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За последние несколько лет спектроскопия ядерного магнитного
резонанса (ЯМР-спектроскопия) высокого разрешения стала мощным
средством исследования молекулярной и электронной структуры биоло-
гических объектов *~5. Недавно появились спектрометры со сверхпроводя-
щими магнитами, обладающие высокой чувствительностью и высоким
разрешением; это позволило исследовать ЯМР-спектры новых объектов
и извлечь такую информацию, которую невозможно было бы получить
другими методами. ЯМР-эксперименты можно проводить в условиях,
близких к физиологическим: в водных растворах и при температуре живо-
го организма. В результате часто удается выявить связь между данными
о структуре биологических соединений в твердом состоянии, полученными,
скажем, при помощи рентгеноструктурного анализа, и соответствующими
свойствами молекул в растворах.

В настоящем обзоре рассмотрены некоторые биологические приложе-
ния ЯМР-спектроскопии, иллюстрируемые примерами из области исследо-
вания гемопротеидов. ЯМР-анализ этого класса железосодержащих бел-
ков дал детальное представление о волновых функциях'электронов в актив-
ных состояниях молекул и способствовал выяснению механизмов реакций,
играющих роль в биологических процессах.

I. ОСНОВНЫЕ ПРИНЦИПЫ.

В ЯМР-спектроскопии исследуемый образец помещается в сильное
магнитное поле и наблюдаются переходы между уровнями ядерного зеема-
новского расщепления в радиодиапазоне. В настоящее время из всех ядер
наиболее интенсивно изучается протон. Поскольку эксперименты по ЯМР
высокого разрешения на протонах проводятся, как правило, с жидкими
образцами, положение резонансных линий дает информацию об изотроп-
ных составляющих взаимодействия между протонами и ядрами и между
протонами и электронами. Иногда из ширины линий и эффекта насыщения

*) K . W i i t h r i c h , R. G. S h u l m a n , Magnetic Resonance in Biology, Phys.
Today 23(4), 43 (1970). Перевод И. М. Беккермана, под редакцией М. В. Волькен-
штейна.
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Я д е р н о е з е е м а н о в с к о е р а с щ е п л е н и е
в с т а т и ч е с к о м м а г н и т н о м п о л е

E= — yhHQIz/2n.

Гиромагнитное отношение протона: γ/2π = 4,260·103 гц/гс.
Спиновое квантовое число протона: / = 1/2.

ν = 60 Мгц при Я о = 14 000 гс,
ν = 100 Мгц при Но = 23 500 гс,
ν = 220 Мгц при Я 0 = 51700 гс

И з о т р о п н ы й п р о т о н н ы й ЯМР-с π е к τ ρ
д и а м а г н и т н о й м о л е к у л ы

здесь o*j — изотропная постоянная экранирования i-ro протона, малая величина
порядка 10~6. Суммирование производится по всем протонам в молекуле. Положе-
ния соответствующих резонансов сравниваются с опорным резонансом внутрен-
него эталонного соединения, функции которого в биологических исследованиях
обычно выполняет ДСС (2,2-диметил-2-силапентан-5-сульфоновая кислота).
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II II
Η R ( H R2

В природных белках существуют в общей сложности 20 различных аминоки-
слот. Здесь группа, обозначенная символом Rj, является либо алифатическим,
либо ароматическим заместителем.
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Пептидная связь: Η — Ν — С — С — N — С — С — О .
I I I
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Аминокислоты посредством пептидных связей образуют полипептиды, которые
состоят из хребта (остова) с различными боковыми цепями Rj
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Г е м о г р у п п а м и о г л о б и н а и г е м о г л о б и н а

*) С 1

L - H Z O , CN~ N 3 , l
0 2 , C 0 , N U

H-(Fe 3 + )
(Fe 2 +)

В этой группе гема, которая представляет собой комплекс атома трехвалентного
железа и протопорфиринового кольца (иногда называемый «протогемом IX»), желе-
зо связано с четырьмя атомами азота в плоскости порфиринового кольца. Пятый
атом азота относится к гистидилу полипептида. Шестая координационная связь
атома железа является частью активного центра молекулы, где осуществляется
связывание кислорода и других небольших молекул (например, СО или CN~)
в качестве лигандов железа. Здесь показаны следующие заместители в гемогруппе:
метальные группы кольца (а), мезопротоны (6), пропионаты (с, d), 2,4-винильные
группы (/, g).

Группы гема цитохромов и других гемопротеидов имеют весьма сходные моле-
кулярные структуры

С т е п е н ь о к и с л е н и я и с п и н о в о е с о с т о я н и е а т о м а
ж е л е з а г е м о г р у п п ы

Степень окисления: Fe 2 + Fe2+ Fe 3 + Fe 3 + .
Спиновое состояние: 5 = 2 S = 0 ^ = 5/г ^ = 1/2·

Электронная структура:

Т1е, сек
Примеры:

Туе—время продольной

-н-
-н- -н-

2-10-ю
Mb МЬО2

НЬ НЬОг
спин-электронной

г—оксимиоглобин, МЬ(Н2О) — ферримиоглобин, MbCN
НЬ — деоксигемоглобин и т. д.

2-10-12
МЪ(Н2О) MbCN
Hb(H2O) HbCN.

релаксации, Mb—деоксимиоглобин,
- цианферримиоглобин,

М и о г л о б и н и г е м о г л о б и н
Молекула миоглобина состоит из полипептидной цепи, в состав которой входят

153 аминокислотных остатка, и одной группы протогема IX. Молекулярный вес
ее 18 000. В каждой молекуле имеется около 1000 протонов, из которых 30 связа-
ны с протогемом IX, а два—с кольцом аксиального остатка гистидина. Миоглобин
может присоединять одну молекулу кислорода.

Гемоглобин состоит из четырех субъединиц, по две типов α и β. В состав каж-
дой субъединицы входят одна полипептидная цепь приблизительно из 150 аминокис-
лотных остатков и одна группа протогема IX. Молекулярный вес 65 000. В каждой
молекуле имеются 3500 протонов, из них 128 принадлежат молекулам, непосред-
ственно связанным с атомами железа. Одна молекула гемоглобина присоединяет
четыре молекулы кислорода к четырем атомам железа
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резонансов удается получить сведения и об анизотропном взаимодейст-
вии. Так как все эти взаимодействия теснейшим образом связаны с моле-
кулярной структурой и так как протоны входят в состав практически
всех органических и биологических соединений, протонная ЯМР-спект-
роскопия высокого разрешения широко используется для структурных:
исследований.

1. А п п а р а т у р а

Ядерный резонанс можно наблюдать, либо изменяя поляризующее
магнитное поле при фиксированной радиочастоте (развертка по полю),
либо, наоборот, изменяя частоту при постоянном поле (развертка по час-
тоте). Большинство спектрометров работает с магнитными полями, напря-
женность которых соответствует частотам протонного резонанса 60,100
и 200 Мгц. Поскольку разность между положениями резонансных линий
для различных протонов пропорциональна приложенному полю (см. табли-
цу), при больших полях существенно возрастает разрешение, а, кроме
того, чем сильнее намагничивание образца, тем выше чувствительность
Метода.

Для биологических исследований сейчас широко применяются серий-
ные приборы (например, Varian HR-220) со сверхпроводящими соленоида-
ми для создания поляризующего магнитного поля, работающие на частоте
220 Мгц. Однородность поля и временная стабильность его в зоне располо-
жения образца составляют в этих приборах 10~9; столь высоких парамет-
ров удается добиться при помощи шиммирующих катушек и быстрого
механического вращения трубки с образцом. Спектрометр HR-220 работа-
ет на постоянной частоте с разверткой по полю для снятия спектра. Объек-
ты могут исследоваться при любой температуре от —60 до 150° С.

Во многих биологических экспериментах возникает необходимость
улучшить отношение сигнал/шум, воспользовавшись для этой цели
ЭВМ среднего быстродействия и проводя наблюдения в течение не-
скольких часов.

2. Д и а м а г н и т н ы е м о л е к у л ы

В органической молекуле каждый протон экранирован от внешнего
магнитного поля своим химическим окружением: другими атомами, вхо-
дящими в состав молекулы, собственными и близлежащими химическими
связями, а также молекулами растворителя. В результате несколько
изменяются условия резонанса по сравнению с резонансом индивидуаль-
ных, изолированных протонов — наблюдается так называемый химиче-
ский сдвиг. Его определяют путем сопоставления с положением резонанс-
ных линий у стандартных, эталонных соединений (см. таблицу). В экспе-
риментах с разверткой по полю, т. е. при постоянной радиочастоте, все
протонные резонансы диамагнитных органических молекул наблюдаются
при меньших значениях поля, чем опорные сигналы, причем сдвиг не пре-
вышает ~ 10 миллионных долей (м. д.). Например, у алифатических угле-
водородов сдвиг составляет от —0,5 до —2,0 м. д., у ароматических моле-
кул от —6, 0 до —8,5 м. д. Для малых органических молекул время спин-
решеточной (продольной) релаксации 71, и времена спин-спиновой (попе-
речной) релаксации Т2 довольно велики — они лежат в диапазоне от 1 до
20 сек, так что наблюдаемые ширины линий определяются скорее разре-
шающей способностью приборов, чем этой релаксацией. Однако в боль-
ших молекулах, которые вращаются медленнее, ядерное дипольное взаи-
модействие приводит к значительному уширению линий ЯМР.
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3. П а р а м а г н и т н ы е м о л е к у л ы

На протонный ЯМР-спектр парамагнитных молекул оказывают суще-
ственное влияние взаимодействия протонов с неспаренными электронами.
Эти взаимодействия, включающие в себя изотропное и анизотропное сверх-
тонкие взаимодействия, а также дипольные эффекты, могут вызвать
и сдвиг, и уширение резонансных линий по сравнению с линиями индиви-
дуальных протонов. Линии ЯМР, сдвиг которых обусловлен взаимодейст-
вием с неспаренными электронами, мы называем линиями сверхтонкого
сдвига. Легко показать, что эти сдвиги зависят от поляризации электрон-
ных спинов и потому величина их в парамагнитных молекулах обратно
пропорциональна абсолютной температуре.

Сверхтонкие сдвиги линий ЯМР можно обычно связать с плотностью
электронных спинов и таким образом получить детальную информацию
об электронной структуре молекулы. Ширины линий также зависят от силы
взаимодействия, но, кроме того, они зависят и от времени корреляции
данного взаимодействия. Последнее можно определить из времени спин-
решеточной релаксации электронов или из времени переориентации (пере-
броса) молекул, причем в каждом случае требуется особый анализ. В об-
щем случае, когда время корреляции уменьшается, магнитные электроны
вносят меньший вклад в ширину линии ЯМР и разрешение возрастает.

II. ГЕМОПРОТЕИДЫ

Гемопротеиды принимают участие во многих процессах жизнедеятель-
ности живого организма. Так, гемоглобин забирает кислород в легких
и с током крови переносит его мышцам и мозгу. Миоглобин связывает
и запасает кислород в мышцах. Множество различных цитохромов, также
являющихся гемопротеидами, служат переносчиками электронов в окисли-
тельно-восстановительных реакциях, осуществляемых в дыхательной
цепи. В ходе этих реакций (ведущих в конечном счете к восстановлению
кислорода) высвобождается энергия, которая затем может быть использо-
вана организмом. Ряд других гемопротеидов играет роль ферментов, регу-
лирующих многочисленные биохимические реакции. Таким образом, эти
соединения выполняют самые разнообразные биологические функции.

1. С т р у к т у р н ы е е д и н и ц ы

Аминокислоты, объединяющиеся в длинные нити — так называемые
нолипептидные цепи, — представляют собой основные структурные еди-
ницы белков. Эти полипептидные цепи в типичныхб елках содержат
сотни аминокислотных остатков, т. е. их молекулярные веса составляют
десятки тысяч. Как показали рентгеноструктурные исследования моно-
кристаллов белков, полипептидные цепи имеют весьма своеобразное про-
странственное расположение. Эти молекулы имеют фиксированную трех-
мерную структуру благодаря множеству слабых связей: водородных
и ионных связей, а также ван-дер-ваальсовых взаимодействий.

В гемопротеидах одна или несколько групп гема (см. таблицу) разме-
щаются в полостях, образующихся в трехмерной структуре полипептид-
ных цепей. Они присоединяются к последним посредством небольшого
числа ковалентных или координационных связей и множества более сла-
бых взаимодействий. Группа гема состоит из порфиринового кольца, пред-
ставляющего собой систему конъюгированных ароматических колец,
и иона железа. Этот ион может находиться в различных валентных и спи
новых состояниях. Соответственно гемопротеиды могут быть либо диа-,
либо парамагнетиками.



712 К. ВЮТРИХ, Р. ШУЛЬМАН

К примеру, в физиологически нормальных миоглобине и гемоглобине,
когда к ним присоединен кислород, железо группы гема находится в диа-
магнитном, низкоспиновом двухвалентном состоянии, в белке, не присоеди-
нившем кислород,— в высокоспиновом двухвалентном состоянии. Пере-
ход между трех- и двухвалентным состояниями железа служит важным
фактором в биологической функции цитохромных соединений. При струк-
турных исследованиях нетрудно изменить состояние железа группы гема
посредством химических реагентов.

2. А к т и в н ы е ц е н т р ы

Во всех гемопротеидах группа гема представляет собой часть активно-
го центра и, следовательно, непосредственно влияет на биологическую
функцию молекулы. И хотя группы гема в различных гемопротеидах
совершенно аналогичны по своей молекулярной структуре, специфическое
взаимодействие между ними и полипептидными цепями приводит к раз-
личной химической активности железа группы гема, что в свою очередь
обусловливает ту или иную биологическую роль соответствующего гемо-
протеида.

Протонная ЯМР-спектроскопия высокого разрешения позволяет полу-
чить информацию об этом взаимодействии гем — полипептид. Кроме
того, метод ЯМР дает сведения о структурных изменениях, происходящих
при биохимических реакциях, например — присоединения кислорода
к миоглобину или гемоглобину, а затем эти данные можно сопоставить
с результатами рентгеноструктурных исследований на монокристаллах.

III. МИОГЛОБИНЫ

На рис. 1 воспроизведены в различных горизонтальных и вертикаль-
ных масштабах три области ЯМР-спектра цианферримиоглобина MbCN;
здесь представлены все наблюдаемые резонансные линии. Уже из изло-
женных выше общих соображений нетрудно понять многие характерные
особенности этого спектра. Резонансные линии почти всех 950 протонов
полипептидной цепи приходятся на диапазон от —0,5 до —9,0 м.д. Мед-
ленное вращение молекул приводит к тому, что благодаря ядерному
дипольному взаимодействию линии резонанса индивидуальных белко-
вых молекул уширяются примерно до 20—40 гц и соответствующая спе-
ктральная область оказывается недостаточно разрешенной даже при
220 Мгц.

Как показывает сопоставление с ЯМР-спектрами индивидуальных
аминокислот, резонансы в области между —0,5 и —3,0 м.д. обусловлены
преимущественно остатками алифатических аминокислот. Резонанс между
—3,0 и —4,0 м.д. принадлежит протонам «хребта» (остова) полипептидной
цепи, а между —6,0 и —9,0 м.д.— остаткам ароматических аминокислот
и протонам недейтерированных амидов. Острые пики между —4,0 и —6,0
м.д. представляют собой резонанс группы HDO и его спутники, возникаю-
щие в результате вращения образца в спектрометре.

Относительные интенсивности сигналов в различных участках спектра
находятся в удовлетворительном согласии с теми, которых можно ожидать,
исходя из известного аминокислотного состава миоглобина дельфина.
Участок между —0,5 и —9,0 м.д. для различных белков с молекулярными
весами от 10 000 до 25 000 весьма напоминает тот, что изображен на рис. 1.
Как будет показано ниже, анализ спектра позволяет получить более-
важную информацию о значении специфических полипептидных ре-
зонансов.
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Поскольку участок между опорным сигналом эталонного соединения
ДСС (2,2-диметил-2-силапентан-5-сульфоновая кислота) и —9 м.д. спектра
белка оказывается недостаточно разрешенным, большую часть структур-
ной информации получают из резонансов в других областях спектра.
Так как MbCN является парамагнитным соединением и имеет очень малое

<s§

5 10

Магнитное поле(отклонение от (торной линии, м.д.)

Рис. 1. Протонный ЯМР-спектр раствора цианферримиоглобина (MbCN) дельфина
в D2O при частоте поляризующего поля 220 Мгц.

Для участков спектра от + 1 ДО —9 м. д., от + 1 до + 1 0 м. д. и от —10 до —30 м. д. использованы
различные масштабы горизонтальных и вертикальных шкал. Острые пики на участке между —3,8
и —6,0 м. д. соответствуют резонансу HDO, а его спутники обусловлены вращением трубки

с образцом.

время спин-решеточной релаксации, протонные резонансы этих молекул,
связанных с ионом железа, смещаются, но не испытывают заметного уши-
рения в результате взаимодействия с неспаренными электронами. В итоге
в области от линии ДСС вплоть до —10 м. д. наблюдаются хорошо разре-
шенные резонансы, интенсивности которых соответствуют одному, двум
или трем протонам. Путем измерения интенсивности этих сигналов и срав-
нения их с резонансами изолированных групп гема и миоглобинов, в кото-
рых протогем IX (см. таблицу) был замещен другими группами гема, уда-
лось связать резонансы сверхтонкого сдвига MbCN со специфическими
протонами гема и аксиального гистидина (рис. 1 и 2).
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Рис. 2. Сравнение спектров (снятых при частоте 220 Мгц и температуре 25° С) натив-
ного цианферримиоглобина кашалота (вверху) и реконструированного циандейтеро-
ферримиоглобина (внизу), у которого в группе гема вместо винильных остатков заме-

стителями являются радикалы — Η (см. таблицу).
Резонаноы .соответствуют следующим протонам гема: а — протонам метильных групп кольца;
Ь — мезопротонам; с, d — метиленовым прогонам групп пропионовой кислоты; f — протонам
радикала -^ СН винильных групп; Ρ — 2,4-протонам в дейтерированном MbCN; χ — протонам
аксиального остатка гистидила. Резонансы / были идентифицированы по их отсутствию в дейтери-

рованном MbCN, все другие — по их интенсивностям и наличию в обоих спектрах.

ДОС

3β 3,3 3fi 3,5
Обратная температура, /О 3°М' '

Рис. 3. Положение резонанса в зависимости от обратной температ;
кашалота в диапазоне от —1 до + 4 м . д. (1 м. д .= 220 гц).

Резонансы сверхтонкого сдвига, благодаря их температурной зависимости, могут быть отдалены
•от линий химического сдвига, обусловленного кольцевыми токами. Справа указано число прото-
нов, соответствующих интенсивностям и значениям сдвинутых ре8онансов, которые можно

видеть на рис. 2.
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1. К о л ь ц е в ы е т о к и

В спектре, представленном на рис. 1, наряду с линиями, химический
сдвиг которых зависит от температуры, имеются также резонансы (при
напряженностях поля выше —0,5 м.д.) с иным, не зависящим от тем-
пературы механизмом сдвига. Этот механизм присущ спектрам боль-
шинства белков, так как даже в отсутствие парамагнитных центров про-
тонные резонансы аминокислотных остатков смещаются локальными ма-
гнитными полями окружающих групп.

Наиболее сильные из этих локальных полей обусловлены так на-
зываемыми кольцевыми токами в ароматических кольцах, а именно
в остатках ароматических аминокислот и группах гема. Кольцевые токи
возникают в результате того, что если к молекуле ароматического
соединения приложено внешнее магнитное поле, перпендикулярное ее
плоскости, то π-электроны испытывают ларморовскую прецессию в замк-
нутом кольце сопряженных связей. Создаваемое кольцевыми токами
магнитное поле частично ослабляет внешнее поле над и под пло-
скостью молекулы и усиливает его в других местах. Таким образом,
если остаток алифатической аминокислоты оказывается вблизи плоскости
одного или нескольких ароматических колец в трехмерной структуре
белковой молекулы, ее протонные резонансы могут быть смещены в
область более сильных полей, чем у ДСС, и станут хорошо разрешенными
(рис. 1 и 3). Сдвиги, обусловленные кольцевыми токами, весьма чувстви-
тельны к расположению наблюдаемых протонов относительно ароматиче-
ских колец и, следовательно, к структурным изменениям в белках.

Резонансы группы гема ферримиоглобина, находящегося в высоко-
спиновом состоянии, у которого шестая координационная связь железа
занята молекулой воды, имеют значительно больший сверхтонкий сдвиг
н значительно более широкие линии, чем в спектре цианферримиоглобина.
Этого следовало ожидать, поскольку в первом случае имеет место больший
суммарный электронный спин и большее время электронной релаксации.
Для дезоксимиоглобина (восстановленный миоглобин), где шестая коор-
динационная связь двухвалентного железа в группе гема не занята, сверх-
тонкие сдвиги происходят как в сильных, так и слабых полях. Эти сдвиги
сравнимы по величине со сдвигами в цианферримиоглобине (см. рис. 1),
но линии несколько шире.

2. С в я з ы в а н и е к и с л о р о д а

Для парамагнитного дезоксимиоглобина наблюдались как резонансы
сверхтонкого сдвига, так и химические сдвиги, обусловленные кольце-
выми токами; что же касается диамагнитного оксимиоглобина, то все раз-
решенные резонансы в нем сдвигаются полями кольцевых токов. Чтобы
понять биологическую функцию миоглобина, особенно важно определить
структурные изменения, возникающие под влиянием связывания кислорода.

Воспользовавшись рентгеноструктурными параметрами миоглобина,
которые были определены Дж. Кендрью и его сотрудниками, а также эмпи-
рическими выражениями для моделирования локальных полей, создавае-
мых кольцевыми токами, мы рассчитали приблизительное положение
линий ЯМР различных аминокислотных остатков. Сопоставление этих
расчетов с экспериментальными спектрами показало, что структуры белков
в монокристаллах и в растворах совершенно идентичны.

Далее, некоторые разрешенные резонансы, сдвинутые кольцевыми
токами, могут быть приписаны специфическим аминокислотным остаткам,
расположенным вблизи гема. Сравнение положений этих резонансов
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в спектрах окси- и дезоксимиоглобина показало, что оксигенация изме-
няет структуру молекулы миоглобина. Хотя эти изменения могут оказать-
ся слишком незначительными, чтобы их удалось разрешить рентгенострук-
турными исследованиями (согласно данным ЯМР-спектроскопии они
порядка 0,2 А), в ЯМР-спектре они проявляются в виде сдвига, превышаю-
щего 100 гц.

IV. ГРУППЫ ГЕМА

Электронную структуру гема можно описать волновыми функциями
молекулярных орбиталей, охватывающими все атомы системы конъюгиро-
ванных колец, включая атом железа. Оказывается, что в парамагнитных
группах гема неспаренные электроны смещены от железа в порфириновое
кольцо. Далее, в результате поляризации спиновой системы или допол-
нительной дополяризации спиновой системы плотность неспаренных
электронов еще более перемещается от атомов углерода, входящих в состав
кольца, к непосредственно связанным протонам или к группам СН3 и СН2

(см. таблицу). Возникающие в результате сверхтонкие сдвиги протонных
резонансов пропорциональны плотности неспаренных электронов у бли-
жайшего углеродного атома кольца. Таким образом, если протонные резо-
нансы обусловлены специфическими протонами группы гема, по ним можно
последовательно проследить за распределением неспаренных электронов
во всей группе гема.

1 . Н и з к о с п и н о в ы е г р у п п ы г е м а с и о н о м
т р е х в а л е н т н о г о ж е л е з а

Неспаренные электроны в низкоспиновых группах гема с ионом трех-
валентного железа локализованы в молекулярных орбиталях π-типа.
Изотропная часть тензора сверхтонкой связи At, количественно измеряе-

мая в ЯМР-экспериментах, как бы-
ло установлено, зависит от спиновой
плотности р? в углеродных атомах
кольца следующим образом:
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где Q та —6,3·107 гц для непосред-
ственно связанных протонов и Q ж
« +3,0-10' гц для протонов метиль-
ных групп. В дальнейшем речь будет
идти о резонансах четырех метиль-
ных групп кольца, которые дают
представление о плотностях спино-
вых систем у четырех соседних ато-
мов углерода в гемогруппе (см. та-
блицу). К тем же выводам привело
изучение других протонных резонан-
сов. Если все заместители у порфи-
ринового кольца идентичны, моле-
кула обладает симметрией 4-го по-
рядка. Соответственно исследование
ЯМР-растворов (в различных раст-
ворителях) дицианферрипорфина,

в котором все заместители в теме являются протонами, показало, что-
электронные плотности у всех углеродных атомов кольца, от 1-го до 8-rov

-гв -гг чв -ш
Магнитное лаяе (ол/нлоне/ше ση? οπσΰΗΰύ УШШИ, м. d)

Рис. 4. Положение протонных резо-
нансов метильной группы кольца
комплексов дициан-железа(Ш) порфи-
на (а), дейтеропорфирина (б), прото-
порфирина (в), а также дейтерирован-
ного MbCN (г) и нативного цианфер-

римиоглобина MbCN (Э).
Сдвиги ЯМР-линий для реконструированных
метальных групп в порфине были вычислены
по сдвигам, наблюдавшимся для протонов,
связанных с углеродными атомами кольца.
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одинаковы. Как можно видеть на рис. 4, наблюдаются лишь слабые
возмущения симметрии 4-го порядка, обусловленные различными замести-
телями в различных группах тема в растворе. В гемопротеидах, однако,
взаимодействия гема с полипептидными цепями вызывают изменение
как общей протяженности области деполяризации спиновой системы от
атома железа до порфиринового кольца, так и симметрии распределения
спинов (рис. 4).

Эти взаимодействия, как оказалось, весьма специфичны и более
сильно влияют на плотности спиновых систем, чем вид заместителей в геме.
Изменения электронной структуры гема, по-видимому, обусловлены
взаимодействиями с аминокислотными остатками, которые либо находятся
в координационной связи с атомом железа, либо непосредственно взаимо-
действуют с порфириновым кольцом.

2. С т р у к т у р а и б и о л о г и ч е с к а я ф у н к ц и я

Биологическая функция белковой молекулы в значительной мере
определяется ее химической реактивностью по отношению к другим моле-
кулам. Хотя реактивность гемопротеидов тесно связана с реактивностью

Тюлень

-25 -20 ~15 -10 " 5
Магнитное по/к (отклонение от опорной линии, м.д.)

Рис. 15. "Резонансы сверхтонкого сдвига цианферримиоглобинов различных животных.
Гемогруппа всех этих миоглобинов представляет собой протогем IX, однако число аминокислотных

остатков в полипептидных цепях различно.

групп гема, последняя существенно отличается от реактивности изоли-
рованных гемов, которые сами по себе не способны выполнять ни одной
из функций, свойственных известным гемопротеидам. Чтобы выяснить
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механизмы действия гемопротеидов, интересно попытаться сопоставить
полученные при помощи ЯМР-исследований сведения об электронных
структурах гемов и гемопротеидов с их химической реакционной способ'
ностью и биологической функцией.

Ряд наблюдений свидетельствует о том, что специфические модифика-
ции электронной структуры тема есть проявление важных функций поли-
пептидных цепей в гемопротеидах. Были обнаружены характерные раз-
личия между электронными структурами изолированных гемов и групп
тема в гемопротеидах (см. рис. 4). Более того, у гемопротеидов, обладаю-
щих различными биологическими функциями, например у миоглобина,
гемоглобина и цитохрома С, электронные структуры тема также различа-
ются между собой. Вместе с тем оказалось, что миоглобины различных
млекопитающих, непременно содержащие протогем IX, но имеющие раз-
личные полипептидные цепи, обладают существенно идентичными распре-
делениями спинов (рис. 5). Аналогичные результаты были получены при
сравнительном изучении других гемопротеидов у животных различных
биологических видов. Это свидетельствует о том, что как биологическая
активность, так и электронная структура гема не изменились в значитель-
ной степени под влиянием тех мутаций, которые в процессе эволюции изме-
нили строение полипептидных цепей. Поскольку идентичными оказывают-
ся лишь ограниченные участки полипептидных цепей данных гемопротеи-
дов у различных биологических видов, из приблизительного постоянства
электронных структур гемов следует, что наиболее важную роль в гемо-
полипептидных взаимодействиях играют аминокислотные остатки.

Хотя электронная структура групп гема может быть лишь одним
из многих факторов, определяющих биологическую функцию гемопротеи-
да, весьма интересно исследовать ее влияние.

В настоящее время нетрудно изучить и биохимическое действие и
электронную структуру групп гема для самых разнообразных гемопро-
теидов, поэтому имеется возможность выяснить детальную взаимосвязь
между тем и другим.

V. ГЕМОГЛОБИН

Исследования миоглобина позволили использовать те же методы для
изучения значительно более сложной молекулы гемоглобина. Из-за ее
больших размеров количество наблюдаемых у нее протонных резонансов
превосходит количество их у миоглобина, причем отдельные резонансы
шире и сильнее перекрываются. И все же сохраняется возможность
наблюдать резонансы сверхтонкого сдвига у цианферригемоглобина
и идентифицировать их, по крайней мере частично, со специфическими
протонами групп гема.

К о о п е р а т и в н о е с в я з ы в а н и е к и с л о р о д а

Осуществляя свою биологическую функцию, гемоглобин присоеди-
няет к каждой из четырех своих групп гема по одной молекуле кисло-
рода. Давно уже установлено, что связывание кислорода или других
лигандов с гемоглобином имеет «кооперативный» характер. Это значит,
что сродство к кислороду или другим лигандам у частично связанных
гемоглобинов, образованных путем присоединения одной, двух или боль-
шего числа лигандных молекул, сильнее, чем у дезоксигемоглобина. Воз-
никает вопрос о механизме, ответственном за свободную энергию взаи-
модействия между субъединицами, которые участвуют в кооперативной:
связи.
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Выше были описаны ЯМР-эксперименты, выявившие те структурные
изменения, которые происходят при оксигенации миоглобина. Поскольку
структуры миоглобина и индивидуальных субъединиц гемоглобина весьма
сходны, можно сделать вывод, что присоединение лиганда должно вызы-
вать соответствующие структурные преобразования внутри этих субъеди-
ниц. Чтобы понять кооперативный характер присоединения лиганда к ге-
моглобину, важно показать, насколько далеко эти структурные преобра-

-30 -15 -т-25 -20
Магнитное поле

(отклонение от опорной линии, м. д.)

Рис. 6. Сравнение резонансов сверхтонкого сдвига при слабых полях для дезокси-
гемоглобина НЬ (лигандные связи отсутствуют), полностью насыщенного ферриге-
моглобина НЬО2 (в середине) и частично насыщенного гемоглобина НЬ(а 2 ф0 2 ) 2 ) (внизу).
Видно, что спектр частично насыщенного гемоглобина представляет собой суперпозицию спектров
НЬ и НЬ(Н2О). Эти спектры Оыли сняты в течение нескольких часов с использованием 9ВМ

среднего быстродействия.

зования простираются по всей молекуле. Влияют ли они на близлежащие
группы гема и изменяют ли, таким образом, сродство к кислороду или же
сказываются только на белковой части? Ответ на этот вопрос был получен
в ЯМР-экспериментах, выполненных в последнее время.

Если бы заметная часть возрастающей свободной энергии лигандной
связи, относящаяся к взаимодействию субъединиц, вызывала изменения
в электронной структуре групп гема, протонные резонансы сверхтонкого
сдвига у гемоглобина, частично присоединившего лиганд, были бы иными,
чем у полностью насыщенного или свободного. Исследования ЯМР для
серии частично присоединивших лиганд форм гемоглобина показали, что
лигандная связь не влияет на группу гема близлежащих субъединиц.

В типичных экспериментах сопоставлялись резонансы (в слабых
полях) свободного дезоксигемоглобина НЬ и полностью насыщенного
ферригемоглобина НЬО2 с резонансами частично присоединивших
лиганд форм НЬ(а2(РОг)2)· На рис. 6 можно видеть, что спектр частично
насыщенного гемоглобина представляет собой суперпозицию спектров НЬ
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и НЬО2; следовательно, никакого влияния лигандной связи на элек-
тронную структуру групп тема в соседних субъединицах не было обнару-
жено, несмотря на то, что частично насыщенная форма имеет большее срод-
ство к кислороду, чем форма НЬ. С другой стороны, согласно данным ЯМР-
спектроскопии лигандная связь вызывает структурные изменения как
в гемоглобине, так и миоглобине. Это означает, таким образом, что взаимо-
действие субъединиц в гемоглобине сопровождается перегруппировкой
в пептидной цепи, а не обусловлено прямыми гем — гем-взаимодейст-
виями.

Изучение гемопротеидов — один из многих примеров, которыми мож-
но иллюстрировать применение ЯМР-спектроскопии высокого разрешения
в биологии. В сочетании с различными химическими и физическими мето-
дами она позволяет идентифицировать резонансы специфических протонов
в ЯМР-спектрах многочисленных биологических молекул и на этой основе
изучать их структуру в тех или иных условиях. В работах 3·1 содержится
обзор многих из этих экспериментов.

Весьма обнадеживающим является объем той новой информации
о структуре различных биологических молекул в растворах, которую
удалось получить из ЯМР-экспериментов за последние несколько лет.
Возможности спектрометров высокого разрешения и дальнейшее усовер-
шенствование аппаратуры, в частности повышение скорости накопления
данных путем фурье-преобразования и применение еще более сильных
поляризующих полей, делает ЯМР-спектроскопию одним из основных
методов структурных исследований биологических объектов.
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