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1. ВВЕДЕНИЕ

Большинство исследований в области конфигурации белков, т. е.
трехмерного расположения полипептидных цепей, в конечном счете сво-
дилось к установлению связи между формой молекул и их биологиче-
скими функциями. Современные представления о структуре белков яв-
ляются результатом синтеза двух основных линий исследования. Пер-
воначальная линия исследования, использовавшая методы классической
биохимии, касалась преимущественно растворимых («глобулярных»,
или «корпускулярных») ι белков, их кристалличности, денатурации
и физиологической активности. Позднее, в 1930 г., методы рентгенов-
ской кристаллографии открыли другой путь изучения конфигурации
больших молекул, в связи с чем необходимо в первую очередь упомя-
нуть Астбери1·2. Этими методами большинство данных было получено
для нерастворимых фибриллярных белков. Первоначально Астбери по-
казал, какие изменения происходят в молекулярной конфигурации (при
так называемом альфа-бета превращении, усадке, сверхсокращении),
подвергая эти фибриллярные белки физическим воздействиям и иссле-
дуя соответствующие изменения рентгеновской картины. Проводя эти
исследования на разных объектах, начиная от шерстяных волокон и кон-
чая коллагеном3·4 и белковыми волокнами мышц5, Астбери выяснил,
что эластические свойства волокон кератина, коллагена и миозина име-
ют место, в конечном счете, благодаря конфигурации и ориентации ин-
дивидуальных полипептидных цепей.

Несмотря на то, что данный обзор касается преимущественно бел-
ковых молекул в растворе, и, следовательно, здесь упоминается о фиб-
риллярных белках лишь вскользь, очень важно отметить, что Астбери
смог воспроизвести рентгеновскую картину, характерную для альфа-
бета перехода, растягивая пленки денатурированных глобулярных бел-

ков, таких, как эдестин .и яичный альбумин 6· 7. Это обстоятельство было

* S. J. L e a c h , Reviews of Pure and Applied Chemistry, 9, 33 (1959). Сокращенный
перевод с английского Р. А. Кульмана, под ред. В. А. Пчелина.
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использовано для интерпретации молекулярных изменении в растворе
с точки зрения развертывания и свертывания полипептидных цепей,
порядка и беспорядка в протеинах. С появлением этой концепции до
некоторой степени прояснился процесс денатурации протеинов, в на-
стоящее время рассматриваемый как сложное коифигурационное из-
менение белковой молекулы (ср.8).

2. МОДЕЛЬ а-СПИРАЛИ

В течение последних десяти лет исследования конфигураций моле-
кул белков развивались в направлении, обусловленном двумя важны-
ми открытиями. Одно из них — установление Зангером и сотрудника-
ми 9 полной последовательности аминокислот в молекуле инсулина, что
открыло возможность аналогичных исследований других протеинов и
ферментов и дало новые предпосылки для объяснения зависимости меж-
ду структурой и биологической активностью белков10. Однако такой
подход.к пониманию биологических функций без знания молекулярной
конфигурации оказался безуспешным. Другим важным стимулом11,
появившимся в 1950 г. в результате синтеза теоретических и экспери-
ментальных методов, было установление полной структуры пяти кри-
сталлических аминокислот и пяти простых пептидов при помощи рент-
геновского анализа. Из этих данных Полинг, Кори и другие получили
размеры длин связей и валентные углы пептидной группы —СО—NH—
н окончательно установили плоскостность и транс-конфигурацию этой
группы. Кроме того, было обнаружено, что всегда образуется макси-
мально возможное число ΝΗ...0 водородных связей и что эти связи
всегда приблизительно линейны. Полинг и Кори использовали эти дан-
ные для модели полипептидной цепи с целью найти ее наиболее устой-
чивую конфигурацию, т. е. конфигурацию с минимальной потенциаль-
ной энергией. В предположении, что около С—С и С—N одиночных
связей в пептидной группе имеет место свободное вращение, было най-
дено лишь две конфигурации, совместимые с вышеуказанными предпо-
ложениями. Аналогично ранней модели Хаггинса12 и более поздней
модели «π-спирали» Лоу и Бэйбатта 13· и найденные две структуры ока-
зались спиралями и были названы а- и -у-спиралями.

id-Спираль с 3, 7 остатками на виток спирали и более плотной упа-
ковкой была предложена в качестве основной структуры для «натив-
ных» свернутых молекул белков15. Детальное описание α-спирали и
доказательства ее существования в полипептидах и белках можно най-
ти во многих обзорах 1 6- 2 0. Эта модель широко использовалась как наи-
более устойчивая; она является единственной, которой удовлетворяют
экспериментальные данные. Убедительное доказательство существо-
вания α-спирали было получено при изучении свернутых синтетических
полипептидов, в особенности поли-7-бензил-/-глутамата 1 7 · 1 8 , тогда как
рентгеновские картины фибриллярных белков в нерастянутом виде
(α-конфигурация) согласуются с моделью, напоминающей несколько
α-спиралей, искаженных скручиванием в канатоподобные структу-
ры 2 1 " 2 4 (см. также 2 5).

В свое время главным значением модели α-спирали был стимул к
дальнейшим исследованиям. В добавление ко многим чисто физическим
исследованиям изменений формы были также сделаны попытки интер-
претировать ферментативное действие и конфигурацию активных цент-
ров 26, равно как свойство электронной проводимости 2 7~2 9 с точки
зрения структур, свойственных α-спирали. В самом деле, когда извест-
на последовательность аминокислот в белке, возможно использование
α-спирали в качестве основы для построения трехмерной масштабной
модели белковой молекулы, что было сделано для инсулина1 9·3 0·3 1 и
части молекулы цитохрома С32.

6 Успехи химии, № 9
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Первоначальные экспериментальные доказательства существова-
ния α-спирали в аморфных и кристаллических глобулярных протеинах
отрывочны и неубедительны 19· 3 3~3 9.

Наиболее полные данные, которые мы имеем сейчас в области струк-
туры белков, были получены для кристаллического миоглобина Кендрю
с сотрудниками33·40-41. Их подход к получению данных заключался в
использовании классического метода «изоморфного замещения» (впер-

вые примененного к белковым пробле-
мам Перутцем42), когда протеин «по-
мечается» тяжелыми атомами в специ-
фических положениях: Кендрю с сот-
рудниками смогли получить кристаллы
миоглобина, помеченного в четырех
таких точках, и провести трехмерный
анализ Фурье (или расчет электронной
плотности) с использованием 400 рент-
геновских рефлексов.

Таким путем Кендрю с сотрудника-
ми смогли изобразить первую про-
странственную картину белка (см.
рис. 1).

«Молекула, представленная таким
Рис. 1. Модель третичной структуры образом, на самом деле является
молекулы миоглобина, по данным странным объектом. Она является бо-
Кендрю и других зз,4о,41. Серый лее сложной и менее регулярной, чем

диск — гем-группа мы предполагали, или чем могла би
предсказать любая современная тео-

рия глобулярных белкой... Если и имеются общие принципы строения
белка, то они совсем не выявляются в данной модели» 4 3 *.

3. ПЕРЕХОД СПИРАЛЬ —КЛУБОК

Наряду с развитием методов изучения растворов были достигнуты
важные успехи в области теории конфигурационных изменений макро-
молекул. В последнее время были сделаяы попытки создать теоретиче-
ские модели, которые объясняют поведение полипептидов и белков в
условиях денатурации. Можно рассматривать два крайних случая: пол-
ностью упорядоченную и полностью беспорядочную конфигурацию.
Проблема заключается в объединении этих форм в одну молекулярную
модель и нахождении их относительного содержания при изменениях
растворителя и температуры. Двум крайним случаям будут соответ-
ствовать хорошо известная α-спираль и полимерный беспорядочный клу-
бок**. Спираль будет обладать минимальной конфигурационной (или
внутренней) энергией, тогда как беспорядочный клубок будет обладать
максимальной энтропией. Наиболее вероятное равновесное состояние
модели будет определяться таким взаимоотношением двух форм, кото-
рое обеспечит минимум свободной энергии для всей системы. Такие вы-
числения были предприняты рядом авторов8 6"8 9. Первый и наиболее
важный шаг заключается в подсчете изменения свободной энергии при

* Впоследствии Кеидрю с сотрудниками, использовав 9600 отражений, получили рас-
пределение электронной плотности в миоглобине с разрешающей способностью 2 А. На
полученном распределении α-спирали выявились непосредственно43-47. Это прямое до-
казательство существования α-спиралей в глобулярных белках.

Данные, полученные другими методами для растворов полипептидов и белков, не
дают столь прямых доказательств существования α-спирали48-85, какие могут быть по-
лучены при рентгеноструктурном анализе монокристаллов белков.

** В этом случае обычно говорят «беспорядочная спираль» (random coil), хотя
под спиралью не подразумевают никакой регулярности.
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переходе одного моля полипептида от α-спиральной конфигурации к
беспорядочному клубку. Поскольку считают, что такой переход имеет
место при денатурации белков, это привлекает к себе большое внима-
ние. Это формально аналогично α-β-переходу, который рассматривался

Хиллом9 0"9 2 с точки зрения статистической механики. Однако при ис-
пользовании подобных методов необходимо помнить, что α-β-переход
имеет дело с переходом от внутри- к межмолекулярным водородным
связям при увеличении длины молекулы, в то
время как в переходе спираль — клубок мы име- ^ ©
ем дело с полной потерей внутримолекулярных н (;-с ^
водородных связей без необходимости какого- сс^, н
либо изменения длины молекулы. Хилл 8 8 рассма- цНн^
тривал переход, рассчитывая долю водородных ι', ^
связей, недостающих в α-спирали. Это аналогич- ι JĴ c-cf
но дефектам, образующимся в структуре обыч- x"Jf ? /
ного кристалла. Он обнаружил наличие тенден- р^с_ ' к
ции к разрыву не одиночных, а сразу большого \ ^ \ ^ с

числа связей. Райе, Вада и Гайдушек93 пришли ' / H^J
к подобному же вьгаоду, используя прост.ейшую ^J-/r о
статистическую модель. Они подразделили сво- с' н1

бодную энергию денатурации на четыре катего- о̂ -̂с̂ с-о
рии, одной из которых является свободная энер- о Θ
гия разрушения спирали. Если имеется несколь-
ко эквивалентных мест, в которых может начать- и с ' · * е м а „
ся разрушение спирали, подход к проблеме мо- в а а . с п и р а л и п р и ОДНо-
жет быть осуществлен аналогичным образом, пу- временном разрушении
тем вычисления числа вакантных мест в решетке т Р е х водородных связей
или энтропии смешения вакантных мест в решет- в пол™ептиднои цепи
ке. Таким путем было предсказано, что вначале
появится большое число разупорядоченных областей, и дальнейшее
увеличение беспорядка будет распространяться скорее от этих обла-
стей, нежели от разматываемых концов спирали93. Стоит только по-
явиться таким «активным центрам», как от них быстро начнут распро-
страняться области беспорядка. Этим объясняют резкие конфигураци-
онные изменения при изменении среды—(рН) и температуры — и
характеристику этих изменений как «фазовых переходов». Если рас-
сматривать обратный процесс (клубок—спираль), будет видно, что
образование первого витка спирали затруднено из-за большого пониже-
ния энтропии, однако такой виток в дальнейшем играет роль активного
центра стабилизации последующих витков при помощи водородных
связей. Если задача рассматривается как статистическая проблема94,
подобная модель приводит к экспериментально обнаруживаемому рез-
кому конфигурационному переходу. Подобным образом можно устано-
вить наиболее удовлетворительный способ превращения спирали в бес-
порядочную цепь95. Переход может происходить либо путем разматы-
вания спирали по типу раскрытия застежки «молнии» с любого конца
при разрыве одной водородной связи, либо путем «тройного разрыва»,
при котором спираль разрушается изнутри при одновременном разрыве
трех водородных связей (см. рис. 2).

Процесс раскрытия спирали по типу «молнии» обычно играет более
важную роль в коротких цепях, а тройной разрыв — в длинных. Ком-
бинируя эти два способа разрушения спирали можно предсказать си-
туацию в общем случае95.

4. ТЕОРИИ КОНФИГУРАЦИОННЫХ ИЗМЕНЕНИЙ В БЕЛКАХ

Энергетические соображения при оценке конфигурационных перехо-
дов в белках рассматриваются в обзоре Ламри и Эйринга 96. Более де-
тальное рассмотрение проблемы было произведено Козманом и Пелле-

6*
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ром8 9, модель которых сильно напоминает модель Хилла88 и которые
тоже используют методы статистической механики для установления
термодинамически наиболее устойчивого состояния полипептида в рас-
творе. Поскольку используются статистические методы, такая модель
ттриложима лишь к очень большим полипептидам, и при этом не учиты-
ваются «концевые эффекты» неполностью связанных концевых остат-
ков. Эта модель принимает во внимание влияние воды на устойчивость
водородных связей в полипептидной цепи, «о не учитывает взаимодей-
ствия воды или неполярных растворителей с углеводородными боковы-
ми цепями, а также взаимодействие между боковыми цепями. Однако
такая модель вполне удовлетворительно объясняет резкость перехода
спираль — клубок, влияние мочевины как денатурирующего агента, по-
вышенной температуры и концентрации водородных ионов на увеличе-
ние беспорядка в водном растворе полипептида.

По всей вероятности, явление перехода спираль —клубок также
можно объяснить и с позиции теории Шеллмана8 6·8 7. Хотя эта теория
страдает некоторыми ограничениями, в последние годы она так успеш-
но применялась, что заслуживает детального обсуждения. В качестве
модели переходных состояний между спиралью и клубком Шеллман
рассматривал лишь смеси молекул, которые были целиком либо в од-
ной, либо в другой крайней форме *. Козман и Пеллер, с другой сторо
ны, подсчитали число контактов между сегментами двух типов, пола-
гая, что молекулы в переходном состоянии построены из сегментов со
свойствами спирали и беспорядочной цепи. Это может дать более реаль-
ную картину частично разупорядоченного состояния. И все же теория
Шеллмана более удачна, так как она дает увеличение резкости темпе-
ратуры перехода с ростом молекулярного веса98. Это имеет место по-
тому, что статистические теории, подобные теории Козмаиа и Пеллера,
пригодны лишь в тех случаях, когда свободные энергии полипептидных
остатков принимаются независимыми от размеров сегмента, в котором
они локализованы. Мы уже видели, что свобода вращения (и, следова-
тельно, энтропия) сегментов, принадлежащих беспорядочной цепи, бы-
стро увеличивается при увеличении размеров сегмента. Статистическое
приближение будет приводить к недооценке этого факта и поэтому бу-
дет расширять область переходной температуры. Сверх того, посколь-
ку эта теория предполагает очень большой набор частиц, она не способ-
на отразить влияние длины цепи на устойчивость спирали, тогда как тео-
рия Шеллмана не страдает этим недостатком. Рассчитывая свободную
энергию перехода спираль — клубок (А-Гразверт. ) Шеллман суммировал
долю каждого остатка (Δ/v-r.) И добавлял некоторый член С, который
учитывает «ослабление», вызванное деформированными водородными
связями на концах цепи:

А^разверт. = «Д^сст. + С, (1)

где η — число остатков в цепи; A-FOCT. определяется из теплоты (АЯост.)
и энтропии перехода (AS O C T. ) при нарушении одного моля водородных
связей:

AFOCT. -^ А Ност. — Τ · AS0CT. (2)

Тепловой эффект водородной связи для OH....N или O...HN взаимо-
действия оценивается в 6—8 ккал/моль99·100. Однако в водных раство-
рах присутствие воды (в концентрации 55 М) значительно снижает эту
величину. Вообще, реакции разрыва пептидных водородных связей в

* Эти ограничения не применяются в более современных теориях, в которых рас-
сматриваются частично упорядоченные молекулы 97.
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воде на самом деле являются перераспределением водородных связей,
когда общее число связей не меняется 86· 89· 1 0 1 · 1 0 2 , как показано на рис. 3.

Если старые связи лишь слегка прочнее новых, то поглощенное теп-
ло в реакции, вероятно, менее чем 6—8 ккал/моль *.

Шеллман установил, что истинное значение Л#0Ст. должно быть бли
же к 1,5 ккал/моль **; это было получено при изучении термодинамиче-
ских данных по ассоциации мочевины в воде, где имеет место аналогич-
ный обмен связями. Выигрыш в энтропии (AS(KT.) при разрыве водо-
родной связи был определен подоб-
ным же образом путем расчета числа но-
вых конфигураций, которые могут обра- ^ο=0···Η—Ny + 4 0 · · · Η — ο
зоваться при вращении около связи ι н / н
Это значение энтропии лежит меж- I
ду 3 и 7 э. е., причем наиболее вероят- н

ным является 3—4 э. е. ***. Подстав- ^Λ=0···Η—О^ + /О--н—<^
ляя это значение в уравнение (2), мож н н

но рассчитать стабилизирующую энергию
(AFQCT. ) при 25°, которая будет равна Рис. 3. Иллюстрация перераспре-
0,3—0,6 ккал/моль так что уравнение (1) деления водородных связей, кото-

рое имеет место, когда пептид-
теперь м о ж н о з а п и с а т ь т а к : пептидные водородные связи раз-

AFpasB. = 0,45η — 4,55 ККал/МОЛЬ. (3) Ры-ваются водой (по Козману 101)

Числовые коэффициенты являются
средними значениями предельных, предложенных Шеллманом.

Уравнение (3) весьма существенно, поскольку оно показывает, что
благодаря деформации водородных связей на концах спирали, размеры
последней должны быть больше, нежели критическая величина устой-
чивости (15—20 остатков), а α-спирали в водных растворах находятся
на грани устойчивости. Взаимодействие боковых цепей может повышать
или ослаблять устойчивость свернутой конфигурации, которая сама по
себе обладает малой устойчивостью. Дисульфидные связи (раздел 7, А)
или другие взаимодействия боковых цепей (разделы 7, Б и 7, В) обу-
словливают образование «петель», которые благоприятствуют образо-
ванию спиральной формы «вследствие лишения развернутого состояния
его главнейшего преимущества: конфигурационной свободы»86. Анало-
гичным образом, стягивающие силы вдоль цепи будут проявляться в
смежных неполярных или способных к образованию водородных связей
боковых цепях, что очень сильно благоприятствует свернутой форме.
С другой стороны, при высоких или низких значениях рН электроста-
тическое отталкивание вдоль отдельных цепей благоприятствует растя-
нутой форме (раздел 6, Б) и, следовательно, способствует кислотной
или щелочной денатурации. Уравнения (2) и (3) также показывают,

* Германе, Лич и Шерага | 0 3 предложили верхний предел порядка 6 ккал/моль для
теплового эффекта водородной связи, исходя из измерений на гидроксибензойной кис-
лоте, где имеются «идеальные» условия для образования таких связей. Шерага с сот-
рудниками 1 0 4 дают значение 6 ккал/моль в своих расчетах по ионизации 1 0 4, 1 0 5, протео-
лизу 10°-108, ассоциации109.110 и денатурации111, хотя эта величина может быть боль-
ше. Недавние работы по денатурации β-лактоглобулина теплом и мочевиной позволили
Шеллману87 установить значения теплового эффекта (1,90 ккал/молъ), энтропии (5, 6
э.е.) и свободной энергии (0,21 ккал/моль) для образования водородных связей на одну
пептидную группу. Другие экспериментальные данные по энергии стабилизации выво-
дятся из энергии электростатического отталкивания, необходимой для разрушения спи-
рали поли-/-глутаминовой кислоты п 2 . То обстоятельство, что для этого должно быть
ионизировано 40% карбоксильных групп, приводит к верхнему пределу в 0,3 ккал/моль.

** Пеллер к этому добавляет 0,5 ккал/моль на увеличение энергии связи, когда
электроны локализованы в большой решетке. Такой стабилизирующий эффект обсуж-
дается в другом месте2 7.1 1 3.

*** Пеллер предпочитает значение 6 э. е.
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что свободная энергия развертывания является линейной функцией тем-
пературы. Рассчитанная температура перехода (при которой А/г

Разв.=0)
строго зависит от принятых значений ASOCT. * и АЯост. и равна 100°, если
Д5ОСт. составляет 4 э. е. При увеличении длины цепи полипептида тем-
пература перехода также растет, и переход становится более резко вы-
раженным (раздел 6, Б).

Денатурация мочевиной может быть рассмотрена подобным же об-
разом с использованием термодинамических данных димеризации мо-
чевины и в предположении, что две группы в каждом открытом пептид-
ном звене способны образовывать водородные связи. В соответствии
с полученными данными, была предсказана критическая концентрация
мочевины, выше которой наступает внезапное развертывание. Эта кон-
центрация аналогична температуре перехода; с увеличением длины цепи
развертывание происходит более резко и требует более высоких кон-
центраций мочевины. Проверка пригодности расчета была получена86

обращением процесса при использовании экспериментально получен-
ной температуры перехода (75°) и критической концентрации мочези-

ны (7 М) для денатурации яичного альбумина с целью расчета термо-
динамических данных. Это дало величины 2,1 ккал/моль для ΑΗΚΤ.,
6 э. е. для ASOCT. и 0,3 ккал/моль для AFOCT. при 25°. Первое значение,
вероятно, включает в себя небольшую долю, обусловленную стабили-
зацией боковыми цепями. Результат, следовательно, находится в хоро-
шем согласии с предположениями, сделанными Шеллманом. Экспери-
ментальные значения для критической концентрации мочевины и тем-
пературы перехода в случае денатурации β-лактоглобулина87 равны,
соответственно, 5 Μ и 65°.

5. ДЕИТЕРО-ВОДОРОДНЫЙ ОБМЕН

Если органическое вещество ввести в соприкосновение с D2O или
со смесью Н2О — D2O, то произойдет быстрое замещение водородных
атомов. Вообще говоря, скорость замещения слишком велика, чтобы
быть измеренной экспериментально114·115. В таких условиях, как было
обнаружено, имеет место изотопный обмен водорода, связанного с кис-
лородом и серой, но не углеродом. В пленках, волокнах или кристаллах
сложных веществ, однако, скорость проникания дейтерия не так высо-
ка и может быть иногда измерена. В таких случаях изотопный обмен
в действительности может происходить быстро, однако малая скорость
замещения приписывается малой скорости диффузии D2O в образец.
Скорость диффузии зависит не только от плотности образца и его тол-
щины, но отчасти также и от степени упорядоченности молекулярной
упаковки, например, неупорядоченные или «аморфные» области кера-
тина могут быть помечены дейтерием быстрее, чем упорядоченные, или
«кристаллические» области 1 1 6~1 1 8. Различные скорости дейтерообмена,
однако, могут существовать на молекулярном уровне, т. е. может иметь
место гетерогенность активности обмена даже в пределах одной мак-
ромолекулы. Это тот случай, которым мы здесь интересуемся, посколь-
ку в водных растворах белки обычно существуют, если не в виде от-
дельных молекул, то, по крайней мере, в виде небольших групп молекул,
и факторы диффузии и кристалличности не имеют силы.

Ленормант и Блоут 1 1 9 · 1 2 0 из инфракрасных спектров поглощения по-
лучили доказательства того, что бычий серумальбумин и яичный аль-
бумин обладают пептидными группами двух сортов. Одни — быстро
маркируются дейтерием при комнатной температуре, другие маркиру-
ются дейтерием лишь при высоких рН или повышенных температурах.

* Для ASOCT = 2 и 3 Пеллер нашел температуру перехода равной 60 и 227°.
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Линдерстрём-Ланг со своей группой в Карлсбергской лаборатории
продолжил эти исследования, применяя количественную методику к
растворам белков i2i—125_ Б ы л о показано, что для большинства изучен-
ных белков и пептидов число (п) замещающихся водородных атомов в
расчете на один моль одинаково в пределах ошибки опыта с числом
(Н в ) , ожидаемым из формулы. Например, мы можем ожидать, что
о?/-лейцилтриглицин со свободными амино-карбоксильными и тремя
пептидными NH-группами должен дать 6 замещающихся водородных
атомов. Аналогично Л-аланилглицин должен обладать 4 такими водо-
родными атомами. Экспериментально получаемая величина для η очень
близка к 6 и 4, и замещение в обоих случаях происходит в пределах не-
скольких минут126. В окисленной Α-цепи инсулина, если мы включим в
рассмотрение не только три конечных атома водорода и 20 пептидных
групп, но также и атомы водорода в -CONH2, -СООН, -ОН и -SO3H
группах боковых цепей, в изоэлектрической области рН, должно быть
41 или 42 замещающихся атомов водорода в зависимости от происхож-

ТАБЛИЦА 1

Скорости обмена замещаемых водородных атомов в некоторых белках и пептидах

Пептиды или
белки

dl-ana. гли.
й/-лей. (гли.)з
Α-цепь инсулина

Инсулин

В-цепь инсулина
Рибонуклеаза

(окисленная)
Рибонуклеаза
Поли-^/-аланин

Условия
обмена

25°
0°, 25°
0°, 38°

0°, рН 4,8
0°, рН 3
сухой, тв.

0°, рН 2,7

0°, рН 4,7
0°, 38°
0°—20°,
рН 2-4,9

Замещаемые
водородные

атомы

теоре-
тич.

4
6

38—41

экспе-
рим.

4
6

38
36—37 44—47

91
91
53

245
245
33

89
85—89
51—57

252
240

33

Пептидные
водородные

атомы
(расчетн.)

2
3

20
20
48
48
28

129
129
29

Быстрое
замещение

(эксп.)

4
В

38
32
60
45
33

245
190

23

Медленное
замещение
(эксп.)

0
0
0
5*

29—31
46
20

0
50
10

Ссылки
на ли-

тературу

126
126
126

83
30, 126

126
83

30
30

129

* Не принимается во внимание с точки зрения скорости растворения.

дения инсулина (соответственно, бычий или свиной), тогда как для Na4
соли Не равно 38. Экспериментальные значения оказались равными 38
и 41, причем и в этом случае замещение закончилось через несколько
минут даже при 0°126. По существу, такие же результаты были полу-
чены Личем и Шерагой83 при использовании более чистых образцов
окисленной Α-цепи инсулина. Окисленная рибонуклеаза ведет себя ана-
логично30, все 245 атомов водорода, которые могут быть замещены
дейтерием, были быстро замещены при 0°.

Был изучен ряд других полипептидов и протеинов. Тогда как η не-
изменно было близким к Н е , скорость замещения не была одинаковой
для всех атомов водорода. Часть водородных атомов, способных к об-
мену, замещалась слишком быстро и не могла быть измеренной, и ос-
тающаяся часть подвергалась замещению в течение суток при 38°. Это
относится к инсулину3 0,1 2 5"1 2 8, окисленной В-цепи инсулина83, поли-d/-
аланину128, β-лактоглобулину130 в растворе, э также к пленкам кол-
лагена 61. Некоторые результаты показаны в табл. 1.

Линдерстрём-Ланг предположил30, что медленно замещающиеся
водородные атомы обычно включены в водородную связь. Более кон-
кретно было предположено, что большинство таких «медленных» ато-
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мов водорода принадлежит пептидным -NH-группам, которые прини-
мают участие в свернутой конфигурации. Эта конфигурация может
быть α-спиралью или же каким-либо иным типом вторичной структуры
с водородными связями. Это предположение подтверждается тем фак-
том, что мочевина ускоряет замещение «медленных» водородных ато-
мов 30. Если, далее, предположить, что все «медленные» атомы водоро-
да находятся в пептидных группах, то можно установить из табл. 1
долю остатков, находящихся в свернутой форме. Эти величины обяза-
тельно будут завышены, так как некоторые боковые цепи связаны друг
с другом водородными связями, что также войдет в долю свернутых
остатков (см. раздел 7, Б).

Из всех изученных до сих пор соединений, лишь для безводного
аморфного инсулина показано, что его молекулы находятся преимуще-
ственно в свернутой форме с почти всеми медленно замещающимися
пептидными атомами водорода. Однако в растворе при рН 3 из 46 пеп-
тидных атомов водорода инсулина, которые могут быть замещены, в
спирали замещается не более 30. Эти медленно замещающиеся водо-
родные атомы могут быть затем подразделены на три группы в соот-
ветствии с их скоростью замещения. Линдерстрём-Ланг измерил все три
константы скорости первого порядка в зависимости от температуры
(О, 20, 38,6°). Таким путем была найдена энергия активации для -про-
цесса замещения водорода дейтерием, которая приблизительно равня-
лась 20 ккал/моль. Поскольку для разрыва в спирали должны быть
одновременно разрушены три смежных водородных связи, энергия ак-
тивации на одну связь должна быть 6—8 ккал/моль. Это значение ско-
рее соответствует величине, ожидаемой для вакуума, но не для водного
раствора, где гидратация пептидных связей может снизить энергию
примерно до 1,5 ккал/моль55. Полученная величина может зависеть от
механизма, по которому начинается процесс развертывания спирали.
При низких температурах должен иметь место «тройной разрыв» с вы-
сокой энергией активации. При высоких же температурах или в при-
сутствии мочевины процесс· развертывания по типу раскрытия застеж-
ки «молнии» может быстро распространиться от нескольких гидрати-
рованных разрывов (см. раздел 4, а также рис. 2).

На основе разной активности замещаемых водородных атомов Лин-
дерстрём-Ланг предложил модель молекулы инсулина30. Поскольку
«ядро» молекулы инсулина заключено между двумя межцепными ди-
с^льфидными связями, 23 наиболее медленно замещаемых NH-атомов
водорода располагаются в этой области. Как считают, две поперечные
связи стабилизируют спиральную форму ядра. Другие остатки нахо-
дятся на «концах» молекулы, и, как полагают, не образуют упорядо-
ченных структур, за исключением некоторых остатков вблизи А7 — В7
цистина, пространственное положение которых может быть стабилизи-
ровано взаимодействием между -СООН или -CONH2 боковыми цепями
или гистидином; следовательно, они должны замещаться с промежу-
точной скоростью.

Другой тип стабилизации спирали был обнаружен в растворенном
поли-с?/-аланинеш, который не имеет ни замещающихся водородных
атомов в боковых цепях, ни дисульфидных связей и не проявляет при-
знаков молекулярной ассоциации. Ввиду крайне низкой устойчивости
α-спирали в водном растворе является неожиданностью, что она сохра-
няется в этом случае82. В табл : 1 также показано, что 10 из 29 пептид-
ных NH-групп включены во вторичную структуру. Скорости замещения,
измеренные при рН от 2,0 до 4,9 и при температуре 0, 10 и 20° позво-
лили установить энергию разрушения спирали посередине. Полученная
величина 1,6 ккал/моль значительно ниже, чем для инсулина. Причи-
ной стабилизации в этом случае должно быть сильное гидрофобное
взаимодействие между парами СН3-групп d- и /-остатков вдоль од-
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ной цепи*. Четверть всех остатков может находиться на расстоянии
до 3,6 А один от другого.

Имеются и другие интересные данные, которые не включены в табл. 1.
Например, кортикотропин овцы (α-АКТГ) — нативный гормон поли-
пептидного строения не обнаруживает признаков вторичной структуры.
Леонис и Ли 1 3 2 обнаружили, что гидродинамическое поведение и опти-
ческое вращение гормона соответствует несколько растянутому беспоря-
дочному клубку полиэлектролитного типа. В соответствии с этим все
замещаемые атомы водорода реагируют почти мгновенно. По-видимому,
в этом случае отсутствие дисульфидных поперечных связей приводит
к беспорядочной структуре и, таким образом, свернутая конфигурация
совсем не обязательна для биологических функций. Другим примером
являются данные Бреслера 1 3 0 по растворам сывороточного альбумина
при рН 7 и данные Брэдбури и других61 по очень тонким твердым плен-
кам коллагена. Данные по серумальбумину были получены с использо-
ванием не дейтериевой, а тритиевой воды. Этот метод стал популярным
благодаря легкости оценки замещения. Оказалось, что при всех темпе-
ратурах между 20 и 100° водородные атомы боковых цепей быстро за-
мещаются. Однако атомы водорода пептидной группы не замещаются
быстро, пока раствор не будет нагрет до 70°. В этом случае 70% таких
водородных атомов замещается почти мгновенно. Оставшиеся водород-
ные атомы реагируют исключительно медленно, пока температура не
поднимется до 100°, когда реакция становится быстрой. Резкость раз-
граничения и высокий температурный коэффициент реакции наводят
на мысль о кооперативном процессе разрушения структур с водород-
ными связями130, причем сразу напрашивается аналогия с процессом
«плавления». Вопрос о скорости дейтерозамещения в пленках колла-
гена 6 I не входит в задачу данного обзора, однако интересно, что опуб-
ликованы три совершенно различные скорости этого процесса. Частич-
но деградированный материал обменивается с парами тяжелой воды
менее чем за 10 минут, тогда как боковые цепи и несвязанные водо-
родными связями -NH-группы замещаются в пределах одного часа.
По-видимому, половина -NH-rpynn коллагена закрыта во внутримоле-
кулярных водородных связях и для их полной дейтеризации требуется
30 дней.

6. ОПТИЧЕСКОЕ ВРАЩЕНИЕ И ДИСПЕРСИЯ ВРАЩЕНИЯ

Применение этой старой методики сделало ее в последнее время
важным инструментом для оценки конфигурационных изменений в бел-
ках. Вращательная способность нативных белков не может быть рас-
считана арифметически исходя из вклада /-аминокислот, входящих в со-
став белка. Более того, оптическое вращение сильно изменяется с при-
родой среды, в которой находится белок, например, с изменением рН
растворителя или в присутствии растворенных денатурантов. Для боль-
шинства нативных глобулярных белков удельное вращение [a]D на-
ходится в пределах от —30 до —60°, а денатурация мочевиной изменяет
эти значения в пределах от —80 до —120°. Лишь в этом случае сред-
няя величина около —100° приближается к сумме оптического враще-
ния отдельных /-аминокислот. Это явление было известно довольно
давно. В последнее время оно объясняется 1Ш с точки зрения молеку-
лярной структуры. Из всех спектральных характеристик оптическое
вращение наиболее чувствительно к изменениям пространственной кон-
фигурации, и этот метод является уникальным для исследования кине-
тики гидролиза белка 133, его денатурации 134-i3? или ренатурации 1 3 8 · 1 3 Э .

* Аналогичные соображения можно высказать по поводу поли-сН-фенилаланина, ко-
торый, по-видимому, обладает α-структурой в растворе 131.
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Можно было ожидать, что изменение удельного вращения при дена-
турации имеет место исключительно за счет изменения вращательной
способности единичных асимметрических углеродных атомов, вызван-
ного изменением растворителя или внутримолекулярного окружения и о .
Сейчас, однако, известно, что свернутая конфигурация нативных белков
также дает прямой и существенный вклад во вращение, вклад, который
частично или полностью аннулируется при денатурации.

А. Теория оптического вращения

Было сделано несколько попыток вывести общую теорию оптическо-
го вращения 1 4 1 · 1 4 2 , и, используя квантовомеханические методы расчета,
применить ее к оптически активным молекулам142"154. Три наиболее
удачных результата были получены Кондоном, Олтаром и Эйрин-
гом !45· 146, Кирквудом и другими 144· ! 4 9 - ш и Моффиттом 1 5 2- 1 5 4, причем
каждый использовал различные приближения, основанные на совершен-
но различных предположениях. Из обзоров, сделанных по этой теме
в последнее время87· 136· 143, обзор Шеллмана87, по-видимому, является
наиболее критическим.

Фиттс и Кирквуд 150· 1 5 1 применили теорию поляризуемости для рас-
чета дополнительного удельного вращения полииептидной α-спирали
сверх того вклада, который дают отдельные асимметрические остатки.
Было допущено предположение, что спираль очень сильно поляризуется
по длине, и из простейших моделей были получены значения поляризуе-
мости и анизотропии. Вклад α-спирали во вращение поли-у-бензил-/-глу-
тамата был найден равным —31°. Это находится в хорошем согласии
с экспериментальными данными Доти и Янга98, которые нашли, что
удельное вращение изменяется от +10,5° в дихлорэтане, где растворен-
ный полимер находится в форме α-спирали, до —17,5° в дихлоруксусной
кислоте, где полимер представляет собой беспорядочный клубок. Если
различие в 28° удвоить для компенсации того обстоятельства, что сред-
ний молекулярный вес остатка поли-у-бензил-/-глутамата вдвое больше,
чем у белков, то изменение будет того же знака и такой же величины,
как в случае денатурации многих протеинов 134· ! 4 0·1 5 5· 156. Это совпаде-
ние, по всей вероятности, случайно, так как найденные к тому времени
крайние значения81 отчасти зависели от растворителя, в особенности
для случая беспорядочного клубка; нативные же протеины лишь частич-
но спиральны. Теория однако была успешно применена к данным для
полипролина II 1 5 7 · 1 5 8 (см. раздел 6, Б), а также для дезоксирибонуклеи-
новой кислоты 159.

Теорией, достигшей в настоящее время наибольшего успеха в при-
менении к вращательной дисперсии белков, является теория Моффит-
та 152· 153. Моффитт рассматривал пептидные связи как главные хромо-
форы. Обычно поглощенный квант света в этих группах вызывает лока-
лизованные электронные переходы, обусловливающие две четкие полосы
поглощения при 148 и 185 т\у. Если пептидные группы связаны друг
с другом водородными связями, как в α-спирали, взаимодействие между
ними приводит к тому, что возбуждение более не локализовано и энер-
гию поглощает целая спиральная система2 7·1 1 3. Тогда сочетание всех
электрических моментов будет растягивать каждую длину волны в по-
лосу поглощения. Было обнаружено, что в действительности возможны
лишь два новых электронных перехода, один с перпендикулярным и дру-
гой— с параллельным моментами по отношению к оси α-спирали. Эти
моменты в свою очередь дают две новых сильных полосы поглощения.
В этом случае возможно использование уравнений Розенфельда, связы-
вающих [а]о с длиной волны света, для суммирования долей оптическо-
го вращения этих двух полос. Суммирование может быть осуществлено.
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методом Шеллмана (», стр. 381, 488), хотя метод Моффитта применял-
ся до сих пор более широко. Такое суммирование приводит к уравне-
нию:

[<x]x - (4)

Мо- молекулярный вес остатка, я--показатель преломления
растворителя, λ —длина волны падающего света и а0, Ьо и λ0 —соответ-
ствующие сложные константы для вклада двух полос поглощения
В частности, с целью получения выражения, которое можно легко про-
верить на опыте, две критические длины волны были объединены в λ0,

которая по расчетам Моффитта равна
200 ιη,μ для α-спирали. Из преобразова-
ния уравнения (4) очевидно, что констан-
та Ьо характеризует изолированную спи-
раль независимо от растворителя, и ее

Ш0 400 500 600 700 оии ш т т Q

Длина йолны, λ, (т/г) Удельное вращение, [сС] (град.ам'!г'' см3) '.

Рис. А. а — Вращательная дисперсия растворов полимеров типа поли-у-бен-
зил-/-глутамата и ее зависимость от природы растворителя 81. Верхняя кри-
вая показывает сложную дисперсию, типичную для растворов в несольвати-
рующих растворителях типа хлороформа. Нижняя кривая, соответствующая
уравнению Друде (простая дисперсия), была получена для раствора в соль-
ватирующем растворителе типа муравьиной кислоты. Средняя кривая соответ-
ствует дисперсии смешанного типа, б — Модифицированная дисперсия для
поли-2-глутаминозой кислоты с различной степенью спиральности81. Цифры

справа от кривых указывают процент спиральности.

знак должен определять направление вращения спирали. Как было рас-
считано, для правой спирали1 5 4 60 = —580°, а для левой спирали знак
будет обратным *. Вид уравнения (4) означает, что для больших длин
волн превалирует первый член, и мы можем ожидать, что будет иметь
место простейшая зависимость для дисперсии, предложенная Дру-

де
141 * * ·

(5)

где k — константа вращения, %с —константа дисперсии, которую нельзя
путать с λο из уравнения (4). Это предположение подтвердилось, причем
уравнение Друде удовлетворяется при больших длинах волн. При малых
длинах волн, однако, второй член в уравнении (4) становится ощутим,
и его величина может служить мерой «аномальной», или сложной дис-
персии, обусловленной спиральной конфигурацией (см. рис. 4, а).

* См., однако, второе подстрочное примечание на стр. 1119.
** Уравнение (5) дает лишь первый член уравнения Друде, поскольку он все рав-

но пригоден для данных по дисперсии.
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При использовании уравнения (4) важно учитывать, что общее вра-
щение обусловливается не только суммированием собственных враще-
ний всех групп и спирали самой по себе, но также и эффектом взаимо-
действия боковых цепей друг с другом и каждой боковой цепи со спи-
ралью72· 143. Так, второй (аномальный) член в уравнении (4) возникает
из-за спиральной конфигурации, но он не представляет лишь «враще-
ние α-спирали», а включает все эффекты изменений во взаимодействиях,
возникающих при переходе от беспорядочной формы к спиральной.
Благодаря близости боковых цепей и пептидных групп в α-спирали, эти
взаимодействия могут быть достаточно большими72. Козман72 и Шел-
лман 16° отмечают, что применимость уравнения (4) не следует ]рассмат-
ривать как доказательство присутствия спиральной конфигурации, по-
скольку такое уравнение может быть получено в других случаях72.
Например, даже простые аминокислоты могут давать аномальную дис-
персию, если они содержат сильные хромофоры 161. Поли-у-с?-глутамат,
который не может образовывать α-спирали, обнаруживает [а] и Кс с из-
менением рН и растворителя, которые напоминают изменения в белках
и полипептидах162. Тем не менее, успех, который теория Моффитта
достигла в применении к экспериментальным данным по синтетическим
полипептидам и фибриллярным белкам, делает ее наиболее удовлетво-
рительной теорией.

Б. Вращательно-оптические свойства полипептидов и белков

С 1954 г. накоплено значительное количество данных по оптическому
вращению растворов белков для различных длин волн света, преиму-
щественно для видимой области спектра. Принято строить кривые
1Да] — λ2 с целью проверки соответствия этих данных первому члену
уравнения Друде (5). Оказалось неожиданным с точки зрения уже рас-
смотренной теории, что такие кривые были неизменно линейными для
нативных и денатурированных белков, причем %0

2 можно было опреде-
лять из пересечения кривых с осью ординат, a k — из углов наклона*.
Кривизна имеет место лишь ниже 350 /ημ 1ез—ies j_[a основании первых
данных по водным растворам глобулярных белков 140· 16з-!б5 казалось,
что значения Хс распадаются на две группы. Линдерстрём-Ланг и
Шеллман 1 6 4 обнаружили, что для водных растворов четырех нативных
белков значения константы дисперсии были выше 240 ηΐμ, тогда как
значения ниже 230 ηΐμ были получены в растворах мочевины или ще-
лочи, по-видимому, характеризуют денатурированное или неупорядо-
ченное состояние. Эти низкие значения λ̂  были неизменно связаны
с очень большими отрицательными значениями удельного вращения.
Более новые данные по дисперсии оптического вращения белков, полу-
ченные для области длин волн 300—750 ιημ, представлены в табл. 2.

Имеются также данные по дисперсии для следующих белков: сыво-
роточный альбумин человека1 7 3·1 7 4, яичный альбумин70·87, β-лактогло-
булин87· 1 6 4 · 1 6 7 , желатина и коллаген 1 6 4 · 1 7 5 · 1 7 6, лизоцим 81· 17°-173, α- и
β-химотрипсин 8 7 · 1 6 7 · 1 7 3 , трипсиноген 167, а-химотрипсиноген87·167·173,
папаин 170, панкреатическая амилаза1 7 0, такаамилаза 17°, фосвитин 1 6 7 · 1 7 0 ,
арахин1 6 7, ингибитор трипсина170, белок Бенс-Джонса167, а-глико-
протеин 167· 174, связывающий металл β-глобулин 1 6 7 · 1 7 3 · 1 7 4 , γ-глобу-
л и н 167, ΐ74ι клупеин87·164· 168, окисленная Α-цепь инсулина87·164, окислен-
ная рибонуклеаза 81· 87· 168· 171, зеин, глютен и глиадин 177.

Большинство данных после 1957 г. систематизированы Шеллманом
и Шеллманом 16°, и рассмотрение этих данных вместе с более поздними
результатами ведет к следующим выводам.

* Янг и Доти 1 5 5 предложили более точный метод построения кривых λ [α] от [α] κ
расчета λ ' из наклона кривых и k—из их пересечения (см., например, рис. 4, б).
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ТАБЛИЦА 2

Данные по дисперсии вращения для некоторых белков 8 1 ' 1 β β

Протеин

Бычий серумальбумин

Меркаптальбумин
Инсулин

Инсулин
Бычья рибонуклеаза

Фиброин шелка

Сальмин сульфат

Альфа-казеин
Бета-казеин
Пепсин
Трипсин

Растворитель*

ДХЭ—ДХУК (3:1)
вода, рН 5,0
ДХУК
HClpH 1,9
8 Μ мочевина
вода рН 4,8—5,2
ДХЭ—ДХУК (98 : 8)
вода, рН 3,0
6 Μ хлористоводородный

гуанидин, рН 8
МК (88 о/„)
этиленхлоргидрин
ДХЭ—ДХУК (4 :1)
2 Μ NaCl
8 Μ мочевина
6 Μ хлористоводородный

гуанидин
LiBr—вода
ДХЭ-ДХУК (1:1)
ТФУК
ДХУК
вода, рН 6,4
NaOH+2Ai NaCl
вода, рН 8,9
вода, рН 9,2
вода, рН 4,82
вода, рН 3,0

264
242
254

266
300
265

220
230

290
231
220

216
247
279
234
242
222
213
223
218
213
227

- 22,5
- 63,2
- 66,0
- 77,6
-106

- 20,0
- 32

- 65,1
- 84
- 23
- 41,1
- 71,5
-103,7

-108,1
- 23,7
- 24,8
- 77,2
- 50,8
- 88,7
- 81,5

Ссылки на
литературу

См. также 87, 164,
165—169

167

87, 164

87, 164

См. также 64, 87,
164, 166, 168,

170—172

171

171

см. также 1 И

167
167
170
170

* ДХЭ — дихлорэтан. МК — муравьиная кислота, ДХУК -
фторуксусная кислота.

- днхлоруксуснаи кислота, ТФУК — три-

1. Обычно водные растворы глобулярных белков обладают удель-
ным вращением (для D линии натрия), изменяющимся в пределах от
—25 до —80°, когда белки находятся в свернутом, нативном состоянии,
и в пределах от —80° до —120° в случае деспирализованного, денатури-
рованного состояния. Удельное вращение в случае полностью деспира-
лизованного состояния определяется собственными вращениями амино-
кислотных остатков, и в пределах длинной цепи они рочти независимы
от окружения аминокислоты или даже от состояния ионизации ΝΗ2-
и СООН-групп. Рассмотрение вращений остатков 160 приводит нас к
выводу, что среднее вращение на остаток Rm в протеинах равно от
— 100 до —120°, где

[<х]л (средний молекул, вес остатка)
R

Это значение становится более положительным, когда цепи корот-
кие, как в Α-цепи инсулина (благодаря «концевым эффектам»), или
когда присутствует большое количество тирозина, фенилаланина, трип-
тофана или глицина, как это имеет место в шелке. С другой стороны,
более отрицательные величины получаются в случае присутствия боль-
шого количества пролина или оксипролина, как это бывает в желатине.
Цистин и гистидин также вызывают большую аномалию в величине
среднего вращения на остаток. С тех пор как JRm стало известно для
каждой аминокислоты, оказалось возможным получить хорошее
совпадение экспериментальных величин [O]D С предполагаемыми для
протеинов типа желатины и шелка в развернутой форме 16°.
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2. В большинстве случаев влияние на £а]д тепловой обработки и
денатурирующих агентов типа мочевины, щелочи и отчасти кислоты
очень похоже и не дополняют друг друга при последовательном дей-
ствии. Для других белков, таких, как химотрипсиноген, а-химотрипсин
и рибонуклеаза имеют место большие отрицательные значения [а]о ,
и считается, что их молекулы частично деспирализованы даже в натив-
ном состоянии, причем 8 Μ раствор мочевины является наиболее эффек-
тивным денатурантом. Сильно сольватирующие растворители типа
муравьиной, дихлоруксусной и трифторуксусной кислот также даюг
в большей или меньшей степени неупорядоченные структуры, однако
получаемые при этом значения [CL]D говорят за то, что эти растворители
обычно не так эффективны, как 8 Μ раствор мочевины.

3. Вода сама по себе, по-видимому, действует как агент, разрушаю-
щий водородные связи (см. разд. 4), поскольку растворы белков
в растворителях типа дихлорэтана или этиленхлоргидрина обычно обла-
дают значениями [а]о около —20°, что внушает мысль об увеличи-
вающемся свертывании 172· 178. Вебер и Тэнфорд 172, измеряя оптическое
вращение и вязкость, детально изучили влияние увеличения концентра-
ции этиленхлоргидрина на водный раствор рибонуклеазы. Они сдела-
ли вывод, что сначала происходит расширение неспиральной части мо-
лекулы. Однако при концентрациях этиленхлоргидрина выше 20% бес-
порядочные участки постепенно становятся спиральными до тех пор,
пока в чистом этиленхлоргидрине молекула не будет вести себя как же-
сткий стержень. Тэнфорд приписывает это изменение не столько выигры-
шу свободной энергии при возникновении водородных связей в протеине,
сколько тому обстоятельству, что упорядоченная спираль меньше влияет
на установление связей между молекулами растворителя178.

4. Значения константы дисперсии λ с в водных растворах колеблются
примерно от 260 /ημ для сильно свернутых нативных протеинов до
220 m\i для полностью деспирализованных белков. Максимальное зна-
чение Ас колеблется сильнее, чем минимальное, поскольку степень спи-
ральности весьма различна для различных нативных протеинов. Химо-
трипсиноген, α-химотрипсин и рибонуклеаза, которые, как мы уже виде-
ли, частично развернуты, обладают промежуточными значениями %с:
239, 241 и 233 ηΐμ при рН от 3 до 7 160. Верхний предел для белков типа
рибонуклеазы и инсулина может быть поднят до- 290 т\х при использо-
вании этиленхлоргидрина, причем здесь опять напрашивается предпо-
ложение, что вода разрывает водородные связи.

Эти соображения дали новую основу для сопоставления оптического
вращения и конфигурации белковой молекулы. Величины [а]о и λ ссами
по себе являются полуколичественными критериями доли белка, нахо-
дящейся в спиральной конфигурации. Чтобы применять эти величины,
нам необходимо знать граничные значения для двух крайних конфигу-
раций. Поскольку в случае белков никогда нельзя быть уверенным, что
достигаются состояния максимальной упорядоченности или полной
деспирализации, Янг и Доти8 1 определяли граничные значения [а]о и Ас
из измерений на синтетических полипептидах. Переводя эти значения на
средний молекулярный вес остатка ПО, они рассчитали, что удельное
вращение белка в спиральной форме будет иметь/Небольшое положи-
тельное значение, выше, примерно, на 100° по сравнению с тем, что
дает беспорядочная' цепь. Это обстоятельство было позднее подтверж-
дено Доти и Лундбергом 1 7 9 на основании изучения поли-/-глутаминовой
кислоты. Эти авторы синтезировали полимеры, содержащие в различ-
ных пропорциях d- и /-остатки (γ-бензил-глутамат), определили удель-
ное вращение и дисперсию рацемат-полипептида в α-спиральной кон-
фигурации с одним направлением вращения спирали. Оптическая ак-
тивность в таких случаях должна иметь место целиком за счет
спиральной конфигурации. Эллиотт и другие180 определяли вращение
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и дисперсию181 α-спиралей в полилейцинах и других полипептидах
аналогичным методом. Для среднего молекулярного веса остатка 110
Доти и Лундберг нашли, что изменение вращения в случае полной де-
спирализации было +103°. С другой стороны, Шеллман и Шеллман 16°
нашли для β-лактоглобулина, который обладает наибольшим измене-
нием вращения из всех белков в растворе, величину +93°, которая го-
ворит за то, что этот белок полностью свернут в нативном состоянии.

Принимая, что изменение [a] D при развертывании является линей-
ной функцией числа деспирализованных остатков 16°, по-видимому, мож-
но сказать, что «каждый градус удельного вращения в белках соответ-
ствует изменению на 1 % числа остатков в α-спиральной конфигура-
ции »179, хотя величина нижнего предела подвержена значительным ко-
лебаниям по указанным уже причинам. При переходе от 0 до 40%
спиральности [O\D изменится в положительную сторону на 40°, и в тех
же пределах Хс для поли-/-глутаминовой кислоты увеличится от 212 до
268 т\1. Эти два значения можно использовать для определения содер-
жания спиральности протеинов, и они должны быть более надежны,
чем [а]о . Когда спиральность выше 40%, вклад спирали в общее вра-
щение становится настолько большим, что первый член уравнения Дру-
де уже не удовлетворяется, и появляется кривизна81 на графике зави-
симости λ%α] от [а]. Это видно на рис. 4, б. Когда содержание спираль-
ности высоко, данные для полипептидов 5 2-9 8·1 1 2·1 6 3· 164· 16δ· 179, глобуляр-
ных белков166 и фибриллярных белков 183· 1 8 4 лучше согласуются с
уравнениями Кирквуда 1 5 0 · 1 5 2 или Моффитта 1 5 2 · 1 5 3 , в которых включены
члены для аномальной дисперсии спирали. Если используется уравнение
Моффитта, и мы полагаем, что λ0 * для спиральной и неспиральной форм
аналогична и равна 210 /ημ, то становится возможным определить &о
в уравнении (4). Значение Ьо для рацемат-полипептида в чисто а-спи-
ральной форме было —500°, хотя экспериментальные значения для дру-
гих полипептидов52·53·166 колеблются от —580 до —660° (также см. 1 8 1 ) .
Это расхождение возникает из-за неидентичности эксперимента и тео-
ретических приближений и не может быть разрешено179. Величина
—600° может быть использована как характеристика 100% спираль-
ности полипептидов**.

Сцент-Дьёрди и Коэн 184 использовали экспериментальное значение
—660° для спиральных фибриллярных протеинов. Отношение экспери-
ментальных значений Ьо к 660 дает третий способ определения спираль-
ности 183.

Все эти определения зависят, кроме всего прочего, от предположе-
ния, что спирали одного направления вращения предпочтительнее, чем
другого в большинстве белков. Хаггинс 1 8 7 предсказал, что правая спи-
раль должна быть более устойчивой, чем левая, и это предположе-
ние, по-видимому, подтверждается для синтетических /-полипепти-
д о в 180, 181, 188 Это противоречит утверждению Арндта и Райли 3 9, что

* Из раздела 5 должно быть очевидно, что нет никаких простых зависимостей для
λ0 и Хс. Первая величина является сложной константой и выводится теоретически, тог-
да как последняя величина является эмпирической константой, определяемой экспери-
ментально. Они могут быть приравнены друг другу в случае низкого содержания спи-
ральности. Тогда уравнения (4) и (5) становятся идентичными по форме.

** Следует отметить, однако, что значения 60 для полипептидов не всегда отрица-
тельны, как это имеет место в случае величин, предсказанных Моффиттом для правых

спиралей; это было найдено экспериментально Моффиттом и Янгом ! 5 3. Качальский 1 8 5

обнаружил аномальные значения Ьо для поли-№-бензил-/-гистидина, поли-^-тирозина и
поли-р-бензил-/-аспартата в этиленхлоргидрине. Последний полимер был также изучен
Блоутом и Карлсоном 1S6, которые нашли, что в хлороформенном растворе /-полимер
дает положительное значение Ьо, тогда как rf-полимер дает отрицательные значения. Это
противоположно поведению глутамата 179. По-видимому, Ьо не является величиной, не-
зависимой от природы боковых цепей, как это первоначально предполагали.
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левая спираль превалирует в различных глобулярных протеинах. Воз-
можность «смешанной» спиральности предполагал Линдли 189, и если это
хоть в небольшой степени имеет место, то интерпретация результатов
оптического вращения сильно усложняется. Совсем недавно было пока-
зано 1 9 0, что абсолютное направление вращения спирали не может быть
определено только соответствием уравнению Моффитта. Предположе-
ние же, что обычно присутствует лишь одно направление вращения спи-
рали, кажется приемлемым на основании следующих данных.

С одной стороны, изменение удельного вращения при денатурации
полипептидов или протеинов идет всегда в одном направлении, и прак-
тически для всех исследованных протеинов наблюдается зависимость
между экспериментальными значениями [а]о и %с. С другой стороны,
спирали с противоположными направлениями вращения приводили бы
иногда к очень малым значениям того или другого параметра, что не
дало бы, в свою очередь, какой-либо зависимости между ними. Исклю-
чения из правил 1 6 7·1 7 0· 1 7 3 очень редки и могут рассматриваться как до-
казательства необычного состава или конфигурации. Например, в слу-
чае желатины и коллагена 1 7 6 соли сильно влияют на [а]о, но не на λ*.
В этом случае изменения приписываются скорее г^ис-гранс-изомерии
спирали полипролинового типа, чем описанному выше переходу спи-
раль— беспорядочная цепь (клубок). Кроме того, уравнение Моффит-
та, полученное для спиралей одного направления вращения, удовлетво-
ряет данным для полипептидов и протеинов с высоким содержанием
спиральности. Такой критический подход до сих пор имеет силу, хотя
он и является эмпирическим 190. Ряд приблизительных определений сте-
пени спиральности различных глобулярных и фибриллярных протеинов
в растворе, основанных на значениях [ία]ο,λ,- и Ьо, показан в табл. 3, кото-
рая рассматривается ниже.

а. Сопоставление методов оценки спиральности. Основное расхожде-
ние между данными можно видеть в колонках 3 и 4 табл. 3. Первые
значения были рассчитаны Шеллманом 1б° с использованием данных и
метода Янга и Доти8 1, где значения %с сравниваются с аналогичными
значениями для синтетических полипептидов. Вторая колонка была рас-
считана из данных оптического вращения с использованием метода
Шеллмана 1 6 0 в предположении, что нативный β-лактоглобулин обладает
100% спиральности. Хотя это предположение достаточно обосновано,
данные Шеллмана оказываются явно завышенными в случае присут-
ствия каких-либо развернутых участков молекул. С другой стороны,
цифры в третьей колонке могут быть занижены, поскольку определение
λ£ предполагает, что вклад в общее вращение каждого остатка не зави-
сит от длины спирали. Такое предположение несомненно верно для длин-
ных полипептидов, но оно может быть неверным для протеинов, сильно
«сцементированных» поперечными связями, в которых спирали преры-
висты благодаря дисульфидным связям, остаткам пролина или измене-
ниям направления главной цепи (см. раздел 2 о миоглобине). Шеллман
отмечает, что из термодинамических соображений любой аминокислот-
ный остаток в спирали должен для сохранения конфигурации этой спи-
рали иметь по крайней мере трех соседей. Принимая во внимание не-
которую свободу движения концов остатков, это означает, что последо-
вательность из 20 остатков является минимально устойчивым отрезком,
и найденная величина спиральности для рибонуклеазы81· 166 14—16%
невероятно низка.

В частном сообщении Доти говорит, что недавно были сделаны опре-
деления спиральности 8 протеинов в воде и в этиленхлоргидрине. Они
были сделаны для проверки уравнений Моффитта189 и возможности
замены его аналогичным, но эмпирическим выражением. Новые величи-
ны не сильно отличаются от данных в колонках 6 и 7 табл. 3: для рибо-
нуклеазы, инсулина, яичного альбумина, бычьего серумальбумина, лизо-
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ТАБЛИЦА 3

Приблизительные определения спиральности глобулярных и фибриллярных протеинов

Белок

Рибонуклеаза

Инсулин

З-Лактоглобулин
Овальбумин

Бычий серумальбу-
мин

γ-Глобулин
Лизоцим
Пепсин
Химотрипсин
Химотрипсиноген
Глобин (миоглобин)

Гистон

Фиброин шелка

Тропомиозин

Фибриноген
Миозин
Ларамиозин
Тяжелый меромио-

зин
Легкий меромиозин

J

Растворитель*

вода
МК-ДХЭ
50/50 по объему

ЭХГ
вода
ДХУК
ДХЭ-ДХУК

92/8 по объ-
ему ЭХГ

вода
вода
ЭХГ

вода
ЭХГ
вода
вода
вода
вода
вода
вода
ЭХГ
вода
ЭХГ
ДХУК-вода

(15 : 85 по
объему)

ДХУК
ТФУК
LiBr—вода

(54 : 46 по
общему)

ЭХГ
вода
вода
вода
вода

вода
вода

из
данных
по λ с

(см.»)

14

44

38
16

62
28
39

38

30

21
19

100
20

0

% остатков в спиральной форме

из данных по [а]д

(см. '«»)

39

(см.")

20

66

55

61
24

I1 75
100****

79

56

47
46
24 !
47
39

40

с м . ' 6 6 ) * ·

16

50

48

48

48

40

89

из данных по bQ***

(см.Ιβι>)

65

40

78

58

Огг.
ОО

70

100

(СМ. " » , « · )

94
32
56
91

45
74

* МК — муравьиная кислота, ДХЭ — дихлорэтан, ДХУК — дихлоруксусная кислота, ЭХГ — эти-
лснхлоргидрин, ТФУК — трифто[.уксусная кислота.

** Приближенные значения (цитированы по Иманори '··) для водных растворов.
*** Приближенные значения, полученные1вв при делении Ьа на 600, исключая последние шесть

фибриллярных белков, для которых было найдено экспериментальное число 6U0.
* · · * β-Лактоглобулин взят в качестве стандарта с предположением 100% спиральности.

цима, пепсина, гистона и тропомиозина в воде значения соответственно
равны 16—17, 38—57, 31—50, 46—58, 29—39, 26—31, 20—30 и 87—88%.
В этиленхлоргидрине соответствующие значения 67, 45, 85, 75, 63, 44,
72 и 110%· С другой стороны, неясно, насколько справедливо термодина-
мическое рассмотрение нативных протеинов, в особенности тех, у кото-
рых много дисульфидных связей. Ковалентные поперечные связи и спе-
цифичные взаимодействия боковых цепей могут играть важную роль
в сохранении нативной конфигурации как свернутых, так и развернутых
сегментов цепей, особенно в таких скрученных молекулах, как рибону-

7 Успехи химии, № 9
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клеаза и серумальбумин, или в более однородно организованных моле-
кулах типа кератина. Доказательства взаимодействия боковых цепей
и их роли в молекулярной конфигурации будут рассмотрены в раз-
деле 7.

Цифры в колонках 3 и 4 табл. 3 могут, следовательно, рассматри-
ваться как нижний и верхний пределы для этого метода определения
спиральности. Другие величины в табл. 3 достаточно хорошо согласу-
ются между собой. К сожалению, нельзя сделать прямого сравнения
с результатами рентгеновских и спектроскопических исследований в ин-
фракрасной области, поскольку последние являются лишь качествен-
ными и не дают каких-либо количественных указаний на неспираль-
ность или неупорядоченность образцов. Сравнение с результатами дей-
тероводородного обмена возможно лишь для рибонуклеазы и инсулина.
В то время как совпадение данных, полученных двумя методами, доста-
точно удовлетворительно для инсулина, расхождение в случае рибо-
нуклеазы, по-видимому, имеет место из-за предположения, что все мед-
ленно замещающиеся атомы водорода находятся в пептидной цепи
и отсутствуют в боковых цепях.

б. Спиральность белков и полипептидов. В общем, лишь 15—50%
аминокислотных остатков в нативных глобулярных белках в водном
растворе находится в спиральной конфигурации. Это, по-видимому,
меньше, чем в кристаллах белков. Процент спиральности может иногда
увеличиваться, как в случае фиброина шелка, клюпеина, нативной и
окисленной рибонуклеазы, но не бычьего сывороточного альбумина, при
добавлении LiBr5 8·8 0· 168· 1Э1. Бромистый литий может давать эффект
увеличения силы внутрицепных водородных связей в белках благодаря
своему необычайно высокому коэффициенту активности. В концентри-
рованных растворах он понижает активность воды и сводит к минимуму
ее роль как разрушителя водородных связей. Этим можно было бы
объяснить необыкновенную устойчивость сывороточного альбумина
к тепловой денатурации в присутствии 7,7 Μ LiBr168. Таблицы 2 и 3
также показывают, что у ряда протеинов спирализация может быть
вызвана добавлением несольватирующих растворителей типа дихлорэта-
на или (лучше) этиленхлоргидрина.

С другой стороны, развертывание можно вызвать добавлением:
а) высоких концентраций сильно сольватирующих или образующих во-
дородные связи веществ типа мочевины, гуанидина, дихлоруксусной кис-
лоты, муравьиной кислоты и (наиболее эффективный из органических
растворителей) трифторуксусной кислоты; б) относительно низких кон-
центраций анионов детергентов101, или в) повышением или понижением
р^[ 87, 137,167, 174 g этом случае электростатическое отталкивание вдоль
цепей вызовет расширение и развертывание. Даже при рН 6—7 это про-
исходит в клупеине87· 1 6 4 благодаря высокому содержанию основных
аминокислот. Увеличение ионной силы может понизить отталкивание
при низких рН либо за счет эффекта электростатического экранирова-
ния 192, либо за счет специфического связывания анионов ш . Доти и дру-
гие5 2 смогли воспроизвести эффект низкого и высокого рН, мочевины,
солей, этиленхлоргидрина и трифторуксусной кислоты, используя сопо-
лимер /-лизил-/-глутаминовой кислоты. Мочевина и кислота, по-видимо-
му, вызывают такого же рода денатурационные изменения в яичном и
сывороточном альбумине белка, поскольку они увеличивают левовра-
щение и вязкость, тогда как молекулярный объем уменьшается194.
Однако, так как соль сильнее понижает вращение и вязкость, обуслов-
ленные действием кислоты, чем элиминирует уменьшение объема, Коз-
ман заключил, что концепция «переход спираль — клубок» является
сверхупрощением и что могут быть более чем два основных типа струк-
тур. Джиргенсонс 1 6 7·1 7 0· 1 9 5 и Эллиотт56 пришли к тому же выводу, ис-
ходя из других соображений.
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Влияние рН и температуры на спиральность протеинов качественно
предсказывается теориями переходов спираль — клубок (разделы 3 и 4)
и в последнее время демонстрируется на примере воднорастворимых
ионизируемых полипептидов. Исследованием инфракрасных спектров
поглощения, вязкости и оптического вращения поли-/-глутаминовой
кислоты в смеси 0,2 Μ NaCl/диоксан (2: 1) было показано112, что эта
поликислота существует в виде спирали в кислых растворах (рН 4), но
имеет резкий переход к сольватированной неспиральной форме между
рН 5,5 и 6,2 благодаря электростатическим отталкиваниям, и такая
форма сохраняется вплоть до рН 12. Этот переход был подтвержден
изучением инфракрасного дихроизма в твердых ориентированных плен-
ках 7 9 натриевой соли полимера, где превалирует неспиральная форма,
и исследованием в потоке растворов 7 9 неионизированной кислоты в сме-
си диоксан — тяжелая вода, где имеет место спиральная форма. Темпе-
ратурная зависимость [а] опри рН 5,5—6,2 аналогична полученной в слу-
чае денатурации протеинов: более высокие температуры способствуют
денатурации, хотя в данном случае переход отчасти более размыт благо-
даря низкому молекулярному весу (34 000) и полидисперсности образ-
ца 1 1 2 .

В случае поли-/-лизина 5 3 действие рН прямо противоположно. Ниже
рН 10 высокий положительный заряд предотвращает образование спи-
ральной формы, будет ли молекулярный вес низким (меньше 100 000)
или высоким (больше 100 000). Выше рН 10 левовращение увеличи-
вается, и дисперсия становится аномальной, однако величина Ьо и инфра-
красные спектры поглощения показывают, что конфигурация зависит
от длины цепи. Низкомолекулярные образцы, по-видимому, находятся;
в β-состоянии, так как 60 = —275, имеется полоса поглощения с часто-
той 1610 см~1, и полимер агрегирован. Высокомолекулярные образцы,
вероятно, α-спиральны, поскольку Ьо = —650, и полоса поглощения
1610 см-1 исчезает.

Доти и другие5 2·1 9 6 получили также амфотерные полипептиды, со-
держащие эквимолярные количества /-лизина и /-глутаминовой кис-
лоты с молекулярным весом порядка 40 000, и показали, что в 0,15 Μ
водном растворе NaCl спиральность сополимера не больше 50% П Р И

рН 1—4, падает до 15% при рН 7 и равна нулю при рН 12. Отсутствие
симметрии в области нейтральности согласуется с более ранними наблю-
дениями53· 112, что спирали поли-/-лизина менее стабильны, чем спирали·
ооли-/-глутаминовой кислоты и не выдерживают высоких плотностей
зарядов.

В начале раздела 6, Б было сделано указание на большое количество
данных по конфигурационным изменениям, имеющим место в кислых
и щелочных растворах протеинов. В последнее время усиливается инте-
рес к свойствам связывания ионов бычьим альбумином плазмы 197· 1 9 9

и, в особенности, к явлению расширения, сопровождающего связывание
водородных ионов. Кривые титрования2 0 0·2 0 1, измерения вязкости202""204

и другие данные 2 0 5~2 0 8 говорят за то, что имеет место набухание, одна-
ко механизм, по всей вероятности, более сложный, чем предполагаемое
простое взаимное отталкивание заряженных групп. Связывание водород-
ных ионов само по себе может также изменять структуру в результате
разрушения водородных связей 1 0 5·2 0 3· 2О7~21о и нарушить третичную,
равно как и вторичную структуру 1 0 5·2 0 3· 2О7-21° (см. раздел 7, б).

в. Фибриллярные белки и содержание пролина. Фибриллярные белки,.
которые дают рентгенограммы α-типа, все, кроме фибриногена, обнару-
живают аномальную вращательную дисперсию в водных растворах в на-
тивном состоянии и обладают спиральностью 45—94% 183· ш . Очень боль-
шие отрицательные значения [a}D (от —103 до —118°) говорят за то,
что все подобные протеины, кроме парамиозина, полностью, денатури-
руют в 9,5 Μ растворе мочевины. В этом состоянии дисперсия проста,

г*
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и Хс равно 212—218 ιημ. Оптическое вращение211 и другие физические
свойства2 1 9·2 1 4 тропомиозина моллюска Pinna в растворе показали, :

что этот белок является образцом совершенной стержнеобразной α-спи-
рали и, следовательно, идеальным стандартным белком для дальней-
ших исследований. |

Высокая спиральность фибриллярных белков по сравнению с гло- {
булярными и их конфигурационная приспособляемость объясняются, !
вероятно, малым содержанием в некоторых из них дисульфидных свя- '
зей и пролина. Сцент-Дьёрди и Коэн 184 указали на четкую обратно про- ;
порциональную зависимость между спиральностью и содержанием про- j
лина для семи фибриллярных белков. В общем, глобулярные белки (
богаче пролином, чем фибриллярные, за исключением инсулина, авиди- ]
на и лизоцима, где, однако, дисульфидные или фосфатные поперечные 1
связи, вероятно, препятствуют полной спирализации. Неспособность I
пролина включаться в α-спираль 19> 1 8 9 вызывает нарушение спирали, j
поэтому некоторые сегменты спирали могут оказаться слишком корот-
кими, чтобы существовать в воде без дополнительной стабилизации.
Когда содержание пролина достигает 8% по весу, никакая цепь любой
длины не сможет существовать в виде стабильной спирали в водном
растворе. Казеин 1 6 7 принадлежит к этой категории белков с [CL]D = —100°
и значением Хс около 220 m\i. Очень высокое содержание пролина мо-
жет привести к совершенно другому типу спирали. Необычно высокое
отрицательное вращение нативного коллагена (—350°), вероятно, обу- |
словлено не высоким вращением пролиновых и оксипролиновых остат- ]
ков или компенсацией спиралей противоположных направлений 140, а ско- [
рее присутствием, по крайней мере частично, спирали полипролинового j
типа. Это могло бы объяснить также упоминавшийся выше факт, что j
тогда как желатина, по-видимому, в растворе находится в виде беспо-
рядочной цепи, под влиянием LiBr происходит не усиление водородных j
связей, а ускоряется транс-цис-изомеризацця пролин-пролиновых пеп- |
тидных связей. Это подтверждается также тем обстоятельством, что уве-
личение Хс не сопровождается увеличением вязкости 176. Структура по- j
ли-/-пролинов, для которых невозможны никакие пептидные водородные j
связи, поскольку пролин является иминокислотой, недавно была опре- j
делена при помощи дифракции рентгеновских лучей215 и вращательной !
дисперсии 157· 1 5 8 · 2 1 6 . По-видимому, имеется две спиральные формы с про- j
тивоположным направлением вращения спирали, которые взаимопревра- |
щаются в твердом состоянии и в растворе. Более изученный полипро- j
лин II с удельным вращением —540° находится в водных растворах |
в виде левой спирали215 с тремя остатками на виток и пептидными свя- |
зями в транс-конфигурации. Полипролин I обладает удельным враще- \
нием +40°, и измерения вращательной дисперсии, вязкости и седимен- ·
тации говорят за то, что он находится в виде правых спиралей, с пептид-
ными связями в ψ/с-конфигурации158. Интересно, что значения,
полученные для полипролина II, совместимы со значениями, рассчитан-
ными по теории Фитса и Кирквуда 150· 151. Эти полипептидные системы
будут несомненно играть большую роль при интерпретации поведения
таких белков, как коллаген, желатина, казеин и зеин.

В заключение необходимо обратить внимание на то, что оценка спи-
ральности (см. табл. 3) производится лишь весьма приблизительно.
Теоретические основы таких определений спиральности появились
совсем недавно и находятся в стадии разработки. До сих пор только
уравнение Моффитта испытано довольно хорошо и, хотя эмпирически
оно весьма полезно, теория обладает серьезными недостатками. Даль-
нейшее важное развитие теории можно ожидать, используя формулы
Кирквуда для полимеров α-спиралей, так как эти формулы должны быть ·
более широко применимы 190.
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7. ТРЕТИЧНАЯ СТРУКТУРА БЕЛКОВ

Здесь удобно ввести номенклатуру, предложенную Линдеретрем-
Лангом2 1 7 и расширенную Берналом2 1 8 (см. рис. 5). Первичной струк-
турой является последовательность аминокислот в индивидуальной по-
липептидной цепи. Благодаря взаимодействиям между различными сег-
ментами одной цепи, эта цепь может быть свернута во вторичные струк-
туры типа различных спиралей. Спирали могут затем соединяться бо-

Рис. 5. Уровни молекулярной организации в протеинах по Линдерстрем-Лангу271 и
Берналу 2 1 8: а — первичная, б — вторичная, в — третичная, г — четвертичная структуры

ковыми поверхностями или «конец к концу» и удерживаться таким
образом в третичной структуре ковалентными связями типа дисульфид-
ных мостиков или менее стабильными взаимодействиями между боко-
выми цепями типа водородных связей, ван-дер-ваальсовых связей, со-
левых мостиков и «гидрофобных» связей (см. раздел 7, В). Агрегация
таких макромолекул ведет к образованию четвертичной структуры, ко-
торая, как полагают, имеет место в кристаллах гемоглобина и вирусов
или в растворах таких агрегирующихся протеинов, как инсулин и ка-
зеины. Простейшая модель процесса агрегации рассмотрена Полин-
гом 219.

Мы уже видели, что полипептидные цепи могут принимать разные
конфигурации с различной степенью упорядоченности в зависимости от
изменений температуры, растворителя и т. д. Было также очевидно, что
легкость адаптации молекулы в соответствующей среде в значительной
степени зависит от взаимодействия между боковыми цепями. Сильные
ковалентные связи, включая дисульфидные или фосфатные 220-222

, могут
стабилизировать существующие структуры таким образом, что конфи-
гурационное изменение будет ограниченным или даже невозможным.
Действие ван-дер-ваальсовых сил, водородных связей и, возможно,
диполь-дипольных взаимодействий223 довольно трудно предсказать.
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В случае смены растворителя один тип взаимодействий боковых цепей
может быть заменен на другой, и относительная устойчивость конфигу-
рации полипептидной цепи в двух состояниях будет зависеть от старой
и новой системы связей.

Прежде считали 8 · 2 7 · 2 2 4 , что биологическая специфичность протеинов
имеет место в основном благодаря взаимодействиям между боковыми
цепями. Однако лишь недавно были сделаны попытки оценить роль
этих третичных сил в осуществлении наиболее вероятной конфигурации
белков. В основном методика сводилась к селективному разрушению
существующих интермолекулярных связей в нативном белке и изуче-
нию влияния этого разрушения на молекулярную конфигурацию. Мето-
ды оценки конфигурационных изменений в растворе уже рассмотрены
в разделах 5 и 6. Однако методы, используемые в настоящее время для
исключения «скрепляющего» действия дисульфидных связей, недоста-
точно тонки для гарантии того, что молекулярная конфигурация про-
теина не нарушается каким-либо другим образом. С другой стороны,
методы локализации и идентификации гидрофобных и водородных свя-
зей еще малочисленны. Сведения о дисульфидных связях будут рас-
сматриваться в первую очередь.

А. Дисульфидные связи

Наличие дисульфидных связей является наиболее характерным об-
стоятельством существования третичной структуры во многих белках, и,
по всей вероятности, эти связи обладают наибольшим влиянием на кон-
фигурацию. Как известно, такие связи существуют как между молеку-
лами, так и в пределах одной молекулы. Поскольку α-спираль является
прямой и жесткой структурой, ее можно изогнуть лишь при частичном
нарушении спирали в месте перегиба. Область перегиба может содер-
жать остаток пролина или короткий неупорядоченный участок цепи.
По-видимому, внутримолекулярные связи в большей мере нарушают
спиральную конфигурацию, чем межмолекулярные связи. Этот эффект
может быть прослежен на рибонуклеазе, которая имеет четыре внутри-
молекулярные дисульфидные связи в одной полипептидной цепи, и со-
ответственно обладает низкой спиральностью (см. табл. 1 и 3). С дру-
гой стороны, кератин шерсти даже с большим числом дисульфидных
связей, по-видимому, более упорядочен225, причем 50% протеина на-
ходится в виде длинных регулярно расположенных сегментов цепей.
При этом, дисульфидные связи представлены главным образом как меж-
молекулярные, а не внутримолекулярные связи. Инсулин, обладающий
как внутри, так и межмолекулярными дисульфидными связями, по свой-
ствам находится между рибонуклеазой и кератином. Окситоцин с одной
дисульфидной связью при молекулярном весе лишь 1007 обнаруживает
неожиданное нарушение спирали в 7 Μ мочевине при рН 8, причем лево-
вращение увеличивается от —23 до —90° 226. Очевидно, число дисульфид-
ных связей не так существенно, как их расположение при определении
возможной спиральности. На это обращали внимание еще Маркус и Ка-
руш 16Э, которые обнаружили неожиданно высокую гибкость и конфигу-
рационную приспособляемость бычьего сывороточного альбумина, кото-
рый обрабатывался красителями, вызывающими структурные изменения.

Не всегда возможно предсказывать конфигурацию после нарушения
дисульфидных связей. Это будет зависеть от первоначальной конфигу-
рации и даже больше от растворителя, в котором исследуется изменение
конфигурации. Изменение удельного вращения, которое обычно связы-
вается с разрывом дисульфидных связей, Тернер, Ботл и Гауровиц227· 2 2 8

приписывают снятию напряжения в остатках цистина229, нежели конфи-
гурационным изменениям главной цепи.
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Это соображение основывается на том, что окисление цистина до ци-
стеиновой кислоты изменяет {а]д от —285° до +5,5°, и переход дисуль-
фидных групп протеина в соответствующие производные сульфоновой
кислоты приводит к изменению удельного вращения, которое увеличи-
вается с содержанием дисульфидных групп. Изменение удельного вра-
щения, измеренное в 80% уксусной кислоты, следующее:

Бычий серумальбумин (17 дисульфидных групп, Л1=69000)... + 22,5°
Овгльбумин (1 дисульфидная группа, Λί=46000....) + 4,9"

Эдсстин (2 дисульфидные группы, Μ=50000) + 6,4°
Лизоцим (5 дисульфидных групп, М=14800) + 15,6°

Кроме того, для серумальбумина и лизоцима изменения удельного
вращения были того же порядка, что и рассчитанного для превращения
цистина в цистеииовую кислоту.

Если, как считают Тернер и другие, меньшее отрицательное значение
удельного вращения является лишь следствием исчезновения ненормаль-
ного большого отрицательного вращения остатков цистина, то должно
иметь место аналогичное явление, когда эти остатки превращаются в
другие производные с меньшей вращательной способностью. Харрап и
Вудс230 нашли, что на самом деле этого нет*. Полное восстановление
бычьего сывороточного альбумина, сопровождаемое реакцией SH-rpynn
с иодуксусной кислотой, дает S-карбоксиметил-серумальбумин с вра-
щательной способностью (—87°), мало отличающейся от первона-
чального белка (—83°) в 99% муравьиной кислоте. Однако превращение
самого цистина в S-карбоксиметил-цистеин дает изменение вращения
в положительную сторону примерно на 260°. Харрап и Вудс заключают,
что должны иметь место важные структурные изменения в результате
восстановления дисульфидных связей и алкилирования. Поскольку {CZ]D
измерялось в сильно сольватированных системах, изменение удельного
вращения было бы противоположно по знаку тому, которое должно быть
в результате перехода цистин — S-карбоксиметилцистеин, и, по-види-
мому, одно погашало бы другое. Это исследование указывает на важ-
ность выбора растворителей для определения направления изменения
[α]ΰ при разрушении дисульфидных связей. Этим можно объяснить рас-
хождение между результатами Тернера и других2 2 7·2 2 8, которые измеряли
вращение окисленного серумальбумина в присутствии 20% воды, и дан-
ными Янга и Доти 81, использовавшими смесь дихлорэтан — дихлоруксус-
ная кислота и обнаружившими очень малое изменение удельного враще-
ния при окислении. Изменения, происходящие в воде, могут идти в лю-
бом направлении в зависимости от способности нативной и окисленной
форм противостоять слабым разупорядочивающим действиям воды.
Окисление сывороточного альбумина человека было изучено также
Джиргенсонсом и Икенакой 232, которые нашли, что получающийся про-
дукт обладал гидродинамическими свойствами линейного полиэлектро-
лита и той же дисперсией оптического вращения, что и денатурированный
исходный белок. Единичная цепь 2 3 3 или группа цепей234, получающихся
при окислении, по-видимому, обладают большей конфигурационной при-
способляемостью и аналогично фиброину шелка8 1, а-АКДТ | 3 2 и рас-
творимым белкам шерсти235, которые лишены ковалентных поперечных
связей, могут более легко реагировать на изменение растворителя.

Подобные рассуждения применимы к рибонуклеазе и инсулину. Не-
которые предварительные эксперименты с рибонуклеазой8Ι показали,
что удаление конфигурационных ограничений, обусловленных дисуль-
фидными связями, не влияло на образование спирали, однако потом
было показано 1 5 8 · 1 П , что окисленный фермент сильнее деспирализуется

* Каруш2 3 1 обнаружил изменения [α]β, соответствующие природе блокирующего
реагента.
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в воде, и его оптическое вращение аналогично вращению денатурирован-
ных ферментов. Харрингтон и Шеллман 171 указали на стабилизующий
эффект поперечных связей в нативных структурах и предложили способ
термодинамического рассмотрения этого эффекта в теории денатурации
белков с позиций модели «перехода спираль — клубок». Другие измере-
ния на окисленной рибонуклеазе и окисленной Α-цепи инсулина в
в о д е 8 7 1 6 4 относят эти белки к категории «денатурированных» со значе-
ниями Хс в пределах 201—230 ΐπμ и [а]о примерно от —67° до —112°.
В противоположность нативным белкам, в случае вышеупомянутых «де-
натурированных» белков рН или мочевина не влияют на Хс и [а]о имеет
небольшой отрицательный температурный коэффициент87. Мы видели,
однако, что можно вызвать свертывание окисленной рибонуклеазы в при-
сутствии LiBr, а также превратить окисленную В-цепь инсулина в спи-
ральную форму растворением в диметилформамиде 81. Это контрастирует
с поведением интактного инсулина, где, по-видимому, лишь 15—45% ос-
татков подвержены переходу спираль — клубок в результате изменения
рН или растворителя81. Исследование Арндта и Райли 3 9 подтверждает,
что дисульфидные связи инсулина удерживают а-конфигуращию.

Во всех этих исследованиях по разрушению дисульфидных связей при
помощи окисления и восстановления обычно выделялись продукты реак-
ции специально для изучения физико-химических характеристик. Оки-
сление хорошо идет в 99% муравьиной кислоте, а восстановление —
в 8 Μ мочевине (если необходимо реакцию довести до конца). Обе эти
реакции и последующая изоляция продуктов идут в достаточно жестких
условиях и могут также вызывать необратимые изменения конфигурации
которые не имеют никакого отношения к разрыву дисульфидных связей.
Шеллман (87, стр. 422) проследил изменения [а]о после обработки водных
растворов инсулина при рН 7,5 и 2,1 тиогликолевой (меркаптоуксусной)
кислотой. Вращение менялось от —30 до —80,5°, соответственно, -причем
максимальное изменение было —88° при рН 5,5 в присутствии 9 Μ мо-
чевины. Теперь имеется два новых метода для специфического и полного
раскрытия дисульфидных связей в водных растворах при рН 6—11. Обе
реакции могут быть проведены в отсутствие мочевины и с удобной ско-
ростью (от нескольких минут до 48 часов) и могут успешно применяться
в структурных исследованиях, о которых упоминалось выше. В одном
случае S—S связь превращается в SSO3 группу в присутствии суль-
фита натрия с одним эквивалентом меди 2 3 6 · 2 3 7 или с воздухом и сле-
дами меди в качестве катализаторов85·66. В другом случае238 разрыв
дисульфидной связи асимметричен, и S—S связь превращается в -SSO3~
и SHgR-группы соответственно. Скорости обеих реакций можно просле-
дить простейшими аналитическими методами239.

Структурные исследования продуктов полного восстановления бел-
ков обычно усложняются сильной тенденцией этих продуктов к агрега-
ции в растворе 7 3 · 2 3 1 · 2 4 0^ 2 4 4 . Силы, обусловливающие агрегацию, еще не-
достаточно изучены, однако, оценивая· величины сил электростатического
отталкивания, которые нужны для предотвращения агрегации, можно
видеть, что они должны быть значительными и, вероятно, состоять, хотя
бы частично, из водородных и гидрофобных связей245. Роль таких сил
в определении конфигурации белков будет рассматриваться ниже.

Б. Водородные связи между боковыми цепями

Существуют различные убедительные доказательства существова-
ния водородных связей между боковыми цепями в белках. Во-первых,
молекула белка может обнаруживать высокую конфигурационную ста-
бильность даже в случае отсутствия ковалентных поперечных связей
между петлями цепи. Подходящим примером является миоглобин, кото-
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рый состоит из одной цепи без ковалентных поперечных связей, однако
молекула удерживается в очень сложном свернутом состоянии (см.
рис. 1). Этот факт, наряду с расстоянием между цепями (8—10 А) явно
подтверждает, что взаимодействие между боковыми цепями действитель-
но имеет место, и при отсутствии других доказательств, по-видимому,
можно заключить, что лишь благодаря этим взаимодействиям достигает-
ся уникальная форма свертывания цепи *. Другим интересным случаем
является гемоглобин лошади, который обладает 6 N-концевыми группами
на молекулу247, однако опять же без ковалентных поперечных связей.
Ниже рН 4 наблюдается заметное изменение вязкости, которое указы-
вает на увеличение радиуса молекулы от 26,5 до 41,5 А248, такое набу-
хание связано с освобождением 36 кислотных и основных групп, кото-
рые не титровались в нативной молекуле249. Кислотная денатурация
ферригемоглобина 2 5 0 и овомукоидов251 также освобождает карбоксиль-
ные и имидазольные группы. Водородные связи между СООН-группами
в димерах уксусной кислоты хорошо известны, и аналогичные силы мо-
гут быть ответственны за стабильность нативного гемоглобина и недо-
ступность некоторых ионизируемых групп. В этом случае, а также и в
других, о которых следует упомянуть, концентрированный раствор мо-
чевины раздвигает субъединицы252, и это дает дополнительное доказа-
тельство, что разрываются водородные связи.

Водородные связи между боковыми цепями определяют физические
и химические свойства фиброина шелка и коллагена, в которых дисуль-
фидные связи отсутствуют. Другое доказательство взаимодействия та-
кого типа мы получаем при исследовании синтетических полипептидов,
в которых существуют боковые цепи лишь одного или двух сортов и где
цепи существуют раздельно. Мы уже видели, что поли-/-глутаминовая
кислота обладает неожиданно высокой устойчивостью в спиральной не-
ионизированной форме, и это отражается на сополимере /-лизил-/-глут-
аминовой кислоты, где зависимость устойчивости спирали от рН
несимметрична относительно изоэлектрической точки 5 2 · 1 1 2 · 1 9 6 . Доти и
другие приписывают это —COOH...HOOC-взаимодействию вдоль цепи,
которое препятствует переходу в неупорядоченную форму.

Кроме этих доказательств, имеется большое количество данных о не-
обычно низкой степени связывания ионов или красителей определенными
боковыми цепями, несущими кислотные, основные или —SH-группы.
Это обычно приписывают стерическим факторам2 5 3. Однако убедитель-
ные данные заставляют предполагать 2 0 1 · 2 5 4 ~ 2 5 8 , что малые ионы могут
входить в молекулу белка и что полярные боковые цепи с низкой связы-
вающей способностью, по-видимому, закрыты в водородных связях.

Теоретически все полярные боковые цепи белков способны связы-
ваться друг с другом водородными связями. Однако мы ограничимся
в данном обзоре рассмотрением только таких водородных связей, кото-
рые благодаря своей устойчивости и постоянству поддаются экспери-
ментальному изучению. Геометрия молекулы белка в упорядоченном его
состоянии налагает некоторые ограничения на число таких взаимодейст-
вий. Модель показывает, что при фиксации одного взаимодействия число
остающихся возможностей оказывается неожиданно малым, так что ло-
кализация и идентификация донорных и акцепторных групп не так уж
безнадежна, как может показаться с первого взгляда. Либо тот, либо
другой из двух взаимодействующих партнеров должен быть ионизируе-
мым или нести хромофор, чтобы взаимодействие могло быть обнаружено
непосредственно при изменении прочности водородных связей или изме-
нении соответствующих характеристик спектров поглощения. Однако

* Смит2 4 6 недавно сделал предположение, что лабильные тиоловоэфирные, ацилими-
назолильные и ацилфенольные связи могут также поддерживать третичное свертывание
протеинов.
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имеется косвенный путь обнаружения взаимодействия таких групп, как
серии, треонин, глутамин, аспарагин и т. д. через влияние таких связей
на термодинамику разрыва первичных валентных связей типа дисуль-
фидных или пептидных связей 107. Если мы еще знаем последователь-
ность аминокислотных остатков в протеине, то возникает возможность
идентификации тех или иных взаимодействующих групп, а также воз-
можность получения важных сведений о конфигурации цепи между та-
кими группами.

В. Гидрофобные или неполярные связи

Эти связи возникают в результате тесного сближения двух или более
жирных групп с целью понижения общей поверхности контактирования
с водой. На деле, таким образом, система как целое выигрывает в энер-
гии образования некоторых Н2О...Н2О водородных связей, и эта величина
может быть очень большой. С другой стороны, такие гидрофобные связи,
однажды образованные, трудно разрушить, так как отдельные молекулы
воды должны быть разделены, чтобы «смочить» разделяемые группы.
Большинство доказательств существования гидрофобных связей не явля-
ются прямыми, и поскольку так мало известно о стереохимии или термо-
динамических свойствах этих связей, невозможно их учесть в модели
белка. Козман 101 проводит различие между ван-дер-ваальсовскими свя-
зями и гидрофобными, отмечая, что ван-дер-ваальсовские силы вносят
лишь небольшую долю в общую энергию гидрофобной связи.

На основе своей работы по устойчивости спирали поли-^-аланина
Бергер и Линдерстрём-Ланг129 определили приближенную величину
энергии лишь в 2,0 ккал на связь и, учитывая стерические условия, они
предположили, что большая часть этой энергии, если не вся, будет со-
держаться скорее в тепловом, чем в энтропийном члене. Эта величина
много меньше, чем можно было ожидать68. Интересно, что в этом случае
мочевина не оказывает никакого влияния на спиральность, исключая
водородную связь как стабилизирующий фактор. Значительная стабиль-
ность спиральной формы наблюдалась также для поли-/-аланина и поли-
/-лейцина57· 18°. Имеются определенные доказательства спирализации
даже в дихлоруксусной кислоте. Для получения полностью беспорядоч-
ной формы необходима трифторуксусная кислота. Для полимеров, со-
стоящих исключительно из /-остатков, внутримолекулярные гидрофобные
связи, по-видимому, невозможны по стерическим соображениям. Было
бы интересно знать, будут ли такие полимеры агрегироваться, например,
в муравьиной или дихлоруксусной кислоте и будет ли, следовательно,
стабильность спиралей обусловлена межмолекулярным взаимодействием
неполярных связей боковых цепей, или нет.

Можно ввести жирные боковые цепи в протеин, который содержит
дисульфидные связи, путем восстановления с последующим алькилиро-
ванием образующихся — SH-групп. В таких случаях удельное враще-
ние продуктов реакции может быть связано с «гидрофобностью» бло-
кирующих реагентов231.

Влияние органических растворителей типа этанола на денатурацию
белка2 5 9 или превращение фиброина шелка в нерастворимую форму168

может быть приписано нарушению гидрофобных взаимодействий, кото-
рые существенны для поддержания спиральной конфигурации. Действие
детергентов объясняется с той же точки зрения: малые количества пре-
дохраняют белки от денатурации теплом и мочевиной, вероятно, стаби-
лизируя «внутримолекулярные мицеллы» в результате адсорбции на
н и х 2бо, 261 Большие количества вызывают денатурацию, вероятно,
из-за «насыщения» жирных боковых цепей и развертывания и
(или) диссоциации с соответствующим нарушением других видов тре-
тичных связей 9 6 · 2 е 2 .
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8. ВЫВОДЫ

Этот обзор конфигурации белков является неполным во многих от-
ношениях. В обзоре рассматривалось, например, явление денатурации
лишь в той мере, в какой это касалось первоначального процесса разу-
порядочения. Однако выяснилось, что различие между белками в их от-
ношении к денатурирующим условиям сильно зависит от распределения
ΉΧ третичных связей. Те же самые факторы должны иметь решающее
значение и в определении нативной конфигурации и биологической спе-
цифичности. Попытки ввести взаимодействия боковых цепей в термоди-
намическую теорию денатурации протеинов находятся в зачаточном со-
стоянии 263. В добавление к первичному денатурационному процессу
имеет место последующая агрегация (или дезагрегация), которая мало
изучена (см. например1 0 1·2 1 7·2 6 4·2 6 5). Мы лишь коснулись явления агре-
гации. Агрегация и молекулярная конфигурация, по-видимому, взаимо-
зависимы266 и зависят, в свою очередь, от длины цепи. Например, из
теоретических соображений мы должны ожидать, что при агрегации не-
скольких длинных цепей образовались бы спирали, тогда как агрегация
большого числа малых цепей приводила бы к образованию слоев 86. От-
части стабильность частично свернутой структуры инсулина и его изоли-
рованной В-цепи в растворе83 может быть обусловлена агрегацией. По-
ЛИ-/-ЛИЗИН также может существовать в разных конфигурациях и со-
стояниях агрегации53 в зависимости от молекулярного веса.

Полное выявление конфигурации молекулы миоглобина Кендрю с со-
трудниками можно считать стимулом для будущих исследований. Мы
можем также ожидать, что аналогичная работа в Калифорнийском тех-
нологическом институте приведет к установлению полной структуры ли-
зоцима. Со временем это обусловит развитие теории оптического вра-
щения и совместно с другими физическими измерениями даст нам воз-
можность выяснить, как много вторичных и третичных структур, обнару-
женных в кристаллах, остается в водных растворах и в какой степени
они зависят от растворителя. Точные'измерения скоростей замещения
дейтерием и тритием (и, возможно, применение методов магнитного ре-
зонанса) может дать связь с третичной структурой посредством опреде-
ления количества быстро замещающихся водородных атомов, участвую-
щих в соответствующей функции. Более детальное описание системы
третичных связей будет развито из интерпретации дифференциальных
спектров не только в области 250—310 /ημ, но и в области ниже
250 /ημ267. Мы можем также ожидать успешного применения спектров
Рамана2 6 8.

В настоящее время мы не можем сколько-нибудь точно оценить влия-
ние гидрофобных или даже водородных связей на третичную структуру,
поскольку у нас очень мало количественных данных по термодинамиче-
ским величинам, имеющим отношение к этим связям. Мы крайне нуж-
даемся в такого сорта информации, получаемой от специально подоб-
ранных подходящих реальных моделей, в частности, пептидов. Перед тем,
как мы сможем объяснить данные кривых титрования кислотой и дру-
гими ионами, потребуются более точные фундаментальные данные о чи-
стом заряде молекулы белка и о связывании малых ионов. Сейчас мы
можем, по крайней мере, ставить проблемы и выявить недостатки. Ко-
нечная цель стоит потраченных трудов; секреты биологической активно-
сти скрыты в конфигурации белков.
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