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На основе данных спектроскопии ЯМР (интегральных 
интенсивностей кросс-пиков ЯЭО, КССВ и скоростей обмена 
амидных протонов на дейтерий растворителя) проведен расчет 
пространственной структуры циклотида kalata B1 из растения 
Oldenlandia affinis, связанного с мицеллами детергента, 
моделирующими мембранное окружение. Впервые было показано, 
что пептиды-циклотиды связываются с мицеллами детергентов 
и возможно обладают мембранной активностью. 

 
 Сокращения 
o DPC, додецилфосфохолин; 
o DQF-COSY, корреляционная спектроскопия с двухквантовым фильтром; 
o KB1, пептид kalata B1; 
o KB7, пептид kalata B7; 
o NOESY, спектроскопия ЯЭО;  
o TOCSY, тотальная корреляционная спектроскопия; 
o 5-Доксилстеариновая кислота, 

5–4’,4’-диметилоксазолидин-N-оксил стеариновая кислота; 
o 16-Доксилстеариновая кислота, 

16–4’,4’-диметилоксазолидин-N-оксил стеариновая кислота; 
o АП, антимикробные пептиды; 
o ККМ, критическая концентрация мицеллообразования.  
o КССВ, константа спин-спинового взаимодействия; 
o ЯМР, ядерный магнитный резонанс; 
o ЯЭО, ядерный эффект Оверхаузера. 

Введение 
Эукариотические организмы живут, в общем, в гармонии с окружающим их 

множеством патогенных бактерий. Роговая оболочка глаза животных почти всегда 
инфекционно чиста, насекомые выживают без лимфоцитов и антител, а зерна растений 
прорастают в земле богатой почвенными микробами. Все это происходит благодаря 
специальным агентам – антимикробным пептидам (АП), которые высшие организмы 
производят для защиты от микробов. АП обладают широким спектром действия и 
составляют основу так называемого врожденного иммунитета. 

Выбор природой мишени для действия этих пептидов видимо определялся 
следующими требованиями.  

o Для селективной токсичности и широкого спектра действия пептид должен 
действовать на молекулы общие для клеток прокариот и в то же время редко 
встречающиеся у эукариот.  

o Для быстрого действия необходимо, что бы эти молекулы находились на 
поверхности клеток мишеней, а не внутри клетки.  

Такая мишень была найдена – это мембрана бактериальной клетки. Действительно, 
большинство современных экспериментальных данных свидетельствуют о том, что 
антибиотическое действие АП сопряжено не с какими-либо специфическими лиганд-
рецепторными взаимодействиями, а связано с неспецифическим – разрушающим 
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действием на мембраны клеток мишеней. Эти данные включают в себя данные об 
усилении проводимости сквозь мембраны в присутствии АП, наблюдаемое на модельных, 
плоских мембранах, и в везикулярных системах, а так же прямое наблюдение изменения 
морфологии клеток при действии на них микромолярных концентраций АП. 

Биологические мембраны, есть в каждой живущей на земле клетке. Тем удивительнее 
выглядит на этом фоне высокая специфичность действия АП. Например, циклотиды – 
семейство циклических растительных пептидов, демонстрируют минимальную 
концентрацию ингибирования (MIC) роста бактерий в диапазоне 0.2 - 0.4 мкМ, в то время 
как для лизирования клеток млекопитающих, эритроцитов необходимы в 1000 раз 
большие концентрации (EC50 равна 400 мкМ). Аламетицин (пептаибол выделенный из 
гриба Trichoderma viride) имеет MIC по отношению к патогенным микроорганизмам 
класса Mollicutes (включая микоплазмы и спироплазмы) диапазоне 0.6 - 6.25 мкМ, в то 
время как 50% гемолитической активности (EC50) достигается при концентрации 30 мкМ 
(концентрация клеток 1.8×108/мл), а для полного лизиса эритроцитов необходима 
концентрация 100 мкМ. 

Между мембранами эукариот и прокариот есть очень большие отличия, которые и 
определяют селективность АП. Внешняя поверхность мембраны клетки млекопитающего 
в основном состоит из электронейтральных, цвитерионных фосфолипидов, в основном из 
фосфотидилхолина и из сфингомиелина. В то время как бактериальные мембраны 
содержат большое количество отрицательно заряженных липидов (фосфотидилглицерол и 
кардиолипин). Внешняя мембрана Грамм-отрицательных бактерий покрыта 
липолисахаридом), представляющим собой полианион. Многие АП растений и животных 
– положительно заряжены, и по этому сильно взаимодействуют с анионными мембранами 
бактерий. Однако электростатические взаимодействия - не единственный фактор, 
обеспечивающий высокую селективность АП, существуют целые классы гидрофобных и 
электрически нейтральных пептидов грибного и растительного происхождения, 
селективно действующих на бактериальные клетки. 

В данной работе изучается пространственная структура двух циклотидов, kalata B1 и 
kalata B7, в растворе мицелл додецилфосфохолина (DPC). 

Материалы и методы 
Пептиды kalata B1 (KB1) и kalata B7 (KB7) были выделены из растения Oldenlandia 

affinis и любезно предоставлены нашим коллегой из Норвегии, профессором Ларсом 
Скьелдалом.  

1. Приготовление образцов для ЯМР исследований 
Для экспериментов с пептидом kalata B1 в водном растворе, 6,3 мг пептида 

(молекулярный вес 2892,4 Да) растворяли в 0,6 мл 10% D2O. Раствор был оттитрован до 
pH 2,8 из-за нерастворимости kalata B1 при pH > 3,5. В случае с пептидом kalata B7, 3 мг 
пептида (молекулярный вес 3071,6 Да) растворяли в 0,6 мл 10% D2O. Раствор был также 
оттитрован до pH 2,6 из-за нерастворимости kalata B7 при высоких pH. 

Для проведения экспериментов в мицеллярном окружении для kalata B1 был 
приготовлен концентрированный раствор мицелл дейтерированного DPC (98% дейтерия, 
CIL USA, молекулярный вес 389 Да). Раствор был оттитрован до pH 2,8 и постепенно (по 
5мкл) добавлялся к водному образцу, так что молярное соотношение пептид:детергент 
составляло соответственно 1:10, 1:20, 1:30, 1:40, 1:50, 1:60. Для экспериментов в 
мицеллярном окружении для kalata B7 использовался другой раствор DPC, оттитрованый 
до pH 2,6, и постепенно (по 5мкл) добавлялся к водному образцу, так что молярное 
соотношение пептид:детергент составляло соответственно 1:5, 1:10, 1:15, 1:20, 1:25, 1:30, 
1:35, 1:40, 1:50, 1:60. 
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Результирующая концентрация kalata B1 была 3,6 мМ, а kalata B7 1,6 мМ. 
Концентрация DPC в обоих случаях была 218 мМ и 100 мМ соответственно (молярные 
отношения пептид/детергент – 1:60). 

Для определения медленно обменивающихся амидных протонов kalata B1 на дейтерий 
растворителя полученный раствор (1:60) был заморожен, лиофилизован и в последствии 
растворен в 0,6 мл D2O при pH 2,8 для снятия ЯМР спектров. 

Для выявления действия различно заглубленных в мицеллу спиновых меток, образец 
kalata B1 титровался различными спиновыми метками (5-доксилстеариновой кислотой и 
16-доксилстеариновой кислотой (SIGMA CHEMICAL CO, молекулярный вес 384,6)). 
Растворенный в D2O образец был заморожен, лиофилизован и впоследствии растворен в 
0,6 мл 10% расстворе D2O. Затем образец инкубировался при температуре 50˚С в течение 
недели для полного обмена DN на протоны. Далее образец был разделен на две части, к 
каждой из которых была добавлена сухая навеска спиновой метки (0,8 мг), после чего 
образец  озвучивался в течение 10 минут. Результирующие соотношения пептид/метка и 
детергент/метка составили 1:1 и 60:1 соответственно, то есть примерно одна метка на 
мицеллу. 

2. ЯМР-спектры 
Спектры ЯМР были получены на спектрометре UNITY 600 (Varian) с рабочей частотой 

на протонах 600 МГц и спектрометре Bruker DRX-500 с рабочей частотой на протонах 500 
МГц. Были сняты спектры TOCSY [1] со временем смешивания (τm) 40, 60 и 80 мс при 
температуре 30˚С и 40˚С для kalata B1 и при 40˚С для kalata B7 со смешивающей 
последовательностью Clean MLEV [2] для предотвращения образования диполь-
дипольных артефактов в спектрах, DQF-COSY [3], а также спектры NOESY [4] с τm 50, 
100, 150 мс при температуре 30˚С и 40˚С (для пептида kalata B7 при температуре 40˚С был 
снят еще спектр с τm 75). Все спектры были получены в растворе H2O/D2O (9:1), а также в 
растворе D2O (99.9%) (только для образца kalata B1), при pH 2,8 в случае с kalata B1 и pH 
2,6 с kalata B7. Для определения констант спин-спинового взаимодействия 3JH

α
H
β и 3JH

β
H
γ 

для пептида kalata B1 был снят спектр COSY [5] при температуре 40˚С в растворе D2O. С 
целью определения типа связывания пептида kalata B1 с мицеллой были сняты спектры 
Clean TOCSY [2] c τm 60 мс (мицеллы со спиновой меткой) при температуре 40˚С и двух 
значениях pH (2,8 и 4,6).  

Скорость обмена амидных протонов пептида kalata B1 на дейтерий растворителя была 
определена по исчезновению кросс-пиков ЯЭО после растворения образца в растворе 
D2O. В течение 44 часов с шагом в 2 часа была поставлена серия NOESY-экспериментов. 
При обработке спектров исчезновение сигналов с амидных протонов свидетельствовало о 
том, что амидный протон данного аминокислотного остатка обменялся на дейтерий.  

Степень связывания пептида с мицеллой определялось по изменению химического 
сдвига Нε1 протона триптофана при различных отношениях пептид:детергент и 
анализировались при помощи изотермы Ленгмюра (1) в программе MATHEMATICA 
(Wolfram Research) 
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где K – константа равновесия процесса адсорбции, ∆G0 – стандартная свободная 
энергия этого процесса, [КВf] и [КВb]– концентрация свободной и связанной формы 
пептида, a – число молекул DPC, формирующих сайт присоединения одной молекулы 
пептида.  

Для измерения коэффициента диффузии была использована модифицированная версия 
эксперимента, основанного на спин-эхо [6]. Для каждого отношения пептид/детергент был 
снят набор из 20 одномерных экспериментов со временем диффузии ∆ 250 мс при 
температуре 30˚С с кодирующим/декодирующим градиентным импульсом, сила которого 
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варьировалась от 0 до 30 Гс/см. Измерения проводили в растворе D2O. Для контроля за 
изменением вязкости раствора измеряли коэффициент диффузии остаточного HOD. 
Сигналы хорошо разрешенных протонов были использованы для определения 
коэффициента диффузии. Dt определялся путем нелинейного вписывания уравнения (2) в 
экспериментальные данные в программе MATHEMATICA. 

( )
3

0( ) tD g
I g I e

δγ δ− ∆−
= ,        (2) 

где δ – длительность градиентного импульса, g – сила градиента, γ - гиромагнитное 
отношение для протона, ∆ - время диффузии. 

Все двумерные спектры регистрировались с помощью фазочувствительного метода 
States-TPPI [7]. Для подавления остаточных сигналов растворителя использовались 
методы WATERGATE [8] и FLIP-BACK [9]. Во всех экспериментах использовалась 
задержка на релаксацию 1,4 с. Химические сдвиги измерялись относительно сигнала 
протонов воды, чей химический сдвиг был выбран 4,75 м.д относительно сигнала DSS 
(2,2-диметил-2-силапентан-5-сульфоната натрия) при 30˚С. 

3. Отнесение сигналов и измерение КССВ  
Данные ЯМР обрабатывались с помощью программы VNMR, стандартного 

программного обеспечения Varian, программы XWINNMR, стандартного программного 
обеспечения Bruker, и анализировались в программе XEASY [10]. 

Из-за уширения линий в спектрах мицеллосвязанных пептидов прямое измерение 
КССВ в одномерных спектрах было невозможно, поэтому, в растворе мицелл константы 
3JHNH

α измерялись с точностью ±0,5 Гц по срезам двумерных спектров NOESY (40˚С, τm 
100), путем вписывания суммы лоренцевых линий в программе INFIT [11]. Величины 
3JH

α
H
β и 3JH

β
H
γ для пептида kalata B1 КССВ были получены путем вписывания формы 

линии кросс-пика COSY с помощью программы ACME [5]. 
Отнесение сигналов было произведено по стандартной методике [12] с помощью 

программы XEASY. Для kalata B1 652 кросс-пиков ЯЭО в спектре NOESY с τm  50 были 
отнесены однозначно. Для kalata B7 по спектрам NOESY и TOCSY было проведено 
выделение спиновых систем и последовательное отнесение. Полное отнесение NOESY-
спектров пептида kalata B7 не проводилось. 

4. Экспериментальные ограничения 
При расчете пространственной структуры использовались три типа экспериментальных 

ограничений. 
1) Ограничения на межпротонные расстояния. В качестве основного спектра для 

расчета пространственной структуры kalata B1 был использован спектр NOESY с τm 50 мс 
при температуре 40˚С. Интенсивности пиков были определены с помощью программы 
XEASY посредством интегрирования по эллиптической области. Ограничения на 
межпротонные расстояния были  вычислены из объемов кросс-пиков ЯЭО по калибровке 
“1/r6”, используя программу CYANA [13]. В случае неизвестного стереоспецифического 
отнесения использовалися подход плавающего отнесения, реализованный в программе 
CYANA. Для KB1 в растворе метанола было получено 289 верхних ограничений на 
расстояния [14]. После предварительного расчета структуры kalata B1, для протонов, 
находящихся друг от друга на расстоянии меньшем 3,0 Å и не дающих сигналов в 
спектрах NOESY, было введено 61 дополнительное нижнее ограничение величиной 3,0 Å. 

2) Ограничения на водородные связи в пептиде kalata B1. Доноры водородных связей 
были определены по скорости обмена HN протонов на дейтерий растворителя. 
Образующими водородные связи считались те протоны, чье время полуобмена было 
больше или равно 2 часам. Акцепторы водородных связей были найдены при анализе 
предварительно рассчитанной структуры. 
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На водородные связи было наложено 40 дополнительных (верхних и нижних) 
ограничений на расстояния:  
1,8 Å < d(O,HN) < 2,3 Å, 2,8 Å < d(O,N) < 3,3 Å.    (3) 

3) Ограничения на двугранные углы. Ограничения на двугранный угол φ (21 
ограничение) для kalata B1 были получены из констант спин-спинового взаимодействия 
3JHNH

α и ограничений на межпротонные расстояния. Ограничения на двугранные углы χ1 и 
χ2 для kalata B1 (11 и 1, соответственно) были получены из констант спин-спинового 
взаимодействия 3JH

α
H
β и 3JH

β
H
γ и ограничений на межпротонные расстояния. Анализ КССВ 

и межпротонных расстояний производился при помощи программы CYANA. При 
наличии усредненных КССВ, соответствующих углу χ1, боковая цепь рассматриваемого 
остатка считалась подвижной и при расчете структуры ограничения на расстояния, 
включающие атомы этой боковой цепи, не учитывались. 

4) Ограничения на дисульфидные связи в kalata B1. На дисульфидные связи было 
наложено 18 дополнительных ограничений: 
2,0 Å < d(Sγ1, Sγ2) < 2,1 Å,   3,0 Å < d(Sγ1, Cβ2) < 3,1 Å,   3,0 Å < d(Cβ1, Sγ2) < 3,1 Å (4) 

5. Стереоспецифическое отнесение сигналов Hβ, Hγ протонов и метильных групп и 
определение cys-trans-изомеризации пептидной связи X-Pro 

Стереоспецифическое отнесение сигналов Hβ-протонов было получено вместе с 
ограничениями на двугранный угол χ1. Для многих хиральных протонов, эти ограничения 
и стереоспецифическое отнесение были получены на промежуточных этапах расчета 
структуры. Для боковых цепей, свободно вращающихся относительно данного угла, 
стереоспецифическое отнесение Hβ протонов получено не было. 

Определение конфигурации пептидной связи X-Pro проводилось по NOESY спектрам. 
Анализировались межостаточные ЯЭО-кросс-пики между Hα-протоном остатка X и 
протонами остатка Pro. При наличии сильных кросс-пиков Hα

X-Hδ
Pro конфигурация связи 

считалась trans, а при наличии сильного пика Hα
X-Hα

Pro – делался вывод о cys 
конфигурации. 

6. Исследование положения пептида относительно поверхности мицеллы. 
Для определения типа связывания пептида с мицеллой образец был разделен на две 

части, каждая из которых титровалась различно заглубленными в мицеллу спиновыми 
метками (спиновая метка в 5 и 16 положении жирной цепи). Поскольку 5-
доксилстеариновая кислота и 16-доксилстеариновая кислота водонерастворимы, 
предполагалось, что вся спиновая метка связана с мицеллами. 

Эксперименты были проведены при двух различных значениях pH (2,8 и 4,6) для 
каждой из частей с различными спиновыми метками. Концентрация метка/детергент 
составляла в каждом случае 1:60, то есть примерно одна метка на мицеллу.  

На основании интенсивностей кросс-пиков TOСSY сигналов HN-Hα, HN-Hβ (и Hα-Hβ3 
для Pro3 и Pro25, HQγ-Hδ3 для Pro11, не имеющих HN протонов) в спектрах, полученных 
для образцов с метками и без них, были построены графики относительного изменения 
интенсивностей bi, в зависимости от номера остатка i.: 

  0

0

i

метка
ii

i I
II

b
−

= ,       (5) 

где I - интенсивность пика.  
При полном уширении сигналов величина b равна 1, при отсутствии уширения 0. 

Уширение сигнала соответствует погружению протонов остатка в мицеллу. Построение 
модели комплекса пептид-мицелла производилось в программе MATHEMATICA. Была 
произведена минимизация штрафной функции, зависящей от 4 переменных (3 координаты 
центра мицеллы и ее радиус), имеющей минимум со значением равным 0 только в том 
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случае, если все протоны, для которых bi>0,7, находятся внутри мицеллы, а все протоны, 
для которых bi<0,7 – снаружи.  

7. Определение pK Glu15 
Для определения pK Glu15 был снят ряд спектров TOCSY со значением pH от 2,8 до 6,2 

с шагом 0,3. Значение pK Glu15 определялось путем наблюдения за химическими 
сдвигами протонов КВ1. 

Результаты и обсуждение 
Пептиды kalata B1 и kalata B7 из растения Oldenlandia affinis состоят из 29 

аминокислотных остатков и имеют циклически замкнутую основную цепь молекулы, 
которая дополнительно стабилизирована 3 дисульфидными связями. Дисульфидные связи 
в пептидах, возможно, образуют так называемый ‘цистеиновый узел’, а циклическая 
основная цепь может быть классифицирована как имеющая конформацию ‘листа мебиуса’ 
из-за наличия одной cys пептидной связи. Аминокислотные последовательности пептидов 
приведены в таблице 1. 

 
Табл. 1 Аминокислотные последовательности пептидов kalata B1 и kalata B7. 

Серым выделены совпадающие для обоих пептидов аминокислотные остатки, 
желтым – цистеины, красным – отрицательно заряженная глютаминовая кислота, 
синим – положительно заряженные аргинин и лизин и белым несовпадающие 
аминокислотные остатки. 

 
 
 
 

 1    5     10     15     20     25    29
kalata B1 S W P V C T R N G L P V C G E T C V G G T C N T P G C T C
kalata B7 S W P I C K R N G L P V C G E T C T L G T C Y T Q G C T C

Отличительными чертами пептида kalata B7 от kalata B1 являются: 
o отсутствие у пептида kalata B1 пролина в 25 положении; 
o наличие положительно заряженного лизина в 6 положении. 

Степень связывания пептида с мицеллой 
В приближении быстрого (по шкале времен ЯМР) обмена между растворенным и 

мицеллосвязанным пептидом изменение химических сдвигов протонов пептида, при 
изменении концентрации липида или пептида, отражает степень связывания белка с 
мицеллой. Для  качественного и количественного анализа связывания пептидов KB1 и 
KB7 с мицеллами DPC, мы наблюдали (по одномерным спектрам) изменение химического 
сдвига отдельно стоящего Hε1 протона триптофана от концентрации детергента (рис.1). 
Как мы видим, уже при отношении пептид/детергент равном 1/20 почти 100% пептидов 
связано с мицеллами. Причем пептид KB7 сильнее взаимодействует с мицеллами. Анализ 
изотерм связывания при помощи изотермы адсорбции Ленгмюра позволил установить 
основные параметры этого процесса. Стандартная свободная энергия адсорбции ∆G0 была 
равна –3,9 ± 0,5 Ккал/моль и –4,7 ± 0,5 Ккал/моль для пептидов KB1 и KB7, 
соответственно, а число молекул DPC образующих сайт связывания пептида в обоих 
случаях было равно примерно 3. Небольшие величины ∆G0 возможно говорят о 
поверхностном связывании пептидов с мицеллами и о том, что только небольшой 
гидрофобный участок молекул погружается в мицеллу. 
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Рис. 1 Зависимость химического сдвига Hε1 протона триптофана от соотношения 

детергент/пептид (нормализованная на степень связывания в %). Красный график 
соответствует пептиду kalata B1, синий – kalata B7. Графики аппроксимированы 
изотермой адсорбции Ленгмюра. 

Измерение коэффициента диффузии 
Процесс связывания пептидов с мицеллами также наблюдался нами по изменению 

коэффициента трансляционной диффузии пептидов в присутствии мицелл DPC (рис.2). 
Как видно из рисунка уже при добавлении небольшого количества детергента диффузия 
обоих пептидов значительно замедляется, и происходит встраивание пептидов в мицеллы. 
Как и изменение химических сдвигов, диффузионные измерения показывают более 
сильное связывание для пептида KB7 (график на рис.2 имеет более крутой начальный 
участок). Наиболее удивительным выглядит то, что даже после полного присоединения 
пептидов к мицеллам (при соотношении пептид/детергент - 1/20) графики коэффициента 
диффузии продолжают монотонно падать. Это может быть результатом двух эффектов.  

(1) Увеличение вязкости раствора при добавлении DPC;  
(2) Перераспределение молекул пептида и детергента между мицеллами при 

увеличении молярной доли детергента так, что средняя масса мицелл монотонно растет. 
Например, когда мицелла, содержащая два присоединенных пептида, имеет меньшую 
массу, чем мицелла с одним пептидом, за счет присоединения дополнительных молекул 
детергента, с суммарной массой большей массы ушедшего пептида. 

Для проверки этих гипотез мы провели измерение коэффициента диффузии при 
соотношении пептид/детергент - 1/60 в растворе D2O. Вязкость раствора была оценена по  
коэффициенту диффузии остаточного HOD в D2O. Анализ данных действительно выявил 
увеличение вязкости раствора содержащего 218 мМ DPC, по сравнению с водным 
раствором. Коэффициент диффузии комплекса KB1/DPC в D2O оказался равен Dt = 0,76 ± 
0,04 10-10 м2/c. Используя эти данные, а также табличные значения для вязкости H2O, D2O 
и коэффициента самодифузии D2O, мы вычислили вязкость раствора содержащего 
комплексы KB1/DPC (1/60), и по формуле Стокса оценили гидродинамические радиусы 
свободного пептида KB1, мицеллы DPC и комплекса KB1/DPC (при соотношении 1/60). 
Эти радиусы оказались равны  12,5 ± 0,2 Å, 23,2 ± 0,2 Å и 27,5 ± 0,2 Å соответственно. 

Предполагая, что комплекс KB1/DPC имеет шарообразную форму и плотность равную 
плотности мицеллы DPC, мы оценили среднее число молекул пептида и детергента в 
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комплексе. Смешанная мицелла KB1/DPC при соотношении пептид/детергент 1/60 
содержит в среднем 1,3 молекул пептида и 80 молекул детергента. Вероятно, в растворе 
существует равновесие между мицеллами без пептида, мицеллами с одной связанной 
молекулой пептида и мицеллами, содержащими два пептида, и так далее. 

 
Рис. 2 Зависимость коэффициента трансляционной диффузии от соотношения 

детергент/пептид. Красный график соответствует пептиду kalata B1, синий – kalata B7. 

Отнесение сигналов 
Для расчета структуры по данным ЯМР необходимо провести полное отнесение 

сигналов протонов в спектрах ЯМР, а так же отнесение всех кросс-пиков ЯЭО в спектрах 
NOESY. В случае пептида kalata B1 использовались NOESY-спектры [4] с τm 50, 100, 150 
мс и TOCSY [1] со временем смешивания (τm) 40, 60 и 80 мс при температуре 30оС и 40оС. 
Для пептида kalata B7 использовались NOESY спектры с τm 50, 75, 100, 125 мс и TOCSY 
[1] со временем смешивания (τm) 40, 60 и 80 мс при температуре 40оС. 

Отнесение начиналось с выделения спиновых систем. Первыми были определены 
спиновые системы  специфических с точки зрения ЯМР аминокислотных остатков, таких 
как Arg, Trp, Leu, Glu, Pro и др. Выделение спиновых систем проводилось с помощью 
TOCSY-спектров, так как в них отсутствуют кросс-пики между различными 
аминокислотными остатками. 

Затем проводилось последовательное отнесение по NOESY спектрам с учетом 
выделенных спиновых систем и аминокислотной последовательности. Для этого 
определялись HNi-HNi+1, Hαi-HNi+1, Hβi-HNi+1, HNi-HNi+2, Hαi-HNi+2 и Hβi-HNi+2 и др.  кросс-
пики. 

Результаты отнесения собраны в табл.2а для kalata B1 и в табл.2б для kalata B7. 
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Табл. 2 Значение химических сдвигов протонов пептидов kalata B1 и  kalata B7 
(курсивом показаны стереоспецифически отнесенные протоны). 

 
NH Hα Hβ Others

1 Ser 8 76 4 83 3 97 3 70
Hδ 7 40
Hε 11 15 7 46
Hz 7 40 7 00

2 Trp 8,24 4,12 3,29  

Hh 7 06
Qγ 1 193 Pro 3,63 1,88 -0,39 
Hδ 3 25 3 15
Qγ1 0 89
Hγ 1,17 1,394 Ile 8,58 4,30 1,82 
Qδ 0,76  

5 Cys 7 67 4 93 3 20 2 81
Qγ 1 41
Qδ 1,56  
Qε 2,82  6 Lys 9,44 5,03 1,80  

Qz 7,74  
Hγ 1 45
Qδ 3 217 Arg 8,75 4,86 1,73  
Hε

8 Asn 9 53 4 42 3 13 2 85 Hδ 7 53 6 91
9 Gly 8 67 4 27 3 60

Hγ 1 7510 Leu 7,93 5,15 2,01 1,50 
Qδ 1 03 0 97
Qγ 2 13 2 2611 Pro 5,13 2,58 1,68 
Hδ 3 89 3 82

12 Val 8 05 4 68 2 62 Qγ 0 91
13 Cys 7 93 4 48 3 36 3 03
14 Gly 8 53 3 91 3 81
15 Glu 7 00 4 92 2 13 1 80 Hγ 2 63
16 Thr 8 25 4 48 4 47 Qγ 1 13
17 Cys 8 53 5 10 3 28 2 71
18 Thr 9 09 3 73 4 17 Qγ 1 37

Hγ19 Leu 8,69 4,69 1,89  
Qδ 1,04 0,96

20 Gly 8 24 4 44 4 05
21 Thr 7 69 4 58 3 70 Qγ 1 38
22 Cys 8 81 4 58 3 01 2 77

Qδ 7 1823 Tyr 9,08 4,49 3,23 2,91 
Qε 6 80

24 Thr 8 09 4 29 4 20 Qγ 1 38
Hγ 2 4625 Gln 8,75 4,05 2,13 2,08 
Hδ

26 Gly 8 82 4 19 3 74
27 Cys 7 73 5 12 3 80 2 62
28 Thr 9 44 4 58 4 14 Qγ 1 19
29 Cys 9 05 4 58 3 14 2 86

NH Hα Hβ Others
1 Ser 8 96 4 89 4 04 3 98

Hδ 7 56
Hε 11 12 7 60
Hz 7 58 7 10

2 Trp 7,83 4,14 3,39 3,39 

Hh 7 20
Qγ 1 313 Pro 3,57 1,83 -

0,29 Hδ 3 24 3 50
4 Val 8 76 4 45 2 02 QQγ 0 96
5 Cys 7 68 5 26 3 31 2 94
6 Thr 10 13 5 20 3 88 Qγ 1 03

Hγ 1 60 1 82
Qδ 3 317 Arg 8,79 4,90 1,83 1,83 
Hε 7 09

8 Asn 9 59 4 53 2 97 3 24 Hδ 7 69 7 01
9 Gly 8 79 3 72 4 37

Hγ 1 8810 Leu 7,80 5,20 2,12 1,51 
Qδ 1 15 1 07
Qγ 2 2211 Pro 5,26 2,65 1,76 
Hδ 3 80 3 93

12 Val 8 15 4 75 2 74 Qγ 0 98 1 03
13 Cys 7 76 4 61 3 46 3 17
14 Gly 8 75 3 86 4 00
15 Glu 7 21 4 99 2 23 1 96 Hγ 2 84 2 67
16 Thr 8 62 4 63 4 60 Qγ 1 25
17 Cys 8 43 5 16 2 85 3 46
18 Val 9 44 3 73 2 31 Qγ 1 25 1 12
19 Gly 9 13 4 45 3 92
20 Gly 8 18 4 23 4 59
21 Thr 8 05 4 81 4 16 Qγ 1 27
22 Cys 8 83 4 76 2 93 3 13
23 Asn 9 41 4 90 2 96 2 96 Hδ 7 73 7 05
24 Thr 8 26 4 66 4 31 Qγ 1 47

Hγ 2 28 2 1525 Pro 4,41 2,05 2,46 
Hδ 3 86 4 25

26 Gly 8 83 3 84 4 31
27 Cys 7 80 5 48 3 93 2 80
28 Thr 9 59 4 68 4 19 Qγ 1 27
29 Cys 9 00 4 81 2 97 3 27

Измерение КССВ и стереоспецифическое отнесение сигналов Hβ, Hγ протонов и 
метильных групп 

Измерение КССВ для пептида kalata B1 с некоторой точностью позволило определить 
допустимые значения для углов ϕ основной цепи и углов χ1 боковой цепи, и одного угла 
χ2. Измеренные константы 3JHNH

α для обоих пептидов в графической форме представлены 
на рисунке 6. Как мы видим большинство из них имеют значения >8 Гц, что говорит об 
остсутствии в обоих пептидах α-спиральных участков и присутствии в них β-тяжей. Для 
остатков Cys измеренные константы 3JH

α
H
β и определенные с их помощью ограничения на 

углы χ1 боковой цепи приведены в таблице 3. Как мы видим, все остатки Cys имеют 
фиксированную конформацию боковой цепи, что возможно, говорит о жесткости скелета 
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молекулы. Стереоспецифическое отнесение сигналов Hβ-, Hγ-протонов и протонов 
метильных групп для остатков Leu и Val были получены из ограничений на двугранный 
угол χ1 и величин ЯЭО контактов на промежуточных этапах расчета структуры в 
программе CYANA. Для боковых цепей, свободно вращающихся относительно данного 
угла, стереоспецифическое отнесение Hβ-протонов получено не было. 

 
Табл. 3 Значение КССВ 3JHNHα и 3JHαHβ и определенные на их основе значения 

углов χ1 для остатков Cys в пептиде kalata B1. 
 

Cys 3JH
N

H
α 3JH

α
H
β χ1

5 7,4 13,9/4 -60 
13 7,4 12/4 -60 
17 10,2 3/3,7 +60 
22 8,7 12/4 -60 
27 10 12/3 -60 
29 6 4/12 180 

Определение cys-trans изомеризации X-Pro пептидной связи. 
Определение конфигурации пептидной связи X-Pro проводилось по NOESY-спектрам. 

Анализировались межостаточные ЯЭО-кросс-пики между Hα протоном остатка X и 
протонами остатка Pro. При наличии сильных кросс-пиков Hα

X-Hδ
Pro конфигурация связи 

считалась trans, а при наличии сильного пика Hα
X-Hα

Pro – делался вывод о cys 
конфигурации. После анализа спектров мы пришли к выводу, что в обоих пептидах Pro3 
имеет cys конфигурацию пептидной связи, а остальные остатки пролина – trans (Pro11, 
Pro25 в KB1 и Pro11 в KB7). 

Определение элементов вторичной структуры 
По полученным данным (рис.3), без расчета пространственной структуры, можно 

выделить элементы вторичной структуры в пептидах KB1 и KB7 (Рис 3,4). Как и 
предполагалось ранее молекулы пептидов не содержат α-спиральных участков. Их 
вторичная структура в основном определяется короткими β-тяжами {4-7}, {27-1} и 
деформированным β-тяжом {10-17}, которые характеризуются большими константами 
3JHNH

α и наличием сильных Hαi-HNi+1 кросс-пиков. Эти элементы соединены β-поворотами 
{8,9}, {2,3} и {25,26}, один из которых включает в себя остаток Pro3 c cys пептидной 
связью. 

а) б) 
Рис. 3 Иллюстрация элементов β-структуры пептида kalata B1 (а) и kalata B7 (б). 

Синей пунктирной линией обозначены водородные связи, по результатам экспериментов 
по обмену HN протонов на дейтерий растворителя, синей сплошной – наличие силных Hα- 
Hα межтяжевых кросс-пиков в NOESY спектре, зелеными тонкими стрелками – наличие 
несильных Hα- Hα и HN- Hα кросс-пиков в NOESY спектре, и толстыми стрелками 
обозначено наличие сильных Hα- Hα и HN- Hα кросс-пиков между соседними 
аминокислотными остатками в NOESY спектре. 
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a) б) 
Рис. 4 Диаграмма, представляющая сумму ЯМР данных полученных для пептидов KB1 

(а) и KB7 (б) в растворе DPC мицелл (400С, pH ~ 2.7). Под последовательностью 
пептидов показаны определенные в данной работе элементы вторичной структуры. В 
отдельной строке показаны индексы химического сдвига (CSI) для Hα протонов (значение 
+1 для которого указывает на возможность образования β-структуры). Значения 
констант 3JHNH

α показаны в графической форме (>8 Гц – треугольник, <5 Гц- квадрат, 
средние - крест). Для KB1 в соответствующей строке графически приведена скорость 
обмена HN протонов на дейтерий растворителя (сплошной круг – медленный обмен, 
окружность – промежуточный, нет знака – быстрый обмен). В остальных строках 
диаграмм показаны интенсивности характерных внутри - и межостаточных ЯЭО 
контактов. 

Определение схемы SS-связей 
В связи с тем, что боковые группы цистеинов расположены близко друг к другу, 

определение схемы замыкания дисульфидных связей затруднено. Для определения мест 
образования SS-связей были посчитаны 1000 структур без наложения дополнительных 
ограничений на угол χ1 у боковых цепей цистеинов и на дисульфидные связи. Из 1000 
структур были выбраны 500 лучших по наименьшей штрафной функции. Для 500 лучших 
структур были посчитаны попарные SS-расстояния между всеми боковыми цепями 
цистеинов (данные приведены в таблице 4). 

 
Табл. 4. Попарные SS-расстояния для рассчитанных 500 структур. Приведены 

минимальное и максимальное расстояние. Розовым цветом указана единственная 
тройка SS-связей, реализуемая в КB1. Желтым цветом указаны близко 
расположенные атомы S для Cys5 и Cys17, которые не образуют дисульфидную 
связь. 

2 75 . 9 - 6 . 78 . 8 - 1 0 . 31 . 6 - 3 . 36 . 6 - 7 . 72 7

1 78 . 0 - 9 . 42 . 0 - 3 . 41 7

2 9

2 2

1 3
5

2 99 . 8 - 1 1 . 43 . 8 - 5 . 22 . 3 - 4 . 19 . 5 - 1 0 . 64 . 2 - 6 . 0

2 23 . 6 - 5 . 25 . 5 - 6 . 82 . 0 - 4 . 5

1 36 . 1 - 6 . 8

5

2 75 . 9 - 6 . 78 . 8 - 1 0 . 31 . 6 - 3 . 36 . 6 - 7 . 72 7

1 78 . 0 - 9 . 42 . 0 - 3 . 41 7

2 9

2 2

1 3
5

2 99 . 8 - 1 1 . 43 . 8 - 5 . 22 . 3 - 4 . 19 . 5 - 1 0 . 64 . 2 - 6 . 0

2 23 . 6 - 5 . 25 . 5 - 6 . 82 . 0 - 4 . 5

1 36 . 1 - 6 . 8

5

 
 

Из таблицы 4 видно, что единственный реализуемый вариант: {5-22}, {13-27}, {17-29}. 
Наложение дополнительных ограничений на углы χ1 не приводило к увеличению 
штрафной функции, что доказывает правильность схемы SS-связей. 

Был также применен альтернативный метод определения схемы SS-связей. Был 
тщательно проанализирован спектр NOESY для выявления ЯЭО-взаимодействий между 
Hβ протонами цистеинов, по которым можно судить о расстоянии между ними. Эти 
данные были дополнены значениями КССВ 3JHC

α
C
β

H (табл. 3), что позволило определить 
схему SS- связей: {5-22}, {13-27}, {17-29}. 

Структура, посчитанная с наложением ограничений на углы χ1, четко указывает на 
места образования дисульфидных мостиков (таблица 5). 
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Табл. 5. Штрафная функция и среднеквадратическое отклонение по атомам 

основной цепи, посчитанное программой CYANA для 20 лучших структур с разными 
SS –связями. 

SS {5-22},{13-27},{17-29} {5-13}, {22-27}, {17-29} 
TF

CYANA
 7,35 0,33 

RMSD
BB

 0,07 0,19 
 
Более того, эти мостики подтверждаются наличием Cys-Cys (СαН-СβН и СβН- СβН) 

ЯЭО-пиками в спектрах с τm 50 мс (такое время смешивания было выбрано, чтобы 
избежать появление артефактов из-за спиновой диффузии, которая велика в мицелярных 
растворах). Наблюдаемые пики (только те, которые не перекрываются) дают информацию 
о расстояниях, которые показаны красными пунктирными линиями на рис. 5.  

 
 

29 

17 
27 

13 

22 

5 

 
Рис. 5. Определение SS-связей в пептиде КB1. Зеленым цветом показан дисульфидный 

мостик {17-29}. 
Следует отметить, при наложении ограничений на SS-связь {5-13} при расчете 

структуры наблюдались сильные нарушения, даже если мы не учитывали 
стереоспецифическое отнесение и не налагали ограничения на угол χ1. Штрафная функция 
при расчете с использованием только NOE-ограничений, ограничения на SS-связь {5-13} 
и ограничений на угол φ была не меньше 1 Å2. Более того, наличие SS-связи {5-13} 
предполагает, что углы χ1 всех остальных цистеинов будут около 1800, что противоречит 
нашим данным. 

Как видно, двумя разными способами были получены одинаковые результаты, что 
позволяет с уверенностью утверждать, что схема SS-связей определена правильно. 
Дальнейший расчет структуры был произведен с наложением дополнительных 
ограничений на SS-связи. Стоит отметить, что наложение этих ограничений сильно 
уменьшает попарное среднеквадратическое отклонение по основной цепи между 
рассчитанными структурами.  

Было подтверждено предположение, что система дисульфидных связей образует 
цистеиновый узел. 

Расчет структуры и расположения водородных связей 
 Для расчета структуры был сделан разрез в молекуле, так как программа CYANA не 

может работать с циклическими молекулами. Были сравнены два варианта разреза: 1-29 и 
19-20. Для расчетов был выбран вариант 19-20 ввиду лучшей сходимости. 

Скорость обмена амидных протонов на дейтерий растворителя может быть 
индикатором участия протона в водородной связи или доступности его растворителю. В 
растворе мицелл 12 амидных протонов основной цепи имели большое время H-D 
полуобмена. Мы предположили, и это было подтверждено в результате расчета 
структуры, что в образовании внутримолекулярных водородных связей участвуют 10 
амидных протонов и один Hε протон боковой цепи Trp2 (Рис. 6). 
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Рис. 6. Водородные связи пептида kB1 и SS-связи.. На левом рисунке показаны 

водородные связи  Кb1 (красным цветом показаны атомы O, черным цветом – атомы N). 
На правом рисунке желтым цветом указаны дисульфидные связи. 
 

Структура КB1 в растворе DPC мицелл была рассчитана из предположения о наличии 
единственной конформации основной цепи молекулы, согласующейся со всеми данными 
ЯМР. Правильность этого предположения подтверждается маленьким нарушением 
ограничений, небольшой величиной средне квадратичного отклонения по атомам 
основной цепи и значением торсионных углов в полученных структурах. 

В результате расчета пространственной структуры КB1 в растворе DPC мицелл было 
получено по 20 лучших структур, имеющих средне квадратичное отклонение по атомам 
основной цепи 0.2 Å. Изображение 20 лучших структур для пептида в мицеллах показано 
на рисунке 12, значения торсионных углов φ, ψ и χ1 на рисунке 14, статистика программы 
СYANA приведена в таблице 6. 

 
 
Рис. 7. Основные цепи двадцати лучших структур, рассчитанных в программе CYANA. 

Значения торсионных углов φ, ψ и χ1 для рассчитанных 20 структур.  
 

Табл. 6. Ограничения, используемые при расчете структуры и статистика 
программы CYANA 

289 Верхние ограничения 

29 3JHaHb 3JHbHg  ACME
12 Медленный обмен  H/D обмен 

0.23 RMSDBB 
0.22 TFCYANAСтатистика по 20 

лучшим структурам 

11(1) Ограничения на углы ч1 (ч2) 

21 Ограничения на углы ц
5/5 Ограничения на циклизацию CYANA 

11(22) Ограничения на водородные связи 
58 Нижние ограничения 

21 3JHNHбINFIT
652 Число пиковXEASY 
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Определено, что структура представляет собой короткие β-тяжи 28-1, 4-7, 10-12, 15-17, 
соединенные β-поворотами 2-3, 8-9, 13-14, и длинным  петлевым участком 18-26. 

 Сравнение структуры КВ1 со структурами в воде 
Было произведено сравнение нашей структуры со структурами в водном растворе [15] 

(pdb-код 1NB1). Как и предполагалось,  пептид не меняет свою конформацию при 
переходе из водного в мицеллярный раствор, о чем свидетельствует маленькое 
среднеквадратическое отклонение по атомам основной цепи между структурами: 0.83 Å 
(рис.8). Это и следовало ожидать, так как пептид обладает жесткой структурой, 
стабилизированной тремя SS-связями, более того, основная цепь –циклическая.  

 
Рис. 8. Сравнение структур kB1 в водном и мицелярном растворе. На рисунка 

наложены основные цепи 20 лучших структур в водном (показаны красным цветом) и 
мицелярном растворе (показаны синим цветом). Среднеквадратическое отклонение по 
атомам основной цепи составляет 0.83 Å 

Определение pK Glu15 
Был определен pK Glu15 (рис.9) равный 3,4 путем наблюдения за химическими 

сдвигами протонов КВ1 в диапазоне рН 2,8-6,2 с шагом 0,3 рН. При титровании менялись 
только химические сдвиги ближайших к боковой цепи Glu15 протонов, что говорит о 
жесткости структуры при рН 2,8-6,2, и позволяет утверждать, что наши данные могут 
быть экстраполированы на физиологический pH~7. 

Положение пептида относительно центра мицеллы 
Для определения характера связывания пептида с мицеллой мы использовали 

спиновые зонды, представляющие собой производные стеариновой кислоты, несущие 
спин-метку в 5 и 16 положении. Предполагается, что при встраивании в мицеллы спин-
метка 16-доксилстеарата находится примерно в центре мицеллы, а 5-доксилстеарата – 
рядом с поверхностью. 

Из-за большого магнитного момента неспаренного электрона, спин-метка 
вызывает уменьшение времени релаксации протонов на достаточно больших расстояниях 
(до 30 Ǻ), что приводит к уширению линий в спектре. Мы наблюдали за релаксацией CαН-
протонов белка под действием парамагнитной спин-метки при двух значених pH (2.8 и 
4.6). Об уширении линий судили по относительному уменьшению максимума сигнала 
TOCSY (см. «Материалы и методы»). Результаты показаны на рисунке 10. 

IVTN-2004: biomedchem / 02.08.2004                                                                                                                                        db04_87.doc7.pdf    #14 



 
Рис. 10. Уширение пиков в спектрах KB1. В рамку обведены те остатки, пики которых 

претерпели максимальное уширение. Данный график приведен для pH 2.85 c 5-
доксилстеаратом. Графики для обеих спин меток и разных значениях pH раствора 
качественно не меняются. 

 
На основании этих результатов в программе MATHEMATICA был вычислен 

минимальный возможный радиус мицеллы R=41Å, было определено положение КB1 
относительно поверхности и центра мицеллы (рис.11).  

 
Рис. 11. Положение пептида относительно поверхности мицеллы. Слева показана 

структура пептида с элементами вторичной структуры (указаны зелеными стрелками) 
и дисульфидными связями (указаны желтым цветом). Справа показана поверхность КB1 
с распределенным потенциалом.  

 
Оказалось, что пептид не меняет свою структуру при встраивании в мицеллу и не 

проникает глубоко внутрь мицеллы, а связывается с ней поверхностно. Более того, тип 
взаимодействия не изменяется при изменении pH. 

Выводы 
В данной работе: 
o Получены спектры пептидов kalata B1 и kalata B7 в растворах DPC мицелл. 
o Показано, что оба изучаемых пептида связываются с мицеллами. Причем пептид 

kalata B7 связывается лучше, чем kalata B1. 
o Проведено определение элементов вторичной структуры обоих пептидов, и 

показано, что вторичная структура обоих пептидов образована в основном 
короткими β-тяжами. 

o Впервые было показано, что пептиды-циклотиды связываются с мицеллами 
детергентов и возможно обладают мембранной активностью. 

o На основе данных спектроскопии ЯМР (интегральных интенсивностей кросс-пиков 
ЯЭО, КССВ и скоростей обмена амидных протонов на дейтерий растворителя) 
проведен расчет пространственной структуры циклотида kalata B1 из растения 
Oldenlandia affinis, связанного с мицеллами детергента, моделирующими 
мембранное окружение.  

o Показано, что структура КВ1 меняется незначительно при переходе из водного 
раствора в мицеллярное окружение.  

o Определен характер связывания КВ1 с мицеллой. Пептид связывается сней 
поверхностно и не проникает внутрь. 
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