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Лекция 8. Вторичная структура белков


Каждый белок специфическим образом свернут в пространстве, и эта конформация определяет его физико-химические и биологические свойства. Пространственная структура белка в целом определяется его первичной структурой. Эта взаимосвязь создает предпосылки для теоретических расчетов и предсказаний вторичной структуры на основе их аминокислотной последовательности. Пространственная структура достаточно подвижна, т.е. способна изменяться под воздействием внешних условий или различных агентов. В этом смысле правильнее говорить о предпочтительной конформации белка, об одной из многих, энергетически более выгодной пространственной структуре. 


Как мы уже говорили, главной структурной единицей белка или пептида является пептидная (амидная) связь -CO-NH-. Согласно современным представлениям она является практически плоской, ее основные параметры – на рисунке (см. презентацию Лекции). В обычных условиях наблюдаются лишь небольшие отклонения от плоскости системы (до 5-10о); большие деформации возможны в напряженных циклических системах. Пептидная связь на 10% короче обычной, простой C-N – связи и имеет характер “частично двойной” связи C=N-. Другими словами, в белках и пептидах связь C-N является частично кратной из-за взаимодействия неподеленной пары электронов атома азота с (-электронной системой карбонильной группы С=О, что приводит к затрудненному вращению вокруг C-N- связи (барьер вращения составляет 40 кДж/моль). Обычно пептидная связь имеет транс-конфигураци, т.е. является транспланарной (показать рис.). В напряженных циклических системах (производные пролина или при большом размере заместителей у атома азота) пептидная связь может существовать в плоской цис-конфигурации (показать рисунок). 

 Пептидная группа, точнее ее свойства, во многом определяют конформационные возможности полипептидной цепи. Геометрия полипептидной цепи определяется набором углов вращения. Три последовательные связи С(-С, С-N и С(-N имеют угла поворота (, ( и (, соответственно. Из-за частично двойного характера связи С-N угол ( равен 180о. Поэтому конформационные возможности полипептидной цепи определяются набором значений углов ( и (. (Показать рисунки пептидной группы и основные углы вращения в ней). Т.е. знание значений углов ( и ( для всех пептидных звеньев эквивалентно полной информации о пространственной структуре основной цепи белка. Графически конформационные параметры полипептидной цепи принято изображать с помощью карт, предложенных Рамачандраном еще в 1963г. и отражающих зависимость энергии аминокислотного остатка от параметров ( и ( (рисунок показать). Значение углов ( и ( откладывается по осям координат от –180о до +180о. В силу взаимодействия между боковыми цепями эти углы не могут принимать любые значения – для них разрешенными оказываются только некоторые дискретные области, которые соответствуют энергетически выгодным конформациям полипептидной цепи, т.е. являются областями минимума энергии.

Как мы уже говорили, аминокислотные цепи могут образовывать в пространстве высокоупорядоченные локальные структуры со спиральной симметрией. Возможность локализации спиральных участков по картам электронной плотности, полученными методом РСА, выделение таких участков с помощью различных физико-химических методов (т.к. такие участки стабилизированы с помощью ближних взаимодействий, например, Н-связей) позволяют изучить их независимо. 

Рассмотрим сегодня вторичную структуру белков. Прежде всего у нас речь пойдет о регулярных вторичных структурах: об -спиралях и о -структуре, но не только о них. Укладка  и -структур в глобулу определяет третичную структуру белка (Рис.7-1). Эти вторичные структуры отличаются определенными, периодическими конформациями главной цепи при разнообразии конформаций боковых групп. 
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  Рис.7-1. Вторичная структура полипептидной цепи (-спираль и тяж -листа) и третичная структура белковой глобулы.
Начнем со спиралей. Они могут быть левые и правые (Рис.7-2), у них может быть разный период и шаг. Правые (R) спирали приходят к нам, завиваясь против часовой стрелки (что отвечает положительному отсчету угла в тригонометрии); левые (L) - приходят, вращаясь по стрелке. 
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Рис.7-2. Правые (R) и левые (L) спирали. Под ними показан отсчет положительного угла в тригонометрии: при этом "близкая к нам" стрелка вращается против хода часов.
Важнейшие спирали в полипептидной цепи держатся водородными связями, где С=О группы остова полипептида связаны с лежащими от них в направлении С-конца цепи H-N группами. В принципе, возможны следующие спирали, стянутые Н-связями (Рис.7-3): 27, 310, 413 (обычно именуемая ) и 516 (она же ). Здесь в названии "27" - "2" означает связь со 2-м по цепи остатком (см. Рис.7-3), а "7" - число атомов в цикле (O......H-N-C'-C-N-C'), замыкаемом этой связью. Тот же смысл имеют цифры и в названии других спиралей.
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Рис.7-3. Водородные связи (они показаны стрелками), характерные для разных спиралей. 
  
           Наиболее известный элемент вторичной структуры - это (-спираль, впервые описанная Полингом и Кори в 1953 году. Она возникает под действием внутримолекулярных Н-связей между пептидными группами. Сворачивание полипептидной цепи в спираль обусловлено тремя цепочками водородных связей между пептидными группами. Первая цепь связывает Н первой пептидной группы с О 4-ой, водород 4-й - с кислородом 7-й и т.д. Вторая цепь Н-связей осуществляется между водородом 2-й пептидной группы и О 5-й, водородом 5-й и кислородом 8-й, Н 8-й и О 11-й и т.д. Третья цепь - Н 3-й с О 6-й, Н 6-й с О 9-й пептидной группы и т.д. В результате образуется правая спираль с шагом 5.6Å и диаметром 4.56 Å. Период спирали 27Å. На пять оборотов спирали приходится 18 аминокислотных остатков. Все боковые спирали расположены с наружной стороны спирали. 
Интересно проследить за ходом рассуждений Полинга при попытке описать (-спираль. Длины связей и углы были известны из РСА-данных целого ряда малых пептидов. Разумно было предположить, что их значения не изменяются в любой вторичной структуре. Практически во всех известных структурах размеры пептидных групп одинаковы, а входящие в них имино- и карбоксильные группы находятся в плоской транс-конформации. Предположение, что такая конформация сохраняется всегда и во всех остатках, упростило дальнейшее рассмотрение и навело на мысль: если каждый пептидный скелет имеет одну и ту же структуру, то и весь полипептидный скелет должен обладать регулярной вторичной структурой типа какой-либо спирали. Чтобы ограничить количество возможных гипотетических моделей исследователи ввели такие ограничения:

1. количество Н-связей между пептидными группами N-H и C=O должно быть максимальным, 
2. сами связи должны быть по возможности близки к линейным. 

Какие из этих спиральных структур преобладают в белках? -спирали. Почему? Ответ на этот вопрос дает карта Рамачандрана для типичного аминокислотного остатка аланина (Рис.7- 4), на которой отмечены конформации, периодическое повторение которых приводит к завязыванию изображенных на Рис.7-3 водородных связей.
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Рис.7-4. Конформации различных вторичных структур на фоне карты разрешенных и запрещенных конформаций аминокислотных остатков. 27R, 27L: правая и левая спираль 27; 310R, 310L: правая и левая спираль 310; R, L - правая и левая -спираль; R, L - правая и левая -спираль.  -  -структура (подробности см. на Рис.7-8б). Р - спираль Poly(Pro)II. [image: image2] - конформации, разрешенные для аланина (Ala); [image: image3] - области, разрешенные лишь для глицина, но не для аланина и других остатков; [image: image4] - области, запрещенные для всех остатков.  и  - углы внутреннего вращения в белковой цепи.
Видно, что только спираль R (-правая) лежит достаточно глубоко внутри области, разрешенной для аланина (и для всех других остатков). Другие спирали лежат либо на краю этой области (например, левая спираль L или правая спираль 310), где конформационные напряжения уже возрастают, либо в области, доступной только глицину. 

Поэтому можно ожидать, что именно правая -спираль должна быть, как правило, более стабильной, и потому преобладать в белках, что и наблюдается. В правой -спирали (Рис.7-5) все атомы упакованы оптимально: плотно, но без напряжений; поэтому не удивительно, что в белках таких спиралей много, а в фибриллярных белках они достигают гигантской длины и включают сотни аминокислотных остатков. 
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Рис.7-5. Правая -спираль. (а) Атомарная структура. R - боковые группы. Голубые линии - водородные связи. (б) Схематическое изображение одного витка той же -спирали, вид с торца. Стрелка показывает поворот спирали (в расчете на один остаток) по мере ее приближения к нам. 

Левых -спиралей в белках практически нет. Нет и спиралей 27, которые, мало того что лежат на самом краю разрешенной области, но еще имеют энергетически невыгодный, почти прямой угол схождения N-H и О=С групп. 

Практически нет в белках и спиралей . Они тоже лежат на самом краю разрешенной области, да еще и витки в них слишком широки, так что -спирали имеют энергетически невыгодную пустую "дырку" на оси. А вот спирали 310 (в основном правые, левые пригодны практически лишь для глицинов) в белках есть, правда, в виде коротких (из трех-четырех остатков) и деформированных фрагментов (из-за стерических напряжений: слишком тугая спираль! - соответствующая ей конформация лежит на самом краю разрешенной области). 

Отметим одно свойство спиралей, хорошо видное на Рис.7-5а: на их N-конце сидят свободные от внутриспиральных водородных связей Н атомы N-H групп, а на С-конце - свободные от водородных связей О атомы С=О групп. Так как электронное облако с Н атома частично стянуто электроотрицательным N атомом, а электроотрицательный О атом сам стягивает электрон с С' атома, N-конец спирали несет положительный, а С-конец - отрицательный парциальный заряд. То есть спираль представляет собой длинный диполь: величина суммарного (поставляемого тремя NH-группами) парциального "+" заряда на ее N-конце составляет около половины протонного, а "-" заряда на С-конце -спирали около половины электронного заряда. 

Некоторые участки спирали могут отличаться по параметрам от (-спирали. Это связано с наличием в полипептидной цепи некоторых аминокислотных остатков - Пролина или Глицина, которые не могут образовывать Н-связи с соответствующими кислородами. Стабилизация таких участков осуществляется за счет образования дисульфидных мостиков, возникающих между аминокислотными остатками (Цистеин и Метионин). Сближение двух SH-групп приводит к окислению - потере атома Н. Возможны связи между радикалами, содержащими ОН- и NH-группы.  (рисунок (-спирали). 

Второй основной тип вторичной структуры полипептидной цепи - (-цепь или (-шпильки. Исторически, правда, именно эта структура белка была первой описана Астбюри в 1941 г. на основании РСА-исследований (-кератина. Через 10 лет Полинг и Кори установили, что (-структура, или «складчатый лист» – это стабилизированный межцепочечными Н-связями ассоциат вытянутых, зигзагообразных цепей. В зависимости от взаимной ориентации цепей различают параллельные и антипараллельные (-структуры. При этом образуются не продольные водородные связи между пептидными группами, как в случае (-спирали, а поперечные Н-связи. (рисунки параллельной и антипараллельной (-цепи). Края антипараллельных (-структур образованы особым видом вторичной структуры, который называется (-изгибом (реверсионным поворотом). (-изгибы образуются 4 последовательно расположенными амионкислотными остатками, как правило, образующими Н-связи 4(1. Анализ показывает. Что возможны 2 основных типа (-изгибов (так называемые изгибы I и II типа (показать рисунок), отличающиеся ориентацией пептидного карбонила по отношению к средней плоскости 10-членного цикла. (-изгибы – характерный элемент пространственной структуры природных и синтетических олигопептидов, как линейных, так и циклических. Фрагмент (-структуры из двух антипараллельных цепей с (-изгибом часто называют «(-шпилькой». 

Теперь рассмотрим регулярные структуры без водородных связей внутри каждой, но соединенные водородными связями между собой.
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Рис.7-6. Схема хода цепи и расположения водородных связей в параллельной , антипараллельной  и смешанной -структуре. Видно, что Н-связи одного остатка в -тяже направлены одну сторону, следующего- в противоположную, и т.д. 


    -структуру образуют почти вытянутые слегка скрученные цепи (все углы в главной цепи - почти trans). Она бывает (Рис.7-6) параллельной, антипараллельной и смешанной. 

-структура стянута водородными связями (символы / , \ и | на схемах 7-6). Она существует в виде более или менее крупных листов. Так как поверхность  структуры -  рифленая, ее еще называют "складчатой -структурой" (Рис.7-7). 
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Рис.7-7. Лист  структуры имеет складчатую поверхность. Боковые группы (маленькие отростки) расположены на складках; каждая обращена в ту же, что и складка, сторону, т.е. направленные вниз и вверх боковые группы чередуются вдоль -тяжа.
-структурные листы всегда несколько скручены (Рис.7-8а) из-за того, что несколько скручены (Рис.7-8б) отдельные -тяжи, и потому по ходу тяжа несколько меняется направленность водородных связей. А тяжи, в свою очередь, скручены из-за того, что наиболее энергетически выгодная конформация остатков с боковыми группами сдвинута к центру стерически разрешенной области (Рис.7-8в). Скрученность отдельного -тяжа - левая (у L аминокислот! - у D было бы наоборот): вы видите (Рис.7-8б), что боковые группы тяжа поворачиваются по часовой стрелке (на -165o на каждый остаток) по мере приближения тяжа к нам. 

В результате, поворачиваются и Н-связи (на -165o на каждый остаток, т.е. на -330o=+30o на пару остатков - повторяющуюся единицу -структуры), так что угол между соседними тяжами -структуры (если смотреть с кромки листа, Рис.7-8а) обычно составляет около -25о ("минус", как всегда, означает, что ближний к нам -тяж повернут по часовой стрелки относительно более далекого). Таким образом, -лист имеет левое скручивание, если смотреть с края этого листа (и правое, если смотреть вдоль -тяжей на поворот линии Н-связей).
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Рис.7-8. (а) Скрученность -листа. -тяжи изображены стрелками, водородные связи между ними - голубыми линиями. (б) Схематическое изображение одного витка -тяжа, вид с торца. Кружки - боковые группы; их номера возрастают по мере удаления от читателя. Голубые линии укаывают направление С=О групп, завязывающих Н-связи в листе, большей стрелкой - поворот -тяжа при приближении к нам на один остаток, меньшей стрелкой - поворот направленных в одну сторону водородных связей при приближении к нам на два остатка. (в) Конформация идеальной (не скрученной) параллельной и антипараллельной -структуры для поли(Gly), и усредненная конформация реальной (сложенной из L аминокислот) скрученной (twist) -структуры. Пунктир показывает область энергетического минимума для отдельно взятого остатка Ala; контуром показаны границы области разрешенных конформаций этого остатка. Диагональ -карты соответствует плоской периодичной структуре, имеющей 2 остатка на виток. Над диагональю лежат левые (L) спирали, под ней - правые (R). 

        Третий тип спирали принято называть пролиновыми спиралями. Это спирали полипролин I и полипролин II. Первая из них – левая спираль, содержащая 10 остатков пролина на 3 витка. Все пептидные связи в ней находятся в цис-конформации, что редко встречается в обычных полипептидных структурах. Вторая полипролиновая спираль – левая, с пептидными связями в транс-положении. В нормальных физиологических условиях более стабильна вторая спираль. Она имеет 3 остатка на виток и смещение вдоль оси спирали 3.12Å на остаток по сравнению с 1.5Å для (-спирали. Такая полипролиновая спираль имеет более вытянутую цепь, чем (-спираль. 

       Есть спирали и без водородных связей, где плотная (а значит, энергетически выгодная) упаковка держится чисто на Вандерваальсовых контактах. Это полипролиновая спираль. При этом три скрученные в довольно растянутую левую спираль цепи образуют правую суперсуперспираль - они плотно закручиваются друг вокруг друга. Из двух возможных типов полипролиновой спирали для нас важна спираль poly(Pro)II: она реализуется в коллагене. В этой спирали пептидные группы пролинов находятся в обычной (trans) конформации. Отложим более подробное рассмотрение коллагеновой спирали до соответствующего места курса, а пока ограничимся общим ее видом (Рис.7-9) и отметим на Рис.7-4 область соответствующей ей конформации цепи: видно, что она довольно близка к  структуре.
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Рис.7-9. Общий вид тройной правой суперспирали из левых спиралей Poly(Pro)II.
Параметры наиболее важных регулярных вторичных структур белковых цепей суммируются в следующей таблице: 

         Основные геометрические параметры наиболее распространенных в белках вторичных структур.

	Структура
	H-связь
	Остаток/виток
	Смещение/остаток (Å)
	
	

	Спираль R
	CO0—HN+4
	+3.6
	1.5
	-600
	-450

	Спираль (310)R
	CO0—HN+3
	+3
	2.0
	-500
	-250

	Лист (
	меж цепей*
	-2.3
	3.4
	-1350
	+1500

	Лист 
	меж цепей*
	-2.3
	3.2
	-1200
	+1350

	Спираль Poly(Pro) II
	нет
	-3
	3.0
	-800
	+1550


* Расстояние между тяжами в -листе: 4.8[image: image6] Все цифры округлены. "+" означает правую спираль, "-"  - левую. 

Кроме регулярных, в полипептидных цепях есть еще и нерегулярные вторичные структуры, т.е. стандартные структуры, не образующие длинных периодических систем. Это так называемые -изгибы ("" - потому, что они часто стягивают верхушки соседних -тяжей в антипараллельных  шпильках). Характерный вид наиболее важных -изгибов и конформации входящих в них остатков представлены на Рис.7-10. Сравните Рис.7-10в с Рис.7-4 и Таблицей 7/1, и обратите внимание на то, что изгибы I (и особенно III) близки по конформации к витку спирали 310. 
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Рис.7-10. -изгибы. (а) -изгиб типа I (-изгиб типа III очень на него похож и потому не нарисован отдельно). (б) -изгиб типа II. Его основное отличие от -изгиба I - переворот пептидной группы, соединяющей остатки i+1 и i+2. (в) Конформации фиксируемых водородной связью остатков i+1 и i+2 в -изгибах. В -изгибе III оба остатка i+1 и i+2 имеют одинаковую конформацию (отмечена жирной точкой). Конформации остатков i и i+3 в -изгибах не фиксированы; они фиксируются -структурой - если она прирастает из изгиба, как на рисунке (г), где дана схема -шпильки с -изгибом в ее вершине.
Теперь несколько слов о том, как экспериментально обнаруживается вторичная структура. Конечно, если сделан рентген (или точный многомерный ЯМР) белка вторичная структура берется из атомных координат. 

В течение более чем 25 лет основным методом получения расположения атомов, составляющих биомолекулу остается, метод РСА кристаллов и волокон биомолекул. Почему этот метод является столь информативным при определении структуры макромолекул? Обнаруженная Лауэ еще в начале ХХ века дифракция реентгеновских лучей позволяет определить положения атомов. Почему? Кристаллы являются (в принципе, любая более-менее упорядоченная структура) дифракционной решеткой по отношению к рентгеновским лучам. Рентгеновская дифракционная картина (рентгенограмма) является набором регулярно расположенных рефлексов (попросту - пятен). Эта картина - результат того, что рентгеновские лучи, проходя сквозь кристалл, отклоняются не в любых направлениях, а в строго определенных, зависящих от его строения, т.е. от параметров кристалла как дифракционной решетки. Если разрушить кристаллическую решетку, например, расплавить кристалл, регулярно расположенные дискретные рефлексы исчезнут - превратятся в диффузионные кольца (гало). Таким образом, рентгенограмма кристалла представляет собой зашифрованное изображение его регулярной, периодической структуры. Зная длину волны, можно по положениям рефлексов на рентгенограмме, т.е. по отклонению дифрагированных лучей, определить расстояние между периодически повторяющимися группами атомов в кристалле. Анализируя интенсивности этих рефлексов, можно определить и пространственное расположение всех атомов кристалла, от которого получена рентгенограмма. В начале 20-х годов ХХ века несколько групп исследователей, особенно - группа Астбюри, начали систематически изучать белки. Первые рентгенограммы были получены от фибриллярных белков - фиброина, кератина, миозина, коллагена. С этими белками было удобно работать, т.к. они существуют в виде довольно больших волокон или пластин, как фиброин, из которого построены нити натурального шелка, или кератина - белка волос, шерсти, рогов, ногтей. В 30-е годы на основе полученных рентгенограмм Астбюри были предложены два возможных типа структуры изученных белков: более компактный, или (- структура, и более растянутый, или (-структура.   
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  Но правильно представить пространственное расположение этих структур не смогли. Впервые это сделали Полинг и Кори, предположив, что возможна спиральная структура, а не плоская, и на виток спирали приходится не целое число остатков аминокислот, а 3,6-3,7 остатков.Спираль ввиду ее симметрии легко распознать и описать. На этой карте электронной плотности, построенной методом РСА, для непривычного глаза виден только хаос. Но спирали видны как светлые круги (вид с торца) или как периодически расположенные светлые пятна (вид спирали сбоку).

Впрочем, ЯМР (ядерный магнитный резонанс), который хорошо фиксирует сближенность (до 4 - 5Å и менее) ядер Н-атомов, позволяет определять вторичную структуру даже тогда, когда полную атомную структуру белка построить еще не удается. 

Метод ЯМР основан на возбуждении радиоволнами ориентированных в сильном магнитном поле ядер, тех ядер, которые имеют нечетное число нуклонов (протонов и нейтронов): только они имеют спин и, вследствие этого, магнитный момент. 
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В белке это  природные "легкие" водороды (1H), а также вводимые изотопы (13С, 15N и т.д.). Магнитный резонанс наступает на радиочастоте, характерной для данного атома, причем эта частота слегка модифицируется его соседями по химическим связям и по пространству (что и позволяет судить, атом какого остатка возбудился). Возбужденное ядро может передать свое возбуждение соседнему с ним в пространстве ядру с магнитным моментом, и оно отрапортует о полученном возбуждении уже на своей частоте (что и позволит судить о сближенности этих двух магнитных ядер). Для -спиралей особенно характерна сближенность H-атома группы CH с H-атомом NH-группы 4-го от нее (к С-концу цепи) остатка, а для -структуры - сближенность Н-атомов NH- и CH-групп у остатков, непосредственно соседствующих по цепи, и у остатков, связанных Н-связями в -листе (Рис.7-11). 

Рис.7-11. Сближенность () ядер водородных атомов, наиболее характерная для -спирали (а), параллельной (б) и антипараллельной (в) -структуры. Индексы при атомах главной цепи в рисунке (а) показывают взаимное расположение остатков в цепи.
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Однако наиболее важную, пожалуй, роль в определении вторичной структуры играет метод кругового дихроизма (КД). Он не требует знания общей пространственной структуры белка. Наоборот, структурное исследование белка обычно начинается с получения спектров КД. Метод КД основан на различии в поглощении право- и левополяризованного света в спиралях различной закрученности. Из-за этого различия в поглощении плоскополяризованный свет превращается в эллиптически поляризованный. Характерные спектры эллиптичности в области "дальнего" ультрафиолета (190-240 нм) приведены на Рис.7-12. Показанные спектры зависят от асимметрии окружения пептидных групп и потому рапортуют о том, есть ли в белке вторичная структуре, какая, и сколько ее. 

Рис.7-12. Характерные формы спектров КД для полилизина в форме -спирали (), -структуры () и неупорядоченного клубка (r).

Пептидные группы оптически возбуждаются в "дальнем УФ", при длине волны порядка 200 нм. Это примерно вдвое большая длина волны, чем та, на которой возбуждаются отдельные атомы. Причина того, что пептидная группа возбуждается более длинноволновым (т.е. менее "жестким") светом, - в делокализации электронов пептидной группы по нескольким атомам, о чем мы уже говорили.
 Еще больше делокализованы электроны в ароматических группах - там они "размазаны" не по трем, как в пептидной группе, а по шести атомам. Спектры КД ароматических групп приходятся на длину волны ~250-280 нм (хотя "хвост" этих спектров доходит до ~220 нм). В этом диапазоне длин волн, ~250-280 нм, (в "ближнем" ультрафиолете) изучают асимметрию окружения ароматических боковых групп, т.е. эффекты, связанные с образованием уже не вторичной, а третичной структуры белка. В скобках отмечу, что при еще большей делокализации электрона (в более крупных молекулах с кратными связями) -  он начинает возбуждаться уже не ультрафиолетовым, а видимым светом (400- 600 нм): свечение таких молекул видно на глаз, т.е. они являются красителями. 
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Кроме ультрафиолетовых спектров, для регистрации вторичной структуры полипептидов и белков используются инфракрасные спектры. Они отражают различия в колебаниях пептидных групп, вовлеченных и не вовлеченных в разные вторичные структуры (Рис.7-13). Эти измерения более сложны, чем измерения УФ-спектров, так как обычная вода (H2O) поглощает в той же области; поэтому такие измерения обычно проводятся в тяжелой воде (D2O). Кроме того, они требуют больше белка, чем измерения УФ-спектров, и более высоких концентраций белка в растворе. 
Рис.7-13. Характерные формы инфракрасных спектров пропускания, измеренных в тяжелой воде (D2O) для полилизина в форме -спирали (), -структуры () и неупорядоченного клубка (r). Измерения, в данном случае, проводились в области "амид I", отражающей колебания С=О связи.
Сверхвторичной структурой, или следующим по сложности уровнем организации полипептидной цепи является ансамбль взаимодействующих между собой участков вторичной структуры. Многие белки содержат относительно стабильные, но слабо взаимодействующие между собой участки, объединяющие несколько элементов вторичной структуры и называемые доменами. Средний размер домена обычно составляет 100-150 аминокислотных остатков, то отвечает глобуле размера в поперечнике около 2,5 нм (25Å). Если суммировать известные данные о вторичной структуре белков, то можно сказать, что типичная (-спираль в глобулярном белке содержит примерно 10 остатков, длина такой спирали около 15А, что примерно равно радиусу субъединицы в таких белках. Число (-слоев намного меньше, но каждый содержит значительно больше остатков. Большинство обширных (-слоев состоит из 4 – 6 цепей и содержит от 20 до 40 остатков. Определять их гораздо сложнее, чем (-спираль. 
Стабильность вторичной структуры и кинетика ее образования.

Начнем с -спиралей. Первая водородная связь в ней, (СО)0 …(HN)4, фиксирует конформации трех остатков - 1, 2, 3; следующая водородная связь, (СО)1 …(HN)5, дополнительно фиксирует конформацию только одного остатка - остатка 4; связь (СО)2 …  (HN)6 дополнительно фиксирует остаток 5, и т.д. 
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    Значит, если в спирали фиксировано n остатков, то их фиксирует n-2 водородные связи. Рассмотрим свободную энергию образования такой спирали из клубка в водном окружении ("клубок" - это полимер без структуры и без взаимодействия дальних по цепи звеньев). Эту свободную энергию можно записать как 

F = F  —  Fклуб. = (n-2)fH  — nTS =  -2fH + n(fH  —TS)  (9.1)

Здесь fH - свободная энергия водородной связи в -спирали (fH - не просто энергия, как было бы в вакууме: в нее входит и энергия, и энтропия перестроек водородных связей в водном окружении), а S - потеря энтропии при фиксации одного остатка в спирали. 

Вы видите, что в F есть два члена. Один (-2fH) не зависит от длины спирали; величина 

fINIT =  -2fH   (9.2)

традиционно называется свободной энергией инициации спирали (на самом деле, fINIT - суммарная свободная энергия обеих границ спирали с клубком учитывает и инициацию, и терминацию спирали). Другой член, n(fH-TS), прямо пропорционален длине спирали; величина 

fEL = (fH-TS) (9.3)

называется свободной энергией элонгации спирали на один остаток. В общем виде, 

F = fINIT + n.fEL . (9.4)

При этом отношение вероятности чисто спирального состояния цепи из n остатков к ее же чисто клубковому (и начисто лишенному спиральных примесей) состоянию, равно

exp(-F/kT) = exp(-fINIT/kT).[exp(-fEL/kT)]n = sn   (9.5)
Здесь использованы общепринятые обозначения: - фактор элонгации спирали: s = exp(-fEL/kT); - фактор инициации спирали:  = exp(-fINIT/kT); ясно, что <<1, так как  = exp(-fINIT/kT) = exp(+2fH/kT); а свободная энергия водородной связи - большая отрицательная величина, порядка нескольких kT. 

Прежде, чем говорить о том, как экспериментально определяются величины  и s, -  выясним общий вопрос о том, как образуется спираль при изменении условий среды (температуры, растворителя и т.д.): переходом "все-или-ничего" или постепенно? 

Поначалу кажется, что такая отличная от клубка структура, как спираль, должна "вымораживаться" из него путем фазового (т.е. "все-или-ничего") перехода - как лед из воды... 
       Однако на этот счет есть теорема Ландау, которая гласит, что в системе, где обе фазы одномерны, фазовый переход первого рода невозможен. Попытаюсь объяснить эту теорему. 

 Прежде всего - что значит "одномерность". Это значит, что размер границы, "стыка" фаз не зависит от размера кусков этих фаз. В этом смысле и спираль, и клубок в полимере одномерны. Рисунок 9-1 поясняет, что граница (стык) спирали и клубка не зависит ни от длины спирали, ни от длины клубка,  в то время как поверхность, граница трехмерной фазы (например, льдинки в воде) зависит от ее размера. Соответственно, свободная энергия границы спирали и клубка не зависит от их длин, а свободная энергия поверхности трехмерной фазы растет как n2/3 с ростом числа n вовлеченных в нее частиц. 
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Теперь: что значит "происходит как фазовый переход первого рода". Это значит, что при температуре перехода стабильной может быть либо одна, либо другая фаза, но перемешивание фаз (например, льда и воды) ведет к повышению свободной энергии, и потому нестабильно. Здесь вас не должна вводить в искус картина плавающего в воде льда: при любой температуре такое состояние неустойчиво (из-за повышенной свободной энергии на границе воды со льдом), и со временем лед или растает, или охватит всю воду, конечно, если нет тока подземного тепла, течений и других неравновесных вещей...
Рис.9-1. Сравнение одномерной (клубок со спиралями) и трехмерной (льдинка в воде) систем. Размер стыка спирали и клубка не зависит их длин; поверхность трехмерной льдинки зависит от ее размера.
Выгодно ли сосуществование фаз в трехмерной системе? Нет. Почему? Обратимся опять к Рис.9-1. Рассмотрим температуру, где безграничная вода и безграничный лед имеют равную свободную энергию (это и есть условие "точки перехода"). Если в воде плавает льдина из n молекул, свободная энергия границы пропорциональна n2/3, где n2/3 -  характерное число пограничных молекул, а >0 - энергия границы в расчете на одну из них. (Замечание. Если <0, "перемешивание"  (оно при этом всегда термодинамически выгодно) произойдет на молекулярных масштабах, и двух фаз не будет вообще). Значит, поверхность льдинки повышает свободную энергию на n2/3. Правда, льдинка имеет еще позиционную энтропию, так как может находиться в разных точках сосуда. Но эта энтропия не превосходит величину порядка k. ln(N), если в сосуде - всего N молекул (т.е. N точек, с которых может начинаться льдинка). Итого - свободная энергия льдинки порядка [n2/3 - kТ.ln(N)]. Но логарифм очень "слаборастущая" при больших N функция. Если льдинка занимает заметную часть сосуда (скажем, n~N/10), и N очень велико [скажем, 10 000 000 000], то ln(N) [в данном случае - 23] очень мал по сравнению с (N/10)2/3 [в данном случае - с 1 000 000], - то есть в свободной энергии льдинки доминирует граничный член n2/3, а он противится ее образованию. Поэтому в трехмерной системе макроскопические фазы разделяются ("льдинки" из нескольких молекул - не в счет: это просто микроскопические, локальные флуктуации), и фазовый переход первого рода в ней возможен. 

А выгодно ли сосуществование фаз в одномерной системе? Оказывается, да. Рассмотрим опять температуру "середины перехода", где спираль и клубок имеют равную свободную энергию, т.е. где fEL=0. Свободная энергия обеих границ спирали и клубка, fINIT, не зависит ни от размера спирали, ни от размера клубка. Позиционная энтропия спирали длины n в цепи длины N равна k.ln(N-n). Итого, свободная энергия этой плавающей спирали есть fINIT - kТ.ln(N-n). При больших N, член с ln(N-n) всегда доминирует в этом выражении, даже если n ~ 0.9 N; а этот логарифмический член понижает свободную энергию и способствует внедрению спирали в клубок (и, точно так же, - клубка в спираль). Поэтому в одномерной системе фазы не разделяются, они стремятся перемешаться, а раз так, то и фазовый переход первого рода (или типа "все-или-ничего") невозможен при достаточно большой длине цепи. Теорема Ландау доказана. 

 Теперь можно поставить вопрос: при каких характерных длинах цепи начинается смешение клубковой и спиральной фаз? 

Рассмотрим цепь из N звеньев при температуре "середины перехода", где спираль и клубок имеют равную свободную энергию, т.е. fEL=0. При этом свободная энергия элонгации спирали (а равно и клубка) ноль, ее инициации - fINIT, а число возможных положений спирали в цепи из N звеньев порядка N2/2 (она может начинаться и кончаться в любом месте при единственном условии, что ее длина  —  не менее трех остатков); и ни расположение спирали в цепи, ни ее длина (при fEL=0) не влияют на ее свободную энергию. Для получения качественной оценки пренебрежем мелочами (цифрами) по сравнению с главным (буквами). Итак: размещений спирали порядка N2, т.е. их энтропия  -  k x 2ln(N), а полная свободная энергия внедрения куска новой фазы (спирали с флуктуирующими концами) в цепь длины N - примерно fINIT - 2kТ.ln(N). Если она, эта свободная энергия, больше нуля - новая фаза не внедрится; если она меньше нуля - новая фаза может внедриться неоднократно. Значит, смешение клубковой и спиральной фаз начинается в кусках длины N ~ n0, а величина n0 получается из уравнения fINIT - 2kТ.ln(n0) = 0. Итак: характерная длина кусков спирали и клубка в середине перехода 

n0 = exp(+fINIT/2kТ) =  - 1/2          (9.6)

Точка (температура) середины перехода на опыте находится как та точка, где спиральность очень длинного полипептида составляет 50% (спиральность обычно измеряют при помощи КД спектров, как о том говорилось выше; при 50% спиральности КД спектр полипептида выглядит как полусумма спектров клубкообразного полипептида и полипептида, спирального на 100%). В этой точке fEL=0, т.е. s = exp(-fEL/kT) = 1. Измеряя в тех же условиях (когда s=1) зависимость спиральности от длины полипептида, можно найти n0, как ту длину цепи, при которой ее средняя степень спиральности в 4 раза меньше, чем у очень длинной цепи (т.е. чем 50%). Точный расчет и доказательство того, что цепь из n0 =  -1/2 звеньев имеет именно (1/4) 50% = 12% спиральности при s=1, выходит за рамки нашего курса. Однако получить приблизительную оценку нетрудно. В самом деле, в цепи из n0 звеньев сумма вероятностей всех состояний, включающих -спираль, близка -  по определению - к 50%. А так как состояние "со спиралью" обычно имеет вид типа "клубок_на_одном_конце_цепи - спираль - клубок_на_другом_конце_цепи", то, в среднем, эта спираль - если она есть вообще (а вероятность этого "вообще" 50%) включает 1/3 звеньев цепи. Итого средняя спиральность цепи из n0 звеньев приближенно равна 50% x (1/3) = 17%. Наконец, зная n0, можно вычислить fINIT и . Для большинства аминокислот n0  30, fINIT  4 ккал/моль, и  0.001. 

 Теперь мы можем найти свободную энергию образования водородной связи (вкупе со всеми сопутствующими образованию Н-связи в -спирали взаимодействиями): согласно (9.2), fH = -fINIT/2  -2 ккал/моль. Можно найти и конформационную энтропию, теряемую при фиксации одного звена в -спирали: согласно формуле (9.3), TS = fH  2 ккал/моль. 

Оба параметра стабильности спирали: и fEL, и fINIT зависят от температуры, но по-настоящему сильно влияет на стабильность спирали именно отклонение величины fEL от 0. Дело в том, что в спирали, состоящей из ~n0 звеньев, это отклонение умножается на большое число n0 - и уже в таком виде входит в свободную энергию спирали. Когда величина fELxn0/kT составляет порядка +1 (более точная оценка: fELxn0/kT = +2), спиральность практически исчезает, а когда fELxn0/kT = -2, практически исчезает клубок. Значит, при n030, переход спираль-клубок в очень длинных (N>>n0) полипептидных цепях происходит в области -0.07 < fEL/kT < 0.07 (Рис.9-2). Это пример резкого, кооперативного, но не фазового (т.к. ширина его не стремится к нулю по мере роста длины цепи) перехода.

[image: image21.png]


 Рис.9-2. Переход спираль-клубок всегда - даже для бесконечно длинных цепей - имеет конечную ширину. Это пример не фазового, но кооперативного перехода: при малой величине фактора инициации спирали (<<1) он совершается при совсем небольшом (много меньше, чем на kT) изменении величины fEL, что показывает, что "единица перехода" кооперирует много звеньев цепи,  но отнюдь не всю эту цепь.
  
  Для измерения влияния отдельных аминокислотных остатков на стабильность спиралей сейчас чаще всего используются короткие (длиной ~n0 или менее) полипептиды. В них может образоваться только одна спираль, и оценить влияние каждой аминокислотной замены на спиральность здесь наиболее просто. Сейчас известно, что вклад аминокислотного остатка в стабильность спирали лежит в следующих пределах: аланин; самый "спиралеобразующий" остаток: s  2, т.е. fEL  -0.4 ккал/моль; глицин, самый "спиралеразрушающий" остаток: fEL  +1 ккал/моль, т.е. s  0.2; правда, у пролина -  иминокислоты (не имеющей NH группы, которая должна завязывать структурообразующую водородную связь в -спирали) величина s еще много меньше, порядка 0.01- 0.001, но точно она еще не измерена. 

Ранее аналогичные оценки делались, используя статистические сополимеры (например  цепи, включающие случайным образом перемешанные 80% Glu и 20% Ala), и именно так были получены первые, а значит, и самые важные оценки, но с появлением возможности синтеза полипептидов с заданной последовательностью. Такие работы на случайных сополимерах, видимо, отошли в прошлое. 

Используя короткие пептиды с заданной первичной структурой, можно даже оценить влияние на спиральность каждой точечной аминокислотной замены в каждом конкретном месте такого пептида, т.е., фактически, в зависимости от расположения аминокислотного остатка относительно N- и С-концов спирали. Боковые группы взаимодействуют с этими концами по-разному, в частности, заряженные группы, потому что на N-конце спирали, как уже говорилось, сидят свободные от водородных связей NH-группы главной цепи (и парциальный заряд N-конца -спирали равен +e/2), а на другом ее конце - СО-группы (с суммарным парциальным зарядом в половину электронного, -e/2). 

Кроме того, для измерения стабильности спирального состояния (величины fEL) в полипептидах, включающих кислотные или осн[image: image8]вные боковые группы (например, в поли(Glu) или поли(Lys)), используется потенциометрическое титрование. Идея этого подхода  в том, что заряжая спираль, мы разрушаем ее (т.к. в спирали заряды боковых групп более сближены и потому сильнее расталкиваются), так что стабильность спирали можно рассчитать, зная, как суммарный заряд цепи зависит от рН среды. К сожалению, более подробное рассмотрение этого интересного метода выходит за рамки данного курса. 

Аналогичные подходы применяются и для измерения стабильности -структуры в полипептидах. Однако они менее развиты, так как -структура сильно агрегирует. Сейчас стабильность -структуры часто измеряют прямо в белке  —  путем оценки влияния на его стабильность точечных замен отдельных, лежащих на его поверхности -структурных аминокислотных остатков. Способность разных остатков стабилизировать -структуру мы рассмотрим на следующей лекции. 

Рассмотрим теперь скорость образования вторичной структуры в пептидах. 

-спирали образуются быстро: показано, что за десятую долю микросекунды спираль охватывает пептид из 20-30 остатков (для столь быстрых измерений приходится греть раствор пико-  или наносекундным лазерным ударом). Значит, спирали нарастают со скоростью по крайней мере порядка 1 остаток за несколько наносекунд. 

"По крайней мере", так как скорость образования спирали зависит не только от скорости, с которой она нарастает, но и от скорости, с которой в цепях появляются первые зародыши спиральной структуры. А инициация спирали требует преодоления активационного барьера  и потому образование первого витка спирали требует много больше времени, чем ее последующее удлинение еще на один виток. Так что возможно, что элонгация спирали идет много быстрее, а все наблюдаемое время тратится на ее инициацию. Разберемся в этом вопросе чуть внимательнее.
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Рис.9-3. Характерная зависимость свободной энергии спирали (F) от числа вовлеченных в нее аминокислотных остатков (N) при разных свободных энергиях ее элонгации (fEL). При fEL<0 - длинная спираль стабильна, но ее образование требует инициации, - преодоления активационного барьера высотой fINIT. При fEL>0 - спираль любой длины нестабильна и, следовательно, не образуется.

  Характерная зависимость свободной энергии спирали от ее длины показана на Рис.9-3. Даже когда fEL<0, т.е. когда достаточно длинная спираль стабильна, образование первого витка в ней требует преодоления активационного барьера высотой fINIT. По теории переходных состояний, преодоление такого барьера и образование первого витка в данном месте цепи происходит за время                                  
tINIT = .exp(+fINIT /kT) ,          (9.7)

где  - время элементарного шага (в данном случае -  элонгации спирали на один остаток), а экспонента учитывает малую населенность барьерного состояния. В силу уравнения (9.6) 

tINIT =  /.                      (9.8)


      Однако инициация может произойти в любой точке спирали, а ее длина  —  порядка n0 = -1/2. Значит, характерное время инициации первого витка в каком-то месте будущей спирали составляет в n0 раз меньше времени, а tINIT/n0= /(n0) =  / 1/2. 

На то, чтобы уже инициированная спираль охватила все свои ~n0 звеньев, требуется потом примерно то же (что и на инициацию) время, ~n0= / 1/2. Значит, все время перехода клубок-спираль в полипептиде должно составлять примерно 

t = 2 /1/2,                           (9.9)


и половина, грубо говоря, этого времени идет на инициацию спиралей в разных местах цепи, а половина - на элонгацию, протекающую, в согласии с предварительной оценкой, со скоростью порядка 1 остаток за наносекунду. 

Кинетика образования -спиралей относительно проста: они всегда образуются быстро. Кинетика образования -структуры много сложнее и интереснее. 

-структура в полипептидах часто образуется очень медленно - за часы, а бывает и за недели (хотя бывает, что и за миллисекунду). Почему? И, в то же время, белки с -структурой сворачиваются не медленнее -спиральных белков. Как они успевают? И что отвечает за аномалии в образовании -структуры в полипептидах: медленная инициация или медленная элонгация? 

 "Аномальная" (по сравнению с переходом спираль-клубок) кинетика образования -структуры связана с тем, что она - двумерный (а не одномерный, как спираль или клубок) объект (Рис.9-4). 
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Рис.9-4. (а) Схема -листа. Аминокислотные остатки внутренних -участков показаны черными кружками, краевых -участков - пустыми кружками; изгибы (или петли), соединяющие -участки, изображены в виде уголков. (б) Описанный в тексте сценарий роста -листа. Самая нестабильная структура помечена значком #.
Находящиеся на краю листа звенья цепи имеют меньше контактов с другими, чем внутренние звенья листа. Иными словами, край -листа (как и граница любой другой фазы, например, капли воды, льдинки или -спирали) имеет повышенную свободную энергию. Однако, в отличие от -спирали (и в сходстве с каплей) -лист не одномерен, т.е. размер его края (а значит, и его свободная энергия) растет с числом вовлеченных в этот лист звеньев цепи. Поэтому переход клубок - -структура становится фазовым переходом первого рода,  как образование капли или льдинки. Покажем, что из-за этого на пути образования -листа возникает высокий (особенно при образовании лишь слегка стабильной -структуры) свободно-энергетический барьер, который может в миллионы и миллиарды раз замедлить инициацию ее сворачивания. 

       Край -листа сложен из (а) краевых -тяжей, и (б) изгибов или петель, соединяющих все -тяжи (Рис.9-4а). Пусть свободная энергия клубка принята за 0 (т.е. за начало отсчета), f - свободная энергия остатка в центре -листа, f+f - свободная энергия остатка на его краю (т.е. f - краевой эффект), и U - свободная энергия изгиба. Раз -лист вообще образуется, т он стабилен (т.е. f <0), а краевые эффекты препятствуют его распаду на кусочки (т.е. f>0 и U>0).

В кинетике образования -структуры надо различать два случая: 

А) f+f<0, т.е. длинная -шпилька сама по себе стабильнее клубка. Тогда только образование изгиба в вершине этой шпильки требует преодоления активационного барьера (примерно такого же, как при образовании -спирали), а дальнейший рост -структуры идет быстро, примерно как элонгация -спирали (см. линию с fEL<0 на Рис.9-3). 

Б) f+f>0, т.е. -шпилька сама по себе нестабильна, и только прилипание к инициирующей -шпильке последующих - тяжей стабилизует -лист. Активационному барьеру тогда соответствует образование "зародыша"  - такого -листа или -шпильки, что дальнейший рост листа пойдет уже с общим понижением свободной энергии. 

Образование и последующее "прорастание" зародыша новой фазы - характернейшая особенность фазовых переходов первого рода, к коим принадлежит и образование -структуры. Однако преодоление связанного с образованием зародыша активационного барьера, как мы скоро убедимся, может быть очень и очень медленным. 

 Рассмотрим следующий простейший сценарий роста стабильного -листа (Рис.9-4б): образование инициирующей -шпильки из изгиба и двух -тяжей, по N звеньев (аминокислот) в каждом; образование последующего изгиба на ее конце; прилипание к листу -тяжа из N звеньев; образование последующего изгиба; прилипание -тяжа; и так далее. 

 Возникновение из клубка -шпильки из изгиба и двух N-звенных -тяжей повышает свободную энергию цепи на U+2N(f+f); образование последующего -изгиба повышает ее еще на U. Прилипание к N-звенному краю этой шпильки N-звенного -тяжа снижает свободную энергию на Nf (ведь при этом число краевых звеньев не меняется, а число внутренних растет на N); образование последующего -изгиба опять повышает свободную энергию на U; прилипание нового N-звенного -тяжа снова понижает ее на Nf, и т.д. 

Цикл "прилипание нового -тяжа и образование нового -изгиба" изменяет суммарную свободную энергию на Nf+U. А так как в результате такого цикла свободная энергия должна снижаться (только тогда сворачивание цепи пойдет быстро), то прилипающий -тяж (а равно и тот, к которому он прилипает) должен состоять не менее чем из Nmin = U/(-f) звеньев. 
       "Переходным", т.е. самым нестабильным состоянием по ходу образования -структуры является (по нашему сценарию) -шпилька с последующим изгибом. Так как стабильность шпильки падает с удлинением, а -тяж в инициирующей шпильке должен состоять как минимум из Nmin звеньев, то минимальная свободная энергия инициирующей -шпильки составляет 

F# = U+2Nmin(f+f)+U = 2(Uf)/(-f).                             (9.10)

Это свободная энергия переходного состояния при образовании -листа по нашему сценарию. Теперь осталось только показать, что, какой сценарий ни возьми, существенно более стабильных переходных состояний быть не может.

       Чтобы показать это, оценим, как будет меняться минимальная свободная энергия -листа с его увеличением. Общий ход изменения показан на Рис.9-5. Пока лист мал, доминируют краевые эффекты, и свободная энергия повышается. В большом же листе доминируют внутренние остатки, и его свободная энергия падает. 
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  Рис.9-5. Общий ход изменения Fopt, минимальной свободной энергии -листа, с увеличением числа М звеньев в нем. Кривые относятся к разным свободным энергиям f внутренних звеньев -листа. # - точка максимума величины Fopt по ходу роста -листа. При росте -листа (в отличие от роста -спирали, см. Рис.9-3) максимум его свободной энергии не приходится на самое начало этого процесса. 

  Теперь перейдем к расчетам. Сначала оценим минимальную свободную энергию M-звенного -листа. Свободная энергия листа, состоящего из m -тяжей (равной длины, чтобы минимизировать краевую свободную энергию) и m-1 изгиба, равна

                                          F(M,m) = Mf + 2(M/m)f + (m-1)U                            (9.11)

Варьируя число -участков m, найдем минимум этой свободной энергии из условия 

                                         dF/dm =  -2(M/m2)f + U = 0.                                        (9.12)

  Отсюда следует оптимальное число -участков в этом листе, mopt = M1/2 [2f/U]1/2 и его свободная энергия, Fopt(M) = F(M,mopt) = Mf -  U + 2 M1/2 [2f.U]1/2. Варьируя величину Fopt(M) по M, находим ее максимум (см. Рис.9-5) из условия 

                                    dFopt/dM = f + M1/2 [2f.U]1/2 = 0                                           (9.13)

 Далее можно определить размер -листа, соответствующего этому максимуму, M* = 2(f.U)/(-f)2, и его свободную энергию 

                                F* = Fopt(M* ) = 2(f.U)/(-f)  —  U                                               (9.14)

Величины F* и F# (см. формулу 9.10) совпадают в главном члене, 2(f.U)/(-f). Именно из-за него свободная энергия переходного состояния F# всегда велика, когда свободная энергия стабилизации -структуры (-f) мала, т.е. когда  структура находится на грани стабильности. В сущности, F# стремится к бесконечности, когда  структура приближается к термодинамическому равновесию с клубком, т.е. когда (-f)  0. 

       Так как, согласно теории переходного состояния, время процесса t зависит от свободной энергии переходного (самого нестабильного промежуточного) состояния F# как

t ~ .exp(+F#/kT),                  (9.15)
где  - время элементарного шага (в данном случае элонгации -листа на один остаток; и нет причин, чтобы скорость элонгации -листа качественно отличалась бы от скорости элонгации спирали), то характерное время образования  листа, при малых -f, есть 

t ~ b.exp[A/(-f)] ,                       (9.16)
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где A - некая константа. Каково бы ни было ее численное значение, видно (см. Рис.9-6), что при малых -f время образования  структуры будет огромно (в пределе - бесконечно велико). 
    Рис.9-6. Общий вид зависимости характерного времени образования -листа от стабильности -структуры. 

Итак: малостабильная -структура (а именно она наблюдается в неагрегирующих полипептидах) должна образовываться очень медленно, и причина здесь не в медленной элонгации, а в медленной инициации: трудно собрать свободную энергию из теплового движения и преодолеть высокий барьер. Так объясняется и экспериментально наблюдаемая, очень медленная скорость образования -структуры в неагрегирующих полипептидах, и резкий ее рост с повышением стабильности -структуры. В то же время стабильные -листы и шпильки (а именно они и наблюдаются в белках) должны образовываться довольно быстро,  примерно как -спираль. 

Крайне медленная инициация - общее свойство фазовых переходов первого рода, когда возникающая фаза находится на грани стабильности. Вспомните: переохлажденная жидкость, перегретый пар... Все это связано с большой свободной энергией обширной граница раздела фаз. А -структура как раз и образуется фазовым переходом первого рода со всеми вытекающими последствиями. Наоборот, -спираль не образуется фазовым переходом первого рода [вспомните: граница спирали, в отличие от границы -структуры (или льдинки), не растет с ее размером],  поэтому барьер, который нужно преодолеть при сворачивании спирали, всегда имеет конечную (и небольшую) величину, и она может успеть "проинициироваться" за микросекунду. 

