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§ 1. ПРИНЦИПЫ СТРОЕНИЯ БЕЛКОВ. КРИСТАЛЛИЧЕСКИЕ БЕЛКИ

Благодаря многолетним усилиям выдающихся исследователей
в последнее время были достигнуты знаменательные успехи в решении
проблемы структуры белка. Расшифровка строения некоторых белков
и установление строения ДНК являются важнейшими факторами интен-
сивного развития молекулярной биологии. Одной из причин такого
развития явилось широкое применение физических методов изучения
биологических макромолекул.

Важнейшим из этих методов является рентгеноструктурный анализ,
который более чем за полвека своего существования (Лауэ обнаружил
дифракцию рентгеновских лучей в 1912 г.) открыл физике твердого тела,
химии, минералогии, металловедению конкретный мир атомных кристал-
лических структур, а теперь дал столь замечательный выход в биологию.

Различные глобулярные белки осуществляют неисчислимое коли-
чество реакций обмена веществ живой природы *• 2. Эти реакции, напри-
мер, расщепления определенных связей либо, наоборот, соединения
друг с другом некоторых молекул, переноса электронов и т. п., весьма
избирательны и идут с громадными скоростями. Так, некоторые реак-
ции ускоряются ферментами в ΙΟ6—1011 раз. Химические и биологи-
ческие методы изучения ферментативной (энзиматической) активности
белков при их взаимодействии с субстратом (тем веществом, над которым
данный фермент «работает») или ингибитором (веществом, которое бло-
кирует эту активность) позволяют получать сведения о химической струк-
туре активного центра белковой молекулы. Полное понимание механизма
биологической активности невозможно без знания пространственной
структуры. Это и определяет значение и место рентгеноструктурного
анализа белков. Конечно, выполненные к настоящему времени определе-
ния строения нескольких белков — это не много на фоне всего неисчис-
лимого разнообразия их. Например, число белков у человека оценивается
в 105; число уже выделенных и изучаемых биохимиками ферментов состав-
ляет около 1000. Тем не менее можно сказать, что имеющиеся сейчас
результаты, особенно в сочетании с биохимическими данными, представ-
ляют огромный интерес.

Белки представляют собой цепные молекулы большого молекуляр-
ного веса, построенные из аминокислотных остатков. Аминокислоты
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различаются своим радикалом R. Отрыв одного из атомов Η аминогруппы
и ОН от карбоксила (с выделением воды) дает возможность остаткам сом-
кнуться в полипептидную цепь
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которая лежит в основе строения белков. Громадное большинство белков
построено из 22 «главных» аминокислот, которые часто уподобляют
«алфавиту белкового языка» (табл. I), однако известно еще более пяти-
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*} Показаны не R, а аминокислотные остатки в полипептидной цепи полностью. Узин
двух так называемых иминокислот радикал соединен не только с атомом С а, но и с ато-
мом N цепи, образуя вместе с ними пятичленное кольцо.

десяти реже встречающихся аминокислот 3. Индивидуальность и свой-
ства данной аминокислоты или звена полипептидной цепи определяются
радикалом R. Радикалы одной группы аминокислот, например, гли-
цина, фенилаланина и др., нейтральны; они отталкивают молекулы
воды, т. е. являются гидрофобными. Радикалы других остатков имеют
активные полярные или заряженные группы ОН, GOO", ΝΗ£, способные
образовывать водородные или ионные связи. К ним легко присоединяются
молекулы воды. Особую роль играет возникающий при соединении двух
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цистеинов остаток цистина
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дисульфидный мостик которого связывает полипептидные цепи друг
с другом.

Атом С а аминокислот — асимметрический, следовательно, амино-
кислоты являются оптически активными молекулами. Белки построены
из левых (L) аминокислот. Таким образом, белки, как и вообще все
биологические молекулы и структуры, существуют только в одной из двух
мыслимых зеркально равных форм.

Простейшие сведения о строении той или иной белковой молекулы
заключены в ее валовом аминокислотном составе. Данные о таком соста-
ве — это как бы нулевое приближение в описании структуры белка.

Далее различают первичную, вторичную, третичную и четвертич-
ную структуры белка. Первичная структура — это последовательность
аминокислот в цепях и способ соединения цепей (если их несколько)
или замыкания с собой одной и той же цепи дисульфидными мостиками.
В развернутой химической формуле, описывающей первичную струк-
туру, например, в формуле инсулина (4), заключена топология белковой
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молекулы. Буквы уже сложены во фразу. Но этого еще далеко не доста-
точно для полного описания, ибо цепь, каждое ее звено и боковой
радикал определенным образом расположены в трехмерном пространстве.

Первичную структуру устанавливают, как это впервые сделал
Ф. Зангер и др. * в 1955 г. на примере инсулина (4), производя фермен-
тативное расщепление белка на короткие пептиды, содержащие три—пять—
семь остатков. В этих коротких пептидах последовательность уже можно
определить химическими методами. Поскольку при разных расцеплениях
цепь рвется в разных местах, комбинируя полученные «обрывки слов»,
можно однозначно установить всю «фразу». В настоящее время известна
первичная структура около двадцати белков.

Понятия вторичной, третичной структуры уже носят геометрический
характер. Важнейшую роль в понимании общих геометрических законо-
мерностей, управляющих конформациями полипептидных цепей, сыграли
работы школы Полинга 5~7. На основании рентгенографических определе-
ний строения некоторых аминокислот (а сейчас они изучены почти все;
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рис. 1) и пептидов Полинг и Корей 5>6 установили «стандартные» длины
связей и углы, характерные для звена полипептидной цепи (рис. 2).
Разнообразие конформации цепей обеспечивается свободой поворота

СН

сн

Рис. 1. Синтез Фурье молекулы фенилаланина8.
Изолинии равной электронной плотности проведены через 1 эл/Аз.

вокруг одинарных связей С„ — N и С — С а, тогда как амидная группа
всегда остается плоской. Характерными для белков (как и для биологиче-
ских структур вообще) являются водородные связи. Эти связи NH ... О

могут возникать между различными
цепями или между звеньями одной
и той же цепи. Имея энергию 5—
10 ккал/молъ (энергия ковалент-
ных связей — 50—80 ккал/молъ), они
достаточно прочны, чтобы стабилизи-
ровать ту или иную конформацию
полипептидных цепей, и достаточ-
но слабы, чтобы допустить в не-
которых условиях конформационные
переходы.

Рентгенографическое изучение
укладки полипептидных цепей в во-
локнистых белках (из них состоят
волосы, кожа и т. п.), начатое еще
в 30-е годы Астбери 9>10, а также
модельных полимеров — синтетиче-
ских полипептидов, содержащих
лишь один тип радикала В 1 1 · 1 2 ,

дало сведения о двух основных типах конформации полипептидных цепей.
В одной из них, β-форме, цепочки (2) растянуты, расположены парал-
лельно и сшиты друг с другом Η-связями. Строение другой, α-формы
(рис. 3), было установлено Полингом и Кореей в 1953 г. на основании
данных о стереохимии аминокислот и закономерностях Η-связей. Идеи

Рис. 2. Строение звена полипептидной
цепи 5.
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о спиральной структуре полимеров вообще и полипептидных цепей
в частности уже некоторое время бродили в умах исследователей, но их
не удавалось совместить с правилами кристаллографической симметрии,
согласно которым в кристаллах возможны только целочисленные винто-
вые оси симметрии — второго, третьего, четвертого или шестого поряд-
ков. Революционным шагом Полинга был отказ от целочисленной сим-
метрии для удовлетворения конформационных требований. Так, в α-спира-
ли (рис. 3, 4) на ее пять оборотов приходится 18 остатков (спираль 18/5),

б)

Рис. 3. α-спиральная конформацпя полипептидной
цепи (правая α-спираль) π ее проекция.

период ее равен 27 А, шаг спирали 5,2 А, проекция остатка на ось
1,5 А. Изученные до сих пор α-структуры •— все правые. В настоящее
время выяснены особенности симметрии и строения биологических цеп-
ных молекул и создана теория дифракции от таких структур 13~15.

Способ свертывания полипептидной цепи в определенную конформа-
цию, стабилизированную водородными связями, и называют вторичной
структурой. Продолжая наше сравнение с алфавитом, можно уподобить
вторичную структуру способу написания: параллельными или же анти-
параллельными строчками, или строчкой, идущей спирально по цилиндру.

В глобулярных белках свернутая сложным образом и компактно
сложенная в глобулу цепь на разных своих участках имеет различные
конформации. Это уже не ровные строчки, а трехмерный кроссворд —
чайнворд. Трехмерная пространственная структура белковой молекулы
с указанием следования цепи и положения всех радикалов и атомов —
это и есть третичная структура белка.

Нужно отметить, что в состав ряда глобулярных белков входят так
называемые простетические группы непептидной природы, часто содер-
жащие в своем составе атомы металлов.
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Для некоторых белков (и других биомолекул) различают еще так
называемую четвертичную структуру. Они построены из нескольких субъ-
единиц— протомеров, которые либо все идентичны (одного сорта), либо
различны (двух или более сортов). Способ взаимной укладки протомеров
в молекулу и называют четвертичной структурой.

Рис. 4. Проекция фурье-потенциала α-спирали (синтетический полипептид
поли-^-метил-Х-глютамат, электронографические данные и ) .

Кроме рентгеновского анализа, ценные сведения о строении глобу-
лярных белковых молекул дают и некоторые другие методы. Это —
ультрацентрифугирование (мол. вес), рассеяние рентгеновских лучей

под малыми углами (форма, мол. вес), опти-
ческие измерения и, в частности, определение
дисперсии оптического вращения (процент
спирализации цепей), электронная микро-
скопия и др.

Если глобулярный белок хорошо очищен,
то его, как правило, можно закристаллизо-
вать 1 6 (рис. 5). В зависимости от раство-
рителя, его рН и т. п. некоторые белки
могут образовывать несколько полиморфных
кристаллических модификаций. Кристаллы
содержат в промежутках между молекулами

Рис. 5. Кристаллы миоглобина маточную жидкость («влажные кристаллы»),
кашалота (типа А (Х15)). и стабильны в равновесии с этой жидкостью

или ее парами. Рентгенографически уста-
новлено, что часть молекул воды прочно связана с поверхностью бел-
ковой молекулы, образуя своего рода «рубашку» (рис. 6), другая —
свободная часть маточной жидкости — разупорядочена 1 ?. Можно вы-
сушивать кристаллы, при этом значительная часть свободной кристал-
лизационной воды уходит, объем элементарной ячейки уменьшается 1 8,
а кристаллы разупорядочиваются.

Первые рентгенограммы монокристаллов белков (пепсина и инсулина)
были получены в 1934 г. Дж. Берналом и его ныне знаменитой ученицей
Д. Кроуфут-Хочкин (нобелевский лауреат 1964 г.; премия присуждена
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за рентгеноанализ витамина В 1 2

1 9 · 2 0 ) . Сам факт образования белковых
кристаллов, дающих тысячи отражений на рентгенограммах (рис. 7),
свидетельствует о тождестве всех гигантских молекул данного белка
и наличии у них фиксированного внутреннего строения.

Иногда высказывается сомнение, сохраняют ли молекулы белков
в кристалле ту структуру, которая присуща им в растворе, когда они
биологически активны. Не разбирая
всех доказательств (из которых про- Sogaum солевой.,
стеишее то, что и во влажном кристал- pacmfop, U,33JJVA
ле эти молекулы фактически окружены ' '
раствором), укажем, что это сомнение
необоснованно.

Количественные трудности рентге-
ноанализа белков — а они, сразу ого-
воримся, представляют собой незначи-
тельную долю всего комплекса трудно-
стей решения этой задачи — могут
иллюстрировать округленные цифры,
приведенные в табл. II . Информация,
заключенная в рентгеноструктурном
эксперименте, — это набор интенсив-
ностей дифрагированных кристаллов Рис. 6. Гидратация молекулы гемо-
пучков. Их количество пропорцио- глобина40.
нально объему ячейки, но уменьша-
ется при несовершенстве структуры. С «обычными» кристаллами воз-
можен прецизионный структурный анализ с определением межатомных

Соязанная Soda

Т а б л и ц а II

Обычные кристаллы . .
Сложные органические

соединения — витами-
ны, гормоны и др. . .

Глобулярные белки . .
Вирусы

Периоды
ячеек,

А

5—15

10—25
30—100

200—2000

Объем
ячеек,

A3

103

104
105

10в—Ю9

Число
атомов

Б ячейке

ДО 102

до 103

до 10*
до 10'

Число
отражений

1000

ДО 3000

1000—30 000
до тысяч

dmW

 k

0,5-1 А

1,0
1,2-10 А
10 А и бо-

лее

расстояний с точностью до 0,005 А, параметров анизотропных тепловых
колебаний атомов и т. п. Если белковый кристалл дает большое дифрак-
ционное поле с десятками тысяч отражений, то для него также в принципе
возможно доведение исследования до определения положений атомов.

Для проведения рентгеноструктурного исследования монокристалл
белка длиной до одного мм и сечением в несколько десятых мм заключается
в тонкостенный капилляр с капелькой маточной жидкости. Специальные
рентгеновские камеры (прецессионные или рентгенгониометрические)
дают возможность регистрировать фотографически плоские сетки обрат-
ной решетки (см. рис. 7); интенсивности пятен затем фотометрируются.
В настоящее время все большее распространение получают автоматиче-
ские рентгеновские дифрактометры, сопряженные со счетно-решающими
устройствами.
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Кристаллы белков чувствительны к радиационному воздействию
рентгеновских лучей, поэтому после определенной дозы облучения их
заменяют.

Как мы увидим ниже, в процессе рентгеноанализа приходится иссле-
довать кристаллы не одного данного белка, а десятки модифицированных
кристаллов. Таким образом, только объем собственно рентгеновского

Рис. 7. Прецессионная рентгенограмма кристалла мио-
глобина (одно из сечений обратной решетки).

эксперимента становится громадным. Например, при изучении миогло-
бина на совокупности рентгенограмм этого белка и его производных
было измерено четверть миллиона отражений.

Однако основная, принципиальная трудность задачи заключается
в ином — в проблеме вывода структуры из экспериментальных данных.
Чтобы разобраться в сложности и характере этой проблемы, нам необхо-
димо совершить краткий экскурс в теорию рентгеноструктурного ана-
лиза вообще и кристаллических белков в особенности.

§ 2. ПРИНЦИПЫ РЕНТГЕНОСТРУКТУРНОГО АНАЛИЗА. МЕТОДИКА
ОПРЕДЕЛЕНИЯ СТРУКТУРЫ КРИСТАЛЛИЧЕСКИХ БЕЛКОВ

Когерентное рассеяние рентгеновских лучей происходит на электро-
нах, т. е. определяется функцией электронной плотности ρ (г) — средним
во времени распределением электронов данного объекта. Функция ρ (г)
для кристалла трехмерно периодична с периодами а, Ь, с элементарной
ячейки. Амплитуда рассеяния равна

χ dy dz; (5)

здесь Ω — объем ячейки, h, к, I — миллеровские индексы отражающих
плоскостей, определяющие значение соответствующего вектора обрат-
ной решетки Щд» = ha* -f- кЪ* -f- k*i где а*, Ь*, с* — периоды обратной
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решетки. Брэгговские углы отражений 2$ определяются соотношением

sin •& 1 В ш | 1 ,β4

где dhhl — межплоскостное расстояние. Интенсивности отражений про-
порциональны квадратам модулей амплитуд: Ihhi ~ \Fhhi\2-

Так же как и в оптике, рентгеновский дифракционный эксперимент
осуществляет разложение Фурье функции ρ (χ, у, ζ), рассеивающей
способности объекта, и амплитуды Fhki (5) — не что иное, как коэффи-
циенты этого разложения. Согласно теории оптического микроскопа
Аббе, сведение дифрагированных волн с помощью линз в изображение
объектива уже эквивалентно синтезу Фурье. Поскольку линз для рентге-
новских лучей нет, этот второй этап — образование изображения —
осуществляется вычислительным путем. Таким образом, трехмерный ряд

о(:г, у, * ) 4 - Σ 2 Σ ^ , Θ Χ Ρ [ -2m ( . £ + * L + £ ) ] (7)

дает интересующую нас функцию ρ (χ, у, ζ) 2 1 ~ 2 4 . Коэффициенты FhM

в общем случае нецентросимметричных структур — комплексные вели-
чины:

a. (8)

Если структура центросимметрична (ρ (г) = ρ (—г)), то фаза а = 0 или
л и F = ± \F j — действительны. Функция электронной плотности может
быть представлена как сумма электронных плотностей Qj атомов, вхо-
дящих в ячейку:

Q(r) = 2Qj(r-rj). (9)
з

Рассмотрим характер восстановленной по (7) функции ρ (г) в зави-
симости от полноты набора F)lfii. Допустим, что в ряд включены все
отражения, заключенные внутри сферы радиуса | Н ш а х | = ^min, т. е.
согласно (6) с брэгговскими углами, не превышающими некоторый угол
2О т а х . В оптике это соответствовало бы ограничению апертурного угла
микроскопа, что ведет к уменьшению разрешения изображения. Анало-
гичный эффект уменьшения разрешения, которое удобно характеризо-
вать величиной dmin, имеет место и в рядах Фурье 2 1 ~ 2 3 . На рис. 8 пока-
зан характер изменения синтеза Фурье в зависимости от числа включен-
ных в ряд членов FhM с некоторым предельным | Hmax \ — ά^\Ά· Мы
видим, что для разрешения атомов необходимо иметь dmin ^ 1,5 А;
dmiu = 6 А дает грубые сведения о сгущениях электронной плотности,
без разрешения индивидуальных атомов 2 5 .

При анализе белков вопрос о разрешении важен с двух точек зре-
ния. Во-первых, кристаллы некоторых белков (и все белки в сухой форме)
вообще дают отражения только с большими d (например, с dmin s^ 10 А),
IT исследование таких белков не представляет интереса. Причиной быстрого
спада интенсивностей является разупорядоченность структуры (пово-
роты и смещения молекул и другие дефекты упаковки, а также возмож-
ные нарушения строения самих молекул). Вклад в уменьшение интен-
сивности с увеличением sinft/λ вносит и тепловое движение. Влияние
всех этих факторов вместе на интенсивность в первом приближении
можно описать дебаевским температурным множителем

(Ю)
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где м2 — среднеквадратичное смещение атомов из положения равновесия.

Для обычных органических кристаллов у и2· Si 0,2 А, для «хороших»

белков | / u 2 ^ 0 , 5 А, для разупорядоченных белков и вирусов у и'1 "5=
> 1 А, что сравнимо с межатомными расстояниями. Такая величина
в экспоненте быстро уменьшает интенсивности дифракционных пучков,
dmin растет, и падает разрешающая сила ряда Фурье. Действительно,
поскольку интенсивности 1кЫ рассеяния от кристалла отражают среднюю
по времени и по всем его ячейкам электронную плотность и если эта
электронная плотность «размазана» беспорядком, то ряд Фурье может

Разрешение !,! А Разрешение !,S A

1)

Разрешение 2 А Разрешение 6Я

Рис. 8. Картина синтеза электронной плотности
молекулы дикетопиперазина при различных раз-

решениях (в А).

восстановить лишь столь же размазанную картину. Однако в целом
ряде кристаллических белков dmm является достаточно малым (1,2—2 А),
чтобы в принципе можно было провести полный структурный анализ.

Другой аспект вопроса о разрешении — методический. Число отра-
жений пропорционально | Я ш а х | 3 = №цп)3· Трудно сразу промерить все
имеющиеся десятки тысяч отражений от кристаллического белка и сразу
же все их пустить в работу. Целесообразнее идтиошаг за шагом, исследуя
белок сначала с низким разрешением (скажем, 5 А, для чего нужно всего
около тысячи отражений), и, выявив основные черты его строения, пере-
ходить к более высокому разрешению.

Включая в ряд ограниченное число отражений, их интенсивности
корректируют искусственным температурным множителем типа (10),
плавно сводя их к минимуму при dmin, что исключает появление в кар-
тине синтеза Фурье фальшивых деталей из-за резкого обрыва ряда.

Основная трудность рентгеноструктурного анализа вообще, и белков
в особенности,— это отсутствие прямых указаний о фазах α (8) коэффи-
циентов Фурье, так как эксперимент дает только \Fhhi\ 2 1 " 2 4 .
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Фазы легко рассчитать, если структура известна. Амплитуды рас-
сеяния отдельными атомами (атомные факторы) f} табулированы. Исполь-
зуя (5) и (9), получим

η

Fhhi = 2 fj е х Р [ 2 n i

3=0

где Xj, yj, Zj — координаты атомов в ячейке. Если для некоторой проб-
ной модели рассчитанные значения | ̂ Выч | хорошо согласуются с наблю-
даемыми j F3ltcn | , то, значит, и рассчитанные фазы (или знаки — для
центросимметричных структур) близки к истинным. Приписывая эти
фазы наблюденным \F3Kcn\ и строя ряд (9), мы получаем картину струк-
туры. Такого рода подход, основанный на сближении \F3Kcn\ и |^ЕычЬ
возможен при поиске и особенно при уточнении структуры 21-23, 26-29̂
но неприменим к белкам.

Практически неприменимыми оказываются и так называемые «прямые
методы» определения ф а з 3 0 " 3 3 на основе данных о модулях \F\. Они
работают лишь при числе η атомов в ячейке до 100—200, тогда как для
белков η ^ 103—Ю4.

Другая группа методов основана на совместном рентгеноструктурном
анализе близких по строению кристаллов (метод изоморфных структур)
или на введении в структуру тяжелых, сильно рассеивающих атомов.
8 последнем случае величины fj одного такого или нескольких атомов
дают основной вклад в значение F^i (11) и знание их положения в пер-
вом приближении позволяет определить фазы. Эти подходы особенно
эффективны в сочетании с построением так называемой функции Пат-
терсона 3 4.

Образуем самосвертку (квадратичную свертку) электронной плот-
ности:

Q (г) = J(r) - J ρ (г') ρ (г' -j г) dVr. (12)

Ее коэффициентами Фурье являются произведения F^iF^i = ji^ni] 2 —
экспериментально наблюдаемые положительные величины. Ряд Фурье

2

по ним и есть функция Паттерсона — самосвертка ρ:

-{-да -}-сю -|- зо

h=0 к=—оэ 1=— от

Q (г) принимает большие значения, когда вектор г в (12) соответствует
таким расстояниям между точками г' и г' -j- г исходной функции ρ (г'),
в каждой из которых она имеет большие значения. Но такие г — это
расстояния между центрами атомов. Используя представление (9), мы
можем выразить свертку (12) как сумму сверток электронных плотностей
пар атомов QjQh = qih (r — rjk), где Tjh = г,- — rft — межатомное рас-
стояние:

η -η/η 1 ̂

П ЩП— 1)

Таким образом, Q (г) содержит пики qJh; вектор r,-ft, соединяющий
каждую пару атомов в структуре, представлен в Q (г) также ориентиро-
ванным вектором, отложенным от начала координат до пика qJh (рис. 9).

При η атомах в структуре Q (г) содержит п2 пиков, η из них совпа-
дают в начале координат 1 4 .

9 УФН, т. 88, вып. 3
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Хотя функция Q (г) не дает картины расположения атомов, полу-
чаемые с ее помощью сведения весьма ценны — наблюдаемые межатом-
ные расстояния rjk определяют таковые в структуре. В принципе из
Q (г) можно однозначно вывести структуру 3 5 - З э. Однако и этот подход
неприменим к белкам. Дело в том, что объем ячейки пропорционален
п, а число пиков функции Паттерсона η (η — 1) и они многократно пере-
крываются друг с другом. В белках η > 1000, и η (η — 1) > 10е—107

перекрывающихся максимумов функции Паттерсона могут отражать
лишь общий характер распределения межатом-
ных расстояний.

Если в структуре, состоящей из легких
атомов, есть тяжелые атомы (2 и 2 на рис. 9),
то, поскольку qjk ~ ZjZh, соответствующие пики
будут наиболее сильными. Однако в белках и
эти пики нельзя непосредственно различить на
фоне еще более сильных пиков за счет пере-
крывания. Тем не менее эта трудность прео-
долима, если иметь две изоморфные структу-
ры, т. е. структуры с одинаковыми ячейками,
все атомы которых тождественно расположены
и все, кроме одного или нескольких (тяжелых),
тождественны. Тогда, оперируя с разностями
функции Паттерсона (13), можно элиминировать
влияние «общей части» структуры и найти по-
ложение тяжелого атома.

Но как получить изоморфные кристаллы
столь сложных, формирующихся только в про-
цессе биосинтеза молекул, как белки? Сначала
были сделаны попытки использовать в качестве
изоморфных сухие и влажные кристаллы дан-
ного белка. Поскольку при умеренном вы-
сушивании структура молекул не меняется,
различие в рассеивающей способности возни-
кает за счет уменьшения количества маточной
жидкости. Рентгенограммы показывают замет-
ное изменение интенсивностей отражений низ-

ких порядков 40· 4 1. В разложении Фурье (7) им соответствуют длинновол-
новые гармоники, определяющие самые грубые особенности структуры.
Поэтому анализ изменения интенсивностей при высушивании не мог
дать сведения о тонком строении молекул, однако он оказывается полез-
ным для выводов об их внешней форме и положении в ячейке.

М. Перутц первый обратил внимание на то, что если нельзя заместить
какие-либо атомы белка на более тяжелые, то, может быть, удастся «при-
лепить» к белковой молекуле такие атомы в составе относительно неболь-
ших органических молекул или неорганических ионов 4 2. Л. Брэгг назвал
эту идею Перутца золотой жилой, но, как позже заметил Перутц, жила
оказалась залегающей так глубоко, что первые результаты ее разработки
пришли через многие годы. Сотни опытов с различными веществами,
имеющими в своем составе тяжелые атомы, выяснили следующее. Поверх-
ность белковых молекул, богатая активными группами, иногда адсорби-
рует такие вещества. Однако при этом часто происходит нарушение изомор-
физма — ячейка и укладка молекул меняются, и такие замещенные
кристаллы для целей рентгеноструктурного анализа непригодны. Группа
видного исследователя Д. Харкера (США), работающая над структурой
рибонуклеазы, получила в пятидесятых годах десятки производных

Рис. 9. Точечная структура
из четырех атомов (а) и ее
функция межатомных рас-

стояний (б).
Атомы 1 ж 2 — тяжелые.
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с тяжелыми атомами, но все они оказались неизоморфными 4 3. Более
повезло англичанам — Дж. Кендрью, работавшему над миоглобином,
и самому М. Перутцу, изучавшему гемоглобин (причем они перепробовали
кристаллы этих белков, полученные от животных различных видов).

В настоящее время состояние этого вопроса следующее. Существует
список примерно сотни веществ, которые перспективны как возможные
изоморфные добавки, например, HgCl2, AuCl++, PtJ++, PdCl++, υθ 2 (ΟΗ) η ,

SrCl3, Pt(NH2CH2GOOH)2, Pb(CH3COO)2, TleCl12Cl2, ClHg / ") SO3H,

UO2P2O7N, AgNO3, GlGH(HgCl)COOH и т. д.
Мы видим, что это — самые разнообразные соединения, не имеющие

каких-либо специальных признаков, позволяющих выбирать их систе-
матически (хотя попытки сознательного подбора непрерывно делаются).
Кроме отдельных случаев (например, ковалентное взаимодействие неко-
торых ртутьсодержащих молекул с SH-группами), нельзя предсказатьг

прореагирует ли данная добавка с данным белком, к каким группам
в молекуле белка она может присоединиться, и если присоединится, то-
останется ли структура изоморфна исходной? Привода сил связи вве-
денных группировок с поверхностью белка не ясна; по-видимому, боль-
шую роль играет электростатическое взаимодействие.

Имеются два пути введения добавок с тяжелыми атомами (Т) в бел-
ковые кристаллы (Б). Первый — выращивание белковых кристаллов
из раствора, содержащего (Т), второй — помещение готового кристалла
чистого белка в такой раствор. В последнем случае молекулы Τ диффун-
дируют внутрь кристалла и занимают специфичные для них позиции
на белковых молекулах. Иногда полезным оказывается введение двух
добавок одновременно.

Оценим теперь влияние тяжелого атома на интенсивности дифрагиро-
ванных пучков 44. На первый взгляд кажется, что это влияние должно
быть ничтожным — ведь белковая молекула содержит около 105 электро-
нов, рассеивающих рентгеновские лучи, а введенный атом Τ — всего 80—
90 электронов. Однако это не так.

По теореме о полноте рядов Фурье интенсивности IhM = \Fhhi\
2

связаны с квадратом значений электронной плотности ячейки 45, и поэто-
му с учетом (11) можно написать

^ 1Ш = Ω J ρ2 (г) dvr = Ω 2 \ 0J dvr. (15)
h, ft, ·'=—со Ω j

Мы видим, что атомы дают вклад в интенсивность, пропорциональный
квадрату их электронной плотности, т. е. в среднем

/ ~ Σ ζι (16)
j

где Zj — атомные номера. Тогда для белка / Б ~ nZ%, где η — число
атомов в молекуле, а для белка с введенным тяжелым атомом / Б т ~

~ nZl + Ζ\.
Обозначая Δ/ = /β, τ — -̂ Б> найдем, что

Белки состоят из атомов С, N, О, т. е. ZE ^ 7 (атомами Η можно пре-
небречь), Z T s^ 80. Тогда, например, для миоглобина с η ^ 1200 фор-
мула (17) дает относительное среднеквадратичное отклонение около 45%..

9*.
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Все дело в том, что легкие атомы, распределенные по всему объему ячейки,
рассеивают не в фазе, а электроны тяжелого атома сконцентрированы
вместе и дают постоянный (по фазе) вклад в рассеяние. Разумеется, не все
интенсивности меняются, имеет место статистика. Вклад тяжелых атомов
в интенсивность уменьшается при неполной заселенности ими своей
позиции, при нестрогом выполнении условия изоморфизма 4 4.

Первой ступенью в определении структуры белка является опреде-
ление положения тяжелого атома Τ в белке с добавкой — Б,Т4 в~4 9-9 3. Как
мы уже знаем, построение функции Паттерсона по \FB, т | 2 не выявит
положения Т. Однако, измеряя интенсивности от чистого белка \FB\

 2,
можно комбинировать эти величины. Рассмотрим, что даст синтез Пат-
терсона с коэффициентами (\FB, т | 2 — \FB | 2 ) . Согласно (13) это будет
разность (?в, τ — (?Б, а эти функции по (14) равны

<?в= S.93y(r—*»'). (18)

ϊ, · ,τ( Γ - Γ >·.τ). (19)<?в, τ = Σ ?,·,·. (г — r w . ),, τ ] # ? Τ ι т , (г—гт.тО Σ

Хотя интересующая нас разность содержит не только пики взаимодей-
ствия 5т, т' тяжелых атомов, но и пики q^ T взаимодействия тяжелых ато-
мов с η атомами белка (п велико), которые дают нежелательный фон,

такие синтезы все же позволяют опре-
делять положения тяжелых атомов.

Другая возможность — построение
функции Паттерсона по коэффициентамО

AF 2 = \\F Б, Τ FB | | 2 . Рассмотрим
центросимметричной

б)

Рис. 10. Амплитуды рассеяния белком
FB, тяжелым атомом / т и суммарная

амплитуда FE т .
о) Центросимметричный случай (фазы α
равны 0 или π), б) Общий случай фа-
зовой диаграммы для белка с тяжелым

атомом.

сначала случаи
проекции кристалла белка (например,
вдоль оси 2). В этом случае FB> τ и F B

имеют фазу а = 0 или π, а так как / т

мало (рис. 10, а), фазы их, как пра-
вило, равны, т. е. | AF \ = \FBt τ —
— ^ в I = Ι /τ Ι, где / т — амплитуда рас-
сеяния атомами Т. Следовательно, син-
тез Паттерсона по | AF [2 в этом случае
есть не что иное, как

~ \л
Т Т. Т' <Т, Τ' (20)

— интересующая нас функция, из кото-
рой легко находятся координаты тяже-
лых атомов.

Однако в общем нецентр осимме-

нетричном случае величина | AF
может быть интерпретирована так про-

сто (рис. 10, б). Можно показать, что синтез Паттерсона, построенный
по таким | AF | 2 , содержит систематические пики (?т, т' (20), хотя он
также имеет некоторый фон из q^y и q^ τ (рис. 11).

Существенно, чтобы положения тяжелых атомов Т ь Т2, найденные
в разных производных БТ 4, БТ2, . . ., были отнесены к одному и тому же
началу координат. Для этого используют так называемые корреляцион-
ные функции межатомных расстояний 5 0 - 5 2 .

После того как положения тяжелых атомов найдены, становится
известен вклад /т в амплитуду рассеяния белком с тяжелым атомом FBy т :

FB> Т = ^ Б + /Т, (21)
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где FB, Τ И FB определяются по (11). На комплексной плоскости (21)
изображено схемой рис. 10, б. Из опыта нам известны модули \FB\
и \FB, Т | - Задачей является найти фазы ahhi отражений \FB, иы\

О JOA

Рис. 11. Разностная функция Паттерсопа, построенная по коэффициентам
II F I Б Τ—1 ^Б II 2 Яля миоглобина.

Начало координат — в центре. Вектор до пика Τ Ί " определяет расстояние
Τ — Τ' (T = HgJ 4)

\ьν
а)

Рис. 12. а) Схема нахождения двух возможных значений фаз
а Б из известных значений / т , 1 ̂ Б т |, | FE |. б) Однозначное опре-
деление фазы при использовании двух производных с тяжелыми

атомами.
Кроме указанных на рисунке (а) величин, известны еще /т 2

и -̂ БТг'

от белка. Пересечение окружностей с радиусами \FB Б, τ , про-
веденных из точек 0 и — / т, как это сделано на рис. 12, а, дает два возмож-
ных значения, а и а', и, следовательно, задачи еще не решает. Однако
если иметь вторую изоморфную производную, из величин

,Ti l» /т2> Έ,Tal i (22)

согласно той же процедуре фаза а определяется однозначно 6 3 (рис. 12, б).
Величины /т, Г невелики; в определении их и всех других величин,

входящих в (22), имеются ошибки. Поэтому для определения фаз лучше
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иметь несколько, а не две производные (рис. 13). Однако такая процедура
графического определения фазового угла «на глаз» произвольна.

Выбор фазового угла можно произвести более строго 5 4>6 5. Из ошибок
в определении величин (22) для всех имеющихся производных можно рас-
считать вероятность ρ (a, \Fs\) того, что данная фаза α и данный модуль
\Fs\ правильны, и построить на комплексной плоскости соответствую-
щую диаграмму (рис. 14) (это распределение может иметь и два мак-
симума).

Ошибки в определении | F B | и α при построении синтеза Фурье (7)
дают ошибки Δρ распределения электронной плотности. Среднеквадра-
тичную ошибку Δρ2 можно найти согласно (15); она равна

(23)
h, к, I

где AFhki — ошибка определения экспериментальных значений FB.
Синтез Фурье будет «наилучшим», если Δρ2 минимально. Это требование
удовлетворяется при следующем условии 54. В синтез Фурье следует

ввести не наиболее вероятные
| F | и а, найденные из наибо-
лее высокого максимума рас-
пределения ρ (а, | F | ), как ка-
жется на первый взгляд, а ве-
личины г | F | и аг, которые
являются полярными координа-
тами (центра тяжести) распреде-
ления вероятности (см. рис. 14).
Если распределение имеет один
максимум, то практически это
равнозначно, если же максиму-
ма два и они отдалены друг
от друга, то данная амплитуда
несет мало полноценной инфор-
мации и ее вклад в ряд Фурье
соответственно уменьшается
пропорционально величине г.
Процедура нахождения аг и г
поручается машине (на основе
такого подхода была показана

возможность поиска белковых структур по одному изоморфному заме-
щению 5 в ) .

Таким образом, метод введения тяжелых атомов и определения фаз
по изоморфным сериям является на сегодня основной, но, к сожалению,
очень узкой дверью в мир белковых структур. Имеются еще две «фор-
точки», на которых также следует остановиться.

При рассеянии рентгеновских лучей с длиной волны, близкой к краю
поглощения данного атома, имеет место явление аномальной дисперсии.
К обычной, действительной величине атомной амплитуды /0 в этом слу-
чае добавляются также действительная часть Δ/' и мнимая ίΔ/ ":

При выборе подходящей длины волны величина /" для тяжелых
атомов, дающих основной вклад в аномальное рассеяние, может соста-
вить 15% /0.

Рис. 13. Пример определения фазы а Б для
одного отражения миоглобина.

Использовано пять производных; окружность, со-
ответствующая 1 F B | (белку) — жирная.
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Заметим прежде всзго, что в случае обычного рассеяния, согласно
(5), (И),

FH = FLH, Ι ^ Η Ι Η ^ - Η Ι , α Η = — α _ Η ,
т. е. центросимметричные в обратном пространстве амплитуды hkl и likl
являются комплексно сопряженными, а их модули одинаковы и экспе-
риментально они неразличимы (закон Фриделя). Однако закон Фриделя
не выполняется в случае аномального рассеяния "•58. Рассмотрим для

г В

\

Рис. 14. Распределение вероятности ρ (α,\ FB\) на комплексной

плоскости.
Для построения наилучшего синтеза Фурье используют не наиболее
вероятное значение ct, \F\ (1), а значение, соответствующее центру

тяжести распределения с полярными координатами <*r, r I F | (G)·

простоты случай, когда единственным атомом, рассеивающим аномально,
является тяжелый атом Т; тогда

F (Н) = 2 fj ехр (2лгг;Н) + / т ехр (2лг"гтН) +
i

+ г/т ехр (2rarTH) = FB, τ(Η)-ι-/τ ехр Г i Г2лг тН -f4f J Ί . (25а)

Центросимметричное отражение имеет амплитуду

F W = 2 /> е х Р [2лгг; ( —Η)] + /ί ехр [2лггт ( —Н)] -\-
з

-\ if τ ехр [2лггт ( —Н)] = FE, τ (Η) + / т ехр [ г (̂  — 2лг тН 4- | Л ] . (256)

Соответствующая диаграмма дана на рис. 15. Мы видим, что для F-в, Τ
без учета аномального рассеяния закон Фриделя F B , τ (Η) = F%t T (Η)
выполняется. Однако мнимая часть / т в обоих случаях имеет фазовый
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сдвиг +-?>-; после этого

ι π (\\\ ι =J= ι ρ /τϊ\ ι Ο^νΛ
Λ. Ι XX ι -/• " Λ Ι XXI * Ι ώνϋ/

Учет аномального рассеяния дает возможность, во-первых, определять
абсолютную конфигурацию молекул в энантиоморфных кристаллах
и, во-вторых, определять положение аномально рассеивающих атомов
Τ 5 9 " β 2 , для чего в принципе достаточно иметь одну изоморфную произ-
водную в з . Эффект аномального рассеяния в исследованиях белковых
кристаллов используют чаще всего в комбинации с обычным методом
тяжелого атома 6 1 .

Имеется еще одна идея расшифровки структуры белков 6 4 · 6 5 . Уже
упоминалось, что некоторые белковые молекулы построены из одинаковых
субъединиц S.

Каждая субъединица характеризуется своим векторным набором

межатомных пиков 2 Чзъ\ набор пиков другой субъединицы 2 Qjk
Si S2

такой же, но он ориентирован иначе, и оба они содержатся в функ-
ции Паттерсона (14). Построим «самопересечение» этой функции при
вращениях:

) dvT, (26)

где г' = [С] г; [С] — матрица преобразования координат при вра-
щениях. Функция R обладает три-

, виальными максимумами при вра-
/£(Н) />-~Jz(^) щениях соответственно кристалло-

графической симметрии, но будет
также иметь и нетривиальные ма-
ксимумы θ 1 ( ψι совпадений 2 4ih

и 2 1jk, что и определит относи-
тельную ориентацию субъединиц.
Этот метод применялся при изу-
чении инсулина, но еще не дал
существенных результатов.

Основным же методом на се-
годняшний день является метод
тяжелых изоморфных добавок.

§ 3. СТРОЕНИЕ МИОГЛОБИНА
И ГЕМОГЛОБИНА

Рис. 15. Фазовая диаграмма для центро- Миоглобин и гемоглобин—гло-
симметричных отражений F (Н) и F (Н) булярные белки, обратимо связы-

в случае аномального рассеяния. вающие молекулу кислорода О2-
Гемоглобин красных кровяных те-

лец переносит кислород в токе крови. Присоединение или отдача кислорода
регулируются его парциальным давлением, и, таким образом, гемоглобин
насыщается кислородом в легких, где его много, и отдает его тканям, где
кислород потребляется. Гемоглобин косвенно участвует и в другой стороне
дыхательного процесса — выносе СО2 венозной кровью.

Миоглобин — белок, запасающий кислород в мышцах и расходую-
щий его по мере их работы. Эта функция особенно важна для животных,
осуществляющих дыхание с перерывами, поэтому весьма богаты миогло-
бином мышцы китов, тюленей, дельфинов, пингвинов.
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Миоглобин и гемоглобин, кроме белковой части — глобина, содержат
простетическую группу — гем

Н2С = GH Η СН 3

сн 2 СООН
Н3С — С С С

I I!
С — Ν Ν

НС Fe
\ / \
С Ν Ν
II I I
с с с

н е с с
II I I
СНо СНо Н

с

с

:С
|

С'

СН

GH (27)

соон

I
СН 3

Атом Fe+ + , лежащий внутри порфиринового кольца, и является непо-
средственным исполнителем роли мягкого обратимого связывания моле-
кулы О2. Однако ни сам по себе атом Fe+ +, ни этот атом в составе гема
такой функцией не обладает, она появляется лишь во взаимодействии гема
с глобином. Если же белковый компонент иной, например, в каталазе,
также имеющей гемы, то и функция гема становится иной.

Дж. Кендрью и его сотрудники в Кембридже начали рентгенострук-
турное исследование миоглобина вскоре после окончания второй мировой
войны 1 β · 5 5 - β 6 - 7 0 . После ряда испытаний они выбрали для исследования
миоглобин кашалота, дающий хорошие кристаллы (см. рис. 5). Молеку-
лярный вес этого белка около 18 000, он содержит 153 аминокислотных
остатка, т. е. приблизительно 1200 атомов, не считая водородных. Миогло-
бин имеет одну концевую аминогруппу; это свидетельствует о том, что
он состоит из одной полипептидной цепи, не имея цистеиновых S — S-мости-
ков. Первичная структура миоглобина во время проведения рентгено-
структурного анализа не была известна, теперь она выяснена как
в результате самого рентгеновского исследования, так и химическим
путем п .

Элементарная ячейка влажных кристаллов типа А миоглобина каша-
лота моноклинная: а = 64,6 A, b = 31,1 А, с = 34,8 Α, β = 105,5°,
пространственная группа симметрии Р2и ячейка содержит две молекулы
белка. Многочисленные пробы позволили найти пять добавок, дающих
изоморфные кристаллы: K2HgJ4, AgNO3, /?-хлормеркурбензосульфонат,
Hg(NH3)

+ +, р-иодфенилгидроксиламин и некоторые другие. Нахождение
положений тяжелых атомов (см. рис. 11) позволило далее графически
определить фазы (см. рис. 13).

Построение проекций не дало существенных результатов. Впервые
представление о третичной структуре молекулы миоглобина и белковых
молекул вообще дал трехмерный синтез Фурье с разрешением 6 А
(1957 г.) (рис. 16 и 17). Молекула имеет формуонесколько уплощенной,
трехгранной призмы, размеры ее 25 X 35 X 45 А. Синтез выявил стерж-
необразные сгущения электронной плотности диаметром 5 А, отстоящие
друг от друга примерно на 10 А и расположенные весьма сложным обра-
зом (см. рис. 17). Уже на этой стадии не было сомнений, что это — полипеп-
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тидная цепь в виде α-спирали. Вследствие недостаточного разрешения
сначала нельзя было совершенно точно определить следование цепи,
поскольку между стержнями в нескольких местах наблюдались мостики

Рис. 16. Одно из сечений синтеза Фурье миоглобина с разрешением 6 А.
А — D — сечения α-спиралей, Η — гем.

повышенных значений электронной плотности. Однако на следующей
стадии это было сделано совершенно однозначно. Плоский диск со зна-
чительной электронной плотностью был идентифицирован как гем.

Следующей стадией явилось построение синтеза Фурье по 9600 реф-
лексов с разрешением 2 А 5 5 · 6 8 (I960 г.). Синтез был выполнен в виде

96 сечений, перпендикулярных к оси а и отстоящих
на 2/3 А друг от друга (рис. 18). Этот синтез от-
четливо выявил следование полипептидной цепи,
которая в ранее обнаруженных стержнеобразных
участках теперь непосредственно разрешилась как
правая α-спираль с периодом 5,4 А (рис. 19). Боко-
вые радикалы R чередуются после поворота спи-
рали на 100° и с осевым интервалом 1,5 А. Модель
молекулы представлена на рис. 20 (см. также
рис.24, а). В α-конфигурации оказалось всего 118
остатков из 153 (т. е. около 70% остатков), α-спи-
раль наблюдается на восьми почти точно прямоли-
нейных участках (прямолинейна ось спирали), в
каждом из них от 7 до 24 остатков. На места
«изломов» и изгибов приходится около 48 остат-
ков, большинство изломов содержит три остатка,
в одном из перегибов содержится восемь остатков,
свернутых в виде S-образной петли (верхняя
правая часть рис. 17). Хорошо выявилась плоская
гемогруппа, лежащая касательно к поверхности
молекулы как бы в кармане, образованном из

складок полипептидной цепи (рис._ 18, б). Атом железа, вопреки ожида-
ниям, оказался отстоящим на 0,3 А от ее плоскости. Координация атома

Рис. 17. Трехмерная мо-
дель распределения вы-
соких значений электрон-
ной плотности в моле-
куле миоглобина, полу-
ченная при разрешении
6 А, дающая ход поли-
пептидной цепи (темный

диск — гем).
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Fe октаэдрическая; он окружен четырьмя атомами N порфиринового
кольца и подпирается со стороны молекулы одним из атомов N гистидино-
вого остатка полипептидной цепи. На шестое, наружное место на

а)

Рис. 18. а) Трехмерный синтез Фурье миоглобина с разре-
шением 2 А — набор плоских сечений, б) Участок синтеза,

соответствующий гему.

расстоянии 2,1 А и садится молекула кислорода, присоединяющаяся к
миоглобину. Исследование распределения электронной плотности в боко-
вых остатках даже при недостаточном разрешении 2 Λ позволило все же
идентифицировать около 100 из них, и эти данные оказались в хорошем
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согласии с химическими п . Было установлено положение 3Д атомов
молекулы.

В последние годы уточнение структуры ведется на основе всех 25 тысяч
рефлексов, разрешение 1,4 А, фазы находят циклами последовательных
приближений 7 0 (рис. 21). С полной
достоверностью определены положе-
ния 120 остатков и остальных 30—
с большой долей вероятности; раз-
решились 1100 атомов из 1200. Боль-
шинство заряженных и полярных
боковых радикалов R (лизин, арги-
нин, глутаминовая и аспарагиновая
кислоты, гистидин, триптофан, се-
рин, тирозин, треонин) расположены
на поверхности молекулы, тогда
как неполярные остатки находятся
внутри молекулы 72.

С помощью метода изоморфных
добавок Скоулди 7 3 исследовала

Рис. 19. α) Вид синтеза рис. 18 вдоль оси одной из α-спиралей.
б) Развернутое цилиндрическое сечение синтеза рис. 18 по одной

из α-спиралей.

миоглобин тюленя. Построение проекции Фурье с разрешением 4 А
и сравнение ее с аналогичной проекцией молекулы миоглобина кашалота
показало, что третичная структура — характер следования цепей —
у этих белков одинакова.

М. Перутц с сотрудниками провел большой цикл исследований различ-
ных гемоглобинов 17> 18> 4 2> 7 4" 8 0 . 12*>. Молекулярный вес гемоглобина 64 500,
молекула содержит около 5000 атомов С, Ν, О и столько же водородных
и четыре атома Fe. Она состоит из четырех попарно равных субъединиц,
две из них (α-цепи) содержат 141, две (β-цепи) —146 остатков, всего
574 остатка. Каждая субъединица содержит один гем. Однако молекула
гемоглобина — не механическое учетверение протомеров, темы в ней
взаимодействуют: если три из них присоединили О2, то способность чет-
вертого сделать то же самое резко увеличивается.

Известны четыре формы гемоглобина: оксигемоглобин (с Ог), вос-
становленный гемоглобин (без О2), карбоксигемоглобин («отравленный»
прочным присоединением СО), метгемоглобин (с трехвалентным Fe + + + ).

Еще в 1938 г. Гауровиц 8 1 обнаружил замечательный факт изменения
внешнего строения кристаллов гемоглобина при переходе от окси- к вое-
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становленной форме и обратно, свидетельствующий об изменении строе-
ния молекул при реакции с кислородом.

НС-2^

FG-2

СВ-2

£-2

ен-з
Рис. 20. Трехмерная модель молекулы миоглобина.
Стержни—ковалентные и водородные связи, шарик-атом Fe.

Наиболее полные рентгеноструктурные данные были получены для
кристаллов, характеристики которых приведены в табл. I I I .

Таблица III

Гемоглобин

Лошадь (окси)
Лошадь (восст.)
Человек (восст.)

Симметрия,
пространственная

группа

Моноклинная, С2
Ромбическая, С2224

Моноклинная, Р2^

а, А

109,0
77,0
63,4

Ь, А

63,5
81,8
83,6

с, А

54,9
92,7
53,9

β

110°53'

99°15'

Число
молекул
в ячейке

2
4
2
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В первоначальных работах были установлены форма молекулы,
характер ее гидратации (см. рис. 6), наличие в молекуле α-спиралей,
взаимная ориентация плоскостей гемов (последнее — методом парамаг-
нитного резонанса) и ряд других особенностей структуры.

Метод изоморфных добавок в сочетании с данными по аномальному
рассеянию позволил в 1960 г. получить трехмерный синтез Фурье кри-
сталлов оксигемоглобина лошади с разрешением 5,5 А (в ряд вошло

Рис. 21. Один из участков синтеза Фурье миоглобина с разреше-

нием 1,4 А.
В центре — гем, проектирующийся вдоль своей плоскости; к нему с одной
стороны примыкает остаток гистидина, с другой стороны —молекула воды,

занимающая место связываемого кислорода.

1200 рефлексов) (рис. 22). В качестве изоморфных добавок служили
/нхлормеркурбензоат, реагирующий с SH-группами β-цепей, дихлормер-
курацетат, меркурацетат и некоторые другие. Фазы были определены
по центроиду вероятности (см. рис. 14)о. Электронная плотность полипеп-
тидных цепей имеет значение 0,54 эл/А3 и выше. Если вырезать из всех
рассчитанных двумерных сечений ряда Фурье фигуры по такому контуру
и наложить их друг на друга, мы получим модель молекулы, изображен-
ную на рис. 22, а. Модель превосходно выявляет α (белые — рис. 22, б) и β
(черные — рис. 22, в) субъединицы молекулы, следование полипептидной
цепи в них и расположение гемов.

Молекулы расположены на оси 2 ячейки и, таким образом, сами
обладают осью 2. Четыре субъединицы компактно уложены в эллип-
соид 50 X 55 X 64 А. Укладка их такова, что приблизительно осуще-
ствляется тетраэдрическая точечная симметрия молекулы. Контакт
между субъединицами одинакового типа сравнительно мал, вследствие
этого вдоль оси 50 А (совпадающей с истинной осью 2) имеется канал
и с обеих сторон выемки. Как и в миоглобине, темы лежат в специальных
«карманах». Атомы железа находятся на расстояниях: F e a — F e a 3 6 , 0 A ,
Fep - Fep 34,3 A, Fe a — Fep 25,2 A.

Комбинирование известных данных о первичной структуре цепей
гемоглобина при знании конфигурации цепи, полученной рентгенострук-
турным анализом, с подробными известными данными о структуре мио-
глобина сильно облегчило анализ строения гемоглобина и позволило
дать модель третичной структуры с рядом подробностей 8°.чо (рис. 24).
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Сравнение первичной структуры, т. е. последовательности распо-
ложения аминокислотных остатков R в а- и β-цепях, показывает, что
в 78 положениях из 150 имеются замены R, и все же оказалось, что тре-
тичная структура обоих протомеров почти тождественна (рис. 22, б, в).

Рис. 22. о) Модель молекулы оксигемоглобина лошади: наложенные сечения трех-
мерного синтеза Фурье с разрешением 5,5 А (а—белые субъединицы, β—черные, диски—
гемы, Ог — место прикрепления О2). б) β-цепь. Указаны положения некоторых R.
в) α-цепь (перевернута «вверх ногами» по отношению к положению, показанному на
рисунке (а), после чего хорошо видна близость третичной структуры обоих протомеров).

Еще более поразительным оказался факт такой же близости третичной
структуры обоих этих протомеров и миоглобина (рис. 24), который уже
существенно отличен от них по первичной структуре. Действительно,
если сравнить между собой эти три последовательности, то в них одина-
ковые позиции занимают всего лишь 20 R.
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В последних работах ш · 1 2 1, стремясь выяснить факторы, опреде-
ляющие третичную структуру, и связь ее с первичной, Перутц, Кендрью
и Ватсон провели сопоставление 18 последовательностей, известных для
дыхательных белков: двух миоглобинов и 16 а- и β-цепей гемоглобинов
животных разных видов. Оказалось, что среди них идентичные позиции
занимают всего 9 R, имеющие, очевидно, жизненное значение для тре-
тичной структуры. Действительно, пять из них контактируют с гемом,
другие четыре образуют межцепные стабилизирующие связи или опре-
деляют изломы α-спиралей.

Однако, по-видимому, не меньшую роль играет другой факт:
расположение внутри протомера во всех случаях только неполярных

(гидрофобных) остатков. Неполярные
(Н) остатки следующие: гли, ала, вал,
лей, илей, фал, про, цис, мет, три,
тир; остальные — полярные (П). Число
П- и Η-остатков в рассматриваемых
белках, как и в большинстве белков
вообще, приблизительно равно, т. е.
составляет 70—80. Полностью внутри
молекулы, т. е. вне контакта с окру-
жающими белок молекулами Н2О, на-
ходится 33 остатка. Во всех 18 рас-
смотренных случаях эти 33 остатка
Η-типа, и хотя среди них есть мно-
жество замен одних R на другие, все
они являются заменами Η «--* Η, но
не Η —•> П. Таким образом, за сотни
миллионов лет эволюции дыхательных

ц б е л к о в мутации, т. е. замены Η — Η
моглобина человека (разрешение внутри протомера, не нарушали (а МО-

5,5 А) (ср. рис. 22, в). жет быть и совершенствовали) их струк-
туру и функцию. С другой стороны,

для 120 остатков, находящихся на поверхности или в ее впадинах (среди
них все П), наблюдаются замены любых типов: Η *~• Π, Η <—· Η, Π <—• Π.
Ниже мы остановимся на существе этих фактов.

Большой интерес представляло сравнение окси- и восстановленного
гемоглобина. Для подробного изучения был выбран восстановленный
гемоглобин человека 79, для которого к тому времени была установлена
первичная структура 8 2 и кристаллы которого более удобны для анализа,
чем кристаллы восстановленного гемоглобина лошади (см. табл. III).
(Полученные результаты были подтверждены и на восстановленном гемо-
глобине лошади 80.) Были получены три изоморфные производные и по-
строен синтез Фурье электронной плотности с разрешением 5,5 А. Стро-
ение а- и β-цепей (рис. 23), т. е. третичная структура, оказалась
в пределах ошибок измерений такой же, как и в оксигемоглобине лошади,
однако четвертичная структура восстановленного гемоглобина (и человека,
и лошади) претерпела одно важное изменение. Оно заключается в сле-
дующем: α-субъединицы не изменяюто своего взаимного расположения, но
β-субъединицы раздвигаются на 7 А, как бы скользя по поверхности
α-субъединиц, так что расстояние α — β не меняется. Лучше всего
судить об этом по изменению расстояний между атомами Fe3 — Fep
(рис. 25), которое возрастает от 33,4 до 40,3 А. Этот замечательный
эффект изменения четвертичной структуры гемоглобина при ее реакции
с О2 Перутц образно назвал «дыханием» молекулы, которая, правда,
расширяется не при «вдохе»— присоединении кислорода, а при «выдохе»—

Рис. 23. α-цепь восстановленного ге-



Рис. 24. Близость третичной структуры и β-цепи гемоглобина (слева) и молекулы миоглобина (справа).
Остатки пронумерованы; остатки пролина часто находятся на изломах цепи.
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его отщеплении и, наоборот, сужается при «вдохе». Тем самым была
конкретизирована причина изменения кристаллической структуры при
переходе оксигемоглобин — восстановленный гемоглобин 8 1. Рентгенов-
ский контроль кристаллов восстановленного гемоглобина лошади и их
перехода в кристаллы оксиформы позволил по появлению новых отраже-
ний установить, что этот переход осуществляется в две ступени. Сначала
процесс идет статистически и получается структура типа разупорядочен-
ного твердого раствора оксимолекул среди восстановленных, а на опре-
деленной стадии возникает упорядочение 8 0. Кто мог предположить, что
и к белковым кристаллам приложимы
эти «металловедческие» представ-
ления? Однако,конечно, наиболее ин-
тересен сам эффект изменения строе-
ния молекулы, который, по-видимо-
му, вообще характерен для энзима-
тических реакций, осуществляемых
глобулярными белками.

Разрешение 5,5 А, использовав-
шееся в описанных исследованиях
гемоглобина, не позволяет судить,
вызывается ли изменение четвертич-
ной структуры какими-либо незначи-
тельными изменениями строения а~ и
β-субъединиц. Скорее всего, эти из-

Рис. 25. Схема изменения четвертичной
структуры гемоглобина при окислитель-
но-восстановительном процессе: «дыха-
ние» молекулы (штриховые линии со-
ответствуют восстановленной форме).

менения малы и они являются слож-
ным результатом смещения равнове-
сия электростатических и прочих сил,
которые определяют расположение субъединиц, — смещения, инициируе-
мого присоединением (отщеплением), возможно, лишь одной молекулы
О2 ко всей огромной молекуле белка.

Исследования миоглобина и гемоглобина позволили сделать еще
целый ряд интересных заключений 78~80. Известны «молекулярные болезни»
крови, связанные с тем, что в ней присутствуют вместо обычного те или
иные анормальные гемоглобины, в которых некоторые остатки замещены
на другие. Так, в плохо окисляющемся гемоглобине Μ замещены три
остатка, и эти три остатка расположены вблизи гема. Из этого можно
заключить, что они препятствуют контакту одного из Fe с кислородом.
Так называемая серповидная анемия вызвана заменой всего одного
остатка № 6 в β-цепи — глутаминовой кислоты — на нейтральный валин.
Здесь невозможно объяснить изменение функций молекулы из чисто
геометрических соображений, и оно может быть понято, по-видимому,
лишь с позиций электронной структуры. Расшифровки гемоглобина
и миоглобина явились блестящими достижениями, открывшими новую
страницу в рентгеноструктурном анализе и молекулярной биологии.
За эти работы М. Перутц и Дж. Кендрью получили в 1962 г. Нобе-
левскую премию. Ниже мы еще остановимся на общих выводах, каса-
ющихся структуры белков вообще, сделанных из этих иссле-
дований.

§ 4. ИССЛЕДОВАНИЯ ЛИЗОЦИМА И ДРУГИХ_БЕЛКОВ

В самое последнее время к двум подробно исследованным, описан-
ным выше белкам прибавился еще один — лизоцим, для которого построен
синтез Фурье с разрешением 2 А. Для химотрипсиногена, рибонуклеазы,

10 УФН, т. 88, вып. 3
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карбоксипептидазы построены трехмерные синтезы Фурье с разреше-
нием 3—6 А, для некоторых других белков — проекции.

В отличие от гемобелков, все названные энзимы обладают S — S-
мостиками и содержат мало α-спиральных участков, что создает большие

трудности в интерпретации
синтезов с разрешением
4 - 6 А.

На рис. 26 показан
трехмерный синтез Фурье
химотрипсиногена с разре-
шением 5 А поданным Кра-
ута 8 3 . Из этого белка (мо-
лекулярный вес 25 000,
243 остатка) в разных усло-
виях были получены кри-
сталлы шести типов, два
из них оказались удобными
для введения тяжелых ато-
мов. Были испробованы 200
различных добавок, четыре
из них дали изоморфные
кристаллы, что и позволи-
ло определить фазы и по-
строить синтез. Эллипсо-
идальная молекула (40 X

Рис. 26. Трехмерный синтез Фурье химотрипсино- χ 40 X 50 А) оказалась
гена с разрешением 5А (наложение сечений). весьма сложным перепле-

тением криволинейных

стержневых областей повышенной электронной плотности. Ясно, что
эти области соответствуют полипептидным цепям, однако имеющиеся их
разветвления нельзя однозначно приписать S \— S-мостикам либо самой
цепи; таким образом, установить ход
цепи при таком разрешении оказалось
невозможным. Только один относитель-
но короткий прямолинейный стержень
можно было аттрибутировать как α-спи-
ральный участок. На поверхности моле-
кулы имеется «вмятина», возможно, со-
ответствующая активному центру.

Малая информативность такого син-
теза, построенного после огромной ра-
боты, явилась несколько разочаровы-
вающим фактом, особенно после того,
как модели миоглобина и гемоглобина,
полученные с разрешением 6 А, позво-
лили получить гораздо больше интер-
претируемых данных. Счастливым обсто-
ятельством оказалось высокое содержа-
ние в гемобелках α-спиралей (~70%,
что не было известно заранее), проя-
вившихся как прямолинейные стержни;
отсутствие S — S-мостиков позволило однозначно установить следова-
ние цепи и проводить корреляцию с первичной структурой.

Почти столь же мало, как и в случае химотрипсиногеона, можно было
сказать на основании синтезов Фурье с разрешением 5 и 6 А лизоцима8 4·8 5,

Рис. 27. Трехмерная модель молеку-
лы лизоцима с разрешением 6 А.
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полученных в 1962 г. двумя группами исследователей — в Англии и США
(рис. 27). Однако недавно завершенная Блейком, Нортом, Филлипсом
и сотрудниками работа 86 по этому белку с разрешением 2 А (1965 г.)
представляет очень большой интерес, поскольку в ней расшифрована
молекула, обладающая совсем иными функциями, чем гемобелки,-_и, как
оказалось, значительно отличающаяся от них по структуре. Лизоцим
содержится в тканях многих животных и растений и обладает защитной

40

Рис. 28. Первичная структура лизоцима.
Сплошная черная линия указывает участки цепи, находящиеся в α-конформации. Подчеркну-

тые остатки находятся вблизи активного центра, остатки пронумерованы.

функцией — он может растворять некоторые бактерии. Механизм дей-
ствия этого энзима заключается в разрыве так называемых β-гликозидных
связей полисахаридов:

н

Η

Оч
Η

V
н

Η Η

- O N

(28)

(эта связь указана стрелкой), входящих в стенки бактериальных клеток.
Молекулярный вес лизоцима 14 600, последовательность 129 его остат-
ков, среди которых четыре S — S-мостика, известна (рис. 28).

Кристаллы лизоцима белка куриных яиц тетрагональные, простран-
ственная группа Ρί32{2, а = 79,1 А, с = 37,9 А, число молекул в ячейке 8.
На разных стадиях исследования использовались различные добавки
с тяжелыми атомами; для разрешения 2 А эффективными оказались шесть:
HgJ~~, PdCl2, UO2F~ и др. Измерения 9040 отражений были проведены
на автоматическом линейном дифрактометре, фазы определены методом
центроида. Вследствие высокой симметрии амплитуды 1640 отражений
МО, hOl, khl действительны, т. е. для них а — 0 или π, что облегчило
исследование.

Синтез Фурье был выполнен в виде 60 сечений, перпендикулярных
к оси с, один блок из 10 сечений показан на рис. 29. Синтез подтвердил
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правильность полученной ранее модели с разрешением 6 А (см. рис. 27),
но позволил точно проследить ход полипептидной цепи, выявить α-спи-
ральные участки, S — S-мостики и идентифицировать почти все R как
в спиральных, так и в неспиральных участках (хотя атомы не были раз-
решены). На рис. 30 показана модель молекулы (ср. рис. 28).

Молекула очень приблизительно может быть описана как эллипсоид
45 X 30 X 30 А. В α-спиральной конформации находится 55 остатков
из 129, имеется шесть таких участков, некоторые очень короткие (см.
рис. 28 и 30). Процент спирализации (~ 40%) значительно меньше, чем
в миоглобине. Характер третичной структуры остальной части молекулы

весьма сложен. На участке ос-
татков № 35—80 цепь свернута
очень прихотливо, так что три
ее отрезка приблизительно аи
типараллельны и образуют не-
что вроде петли. Каждый ди-
сульфидный мостик примыкает
по меньшей мере к одному
α-спиральному участку.

Сложный характер молеку-
лы не позволяет так ясно, как
в случае гемобелков, обозначить
ее «поверхность» и «внутреннюю
часть». Если все же такое раз-
деление произвести, то тенден-
ция расположения гидрофиль-
ных остатков на поверхности,
а гидрофобных внутри молеку-
лы не проявляется столь чет-
ко, как в миоглобине.

Особый интерес представ-
ляет значительное продолгова-
тое углубление в молекуле
(оно было видно и при разре-
шении 6 А), показанное на

рис. 30. Остатки, прилегающие к нему, относятся совсем к различным
частям цепи — они отмечены на рис. 28. К этому углублению примыкает
очень правильно построенный гидрофобный «карман» из остатков № 28,
108 и 111 триптофана, 105 метионина и 23 тирозина. Это углубление
вместе с карманом, судя по всему (в том числе и по химическим данным),
является активным центром молекулы, попадая в который молекула
субстрата (28) подвергается специфическому воздействию.

Осуществив энзиматическую реакцию, молекулы белка освобождают-
ся от субстрата, что затрудняет изучение лабильного комплекса энзим —
субстрат. В то же время есть близкие по строению к субстрату вещества —
ингибиторы, которые (наподобие неточного ключа к замку) «застревают»
на молекуле энзима и блокируют его активность.

С лизоцимом был проведен изящный рентгенобиохимический экс-
перимент87, который, по-видимому, явится прообразом многих таких
опытов в дальнейшем. Были подобраны ингибиторы (И), близкие по строе-
нию к (28), в том числе так называемый N-ацетилглюкозамин, его димер —
хитобиоза и др.

Ранее при изучении некоторых производных миоглобина было уста-
новлено, что если построить разностный синтез Фурье по амплитудам
II -^Б. τ ! — | /"Б Ц и фазам чистого белка ав, этот синтез даст электронную

Рис. 29. Участок трехмерного синтеза Фурье

лизоцима с разрешением -Λ.
А — А'—ось одной из α-спиралей, В—другая α-спи-
раль, расположенная приблизительно перпендику-

лярно к плоскости чертежа.
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плотность молекулы «довеска» 8 8. Этот прием был применен для устано-
вления положения ингибитора.

Кристаллы ингибированного лизоцима оказались изоморфными кри-
сталлами чистого лизоцима и были подвергнуты рентгеносъемке. Синтез
по \\FB, И | — | ^в || и сев С разрешением 6 А дал максимум электронной

Рис. 30. Трехмерная схема расположения аминокислот-
ных остатков (кружки) в молекуле лизоцима.

Остатки пронумерованы в соответствии с рис. 28. Заштрихо-
ванные цилиндрики — мостики S — S; α-спиральные участки

заштрихованы.

плотности, соответствующий положению молекулы И. Оказалось (рис. 31),
что ингибитор действительно размещается в описанном выше углублении
молекулы лизоцима, хотя, конечно, точное его расположение можно будет
установить только при повышении разрешения.

Расшифровка лизоцима явилась новым крупным достижением рентге-
новской кристаллографии белков. Общее состояние исследований в этой
области суммировано в табл. IV. (см. также обзоры 41- 49· s 9>9 1). Мы дадим
к ней только некоторые комментарии.

Пятнадцатилетние исследования рибонуклеазы — чрезвычайно инте-
ресного белка, энзиматической функцией которого является разрывание
цепочки РНК (рибонуклеиновой кислоты) на отдельные нуклеотиды,
по-видимому, скоро будут завершены Харкером и его сотрудниками
(США) 9 2>9 3. Молекулярный вес этого белка 13 683, он имеет 124 остатка,
четыре S — S-мостика. Харкер и его сотрудники получили кристаллы 15
типов; в один из них удалось ввести пять добавок, главным образом орга-
нических красителей, содержащих тяжелые атомы. В 1964 г. был полу-
чен синтез с разрешением 3 А. Работавшей параллельно в Англии группе
Карлайля 94 удалось получить лишь одну производную, и полученный
синтез не был достоверен.

Уже более 20 лет ведутся исследования инсулина (4) — белка, управ-
ляющего сахарным обменом 9 8 - " (мол. вес 5733), над которым работают
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Т а б л и ц а IV*)

Рентгеновские исследования кристаллических белков

Белок
(его источник)

Миоглобин (ка-
шалот)

Миоглобин (тю-
лень)

Гемоглобин (ок-
си, лошадь)

Гемоглобин
(восст., человек)

Гемоглобин
(восст., лошадь)

Гемоглобин
(окси, бык)

Гемоглобин (ми-
нога)

Рибонуклеаза
(бык)

Рибонуклеаза
(бык)

Лизоцим (белок
куриного яйца)

Лизоцим (белок
куриного яйца)

Лизоцим (инги-

бир.)
Лизоцим (инги-

бир.)
Химотрипсино-

ген А (бык)
Химотринсин α

(бык)

Химотрипсин γ

(оык)
Инсулин (свинья)

» »

» (бык)

Карбоксипепти-
даза (бык)

Лактоглобулин
(молоко коровы)

Папаин С (сок
папайи)

Карбонангидра-
за С (человек)

Алкогольдегид-
рогеназа (ло-
шадь)

Лактикдегидро-

геназа
Глюкагон (овца
Пепсин (бык)

Молеку-
лярный

вес

"\

1 17 800

J

I R7 000
s \J 1 \J\J\J

1

18 400

i 13 683

J

)

I 14 400

25 000

25 000

25 000

)
ί 5 733

ίJ
34 300

35 000

22 000

30 000

83 000

140 000

3 483
34 500

Симметрия,
пространствен-

ная группа

Монокл., Ρ2ι

Монокл., А2

Монокл., С2

Монокл., Р2\

Ромбич., С2224

Ромбич.,
Р212121

Монокл., С2

Монокл., P2t

То же

Тетр., P432 t2

То же

» »

Трикл., Pi

Ромбич.,
P212i21

Монокл., P2t

Тетр., PAtffo

Ромбоэдр., ДЗ

Монокл., Р2 4

Ромбич.,
Р2&21

Монокл., P2t

Ромбич., В22{2

Ромбич.,
P2i2i2l

Монокл., Р2у

Монокл., Р2{

Тетр., /42

Кубич., Р243
Монокл., Ρ2ι

Число
моле-
кул в
ячей-

ке

2

2

2

2

4

4

8

2

2

8

8

8

1

4

4

8

12

12

16

2

4

4

2

2

4

12
4

Состояние **)
исследований

ЗМ,1,4А(1963

2М, 2 А (1963

ЗМ, 5,5 А
(1959) „

ЗМ, 5,5 А
(1963)

2М, 5,5 А
(1964).

2М, 6 А (1960)

Эксперимент

ЗМ, 3 А (1965)

ЗМ, 6 А (1962)

ЗМ, 5 А (1962)

ЗМ, 2 А (1965)

ЗМ, 6 А (1965)

ЗМ, 6 А (1962)

ЗМ, 4 А (1963)

Расчеты

Эксперимент

Расчеты ЗМ

» 3

» 3

ЗМ, 5 А (1965)

2М, 4 А (1963)

2М, 5 А (1962)
ЗМ, 5 А (1966)
2М, 5,5 А

(1965)
Эксперимент

»

»

Исследователи,
литература

(страна) ***)

Кендрью, Ват-
сон 6 в - 'о
(Англия)

Скоулди ' 3

(Англия)
Перутц ' * - "

(Англия)
Мюрхед, Пе-

р у т ц 7 9 (Анг-

лия)
ПеруТЦ 80, 120(Англия)
НОРТ 5, ГрИН «1

(Англия)
Лёв (США)

Харкер, Кар-
та 43ι 92; 93
(США)

Карлайль 9 4

(Англия)
Корей 84

(США)
Филлипс,

Норт88(Анг-
лия)

Филлипс 8 7

Диккерсон 9 5

Краутвз(США)

Б л о у 9 6 (Анг-
лия)

Девис 9 7 (США)

Хочкин 9 8

{АНГЛИЯ^
Хочкин9»(Англия)
Лоу 10°, 1 0 1

(США)
Липскомб 1 0 2

/ГЧТГ А \
(США)

Г р и н 1 0 3 (Анг-лия)
Дрент 1 0 4

(Голландия)
Страндберг 1 0 5

(Швеция)
Бренден (Шве-

ция)

Россман(США)

Кинг 1 0» (США)
Андреева 9 1

(СССР)
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Белок
(его источник)

Трипсин (бык)

Цитохром С (ло-
шадь)

Глицеральдегид-
рофосфат — де-
гидрогеназа
(краб)

Белок вируса та-
бачной мозаики

Ферритин (ло-
шадь)

Молеку-
лярный

вес

24 000

12 000

140 000

17 400

747000

Симметрия,
пространствен-

ная группа

Ромбич.,
по 9 О

Ромбич.,

Спиральная

Кубич.

П р о д о л ж е н и е

Число
моле-
кул в
ячей-

ке

4

4

—

432

Состояние **)
исследований

Эксперимент

»

»

Расчеты

Изучение чет-
вертичной
структуры

т а б л . IV*)

Исследователи,
литература
(страна)·**)

Вайнштейн
(СССР)

Диккерсон
(США)

Ватсон 1 2 2

(Англия)

Холмс 1 0 8

(Англия)
Гариссон 1 0 7

(Англия)

*) В основном по данным обзора ·<·. В таблицу не вошел ряд данных, касающихся
изучения некоторых модификаций различных белков, элементарных ячеек и т. п. (см.
обзоп 41Λ

**) ЗМ и 2М — соответственно трехмерный и
Τ ι ι "ί г · ι 111: *' Ч И А

двумерный синтез Фурье; далее указано
{ М О j Ί l !H if H U *

***) Указаны руководители исследовательских групп.

две группы — в Англии (гексагональный Zn-инсулин) и США 1 0 0 > ш

(ромбический инсулинцитрат и инсулинсульфат). Предложенные модели
не подтверждены прямым построе-
нием синтезов Фурье.

Кроме названных выше химотрип-
синогена 8 3 и карбоксипептцдазы 1 0 2,
обнадеживающие результаты получе-
ны для папаина ш , карбоникангид-
разы 1 0 5, химотрипсина 96, лактоглобу-
лина 1 0 3 . В Советском Союзе исследо-
вания кристаллических белков начаты
только в двух лабораториях, чего
явно недостаточно.

В заключение этого параграфа це-
лесообразно сказать несколько слов
о возможностях изучения структуры
белков методом электронной микро-
скопии 1 0 9" 1 1 1. Разрешение лучших сов-
ременных приборов 4—5 А формально рис. 31. Трехмерная модель лизоцима
соответствует уже тем низким разре- (разрешение 6 А), на которой за-
шениям, которые позволяют делать штрихованы области добавочной элек-
выводы о строении молекул. Основ- тронной плотности, выявленные раз-
ные трудности здесь методические,
касающиеся приготовления препара-
тов. Нужно, чтобы белок закристал-
лизовался в тонких слоях, далее препарат должен быть контрастиро-
ван введением веществ, сильно рассеивающих электроны (например
ФВК — фосфорно-вольфрамовой кислоты). Одним из немногочисленных
белков, от которых, используя указанные приемы, удалось получлть
электронномикроскопические снимки, является каталаза и о · 1 И (мол.
вес 250 000—рис. 32). Снимок выявляет совершенно закономерную струк-
ТУРУ· Однако, поскольку картина двумерна, выделить изображение отдель-
ных молекул и сделать обоснованные выводы об их трехмерной (хотя бы
о четвертичной) структуре трудно. Тем не менее этот путь не является

ностным синтезом.
Эти области соответствуют молекуле ин-

гибитора.
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бесперспективным и можно ожидать, что электронная микроскопия белко-
вых кристаллов даст в ближайшее время интересные результаты, особенно

Рис. 32. Электронномикроскопический снимок каталазы.
Увеличение 250 000х.

если учесть сравнительную простоту ее методики по сравнению с колос-
сальной трудоемкостью рентгенографического анализа.

§ 5. ФАКТОРЫ, ОПРЕДЕЛЯЮЩИЕ СТРУКТУРУ БЕЛКОВЫХ МОЛЕКУЛ.
СТРУКТУРА И БИОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ

Синтез белка происходит в рибосомальных частицах клетки (рис. 33) 1 1 2.
Генетическая информация, содержащаяся в последовательности нуклеоти-
дов ДНК (дезоксирибонуклеиновой кислоты), «переписывается» на цепочку

и-РНН

„ ~ / Рибосома /1алилептиа^-\
нал цепь

Глобулярный
белок

Аминокислоты
( Р )

нинокислоп
(т-РНК)

Рис. 33. Упрощенная схема биосинтеза белка.

и-РНК (информационной РНК); и-РНК проходит через рибосому, к ко-
торой непрерывно подаются аминокислоты (с помощью другой, так называе-
мой транспортной РНК). По генетическому коду каждой тройке нуклеоти-
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дов и-РНК соответствует определенная аминокислота. Таким образом,
согласно указаниям цепочки и-РНК рибосома «строчит» полипептидную
цепочку, пришивая к ней по одному звену и выталкивая его вместе с уже
готовым участком цепи. Следовательно, первый этап биосинтеза белка
фиксирует его первичную структуру и последовательность R.

Как же образуется пространственная структура глобулы, в которой,
как мы видели, полипептидные цепи свернуты весьма сложным, но един-
ственным для данного белка способом, так что часть их находится «внутри»
молекулы, а другая выходит на «поверхность», образуя сложный рельеф
из радикалов и функциональных групп. В клетках не обнаружено каких-
либо специальных устройств типа трехмерного «штампа», который бы
формировал вторичную и третичную структуры. Ряд данных указывает,
что эта структура возникает по принципу самоорганизации, т. е. данная
цепь в данных условиях может свернуться только в определенную струк-
туру, и никакую другую. Переходы нить — спираль — неупорядоченная
глобула хорошо известны в физико-химии полимеров 1 1 3, однако в случае
белков необходимо объяснить именно уникальность и определенность
возникающей структуры глобулы.

Такая определенность должна диктоваться индивидуальностью R
и их последовательностью. Например, известно, что остатки пролина
не могут входить в α-конформацию, и, таким образом, их положение
в цепи ограничивает возможную длину и размещение α-спиральных
участков. Действительно, все остатки пролина в миоглобине и гемоглоби-
не размещаются либо на изломах α-спиралей, либо в неспиральных уча-
стках (но в то же время есть изломы и неспиральные участки и без этих
остатков 72> 78· 1 2 1 ) . В большинстве случаев остатки цистеина CH2SH
замыкаются в дисульфидные мостики S — S-цистина (биосинтез дает
только цистеин), и тогда (см. (4) и рис. 28) это замыкание сразу ограни-
чивает возможные трехмерные конформации.

Исследования синтетических полипептидов, состоящих только из
одного сорта R, показали, что полипептиды, построенные из R = cep, тре,
вал, илей, цис, не образуют α-спиралей, и указанные остатки были назва-
ны антиспиральными. Однако статистический анализ расположения R
в миоглобине и гемоглобине 1 2 0· 1 2 1 показал, что, хотя некоторые изло-
мы почти полностью состоят из этих остатков, они не менее часто встре-
чаются и в α-спиралях; было также выяснено, что в изломах всегда при-
сутствуют гис, глу, асп.

Уже давно высказывались гипотезы 1 1 4, что организующим фактором
в образовании глобул может служить тенденция к собиранию неполярных
(гидрофобных) остатков внутри белковой глобулы, а полярных (гидро-
фильных) — на ее поверхности 1 1 5 - 1 1 7 . Такая закономерность действи-
тельно проявилась в миоглобине и гемоглобине. Молекулы воды, при-
соединяясь к полярным R, образуют вокруг глобулы двойной электро-
статический слой, что экранирует поле этих R и уменьшает свободную
энергию. При контакте гидрофобных R с молекулами Н2О последние
упорядочиваются, что уменьшает энтропию. Поэтому этим R «выгодно»
собраться вместе внутри молекулы и избежать контакта с молекулами
воды. Все это ведет к минимуму свободной энергии и увеличению энтро-
пии системы глобула + вода, т. е. стабилизирует ее. В то же время ван-
дер-ваальсово взаимодействие неполярных R достаточно для объяснения
притяжения и компактной укладки цепей внутри глобулы 72· 78.

Отметим, что если принять гипотезу о расположении гидрофобных
групп внутри молекул, можно понять тенденцию к образованию субъеди-
ниц в белках большого молекулярного веса 1 1 8 . Отношение числа остатков
обоих типов в белках колеблется в сравнительно узких пределах. Значит,
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и отношение «поверхности» к «внутреннему объему» может сохраняться
лишь при некотором объеме глобулы. Если его превзойти, то гидрофиль-
ным R места на поверхности не хватит. Тогда белкам с большим молеку-
лярным весом «ничего больше не остается», как образовать субъединицы
и увеличить за счет этого долю поверхности.

Предположение о том, что первичная структура определяет вторичную
и третичную, находит подтверждение в интересных опытах по так называе-
мой обратимой денатурации 2>11в> ш . Определенными агентами можно разо-
рвать все S — S-связи в белке (так делалось с рибонуклеазой, трипсином,
лизоцимом). Тогда белок теряет свои ферментативные свойства и по всем
данным его трехмерная структура разваливается (денатурируется) —
молекула плавает в растворе в виде неупорядоченной цепочки, в которой,
однако, первичная структура — последовательность R — сохранена.
Теперь можно другими реагентами восстановить S — S-связи; оказывается,
это ведет к восстановлению ферментативной активности и всех свойств
глобулярного белка, вплоть до кристаллической структуры. Следова-
тельно, полностью восстанавливается пространственная структура молекул.

Мы перечислили кратко факты, свидетельствующие в пользу гипо-
тезы «самоорганизации» на основе задания первичной структуры. Однако
есть другая группа фактов, которые малопонятны с этой точки зрения
или противоречат ей. Например, с инсулином (4) опыты по обратимой
денатурации не удавались. Непонятно, что определяет правильность замы-
кания S — S-мостиков между данной парой SH, а не иной, хотя других
возможностей замыкания при наличии, например, восьми SH (как в лизо-
циме и рибонуклеазе) гораздо больше. Тенденция к гидрофильной поверх-
ности слабо выражена в лизоциме (§ 5). Наконец, до последнего времени
оставалось загадкой, почему при очень больших различиях в первич-
ной структуре гемобелков их третичная структура в основном тождест-
венна.

Однако все эти факты постепенно получают свое разъяснение, и ста-
новится ясным, что принцип самоорганизации в определенных условиях
среды должен быть положен в основу понимания путей образования
трехмерных структур глобулярных белковых молекул и вообще биоло-
гических глобулярных структур из цепных молекул биополимеров.
Можно полагать, что трехмерная глобулярная структура, возникающая
сразу же после завершения образования всей полипептидной цепочки,
вышедшей из рибосомы, является термодинамически наиболее выгодной,
наиболее устойчивой в данных условиях, причем ее устойчивость и воз-
можность образования данной уникальной трехмерной конформации
подготовлены всем процессом эволюции данного белка. Анализ миогло-
бина и гемоглобина 120> ш показывает, что определяющей третичную
структуру может быть и не первичная структура, как таковая, а неко-
торые ее инварианты — сохранение небольшой части фиксированных R
в определенных местах цепи и фиксация лишь неполярности (Н) дру-
гих R без требования строгой их индивидуализации. С другой стороны,
для большинства ферментов (например, лизоцима, рибонуклеазы) трех-
мерная конструкция менее стандартна (в них мало α-спиралей), она
поддерживается более сложным равновесием сил, гидрофобные взаимо-
действия играют, по-видимому, относительно меньшую роль. Поэтому
для них возможности вариации первичной структуры должны быть суще-
ственно меньше.

Принцип самоорганизации на отдельных, трудно идущих ее этапах
может быть дополнен вмешательством специальных агентов. Так, напри-
мер, имеются данные, что быстрая перестройка S — S-связей осущест-
вляется специальным ферментом.
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Выясненные в результате биохимических и рентгеноструктурных иссле-
дований основы строения глобулярных белков подняли ряд новых вопросов.
Один из них — это очень большая доля объема белковых молекул (т. е.
и общего числа остатков), не принимающих никакого видимого участия
в работе активного центра, который формируется из относительно малого
числа остатков. Является ли этот объем только необходимым массивным
фундаментом для установленного на нем тонкого ферментативного меха-
низма, способствует ли он работе этого механизма или остался частично
как рудимент эволюционного процесса,— не ясно. Разные факты подкреп-
ляют и одно, и другое объяснение. Так, от молекул некоторых белков
можно оторвать значительную часть цепи, практически без изменения их
ферментативной активности *•> 2. Но в то же время на примере гемоглобина
мы видели чувствительность всей структуры огромной молекулы к присое-
динению к ней всего лишь одной молекулы О2. Важность структуры
молекулы в целом, во всяком случае некоторых белков, особенно ярко
видна на примере недавно открытого явления, так называемого аллосте-
рического ингибирования 1 1 в, при котором ферментативная активность
блокируется присоединением специального ингибитора не в активном
центре, а совсем в другом месте молекулы 2. Только сняв этот «предохра-
нитель», можно запустить ферментативную реакцию, что и служит для
регуляции этих процессов. По-видимому, при аллостерической реакции
происходит переориентация субъединиц или какое-то другое изменение
четвертичной, а может быть, и третичной структуры.

Так или иначе, но каждая молекула данного белка представляет
собой сложнейший, уникально построенный специально для выполнения
данной специфической функции пространственный механизм. Поняты
отдельные принципы его атомной архитектуры, многие особенности
реакций объясняются химической индивидуальностью отдельных ради-
калов и их комбинаций, для объяснения отдельных фактов привлекаются
представления об электронной структуре. Но единого подхода к описанию
строения и свойств таких молекул пока не выработано. Белковая моле-
кула — упорядоченная и конденсированная атомная микросистема,
стабильная в очень узких условиях и в зависимости от контакта с други-
ми молекулами способная принимать ряд состояний. На повестке дня
стоит рассмотрение ее с позиций физики твердого тела, но не периоди-
ческого, как кристалл, хотя и с некоторой внутренней одномерной псев-
допериодичностью полипептидной цепи.
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