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I. ВВЕДЕНИЕ

Спектр электронного парамагнитного резонанса (ЭПР) свободных
радикалов зависит от свойств окружающей среды. Если имеет место
анизотропное сверхтонкое электрон-ядерное и (или) спин-орбитальное
взаимодействия, то движение радикала относительно неподвижной си-
стемы координат может влиять на форму линий спектра ЭПР. Электро-
статические взаимодействия с соседними молекулами приводят к изме-
нению электронной структуры, перераспределению спиновой плотности
и тем самым к изменению сверхтонкой структуры спектра ЭПР. Обмен-
ные и магнитные дипольные взаимодействия со спинами неспаренных
электронов других парамагнитных частиц, а также дипольные взаимо-
действия с окружающими ядрами тоже видоизменяют спектр ЭПР. За
последнее десятилетие все эти явления были предметом интенсивного ко-

личественного исследования химиков и физиков. В этой области и свя-
занных с ней теориях .электронной структуры молекул, распределения
спиновой плотности, электронной и ядерной магнитной релаксации, а
также в области усовершенствования радиоспектроскопической техники
достигнуты поистине выдающиеся результаты.

Поскольку лишь пренебрежимо малая часть компонентов биологиче-
ских систем парамагнитна, спектры ЭПР свободных радикалов, введен-
ных в биологические системы, не испытывают влияния со стороны соб-
ственных парамагнитных частиц и адекватно отражают свойства вве-
денных парамагнитных молекул и их окружения. В нашей лаборатории
разработан метод применения стабильных свободных органических ра-
дикалов — „спиновых меток" для изучения структуры, функций и химиз-
ма биологических систем.

Метод спиновых меток предложен сравнительно недавно, поэтому
полноценный обзор мог бы показаться преждевременным. С другой сто-
роны, уже сейчас ясно, что приложения метода столь многочисленны и

* Перев. с англ. М. Г. Гольдфельда. Обзор из сб. «Structural chtemistry and molecu-
lar Biology». London, 196S.
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разнообразны, что скоро станет невозможным дать исчерпывающее и
связное описание этой области. Настоящий обзор преследует цель под-
вести некоторый итог текущим и недавним работам нашей лаборатории,
а также указать возможное направление дальнейших исследований.

Рис. 1. Молекулярная модель фрагмента двойной спирали
ДНК. Показано внедрение ион-радикала хлорпромазина

«Спиновую метку» мы определяем как синтетический органический
свободный радикал, который можно включить внутрь макромолекулы
или присоединить к той или иной молекуле или системе молекул, пред-
ставляющей интерес для биологии, для того чтобы получить информацию
о структуре, конформационных изменениях или химических реакциях.
Для определенности мы исключаем из рассмотрения парамагнитные
ионы металлов, равно как и собственные свободные радикалы, например,
радикалы, возникающие в биологических системах в процессах переноса
электронов. Наибольшие практические трудности при подборе спиновых
меток связаны с тем фактом, что почти все органические свободные
радикалы чрезвычайно реакционноспособны, особенно в водных раство-
рах, в условиях, близких к физиологическим. В качестве первой спино-
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вой метки в нашей работе был использован катион-радикал хлорпро-
мазина.

Λ/\Ν/\/\α

(СН2)3

N

Н ХСН

<. помощью которого мы исследовали внедрение ароматических молекул
в нативную двойную спираль ДНК. Сверхтонкое взаимодействие и ани-
зотропия ^-фактора этого радикала достаточно велики, чтобы связыва-
ние с ДНК могло оказать значительное влияние на спектр ЭПР. Из
наблюдений ЭПР меченых молекул ДНК, ориентированных в потоке,
удалось сделать вывод, что плоскость ароматического кольца ион-ради-
кала действительно почти перпендикулярна оси спирали, как это пока-
зано на модели (рис. 1) '. Однако у ион-радикала хлорпромазина как
спиновой метки много недостатков. В водных растворах он не вполне
устойчив, его стабильность зависит от рН; сверхтонкая структура спект-
ра ЭПР настолько сложна, что количественный анализ формы линии
весьма затруднен или невозможен.

Большая часть успехов метода спиновых меток связана с примене-
нием исключительно стабильных нереакционноспособных иминоксиль-
ных радикалов *, имеющих спектр ЭПР с очень простой сверхтонкой
структурой. Свойства этих радикалов настолько важны для приложений
метода, что будет уместно дать достаточно подробный обзор химии этих
соединений, методов их получения и использования в качестве спиновых
меток.

II. ХИМИЯ ИМИНОКСИЛЬНЫХ РАДИКАЛОВ

Ди-грег.-алкилиминоксилы обладают свойствами, делающими их иде-
альными «спиновыми метками». Первым в этом ряду был синтезирован
ди-трет.-бутилиминоксил (I) **:

I
C

СН3

I I
C H 3 - C \ N / C - C H 3

СНз

(I)

Это соединение можно очистить фракционной перегонкой или мето-
дом газо-жидкостяой хроматографии при 118° без разложения2. Его рас-
творы в органических растворителях, воде, водной щелочи устойчивы и
не взаимодействуют с кислородом. Вскоре после первого синтеза в ряду
иминоксилов было показано, что функциональная группа, включенная в

* Авторы называют эти радикалы нитроксидами, что противоречит правилам офи-
.циальной номенклатуры органических соединений. В советской литературе получил рас-
пространение термин «иминоксилы». (Прим. перев.\)

** Первый радикал этого класса был синтезирован в СССР в 1959 г.8 3 (Прим. перев.)
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молекулу, содержащую иминоксильный фрагмент, может вступать в
реакции, не затрагивающие неспаренный электрон3. Затем последовали
обширные исследования в области синтеза и свойств различных стабиль- '.
ных иминоксилов. :

Ди-гряг.-бутилиминоксил (I) был получен по реакции г/?ег.-нитробу-
тана с металлическим натрием2·4, трег.-бутиллитием 5 и избытком трет.- <
бутилмагнийхлорида в присутствии металлического магния 6. Путем тер-
мического разложения подходящих азосоединений в присутствии 2-ни- ;
трозо-2-метилпропана были синтезированы некоторые замещенные ана-
логи ди-грег.-бутилиминоксила7. :

Наиболее распространенный метод синтеза включает стадию окисле-
ния соответствующего циклического вторичного амина. Радикал 2,2,6,6-
тетраметил-4-оксопиперидин-1-оксил (II) был впервые получен в инди-
видуальном состоянии при действии на соответствующий амин окисью·
серебра8, но более удобным оказалось окисление перекисью водорода в
присутствии катализатора. В качестве катализаторов при получении
многих иминоксилов с различными функциональными группами исполь-
зуют вольфрамат натрия с трилоном Б и фосфорновольфрамовую кисло-
ту 3· 8~10. Скорость реакции в присутствии фосфорновольфрамовой кисло-
ты, по-видимому, значительно больше, чем с вольфраматом натрия11, но
выход при этом иногда уменьшается. Например, сообщалось, что окис-
ление 2,2,6,6-тетраметилпиперидина в присутствии вольфрамата натрия
дает выход 70% от теоретического8, тогда как с фосфорновольфрамовой f
кислотой выход составляет 54% и . 2,2,5,5-тетраметил-З-карбамидопир- ;
ролин-1-оксил образуется с выходом 92% при окислении соответствую- j
щего амина в присутствии как вольфрамовой, так и фосфорновольфра- ;
мовой кислот 10· " . }

Разумеется, на выбор функциональных групп, совместимых с обра-
зованием иминоксила, накладываются определенные ограничения.
В частности, циангруппа в условиях образования иминоксильного фраг-
мента переходит в амидную 9 · 1 0 . Окисление 2,2,5,5-тетраметил-З-амино-

О

СН3

y N O H

\ N / \

О

(III)

• " •

О

(IV)

CONH2

\ / \ /
/ \ N / \

(V)

он
/ \

\ N /

О

(VI)
о
(И)

пирролидина приводит к соответствующему оксим-иминоксилу (III) 9 · 1 0 . .
Попытка получить парамагнитные продукты путем каталитического
окисления 2,2,5,5-тетраметил-З-оксопирролидина (IV) вольфраматом
натрия в присутствии ЭДТА оказалась безуспешной. Однако отмечалось 12,
что при использовании в качестве катализатора фосфорновольфрамо-
вой кислоты образуется радикальный продукт, который не удалось вы-
делить из реакционной смеси.

Иминоксил (IV) можно успешно получать окислением его оксима
или семикарбазона с последующим гидролизом 1 0 · 1 2 или по реакции Гоф-
мана из 2,2,5,5-тетраметил-3-карбамидопирролин-1-оксила 9. Розанцев и
Криницкая 10 установили, что попытка окисления 2,2,5,5-тетраметил-З-
оксипирролидина приводит к размыканию гетероцикла. Шестичленный
гетероциклический спирт 2,2,6,6-тетраметил-4-оксипиперидин (VI), од-
нако, легко превращался в соответствующий иминоксил в присутствии.
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катализатора1 1·1 3, также как и триацетонамин * (неопубликованные
данные нашей лаборатории).

Синтезированные стабильные иминоксилы с функциональными груп-
пами могут вступать в разнообразные реакции без затрагивания неспа-
ренного электрона. С их помощью получены производные кетонов 3>8 и
спиртов11·14. Амиды-радикалы с помощью этих реакций можно гидро-
лизовать до соответствующих кислот или дегидратировать с образова-
нием радикал-нитрилов9·10. Было показано также, что этерификация
карбоксипроизводного иминоксила диазометаном идет количественно,
без потерь парамагнитного продукта 10. Паранитрофенол 15 и имидазол16

ацилируются аминоксил-кислотами в присутствии дициклогексилди-
карбодиимида в качестве активатора ацилирования. Точно так же ами-
нопроизводные иминоксильных радикалов можно ацилировать16^19,
алкилировать20 и включать в N-алкилмалеимиды 1 е · 1 8 , а также перево-
дить в изоцианаты21. Иминоксильная группа сохраняется при реакции
2,2,6,6-тетраметил-4-оксопиперидин-1-оксила (II) с т/зег.-бутилатом ка-
лия и диалкилсукцинатами в процессе конденсации по Штоббе 2 2. Ими-
ноксильная часть радикала не затрагивается и при действии реактива
Гриньяра по карбонилу в I I 8 · 1 1 .

Следует помнить, однако, что иминоксилы, будучи свободными радика-
лами, во многих случаях энергично взаимодействуют со многими реаген-
тами с затрагиванием неспаренного электрона. Особенно легко идут ре-
акции окисления и восстановления. Для ди-грег.-бутилиминоксила одно-
электронные окислительно-восстановительные потенциалы, измеренные
полярографически в ацетонитриле, составляют соответственно 0,55 и
—1,63 в2. Каталитическое гидрирование переводит иминоксил в соот-
ветствующий гидроксиламин 2· 3 · 2 3 ** или амин, в зависимости от усло-
вий. Гидроксиламин легко образуется при обработке радикала фенил-
гидразином 1 4 · 2 3 . Кислород воздуха легко вновь окисляет гидроксилами-
ны до иминоксилов ι2· 14. Интересно, что реагенты с объемистыми группа-
ми атомов, такие, как изопропилат алюминия, можно использовать для
восстановления кето-иминоксилов до вторичных спиртов 10· 16 без суще-
ственного затрагивания парамагнитного центра.

Молекулы, меченные иминоксилом, обратимо реагируют с дитиона-
том натрия с образованием диамагнитных веществ, медленно и необра-
тимо переходящих в неидентифицированные продукты16. Хотя ди(три-
фторметил)-иминоксил образует аддукт с газообразной окисью азота2 4,
тетраметилированные гетероциклические радикалы, по-видимому, с нею
не взаимодействуют***. Так, спектр ЭПР Ы-(2,2,6,6-тетраметил-1-оксил-
4-пиперидил)-малеимида в водном растворе при обработке окисью азо-
та, очищенной от кислорода, не изменяется 25. О степени устойчивости
иминоксильной группы в кислотах опубликовано мало сведений, за ис-
ключением того, что безводный хлористый водород переводит ди-трег.-

* Этот метод был разработан в СССР S4.85. (Прим. перев.)
** См. также 8 6. (Прим. перев.)
*** Интересно, что азотокиси и иминоксилы энергично взаимодействуют с хлором и

бромом; при этом могут быть изолированы соответствующие диамагнитные аддукты,
например,

NH NH

H3C fl СН,
О СГ

(Прим. neves.)
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•бутилиминоксил (I) в гидрохлорид ди-грег.-бутилгидроксиламина
(VII):

СН 3 СН 3

I I

н /1 ΝΥΗ/ι ч сн 3н«с сн3 ι сн3он
С1

(VII)

После нейтрализации водной щелочью VII переходит в гидроксил-
амин, из которого можно снова получить 1 2 . В течение небольшого време-
ни растворы веществ, содержащих нитроксильную группу, могут сохра-
няться в водной среде при р Н 1, но в целом устойчивость при этих усло-
виях для иминоксильных радикалов не характерна (неопубликованные
д а н н ы е лаборатории авторов) *.

Незначительная реакционная способность ди-грег.-алкилиминокси-
л о в требует некоторых пояснений. Предполагают, что за устойчивость к
димеризации ответственны стабильность, присущая трехэлектронной свя-
зи N — О 2 6 **, и стерические затруднения, создаваемые грег.-алкильными
г р у п п а м и 2 ***. Имеются доказательства того, что разложение иминокси-

л о в включает промежуточную стадию образования нитрониевой группы:

Этот процесс замедляется, когда среди α-заместителей нет легко от-
щепляемых групп. В γ-оксинорпсевдопельтьерине иминоксильная группа
экранирована вторичными атомами углерода, находящимися в голове
моста. Этот радикал устойчив в твердом состоянии в бензольном и нейт-
ральном водном р а с т в о р а х 2 7 .

о—Ν

о

III. СПЕКТРЫ ЭПР ИМИНОКСИЛЬНЫХ РАДИКАЛОВ

Спектр ЭПР типичного экранированного иминоксильного радикала

R R

с н 3 - с ч /С-сНз

С Н Э | СНз
О

* См. также87. (Прим. перев.)
** См. также8 8. (Прим. перев.).

*** См. также8 9. (Прим. перев.).
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в растворе, при комнатной температуре весьма прост. Сверхтонкая струк-
тура (СТС) спектра, связанная с наличием в радикале атома азота, со-
стоит из трех узких компонент, как показано на рис. 4, а. Константа изо-
тропного сверхтонкого взаимодействия aN изменяется в небольших пре-
делах в зависимости от структуры остальной части молекулы и природы
растворителя и - 2 8 · 2 9 . В таблице приведены значения a N, полученные
для различных иминоксильных ради-
калов, экранированных метальными
группами. Влияние растворителя, по-
казанное на рис. 2, в ряде случаев бо-
лее существенно, чем влияние струк-
туры самого радикалаи. Наблюдае-
мое увеличение сверхтонкого взаимо-
действия при увеличении полярности
растворителя пропорционально Z-фак-
тору Косовера30 (эмпирическая по-
стоянная, характеризующая положе-

15

щ
60 70 80 90 юо z

Рис. 2. Зависимость констант сверх-
НИе ПОЛОСЫ пеоеноса заряда ЙОДИСТО- тонкого расщепления на атоме азота

ч ' г для 2,2,6,6 тертаметил-4-пиперидин-!-
го пиридиния) и, вероятно, связано с о к с и л а от р а с £ в о р и т е л я . П о оси абс-
увеличением отрицательного заряда на цисс —фактор Косовера ζ для каж-

б й й дого растворителя11

2 ф
1—бензол, 2—диметилсульфоксид, 3—
п-бутанол, 4 — формамид: 5 — эти-
ленгликоль; 6 — Н 2 О ; 7—10 Μ LiCl

в Н2О

атоме кислорода и большей спиновой
плотностью на атоме азота п · 2 1 .

В ряде случаев в спектрах ЭПР
иминоксилов наблюдаются и другие
линии СТС. При большом усилении
спектр радикала (II) содержит дублеты-сателлиты с расщеплением
21 гс, связанные с примесью изотопа 15N в природном азоте и . 2 9 . Если
линии достаточно узки, то каждая из трех главных компонент СТС со-
провождается дублетом (с расцеплением 4,5—7 гс), связанным с при-
месью изотопа 13С в метальных и кольцевых метиленовых группах и · 2 8 .

Фактор электростатического расщепления, g-фактор, не зависит от
структуры радикала1 1·3 1, но уменьшается с увеличением полярности рас-
творителя и .

Как было отмечено в начале статьи, форма спектра ЭПР радикалов,
вообще говоря, зависит от некоторых свойств окружения. Условия био-
логических экспериментов таковы, что анализ формы линий ЭПР ими-
ноксилов особенно упрощается: биологические системы магнитно раз-
бавлены, опыты проводятся в умеренном интервале температур, сверх-
тонкое взаимодействие и g-фактор слабо зависят от растворителя. Все
это позволяет анализировать форму линий спектра ЭПР, исходя из влия-
ния локального окружения на подвижность радикала. Для такого ана-
лиза необходимо иметь сведения об анизотропии тензоров сверхтонкого
взаимодействия и g-фактора. Они могут быть получены в опытах с мо-
нокристаллами.

Парамагнитный резонанс ориентированных монокристаллов (матри-
цы), содержащих диалкилиминоксилы31 в качестве примесей, описыва-
ется с помощью спин-гамильтониана:

| β | SGH0 + hASJz + hBSxIx hCSyIy (1)

В уравнении (1) χ, у, ζ — главные оси тензора сверхтонкого взаимо-
действия, G — спектроскопический g-тензор, β — магнетон Бора, Но —
вектор внешнего магнитного поля, S и I — операторы спина электрона и
ядра 14Ν соответственно в единицах h. Элементы g-тензора (для соедине-
ния I) таковы: £Ϊ Χ=2,0089; g y y = 2,0061, gZ2 = 2,0027. Измеренные констан-

12 Успехи химии, № 3
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ты сверхтонкого взаимодействия | Л | = 8 7 Мгц | В | ~ | С | ^ ^ 14-Ξ-17 Мгц.
Когда магнитное поле направлено вдоль осей ζ, χ и у, сверхтонкое рас-
щепление составляет 32; 6±1,5 и 6+1,5 гс соответственно. Эксперимен-
тальное абсолютное значение константы изотропного сверхтонкого вза-
имодействия 43 Мгц (или 15,5 гс) и в соответствии с уравнением (2)

| a | = V s H + B-t-C| (2)
константы А, В, С совпадают по знаку.

Эти результаты в совокупности с некоторыми дополнительными дан-
ными, приведенными ниже, позволяют выяснить многие детали, касаю-
щиеся молекулярной и электронной структуры иминоксильных радика-
лов.

В опытах Гриффита и др. 3 радикалы (I) и (II), а также радикаль-
ные производные, полученные из IV, вводили в кристаллы тетраметил-
1,3-циклобутандиона. Кристаллическая структура этого дикетона извест-
на 32. Она относится к моноклинической сингонии, элементарная ячейка
содержит две магнитно-эквивалентные частицы. Кольцо циклобутана и
два атома кислорода лежат в одной плоскости32. Так как спектр ЭПР
иминоксила (I) в тетраметилциклобутандионе указывает на симметрию,
ожидаемую для кристаллической структуры кристалла-хозяина (матри-
цы), то естественно предположить, что частицы иминоксила включаются
в кристалл как ориентированные примеси, замещающие молекулы мат-
рицы в узлах кристаллической решетки. Структура (I), несомненно, до-
яускает ориентированное замещение молекул дикетона.

Другое предположение состоит в том, что азот, кислород и четвертич-
ные атомы углерода расположены в одной плоскости. Таким образом,
наши предположения требуют, чтобы одна из осей симметрии была пер-
пендикулярна плоскости циклобутандионового кольца, что и наблюдает-
ся. Главная ось ζ оказывается перпендикулярной плоскости кольца. Да-
лее из наших предположений следует, что вторая главная ось сверхтон-
кого взаимодействия направлена по линии кислород — кислород цикло-
бутандиона, что также имеет место (ось х). Так как спектры ЭПР (II) и
имноксильного производного (IV) совпадают со спектром (I) в том же
кристалле-носителе, те же представления можно применить и к этим
радикалам.

Если азот, кислород и два эквивалентных третичных атома углерода
находятся в одной плоскости, то неспаренный электрон должен занимать
молекулярную π-орбиталь (антисимметричную относительно отражения
в плоскости ху). Сверхтонкое расщепление на ядре атома 14Ν действи-
тельно показывает, что неспаренный электрон в значительной мере ло-
кализован на 2ря-орбитали атома азота 2 1. Примерно аксиальная сим-
метрия сверхтонкого взаимодействия (ВсаС) согласуется с этой карти-
ной. Изотропное сверхтонкое взаимодействие, наблюдаемое для насы-
щенных иминоксилов (15,5 гс), также весьма близко к значению 19,5 гс,

+

полученному для ΝΗ333; изотропное сверхтонкое расщепление, рассчи-
танное теоретически для плоского фрагмента ΝΗ3, составляет 20,9 гс 3 0 .
Исходя из соображений, которые были привлечены для объяснения рас-
щепления на ядрах 13С в радикале СНз3 5, можно заключить, что ΝΗ 3 и,
следовательно, иминоксильные радикалы — плоские. С другой стороны,
сколько-нибудь заметный вклад s-составляющей в орбиту неспаренного
электрона привел бы к гораздо большему изотропному расщеплению.

Каррингтон и Лонге-Хиджинс36 использовали слейтеровскую 2ря-ор-
•биталь для расчетов анизотропного сверхтонкого расщепления на ядре
атома азота и получили значение 76 Мгц для чисто анизотропного элект-

12*
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рон-ядерного дипольного взаимодействия для спинов, ориентированных
вдоль оси ζ. Приняв спиновую плотность на 2ол-орбитали алифатиче-
ского иминоксила равной 15,5/19,5 = 0,80, можно оценить расщепление
при параллельном направлении магнитного поля и оси л-орбитали:

А = 43 Мгц + 0,80 X 76 Мгц ~ 100 Мгц.

Согласие между вычисленным (-—-100" Мгц) и наблюдаемым
(~87 Мгц) значениями А вполне удовлетворительно, если учесть, что
слеитеровская орбиталь представляет собой довольно грубое приближе-
ние к рассматриваемому частному случаю.

Аналогично, взяв —38 Мгц в качестве величины анизотропного вза-
имодействия в направлениях χ и г/36, можно оценить расщепление в слу-
чае магнитного поля, направленного перпендикулярно оси л-орбитали:

S ~ C = 43 Мгц + 0,80(—38 Мгц) = 13 Мгц,

что также хорошо согласуется со значением 14—17 Мгц, полученным
для иминоксильных радикалов. Наконец, отношение a(HN)/A(14N) =0,5,
наблюдаемое для иминокеилов, близко к отношению константы изотроп-
ного сверхтонкого взаимодействия на 13С в 13СН3 (115 Мгц) к значению
Л(1 3С) (210 Мгц) в тщательно изученном радикале малоновой кислоты:
а(С 1 3 )/Л(С 1 3 )=0,55 3 7 .

Такое большое число согласующихся между собой результатов позво-
ляет с высокой степенью надежности заключить, что неспаренный элект-

рон в иминоксильных радикалах в основном
(на 80—90%) локализован на 2/?л-орбитали
атома азота в соответствии с полярной ва-

лентнои структурой: Схематическое|
о-

Рис. 3. Структура стеричес-
ки экранированного иминок-

сильного радикала

изображение 2/?л-орбитали в геометрии близ-
лежащего фрагмента радикала дано на рис. 3.

Из приведенных рассуждений ясно, что
ЭПР иминоксила зависит от ориентации ради-
кала относительно внешнего поля. При хаоти-
ческом распределении ориентации таких ради-
калов получается «порошковый» спектр, пока-

занный на рис. 4, е. Такие спектры получаются экспериментально, если
измельчить кристаллы тетраметилциклобутандиона, содержащего ими-
ноксильный радикал (I) в качестве примеси, или при наблюде-
нии резонанса радикалов в стеклах. Спектры вида рис. 4, д получа-
ются, если движение радикалов замедленно. При этом время корреляции
переориентации радикалов ограничено условием

т - ' < | Л — Я | , (3)

зависящим от анизотропии сверхтонкого взаимодействия. (Строго гово-
ря, как будет ясно из дальнейшего обсуждения, следует учесть и некото-
рые члены, включающие анизотропию ^-фактора.)

Резонансный спектр рис.4, с можно почти точно воспроизвести с по-
мощью машинных расчетов *, включающих суммирование спектров при
изотропном статистическом распределении ориентации 38. Дать простую
интерпретацию всех деталей формы спектра невозможно, однако неко-

Теоретические расчеты были выполнены также в работеэо. {Прим. перев.).
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торые особенности этого «порошкового» спектра легко понять. Два край-
них максимума (разделенных на ~64 гс), а также часть центрального
максимума получаются от радикалов, π-орбитали (оси ζ) которых па-
раллельны магнитному полю (вернее, отклоняются не более чем на 15°).
Центральный максимум спектра рис. 4, е содержит также значительный
вклад от радикалов, π-орбитали которых примерно перпендикулярны
приложенному магнитному полю. В этом случае расщепление на 14Ν,
равное В ~ С не разрешается из-за большой эффективной ширины
линии в этой части спектра. Другие качественные особенности спектра,
такие, как неодинаковое отклонение крайних линий от осевой линии
спектра, характеризуют ани-
зотропные члены спин-гамиль-
тониана.

Рис. 4 показывает также,
как изменяется спектр ЭПР
иминоксильных радикалов в
растворах в зависимости от
вязкости. В промежуточной об-
ласти между высокой (рис. 4, е)
и низкой (рис. 4, а, б) вяз-
костью очень трудно выпол-
нить a priori теоретический рас-
чет формы линии. Приближен-
ный полуэмпирический метод
был развит Ицковичем38.
На рис. 4, β—д и 5 даны для
сравнения рассчитанные и на-
ПЛЮЛЯРМНР гпектпы Спелугт тил-3-карбоксил - амидопирролидинолюдаемые спектры, следует ( χ χ π ) в в а д е и к о м п а т п о й т е :

особо отметить, что в этой об- б ̂  XXII в
ласти значений χ спектры ис- комнатной

β

Рис. 4. Влияние вязкости на спектры ЭПР ими-
ноксильных радикалов: а—2,2,5,5-тстрало-

1 - океил
температуре 2 1 .

60% ном растворе сахарозы при
"температуре. ';

ноксил (XXIII) в растворе:
в о д ы '

э т а н о л а

а — дапзил-ими-
76% глицерина,

23°39; г—XXII включительно чувствительны к
изменению характера движе- р а с т в о р е . 90о/о· Г л и ц е р и н а , Ь% воды, 5% этано-
НИЯ радикала. л а п р и 35°зэ; д — XXIII в растворе: 90% глице-

В Области Очень быстрого рина, 5% воды, 5% этанола при —15°зэ; е —
вращения (рис. 4, а, б) можно в глицерине при 77°К21

использовать теорию ширины
линий ЭПР, развитую Макконнеллом 40, Фридом и Френкелем 41 и Кивел-
соном 4 2 . В этом случае каждая линия триплета характеризуется пара-
метром ширины Т2 (М), где М = 1 ; 0; — 1 соответствует трем возможным
ориентациям ядерного спина Ι 4 Ν. Для иминоксильных радикалов Т2(М)
дается выражением:

\Т% = χ {[3/ (/ -1- -|- X. (4)

Здесь х-—время корреляции изотропного молекулярного вращения,
Но — внешнее магнитное поле (вгауссах) / = 1 (спиновое квантовое число
ядра 1 4Ν), 6 = 4я/3(Л—В) и

Δγ=
п

(δ)

Член X учитывает вклад в ущирение линии, не зависящий от М.
Уравнение (4) удовлетворительно описывает форму линии, если анизо-
тропное сверхтонкое взаимодействие имеет аксиальную симметрию
(В = С), вращение радикала изотропно и не слишком быстро, так что
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wh2^>l (w = g\p\t\oh-1) и при условии (na)V-C 1 и й 2 т 2 < 1 . Более удоб-
на другая форма уравнения (4):

^- Ь*Т2(0)М\ (6)

так как отношение Т2(0)/Т2(± 1) легко получить экспериментально.
Время корреляции т, вычисленное по этому соотношению на основании
спектра рис. 4, б, равно 3·10~10 сек., а для спектра рис. 4, α
2,5· ΙΟ"11 сек.21 *.

IV. ВЕЩЕСТВА, ПРИМЕНЯЕМЫЕ В КАЧЕСТВЕ СПИНОВЫХ МЕТОК

В качестве спиновых меток при исследовании макромолекул биоло-
гического происхождения используются два типа веществ. Первый и
важнейший класс включает стабильные гетероциклические иминоксиль-
ные радикалы, с функциональными группами, способными образовать

ковалентную связь с активными группами
макромолекулы без затрагивания неспарен-
ного электрона. Многие метки этой серии
были сконструированы, исходя из аналогии
с известными в белковой химии специфиче-
скими реагентами. Разумеется, нет никакой
гарантии, что радикалы будут обладать той
же специфичностью, что и исходные соеди-
нения, но поведение традиционных реаген-
тов может дать отправную точку для рас-
смотрения свойств соединений, применяе-
мых в качестве спиновых меток.

Первым в этом ряду соединений был
2,2,5,5-тетраметил-З-изоциано пирролидин-
1-оксил (VIII) 2 I. Изоцианатная метка
представляет в основном исторический ин-
терес, так как она мало специфична и бы-

Рис. 5. Рассчитанные спектры СТР° Разлагается в водном растворе, в кото-
ЭПР иминоксильных радикалов Р о м приходится проводить опыты:
со средними значениями вре- ΝΓΩ
мен корреляции оцененными по
методу Ицковнча 38; а — т =
= 4Х1О-8 сек; б — т = 3,6·
•Ю-8 сек; β - τ = 7,2χΐθ- 8 ~Н3С "| СН3

сек. О

\ •сн.

Более удачными оказались N-замещенные имиды малеиновой кислоты
(IX) и (X) 18•«;

О О
у Н 3С СН 3СН3

Ν- N-

Ν ; н3с сн3

Д н3с сн3
(IX)

о
(X)

* Зависимость формы спектров ЭПР иминоксильных радикалов от свойств среды
подробно исследована Бучаченко и сотр.94.
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Эти метки предназначались в качестве реагентов на сульфгидриль-
ные группы. Они несколько отличаются по свойствам от модельного сое-
динения N-этилимида малеиновои кислоты. Радикалы, полученные из
этих соединений, по-видимому, взаимодействуют преимущественно с на-
иболее доступными сульфгидрильными группами, но склонны в большей
степени, чем N-этилимиды малеиновои кислоты, к реакциям с раскрыти-
ем кольца 1 8 · 4 4 · 4 5 . Соединение (IX) через несколько минут превращает-
ся в воде в соответствующее производное малеиновои кислоты 18; X гид-
ролизуется в пределах часа 16. Чувствительность к атаке по карбонилу
проявляется и в том, что иминоксильные производные имида малеино-
вои кислоты легко реагируют с соединениями, содержащими аминогруп-

пы
18

Пяти- и шестичленные галоидацетамиды (XI), Х = Вг, I1 7 и (ХП),
Х = 1 16, еще не вполне химически охарактеризованы как спиновые мет-
ки. По-видимому, они работают как обычные алкилирующие агенты.
Места, по которым они присоединяются, зависят от природы белка и ус-
ловий проведения реакции 17· 19 в большей степени, чем для иодуксусной
кислоты 46. Производное динитрофторбензола (XIII), содержащее имино-
ксильный фрагмент, было получено для присоединения к концевым и
ε-аминогруппам 20. По аналогии с N-ацетилимидазолом 4 7 имидазолид
2,2,5,5-тетраметил-3-карбоксипирролин-1-оксила (XIV) предназначал-
ся для проведения реакции с тирозиновыми остатками 16:

Н3С СИ,

ХСН2—CONH-

N - 0 >-°
СНз С
(XI)

Щ

N0,
I

(XII)

нас сн, о

N0,
/Λ н5с—.

н 3 с
о

(XIII)

сн3

H 3 C-L_

- С Н 3

СНз

/
0—N

чН3С

-C-N

(XIV)

0-N
ч

н3ст
сн3

-c-o—i
II

о

(XV)

; > - N O 2

Два реагента были синтезированы для изучения некоторых специфи-
ческих ферментов. По аналогии с р-нитрофенилацетатом 48>4Э сложный
эфир /^-нитрофенола и 2,2,5,5-тетраметил-3-карбоксипирролидин-1-ок-
сила (XV) ацилирует остаток серина в активном центре а-химотрипси-

на
15

Аналогичная реакция наблюдается с активной SH-группой триозо-
фоюфата дегидрогеназы 20. Смесь иминоксил-моноамидов а- и β-бромян-
тарной кислоты (XVI) 1 9 использовали по типу a-бромзамещенных кис-
лот, реагирующих с известными аминокислотными остатками в актив-
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ном центре рибонуклеазы 50:

О
СН3 ц

-NHCCH2CHCOOH

СН3

O-N

Н 3 Ст

I
Вг

О—N

-NHCCHCH2COOH

Вг

сн3
сн.

(XVI)

Другой класс спиновых меток включает соединения, дающие комп-
лексы с биологическими макромолекулами без образования химической
связи. Два вещества, аналогичные красителям, 1Ч-(2,2,5,5-тетраметил-
1-оксил-3-пирролидил)-2,4-динитроанилин (XVII) 2 0 и 2,2,4,4-тетра-
метил-1,2,3,4-тетрагидро-у-карболин-3-оксил (XVIII) 1 2 > 2 3 *:

сн3

•NO:,—̂

Н 3

(XVII)
О Η

(XVIII)

N—О

- С Н 3

сн3

оказались пригодными для связывания с белками. Был синтезирован
парамагнитный гаптен (XIX) 39. Ведутся исследования сцецифического
конкурентного ингибитора а-химотрипсина (XX) 16. Для включения в
липидные слои биологических мембран синтезировано производное хо-
лестерина (XXI) 51:

н,с сн, ΝΟ2

О—N
/= S- N O ,

НяС

(XIX)

NH
ι

с=о
I СН 3

. , сн3
N-7

О

(XX)

\ с=о
I

ΝΗ

CH3

о

(XXI)

\

к

* См. также 91 (Прим. персе.).
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V. СПЕКТРЫ ЭПР СПИНОВЫХ МЕТОК, ПРИСОЕДИНЕННЫХ
К МАКРОМОЛЕКУЛАМ

Парамагнитный гаптен (XIX) хорошо комплексуется с антителами,
выработанными против динитрофенилбелка, с сохранением той же сте-
хиометрии и примерно той же величины константы связывания, что и
стандартный гаптен, е-Ы-динитрофенил^-лизин 39. В то время как сво-
бодный гаптен дает резонансный спектр свободно вращающейся части-
цы (рис. 4, а), радикал в комплексе с антителом дает спектр, весьма на-
поминающий рис. 4, г. Значительное увеличение времени корреляции (от
~10~ и до 10"8 сек.) отражает уменьшение скорости вращения, которого
следует ожидать, когда малая молекула присоединяется к большой, ма-
лоподвижной молекуле белка. Время релаксации вращения антител,
согласно Краузе и О'Конски 5 2 порядка 10~7 сек.

Того же типа эффекты наблюдаются, когда изоцианат-иминоксил
(VIII) реагирует с поли-£-лизином 21. Спектр ЭПР меченой полиамино-
кислоты в растворе при рН 8, приведенных на рис. 6, а, показывает, что
движение радикала заторможено, но все же не столь медленно, как дви-
жение полимерной молекулы как целого.

Термин «слабо заторможенный» введен для описания спектров типа
меченого поли-£-лизина, в котором линии лишь слегка уширены по
сравнению со свободно вращающимся радикалом. Появление слабо за-
торможенного спектра означает в данном случае, что боковые цепи ли-
зина, на которых, вероятно, сидит метка,
обладают значительной гибкостью, подвиж-
ностью. Однако о состоянии макромолеку-
лы можно судить даже при такой слабой
зависимости движения метки от движения
основной полимерной цепи. Например, при
рН 11, когда поли-/,-лизин имеет спираль-
ную структуру53, спектр ЭПР более затор-
можен (см. рис. 6, б), чем при рН 8, когда
полиаминокислоты пребывают в состоянии
хаотического клубка. График зависимости
времени корреляции г от рН для меченого
поли-1-лизина 21 отчетливо напоминает кри-
вую титрования того же полимера по удель-
ному оптическому вращению.

Реакция бычьего сывороточного альбу-
мина (БСА) со спин-метками приводит к
более сложным спектрам ЭПР, чем в слу-
чае поли-Ь-лизина18·21. Альбумин обра-
батывали радикалом (IX) и неприсоеди-
нившийся радикал удаляли диализом.
Спектр меченого БСА, приведенный на
рис. 7, явно представляет собой наложение
двух спектров. Кроме «слабо заторможен-
ных» компонент здесь появляются широкие линии, похожие на спектр
иминоксилов в твердых стеклах (рис. 4, е). По нашей терминологии,
этот спектр получается от «сильно заторможенной» метки.

Спектры ЭПР сильно заторможенного типа — вполне общее свой-
ство спин-меченых белков. Их появление зависит от двух важных физи-
ческих условий. Во-первых, молекула белка должна вращаться в рас-
творе как целое достаточно медленно, чтобы выполнялось условие (3).
(Т. е. время корреляции вращения жесткой молекулы белка должно пре-

13 Успехи химии, № 3

Рис. 6. Спектры ЭПР мече-
ного поли-£-лизина: а — при

рН 8; б—при рН И 2 1

гогс
Рис. 7. Спектр ЭПР
бычьего сывороточного
альбумина, меченного
иминоксильным производ-
ным амида малеиновой

кислоты (IX) 18
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вышать ~ 10"7 сек.) Во-вторых, спиновая метка не должна двигаться
относительно молекулы белка, а должна быть с ней жестко связана.
Таким образом, спиновая метка в течение по крайней мере 10~7 сек.
должна быть «жестко» связана с «жесткой» молекулой белка.

Время вращательной корреляции меченого БСА составляет пример-
но 10~"6 сек.54. Наличие сильно заторможенной составляющей в спектре \
ясно показывает, что часть парамагнитной метки строго ограничена в
своем движении относительно белка. Предварительная обработка бел-
ка N-этилимидом малеиновой кислоты до реакции его с меткой пре-
дотвращает появление заторможенного сигнала, так что, по-видимому,
заторможенная спиновая метка присоединена к сулыфгидрильным груп-
пам 18.

Как и в случае поли-Ь-лизина, структурные изменения БСА влекут
за собой изменения в спектре ЭПР. При снижении рН среды от
4 до 2 молекула БСА сильно расширяется. Это проявляется в изменении
ряда физических характеристик 52· 55~57. При этом сильно заторможенная
часть спектра постепенно переходит в спектр слабо заторможенной мет-
ки 21· 5 6 одновременно с изменением вязкости и оптической активности 56.

При использовании ЭПР парамагнитного субстрата оказалось воз-
можным наблюдать фермент в действии 15. Гидролиз при участии сс-хи-

мотрипсина включает следующую последова-
тельность реакций:

Ε + S ^ES -i ES' ^ Ε + P2. '

Рис. 8. Спектр ЭПР «нитро-
кодированного» ацил-хи- Для многих субстратов, в частности актив-
мотрипсина в процессе от- ных эфиров, таких, как эфиры р-нитрофенола,
щепления ацильной группы, лимитирующей стадией является реакция k3Стрелки указывают на появ- Е-о/
ление узкого сигнала от ос- и в Р е м я жизни промежуточного продукта ES
вобожденных ионов ацил- (фермент, ацилированный по сериновому ос-

иминоксила татку в активном центре) становится доволь-
но большим 57.

Если р-нитрофенольное производное (XV) действует на а-химотрип-
син при рН 4,5, когда k3 очень мала, то его спектр ЭПР становится
«сильно заторможенным» соответственно образованию ацилированного
фермента. При более высоких рН k3 можно измерить по скорости перехо-
да широких компонент в «свободный» сигнал ЭПР (рис. 8). Полученные
значения хорошо согласуются с результатами спектрофотометрических
измерений скорости освобождения р-нитрофенолята в стационарных ус-
ловиях.

Описанные выше опыты показали, что спектры ЭПР спиновой метки
хорошо отражают известные ранее конформационные и биохимические
изменения. В настоящее время проводятся обширные исследования дру-
гих систем. В нашей лаборатории получены интересные предваритель-
ные результаты на некоторых белках. Алкогольдегидрогеназа из дрож-
жей, меченная иодацетамидиминоксилом (XI), дает сильно уширенный
спектр ЭПР, который изменяется при добавлении кофермента НАД.

Кроме того, скорость реакции присоединения метки снижается в от- А
сутствие НАД, подтверждая тем самым, что место связывания радика-
ла совпадает с активным центром фермента 17. Спектр ЭПР рибонуклеа-
зы, меченной по активному центру производными α-галоидкислот и ами-
дов [соединения (XI), Χ-Br, и (XVI)], уширяется, когда в раствор вво-
дится РНК. Было предпринято детальное исследование влияния усло-
вий опыта на этот эффект 19.
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Бычий сывороточный альбумин дает комплексы с некоторыми аро-
матическими производными иминоксильных радикалов, при этом спектр
ЭПР спиновой метки становится «сильно заторможенным».

Связывание карболиниминоксила (XVIII) 17 и N-иминоксилдинитро-
анилина 2 0 происходит обратимо. Гидрофобный связывающий центр
БСА содержит в себе какую-то активную группу, так как взаимодей-
ствие с производным динитрофторбензола (VIII) оказывается необрати-
мым20. По предварительным данным, действуя алкилирующими имино-
ксильными производными, удается пометить Р Н К 5 8 . По-видимому,
метод спиновых меток окажется полезным также и для исследования
нуклеиновых кислот.

Гемоглобин лошади реагирует с иминоксильным производным имида
малеиновой кислоты (IX). Полученный парамагнитный продукт отлича-
ется весьма своеобразным поведением 44. Присоединение метки идет в
основном в положение β93 молекулы гемоглобина *. Этот аминокислот-
ный остаток был специфично связан ранее N-этилмалеимидом (ΝΕΜ) 5 9.
Иминоксил (IX), так же как и ΝΕΜ, реагирует быстрее с оксигемогло-
бином (НЬОг), чем с дезоксигенированной формой гемоглобина (НЬ) 60,
и в обоих случаях дает продукт со слабо заторможенным сигналом ЭПР.

Через небольшой промежуток времени после реакции с Н Ю 2 вто-
ричная реакция переводит метку, связанную с SH-группами, в другое
состояние ic сильно заторможенным движением спина. При дезоксиге-
нации эта часть метки не освобождается. Метгемоглобин дает сходный
спектр. Оксигенация гемоглобина немедленно после присоединения
метки дает тот же эффект, но если отложить переход в НЬО2 на 30 мин.,
то введение кислорода уже не приводит к затормаживанию метки.

Результаты, полученные при помощи спиновых меток, показывают,
что конформации гемоглобина лошади вблизи β93 в состояних НЬ и
НЬОг четко различаются. Это дополняет уже известный факт, что ΝΕΜ
вступает во вторичную реакцию после присоединения к НЬО2 человека 50.
Этот процесс сопровождается эффектом Бора. Выдвигалось предпо-
ложение, что в НЬО2 при каталитическом действии гистидина имидное
кольцо размыкается и метка затормаживается, с одной стороны, водо-
родной связью образующейся карбоксильной группы, а с другой, — гид-
рофобными взаимодействиями между кольцом иминоксила и гидрофоб-
ными остатками белка 4 4 ' 4 5. Вторичная реакция, в которой участвует ме-
ченный имидом малеиновой кислоты НЬ лошади, состоит, вероятно, в не-
каталитическом гидролизе имидного кольца. Способность иминоксиль-
ного производного имида малеиновой кислоты к реакциям размыкания
кольца известна (см. выше). Этот процесс в случае более стабильного
ΝΕΜ идет не столь быстро 59.

Молекулярные модели на рис. 9, построенные по данным рентгено-
структурного анализа 61, дают грубое представление о том, как спино-
вая метка располагается в положении β93 гемоглобина. Бумажная мо-
дель слева изображает целую β-цепь. Спиральные участки представлены
цилиндрами, а гем-группы (из серого картона) видны позади спирали
F и на концах О и Н. Цистеин β93 находится в основании цепи F. Рей-
кой, выдвинутой немного вперед, показано положение атома ртути, ис-
пользуемой в качестве тяжелого атома в рентгеноструктурном анализе.
Часть β-цепи, содержащая спирали F, G, Н, вместе с присоединенной к
ним иминоксильной меткой, была воспроизведена с помощью моделей

* Обычно происходят и другие реакции, вероятно, присоединение по ε-аминогруп-
пам, поэтому всегда наблюдается и спектр ЭПР сравнительно подвижных молекул сяч-
НОБОЙ метки. Эта часть спектра не меняется в ходе обсуждаемых экспериментов.

13*
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Кори—Полинга—Колтума. Обе модели выполнены в одном и том же мас-
штабе и одинаково ориентированы на рис. 9, если не считать, что атом-
ная модель справа расположена на несколько сантиметров ниже бумаж-
ной. Сера в остатке цистеина β93, помеченная полоской, чтобы ее легче
было заметить, видна слева внизу атомной модели; непосредственно
справа от нее находится кислород иминоксила (помеченный X) и видны
четыре метальные группы спиновой метки. Расположение метки согла-
суется со спектрами ЭПР меченых монокристаллов НЬО2

4 5.

Рис. 9. β-цепь оксигемоглобина лошади

Вторая β-цепь получается из первой вращением вокруг вертикаль-
ной оси симметрии второго порядка, указанной в основании бумажной
модели (рис. 9). Таким образом, получается, что спин-метка не только
упрятана в складку св^™ тй<"п>ои"пл "-'">"" •-- ·* г. о,™,· ^ ж е н а между
этой и другой β-цепьл). если принять все детали этой картины, то не-
спаренный электрон иминоксила окажется в непосредственной близости
к гемовому железу и при подходящих условиях будет наблюдаться
взаимодействие между этими парамагнитными центрами. Прово-
дятся исследования, направленные к установлению такого взаимо-
действия 6 2 *.

Гемоглобин был помечен также в β93 иодацетамидиминоксилами
(XI) и (XII) (Х = 1). Эти соединения дают те же результаты, что и мет-
к а — имид малеиновой кислоты 17, но не происходит затормаживания
карбоксильной группы. Спектры ЭПР заторможены частично в НЬ и
очень сильно в НЬОг. В переходной области (до насыщения кислородом)
имеются обе компоненты. Спектр ЭПР содержит на одну изобестическую
точку больше, чем оптический спектр поглощения. Наличие двух кон-
формаций гемоглобина становится очевидным. Эти результаты показы-
вают, что можно непосредственно исследовать связь между оксигенаци-
ей и конформационными изменениями и сделать выбор между двумя
теориями аллостерических переходов 6 3 · 6 4 .

* Вне поля зрения автора остались советские работы в области исследования дина-
мической структуры биополимеров, в частности, в связи с проблемой взаимодействия
спин-меток с парамагнитными атомами в белках (см.9 2). (Прим. перев.).
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VI. СПИН-МЕЧЕНЫЕ АЛЛОСТЕРИЧЕСКИЕ БЕЛКИ

Концепция аллостерических белков предложена 6 5 для объяснения,
почему на активность множества ферментов так сильно влияют малые
молекулы (эффекторы), которые подчас совершенно не похожи на со-
ответствующие субстраты, продукты или коферменты. В сущности, пред-
полагается, что аллостерическии фермент имеет различные стереоспеци-
фические -связывающие центры для субстрата и эффектора, пространст-
венно удаленные друг от друга. Думают, что связывание эффектора при-
водит к специфическому конформационному переходу белка (аллосте-
рическии переход), который изменяет сродство активного центра к суб-
страту.

Такие аллостерические переходы не только могут быть ответственны
за ингибирование по типу обратной связи в метаболических процессах,
но и могут участвовать в генетическом контроле синтеза белка равно
как и в более простых явлениях,на-
пример, кооперативном связывании
кислорода гемоглобином (взаимо-
действие гем—гем) *. Так как алло-
стерические конформационные пере-
ходы считаются широко распростра-
ненными и существенными в биоло-
гии, они, очевидно, представляют до-
статочно важный объект для иссле-
дования методом спиновых меток.

Качественно с физической точки
зрения взаимодействия между цен-
трами, удаленными друг от друга
на расстояние, скажем, 10—100 А, в
компактной молекуле не столь уж
удивительны, по крайней мере post
factum. Действительно, если рассматривать молекулу белка как трех-
мерную совокупность шариков и пружинок, то вынужденное смещение
одной какой-то группы шариков (вызванное молекулой эффектора)
должно в общем случае привести к смещениям во всех других точках
белка, включая активный центр, действующий на субстрат. Таким обра-
зом, мы предполагаем, что в аллостерическом белке (рис. 10) конформа-
ционный переход, произведенный комбинацией эффектора Ε со связы-
вающим центром е, распространяется не только на активный центр суб-
страта S, но и на всякое положение / (рис. 10, б). Если спин-метка L
присоединена к / (или, в частности, к s), то можно ожидать, что измене-
ние,конфигурации, индуцированное Е, отразится в спектре ЭПР связан-
ной метки. Будет наблюдаться и влияние связывания субстрата S
(рис. 10, в).

Детальный механизм сопряжения удаленных точек на молеку-
лярном уровне является предметом интенсивных исследований. Алло-
стерические эффекты распадаются на два класса; гетеротропные (взаи-
модействие между различными лигандами, схематически изображенное
на рис. 10) и гомотропные (взаимодействие между одинаковыми лиганд-
дами). Для объяснения гомотропных аллостерических эффектов раз-
виты две общие теории, одна принадлежит Мано, Виману и Шанже6 3,
другая — Кошланду, Немети и Фильмеру64. Поскольку системы, где
есть гетеротропные эффекты, почти всегда проявляют и гомотропный

* Уместно отметить, что первую интерпретацию кооперативного связывания гемо-
глобином дал Полинг8 1.8 2.

9

Рис. 10. Схематическое изображение ал-
лостерического белка
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тип аллостеричности, можно допустить, что оба типа эффекта имеют
сходный механизм 6 3 и модели одновременно приложимы к тем и дру-
гим. Обе теории гомотрапных взаимодействий кратко обсуждаются ниже,
причем особое внимание уделено возможности их проверки с помощью
спин-меток.

Моно и сотр. б 3 отмечают, что аллостерические белки, как правило,
представляют собой олигомеры, состоящие из нескольких химически
идентичных субъединиц, или протомеров. Они заключили, что протоме-
ры в этих олигомерах организованы симметрично и постулировали, что
каждый протомер имеет только один стереоспецифический связывающий
центр для каждого данного лиганда. Эта модель допускает, что олиго-
меры могут существовать, по крайней мере, в двух состояниях, разли-
чающихся распределением и (или) энергией связей между протомерами.
Кроме того, эти состояния различаются ICBOHM сродством к лигандам, а
переходы между состояниями не меняют симметрию молекулы. Даль-
нейшее предположение состоит в том, что связывание лиганда с белком
в любом состоянии не зависит от связывания любых других лигандов.

Θ

ί

7

i

Η

Рис. 11. Схема тетрамерного аллостерического белка по модели Моно, Ви-
мана и Шанже 6 3

Постулаты теории Моно можно проиллюстрировать следующим при-
мером. Рассмотрим тетрамерный белок, находящийся в таутомерном
равновесии между двумя состояниями, «круглым» R и «квадратным» Τ
с константой равновесия L=[T]/[R]. Каждое из· состояний имеет ось сим-
метрии четвертого порядка (рис. 11). Сродство каждой субъединицы к
лиганду S выражается через одну из микроскопических констант дис-
социации KR ИЛИ КТ (соответствующих субъединицам в форме R или
Т). Система, содержащая белок и лиганд, описывается следующим рав-
новесием (см. также рис. 11).

L

R-T
D I О ч Т~) О /Т* I О а, ГР С>

2 + S ^ TS3
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Легко видеть, что микроскопические константы диссоциации выра-
жаются так:

-iHS] „ 4 - ( / i - l ) ITS^
н - η [RSn] ' " - η [TSn]

Аллостерическое поведение системы характеризуется константой тау-
томерного равновесия и отношением с = Кц/Кт (отражающим относи-
тельное сродство таутомеров к лиганду S). Если L велико, а с мало, то
аллостерическое влияние лиганда велико; если У—долю центров, занятых
лигандами (в обоих формах), отложить по оси ординат, а по оси абс-
цисс— меру концентраци лигандов <X=[S]//(H, TO получается S-образ-
ная кривая, характерная для
кооперативного связывания
субстрата (рис. 12).

Моно и сотрудники 6 3 пока-
зали, что их модель пригодна
для обработки эксперимен-
тальных данных по поглоще-
нию кислорода гемоглобином,
а также кинетики многих фер-
ментативных реакций.

Другая теория аллостери-
ческих эффектов, предложен-
ная Кошландом, Немети и
Фильмером 64, имеет более об-
щий характер и включает

Рис, 12. Типичная кривая
кооперативного насыщения
субстрата, a — эффективная
концентрация субстрата,
Υ — доля занятых центров.

§ =*

Рис. 13. Схема тетрамерного аллостери-
ческого белка по одной из предельных

моделей Кошланда 64

теорию Моно—Вильмана—Шанже как частный случай. Однако концеп-
цию Кошланда можно применить к другим предельным случаям, при-
чем экспериментальные данные также хорошо согласуются с теорией,
хотя физическая картина аллостеричности совершенно другая.

Во всех предельных моделях Кошланда 6 4 предполагается, что ин-
дивидуальные протомеры могут быть в двух таутомерных конформаци-
ях, из которых заметно связывает лиганд лишь одна. Рассматриваются
константы равновесия конформационных переходов каждой субъедини-
цы и захвата лиганда связывающей таутомерной формой. В рассмотре-
ние включаются также параметры, отражающие силу взаимодействия
между субъединицами. Геометрические соотношения между субъедини-
цами меняются от модели к модели. Геометрия определяет, какие пары
субъединиц взаимодействуют между собой.
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Предельная модель, дающая наилучшее совпадение с экспериментом
по поглощению кислорода гемоглобином в трактовке Кошланда и сотр.,
представлена на рис. 13. В этом случае предполагается, что «круглая»
форма, единственно способная связывать лиганд, имеется в заметных
количествах только будучи связаной с S. Допускаются только взаимо-
действия между соседними субъединицами, но не по диагонали. Если
«квадратную» субъединицу обозначить t (так что /4 эквивалентно Τ из
предыдущей схемы), а «круглую» юубъединицу, которая по определению
комбинирует с S, обозначить г, то равновесие можно описать следующей
схемой:

|7rS)., to (соседние)

**" \(rS)J2 (по диагонали)

(rS)3 t\+ S ^ RSt

Анализ системы проводят исходя из констант микроскопического рав-
новесия:

к [rS]

д. _ И

и констант взаимодействия:
И] [Л]

r i ~ [Щ[г] '
[rr][t][t]

rr~[tt][r][r],

где индексом rt помечены взаимодействующие субъединицы, а г и / — не
взаимодействующие.

Имеется одно коренное различие между двумя теориями аллостери-
ческого связывания субстрата белком. В схеме Кошланда—один кон-
формационный переход на каждую связанную молекулу лиганда, тогда
как в теории Моно число переходов субъединиц, вообще говоря, не рав-
но числу захваченных молекул субстрата. Спиновые метки, по-видимо-
му, дают идеальный метод, чтобы разрешить альтернативу такого типа,
поскольку спектр ЭПР чувствителен к изменению локальной конфор-
мации.

Возьмем для примера гипотетический белок, использованный выше
для иллюстрации обеих теорий. Но теперь мы присоединим к каждому
протомеру спиновую метку. В растворе, содержащем лиганд, согласно
схеме Моно, этот белок будет существовать в виде частиц различного \
типа, показанных на рис. 14, а. Здесь стрелкой указаны два типа резо- л
нансных спектров, которые можно получить от каждой из меток. При
рассмотрении распределения всех возможных комплексов этого типа
становится очевидным, что интенсивности двух различных спектров спин-
меток не будут просто пропорциональны числу занятых и свободных
центров. С другой стороны, согласно Кошланду, в растворе будут нахо-
диться комплексы вида, изображенного на рис. 14, б. Спектр каждой из
спин-меток типа -*- надо связать с субъединицей, не претерпевшей
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информационного изменения и не содержащей субстрата, а каждый
спектр ЭПР метки типа f получается от субъединиц, которые образуют
комплекс с молекулой субстрата. Таким образом, сравнивая влияние
субстрата на спектр ЭПР спин-меток с количеством связанных молекул
субстрата (оно определяется подходящим биохимическим или физико-
химическим методом), можно сделать выбор между этими двумя про-
стыми моделями аллостерических взаимодействий.

В приведенном выше анализе может возникнуть осложнение в слу-
чае систем, отвечающих схеме Кошланда, если спин-метка локализована
вдоль границы между субъединицами так, что на нее действует более
одного протомера. В этом слу-
чае можно принять, что полу-
чается по крайней мере три
спектра ЭПР (\,/, ->-), как
показано на рис. 14, в. Если
такие осложнения имеют ме-
сто, то для их обнаружения
можно использовать отсутствие
изобестических точек в спектре
ЭПР, а также другие особенно-
сти спектров.

В ходе проводимых в на-
стоящее время в нашей лабо-
ратории исследований66 вы-
полнен ряд опытов такого ро-
да, в которых β-цепи гемогло-
бина лошади были мечены по
реакционноспособной SH-rpyn-
пе с помощью иодацетамидной

Рис. 14. Гипотетический спин-меченый алло-
стерический белок: а—некоторые разновид-
ности частиц по модели Моно и др.63; б—
примеры комплексов по теории Кошланда64;
в—некоторые комплексы по Кошланду, ког-
да спин-метка расположена между субъеди-

ницами

метки (XI). В этих экспери-
ментах серии спектров ЭПР,
полученных при возрастании
степени оксигенации, дают
хорошо выраженную изобестическую точку. Это само по себе согласует-
ся как с теорией Моно, так и со схемой Кошланда. Однако наблюдается
лишь одно изменение в спектре (например, от ->- к f) на каждую при-
соединенную молекулу кислорода, а это совместимо только с теорией
Кошланда.

Можно было бы получить и более прямое доказательство концеп-
ции Кошланда, если бы оказалось возможным поместить метку в «щель»
между субъединицами, так как тогда можно ожидать появления трех
спектров ЭПР спиновых меток и отсутствия изобестических точек.

В опытах Огава и Макконнелла66 обнаружено, что «кооператив-
ность» захвата кислорода гемоглобином слабо зависит от присоединения
спин-меток по активным SH-группам в положении β93. Но сродство ме-
ченой молекулы к кислороду возрастает примерно в 10 раз. Особенно
интересно, что за увеличение юродства к кислороду, по-видимому, оди-
наково ответственны все цепи, даже если только половина из них моди-
фицирована меткой. Различаются ли коэффициенты связывания кисло-
рода а- и β-гемами неясно.

К вопросу об изменении структуры белка при связывании лигандов
удобно подойти с помощью грубой, но не лишенной физического смысла
аналогии — так называемого «эффекта масляной капли». Это, конечно.
не предлагается всерьез как объяснение работы белков. Однако такое
рассмотрение поясняет гомотропное и гетеротропное аллостерическое
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поведение и согласуется с наблюдениями над спин-меченым гемоглоби-
ном. Цель этой иллюстрации наметить направление поисков, которые
могут привести к более реалистической, физически обоснованной теории
аллостерических эффектов.

Рассмотрим каплю масла в воде, радиуса Ro того же порядка ве-
личины, что и средний радиус аллостерического белка. Пусть у—поверх-
ностное натяжение границы масло—-вода. Тогда поверхностная сво-
бодная энергия системы капля масла — вода

F = тА, = 4 яЯ0

2

Т = 4π (JL)' V ' T , (7)

где Ао — площадь поверхности, a Vo — объем капли. Далее рассмотрим
изменение поверхностной энергии при захвате каплей масла молекулы
(«субстрата»). При этом объем изменится от Vo до V 0 ( l+6), гД е δ мало
(например 0,1). Соответствующее изменение свободной энергии

AF = Т 4 л ( J L y V ' " ( i + 2/3β — ν , δ 8 + ...) = τΛ,ό + 2 / 3 δ - ν 9 δ 2 + . . . ) .
(8)

Для рассмотрения «аллостерических» взаимодействий в этой систе-
ме мы введем две молекулы объемом δ Коиб Vo в каплю масла и оценим \
вклад в изменение свободной энергии Δ/7'21, он оказывается квадратич- (

ной функцией δ (9):

AFi2) - - V, γΛ0 (δ? -i- δϊΐ ~ 2 δίδπ). (9)

Взаимодействие между молекулами «субстрата» в капле масла учитывается
членом δίδπ. Отметим, что для одинаковых молекул этот член всегда соот-
ветствует притяжению, независимо от знака δι (отрицательный знак у δι не
имеет физического смысла для молекулы, введенной в каплю, но реальный
субстрат, присоединенный к белку, вполне может вызвать сокращение объема
системы). Таким образом, в этой модели «масляной капли» «гомотропные»
взаимодействия всегда означают притяжение, тогда как «гетеротропные»
могут приводить и к притяжению, и к отталкиванию, в зависимости от зна-
ков δι и δπ· В белках наблюдались только такие кооперативные гемотропные
эффекты, которые отвечают притяжению, хотя удавалось наблюдать и анта-
гонистические гетеротропные взаимодействия63 кооперативного типа.

Интересно также рассмотреть включение трех молекул в каплю масла.
В этом случае квадратичный член имеет вид

AF(2) = - 1 ТЛО (6? |- δ?: + δί,ΐ -Ι- 2δΐό,, + 2йцбш -f 2Мш). (10)

Если в уравнении (10) δι - = δ π соответствуют реальному субстрату, а бщ
связано с химическим нарушением, то легко видеть, что в члене второго
порядка химическое нарушение влияет на сродство масляной капли к субст- }
рату (через бДц и бц6ш), но не влияет на субстрат-субстратное взаимодейст- л
вие (δΐδπ). Читатель может припомнить, что именно этот тип эффекта имеет
место в случае меченого гемоглобина (где δι = δπ соответствуют О2, а б ш —
присоединенной метке).

Аналогию масляной капли можно продолжить, чтобы получить полу-
количественную информацию об аллостерических взаимодействиях. По-
верхностное натяжение можно оценить по порядку величины, приняв его
равным \-~35 дин/см (8,4· 10~7 кал/см!2. (Это значение поверхностного
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натяжения на границе бензол—вода.) Глобула дезоксигемоглобина пред-
ставляет собой сфероид с размерами (50 Αχ55 Αχ69 А) 67, что дает
средний радиус 29 А. Она содержит четыре гемовые группы. Средний
радиус оксигемоглобина, по оценке, сделанной по данным Мюрхеда и
Перутца 6Г, составляет ~26 А, откуда можно заключить, что значение
β; = бц =... должно укладываться в интервал от —0,0075 до —0,15. Это
соответствует энергии гем-гемового взаимодействия от 1100 до
4000 кал/моль. Наблюдаемая энергия гем-гемового взаимодействия
~3000 кал/моль на каждую гем-группу 68.

Если исключить из рассмотрения структуру активных центров, то вы-
вод, который можно извлечь из этих расчетов, состоит в том, что алло-
стерические взаимодействия вполне могут быть весьма общим свойством
всех белков. Таким образом, они не являются свойством умозрительно-
то «хорошо спроектированного», детального взаимодействия между бел-
ковыми субъединицами. Это во всяком случае верно для химических

взаимодействий и действия субстратов, которые можно рассматривать
как сравнительно слабые возмущения молекулы белка в целом.

Гомотропные и гетеротропные взаимодействия между субстратами и
химическими возмущениями другого типа можно рассмотреть, если не
количественно, то хотя бы качественно, представив в самом общем виде
свободную энергию белка, в растворе в виде разложения в ряд по одной
переменной δ:

'-*« + - ^ W + { J £ w + ..., (ii)

тде δ,- — параметр напряжения, связанный с введением ι'-й молекулы
(субстрата или другого типа) в белок. Хотя было бы недобросовестно
заводить слишком далеко аналогию между аллостерическим белком и
масляной каплей, следует отметить два сходных аспекта. По крайней
мере некоторые (в особенности так называемые глобулярные) белки мо-
гут быть очень плотно упакованными структурами. В силу этого обсто-
ятельства можно ожидать, что белок, как и масляная капля, будет из-
менять объем, когда в его структуру вводится посторонняя молекула.
Изменение объема белка, как и в случае масляной капли, может вы-
звать увеличение или уменьшение гидрофобной поверхности, обращенной
к воде. Такие эффекты можно обнаружить с помощью специально по-
добранных меток, спектр которых зависит от полярности среды.

VII. СПИН-МЕЧЕНЫЕ КРИСТАЛЛЫ БЕЛКОВ

Если спин-метка присоединяется к белку и дает при этом спектр
ЭПР, характерный для сильно иммобилизованного радикала, то естест-
венно ожидать, что этот радикал в кристаллическом белке будет строго
ориентирован 4 0 ' 7 0 . Это и было обнаружено в случае гемоглобина лоша-
ди, меченного малеимидными производными (IX) и (X) 45, и а-химо-
трипсина, ацилированного в активном центре спин-меченым субстратом
(XV) 71. В случае гемоглобина лошади анализ спектра ЭПР монокри-
сталла приводит к следующим значениям параметров спин-гамильто-
ниана: Л = 91, β = 22, С = 28 Мгц, £жж = 2,0078; £„„ = 2,0060; £г2 = 2,0027.
Радикал ориентируется таким образом, что ось ζ сверхтонкого взаимо-
действия параллельна кристаллографической оси Ь, которая в то же
время является осью симметрии второго порядка молекулы 72, ах —
компонента тензора СТС параллельна кристаллографической оси а.
Удалось обнаружить и другую систему ориентированных молекул мет-
ки, связанных молекулярной осью симметрии второго порядка b с осями
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тензора сверхтонкого взаимодействия х' и х", которые отклоняются от
оси х=а примерно на +15 и —15°. Две различаемые ориентации ради-
кала могут быть обусловлены некоторой неэквивалентностью меченых
β-субъединиц. Эта неэквивалентность, возможно, объясняется внутрен-
ней гетерогенностью белка 7 3 или соответствующими изомерными фор- *
мами метки, а также влиянием, оказываемым на β-цепи меткой или, на-
конец (что более вероятно), дефектами кристалла 74.

Спектры ЭПР спин-меток, присоединенных к молекулам белка в мо-
нокристаллах, должны указывать на свойства кристаллографической и
молекулярной симметрии. Дифракция рентгеновских лучей позволяет
сравнительно легко определить кристаллографическую симметрию бел-
ка. Если оси симметрии молекулы совпадают с кристаллографическими
осями, то наличие таких молекулярных осей в белке тоже можно обна-
ружить без особых затруднений с помощью дифракции рентгеновских,
лучей 75~78. Если некоторые или все оси симметрии молекулы не совпа-
дают с кристаллографическими осями, то их обнаружение дифракцион-
ным методом представляет собой серьезную проблему. Так как спектры
ЭПР меченых кристаллов должны зависеть как от симметрии кристалла,
так и от симметрии молекулы, их можно использовать для получения
информаци о молекулярной симметрии белка. В нашей лаборатории
ведутся эксперименты с кристаллами α-химотрипсина, меченного-в ак-
тивном центре парамагнитным ацил-производным. Метка вводилась про- j
питкой кристаллов раствором XV 71 по методу, предложенному Сиг- <
лером, Джеффери, Мэтьюсом и Блоу 79.

Параллельно проводилось рентгеновское исследование производных
этого фермента. Эти опыты направлены на установление с помощью

спин-меток наличия оси симметрии второго по-
рядка. Известно, что система из двух половин
димера α-химотрипсина в кристаллах имеет ось
симметрии второго порядка79.

При использовании иминоксилов для опреде-
ления молекулярной симметрии в кристаллах
имеется одна тонкость. Поскольку неспаренный
электрон находится главным образом на^ря-ор- :
бите, имеющей цилиндрическую симметрию, спин-
гамильтониан сверхтонкого взаимодействия [см.
уравнение (1)] тоже имеет почти аксиальную
симметрию. Так как, кроме того, спин-гамильто-
ниан инвариантен относительно операции инвер-

: сии, два любых электрона на 2ря-орбитах можно
Рис. 15. Возможные рас- перевести один в другой вращением вокруг трех
положения 2/от-орбит и осей второго порядка (см. рис. 15). Если дейст-
три связанные с ними оси вительно существует ось симметрии, вращением
симметрии второго по- „ J * '_, г

рядка. Сплошные ли- вокруг которой можно перевести орбиты друг в
нии —собственные оси друга, эта ось должна совпадать с одной из трех
симметрии каждой орби- осей вращения второго порядка. Д л я нахождения
ты. Пунктирные линии О Д Н О Й о с и симметрии необходимы два топологи- J
показывают оси симмет- ^ 4\
рии второго порядка в чески различимых спин-меченых производных.
плоскости рисунка, Такой повышенный интерес к симметрии мо-
третья ось к ним перпен- лекул возникает в связи с важностью свойств

дикулярна симметрии в теоретической молекулярной биоло-
гии, в частности в теории аллостерических переходов 6 3 и теории компле-
ментарности аллелей 8 0 . Меченые монокристаллы, несомненно, дают и
много других возможностей для исследования молекулярной структу-
ры. Особый интерес может представить определение расстояний между
спин-метками, исходя из диполь-дипольного взаимодействия между
ними.
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Мы рассмотрели здесь развитие метода спиновых меток. Было по-
казано что ЭПР спин-меток отражает изменения конформации молекул
и химические реакции, уже обнаруженные ранее другими методами мо-
лекулярной биологии и биохимии. Метод спиновых меток достаточно
разработан и в настоящее время применяется для решения новых задач,
в частности для исследования аллостерических конформационных пе-
реходов.

В заключение будет полезно резюмировать некоторые общие особен-
ности спиновых меток как зонда для биологических систем. Высказыва-
лись критические замечания по поводу того, что во многих исследова-
.ниях фигурировали химически модифицированные, а потому нарушенные
в той или иной мере макромолекулы. Однако такие нарушения часто не
влияют на предположения, из которых исходят при проведениии опытов.
Например, симметрия фермента, по всей вероятности, не нарушается,
когда метка присоединяется ко всем его субъединицам. Спин-меченые
аллостерические белки сохраняли аллостерические свойства, и очень
сомнительно, чтобы механизм взаимодействия качественно менялся.
Синтетические спин-меченые субстраты проявляют изменения в спект-
рах ЭПР, которые должны быть тесно связаны с активностью фермен-
та, действующего на субстрат. Спин-меченые монокристаллы, по край-
ней мере двух белков (гемоглобина и α-химотрипсина), изоморфны не-
меченым кристаллам. Наконец, регистрация с помощью спиновых меток
переходов спираль-клубок и других конформационных изменений дала
результаты, вполне аналогичные данным, полученным по оптическому
вращению и другими методами. Один из потенциально важных аспектов
применений юпектров ЭПР спиновых меток состоит в том, что их можно
наблюдать при различных условиях: в монокристаллах белков, в раство-
рах и более сложных системах, таких, как мембраны *. Это означает,
что информацию о молекулярной структуре, полученную методами ди-
фракции рентгеновских лучей, в совокупности с данными по спектрам
ЭПР кристаллических белков, по крайней мере, в некоторых случаях
можно сопоставлять со спектрами ЭПР спин-меток в растворах (и, мо-
жет быть, в биомембранах). Наши недавние работы по симметрии бел-
ков в кристаллах и растворах и по конформации гемоглобина в раство-
ре дают примеры такого подхода.
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