующих ми-

нимуму энергии показан на рисунке ��. На рисунке �� приведен структура

пептида с указанием всех атомов.
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Рисунок ��— Пространственная структура пептида
SEM�(��-��) в виде ансамбля из �� структур

Рисунок ��— Пространственная структура пептида SEM�(��-��)
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Полученная структура была загружена в международную базу данных

Protein Data Bank(PDB) под идентификационным номером PDB ID: �BVZ.

Анализ пространственной структуры показал, что основнымтипом вто-

ричный структуры пептида SEM�(��-��) является случайный клубок.Получен-

ный ансамбль из �� структур обладает хорошей сходимостью (таблица �). При

этом пептид SEM�(��-��) имеет подковообразную форму с изгибом в области

�� Thr – �� Ser.

Таблица �— Статистическая информация для структурного ансамбля PAP(��-���)

Межъядерные расстояния

Всего ��

внутри одного аминокислотного остатка ��

между аминокислотными остатками 𝑖 и 𝑗: ��

последовательными (𝑖−𝑗=1) �

средне-удаленными (𝑖−𝑗=2…4) �

дальние расстояния(𝑖−𝑗>4) �

Двугранные углы

ограничения на угол φ ��

ограничения на угол ψ ��

Структурная статистика

кол-во отклонений расстояний от экспериментальных �

кол-во нарушений ограничений на двугранные углы �

СКО для отклонений связей (Å) �,���

СКО для отклонений углов (град.) �,���

Карта Рамачандрана

остатки в наиболее благоприятной области (%) ��,�

остатки в дополнительно разрешенной области (%) �,�

остатки в запрещенной зоне (%) �,�
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Для полученного ансамбля из �� структур была построена карта Рамачандра-

на[��] (рисунок ��): ��,�% аминокислотных остатков находятся в разрешен-

ных областях и �,�% — в допустимых областях. Таким образом карта Рама-

чандрана подтверждает корректность найденной пространственной структу-

ры пептида SEM�(��-��) [��].

Рисунок ��— Карта Рамачандрана для пептида SEM�(��-��)
для ансамбля из �� структур с минимальной энергией

Полученная в данной работе пространственная информация была исполь-

зована для получения структуры пептида SEM�(��-���) с использованием

комбинированного подхода, основанного на использовании геометрических

ограничений отдельных пептидных фрагментов: SEM�(��-��), SEM�(��-��)

и SEM�(��-���). Полученные результаты были опубликованы в статье[��].



��

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе работы был использован метод спектроскопии ядерного магнит-

ного резонанса ЯМР, с помощью которого был исследован фрагмент белка

семеногелина— пептид SEM� (��-��), получены следующие результаты:

• Были зарегистрированы спектры ЯМР: одномерные на ядрах �H, и двумер-

ные: HSQC (�H–��C, �H– ��N), TOCSY (�H–��H), NOESY (�H - �H) и ROESY (�H -
�H).

• Определены значения химических сдвигов ядер водорода �H, азота ��N

и углерода ��C, значения химических сдвигов были депонированы в базу

данных BioMagResBank (BMRB ID �����).

• Из анализа спектров NOESY и ROESY были определены �� пространствен-

ных ограничения для расстояний между атомами, а также �� ограничения

на двугранные углы из анализа химических сдвигов.

• Впервыебылаопределенапространственная структурапептида SEM� (��-��)

и депонирована в международную базу данных Protein Data Bank (PDB ID:

�BVZ). Для образца установлен тип вторичной структуры в виде случайно-

го клубка.
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