
38

Труды Карельского научного центра РАН 
№ 11. 2020. С. 38–53
DOI: 10.17076/eb1222

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 577.3

СОПРЯЖЕННОСТЬ КОНФОРМАЦИОННЫХ И ФАЗОВЫХ 
СОСТОЯНИЙ СЫВОРОТОЧНОГО АЛЬБУМИНА В СОЛЕВЫХ 
РАСТВОРАХ ПО ДАННЫМ МЕТОДА ЭПР СПИНОВЫХ МЕТОК

С. П. Рожков, А. С. Горюнов, М. Ю. Крупнова
Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Использование сывороточных альбуминов (СА) в модельных системах при иссле-
довании биологической активности химических соединений и наноматериалов, 
а также физико-химических, в частности фазовых, свойств биологических жидко-
стей, в том числе нуклеоплазмы и цитоплазмы живой клетки, требует более глубо-
ких представлений о взаимосвязи конформационных (структурно-динамических) 
состояний белковых молекул с фазовыми состояниями белковых дисперсий в ши-
роком диапазоне температур и составов. Обычно используемые при изучении этой 
взаимосвязи совместное построение и анализ кривой стабильности белка и фазо-
вых диаграмм белкового раствора существенно осложнены в случае сывороточ-
ного альбумина повышенной склонностью этого белка к агрегации. В настоящей 
работе для этих целей предлагается экспериментально-теоретический подход, 
основанный на применении электронного парамагнитного резонанса (ЭПР) спи-
новых меток (малеимидо-ТЕМПО и дихлортриазин-ТЕМПО), ковалентно связан-
ных с молекулой белка и чувствительных к изменению как структурно-динамиче-
ского состояния белковых молекул, так и фазового состояния белковых растворов 
(дисперсий). Представлены данные о характеристиках подвижности спин-меток 
(времени корреляции, термодинамических функциях, константе равновесия), от-
ражающих состояние внутри- и межмолекулярных взаимодействий молекул СА 
человека. Показано, что переходы на температурных зависимостях этих харак-
теристик от температуры и концентрации NaCl, CaCl2, (NH4)2SO4, сахарозы, поли-
этиленгликоля и тяжелой воды отражают взаимопревращения низко- и высокотем-
пературного конформеров белка и их агрегатов, а также фазовые переходы типа 
жидкость-жидкость, в том числе реентрантные. На основе полученных результатов 
предложена фазовая диаграмма дисперсии СА, описывающая фазовые переходы 
типа жидкость-жидкость вблизи температур холодовой и тепловой денатурации 
с учетом роли нативных конформеров белка, их агрегатов и переходов между ними 
в области физиологических температур.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: белковый раствор; электронный парамагнитный резонанс; 
взаимодействие белков с низко- и высокомолекулярными веществами; фазовая 
диаграмма.
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Введение

Из всего многообразия белков сывороточ-
ные альбумины (СА) наиболее часто служат 
в качестве модельных объектов для анализа 
биологической активности химических сое-
динений и наночастиц в различных областях 
биофизических исследований. К примеру, они 
используются в качестве сенсоров конформа-
ционных и фазовых изменений при взаимодей-
ствии биомолекул с наночастицами различной 
природы при образовании белковой короны 
[Treuel et al., 2014], для функционализации био-
наноконъюгатов [Li et al., 2016], индукции и ин-
гибирования процессов фибриллообразования 
[Zaman et al., 2014]. Это обусловлено как до-
ступностью и дешевизной сывороточных аль-
буминов, так и относительной полнотой знания 
[Ландау, 1981; Peters, 1996] их конформаци-
онного состояния, межмолекулярного взаимо-
действия и фазового поведения в различных 
дисперсиях, моделирующих как состояние мо-
лекулярного краудинга, так и соответствующе-
го микроокружения белков. Особое значение 
это приобретает в свете обнаруженных в по-
следнее время способностей различного типа 
безмембранных органелл в цитоплазме к фазо-

вым переходам (ФП) типа жидкость-жидкость 
(L–L), участником которых обычно являются 
внутренне неупорядоченные белки [Dignon 
et al., 2019]. Хотя молекулярные механизмы та-
ких переходов остаются во многом неизвест-
ными [Shin, Brangwynne, 2017], установлено, 
что склонность к L–L переходам определяется 
термореактивным поведением аминокислот-
ных остатков белковых цепей. Это позволяет 
проводить направленную разработку таких по-
следовательностей с желаемыми свойства-
ми по отношению к нижним (НКТР) и верхним 
(ВКТР) критическим температурам L–L перехо-
дов [Dignon et al., 2019].

Однако часто микроокружение обеспечива-
ется солевым составом. При этом предполага-
ется [Uversky et al., 2001], что потенциал связы-
вания белков с ионами поливалентных металлов 
является важным фактором индуцированных 
металлом конформационных изменений бел-
ка, приводящих к появлению частично сверну-
тых интермедиатов. Даже низкие концентрации 
некоторых металлов могут непосредственно 
вызывать образование фибрилл. В свою оче-
редь, наличие специфических центров связы-
вания ионов и температурные зависимости их 
эффективности определяются аминокислотной 

S. P. Rozhkov, A. S. Goryunov, M. Yu. Krupnova. INTERRELATION OF 
SERUM ALBUMIN CONFORMATIONAL AND PHASE STATES IN SALT 
SOLUTIONS AS STUDIED BY EPR SPIN LABELING

The use of serum albumins (SA) in model systems in the study of the biological activity 
of chemical compounds and nanomaterials, as well as the physicochemical properties, 
in particular, phase properties of biological fluids, including the nucleoplasm and cyto-
plasm of living cells, requires a deeper understanding of the relationship of conformation-
al (structural-dynamic) states of protein molecules with phase states of protein disper-
sions in a wide range of temperatures and compositions. The joint plotting and analysis 
of the protein stability curve and phase diagrams of protein solutions commonly used 
in the study of this relationship are significantly complicated by this protein’s elevated 
tendency to aggregate. In this paper, an experimental-theoretical approach, based 
on the application of the electron spin resonance (ESR) of spin labels (maleimido-TEM-
PO and dichlortriasine-TEMPO spin labels) covalently bound to the protein and sensitive 
to changes in both the structural-dynamic state of protein molecules and the phase state 
of protein dispersions, is proposed for studying this relationship. Data on the mobility cha-
racteristics of the spin labels (correlation times, state functions, equilibrium constants), 
indicating the state of intra- and intermolecular interactions of SA molecules, are present-
ed. Transitions in temperature dependences of these characteristics on the temperature 
and concentration of NaCl, CaCl2, (NH4)2SO4, sucrose, polyethylene glycol, and heavy 
water have been shown to reflect the interconversions of protein conformers and their 
aggregates as well as liquid-liquid phase transitions, including those of a reentrant type. 
Based on the results, a phase diagram of the SA dispersion describing liquid-liquid phase 
transitions in the temperature range of cold and thermal denaturation and taking into ac-
count the role of native protein conformers, their aggregates and transitions between 
them in the physiological interval has been proposed.
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последовательностью [Ma, Cui, 2006]. Недавно 
на основе анализа поведения кривых стабиль-
ности белка было установлено, что расположе-
ние в ряду Гоффмейстера анионов и катионов, 
обеспечивающих ион-специфические эффекты 
биомолекулярных реакций, также существен-
но зависит от температуры [Senske et al., 2016]. 
Таким образом, варьируя концентрации различ-
ных солей или рН растворов нативного глобу-
лярного белка, можно менять зарядовое состоя-
ние белка и влиять на его внутреннюю неупоря-
доченность, тем самым регулируя положение 
L–L переходов на фазовой диаграмме. Так, было 
показано [Juarez et al., 2009a], что сывороточ-
ный альбумин человека (САЧ) при уменьшении 
рН и в присутствии солей при комнатных и повы-
шенных температурах способен образовывать 
фибриллы, путь к формированию которых и их 
структура существенно зависят от микроокру-
жения. Эта способность определяется повы-
шенной склонностью альбумина к олигомери-
зации и агрегации в целом. При этом остается 
открытым вопрос о последовательности обра-
зования фибрилл: в один шаг непосредствен-
но из раствора мономеров или в два шага че-
рез предварительное образование олигомеров 
[Juarez et al., 2009b; Auer et al., 2012].

Потенциальные возможности альбумина 
к образованию агрегатов и/или олигомеров, 
наличие фракций белка, отличающихся по типу 
и количеству переносимых низкомолекулярных 
соединений, обусловливает необходимость 
разработки более полной фазовой диаграммы 
(ФД) дисперсии СА, которая увязывала бы его 
структурно динамическое состояние с фазовы-
ми свойствами (термодинамической устойчи-
востью) дисперсии [Zhang et al., 2006].

Мы полагаем, что ФП L–L сопряжены с де-
натурационными переходами, как тепловы-
ми, так и холодовыми. При этом в состоянии 
кластеров (микрофаз) плотной жидкости [Du-
metz et al., 2008; Vekilov, 2012] оказываются 
метастабильные интермедиаты сворачивания 
типа расплавленной и/или предрасплавлен-
ной глобулы [Рожков, Горюнов, 2017, 2019]. 
Как правило, критическая температура высо-
котемпературного перехода (система с НКТР) 
снижается с ростом концентрации электро-
лита [Matsarskaia et al., 2016, 2018], а крити-
ческая температура низкотемпературного пе-
рехода (система с ВКТР) сначала повышается 
в присутствии солей, а затем понижается, как 
это показано экспериментально для лизоцима 
[Grigsby et al., 2001] и теоретически для систе-
мы вода-белок-соль [Rozhkov, Goryunov, 2010, 
2014]. Аналогичные явления наблюдаются 
и в присутствии водорастворимых полимеров 

типа полиэтиленгликолей (ПЭГ) [Wang et al., 
2014], которые часто используются для созда-
ния эффектов молекулярного краудинга.

Кластеры плотной жидкости содержат до ты-
сячи молекул белка и возникают вблизи фазо-
вой границы L–L переходов, являясь результа-
том баланса сил коллоидного взаимодействия: 
короткодействующего потенциала притяжения 
и дальнодействующего отталкивания [Vekilov, 
2012]. В связи с этим общая задача расшиф-
ровки механизмов образования и стабилизации 
кластеров белков как фазовых явлений оказы-
вается тесным образом сопряжена с проблемой 
белкового фолдинга и требует учета особен-
ностей конформационного состояния молекул 
белков в физиологической области температур 
и составов белковых растворов. Как показано 
современными методами с использованием 
Ферстеровского переноса энергии [Aznauryan 
et al., 2013], наряду с молекулами белка в натив-
ном состоянии в области физиологических тем-
ператур всегда присутствует большая фракция 
белка в состоянии, близком к денатурированно-
му. Вместе с тем нативное состояние является 
наиболее стабильным в этом диапазоне, что 
позволяет экспериментальным путем строить 
кривую стабильности белка [Sanfelice, Temussi, 
2016; Alfano et al., 2017], которая представляет 
собой температурную зависимость разности 
свободной энергии между денатурированны-
ми и нативными молекулами ∆GD

N = GD – GN. 
Как следует из ее колоколообразной формы, 
полная дестабилизация нативных частиц про-
исходит в двух нулевых точках ∆GD

N= 0, располо-
женных в области низких и высоких температур, 
а стабилизация (максимум ∆GD

N) – в области 
физиологических температур. Присутствие лю-
бых агентов, (де)стабилизирующих структуру 
белка или воды в растворе, равно как и адсор-
бентов, в первую очередь будет влиять на фор-
му кривой стабилизации, что дает возможность 
изучать и анализировать их активность [Alfano 
et al., 2017].

Одним из методов, которые позволяют 
параллельно изучать как конформационное 
состояние молекул, так и межмолекулярные 
взаимодействия и образование комплексов 
(ассоциатов) белковых молекул в растворе, 
является метод ЭПР спиновых меток и зондов 
[Лихтенштейн, 1974; Кузнецов, 1976; Метод…, 
1979]. Конформационные и фазовые перехо-
ды молекул белка с ковалентно связанными 
спин-метками должны неизбежно сказываться 
на динамических и релаксационных характери-
стиках спин-меток, изменяющихся вслед за ло-
кальными изменениями микровязкости, удель-
ной поверхностной энергии, диэлектрических 
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свойств среды. В настоящей работе использо-
вался основанный на ЭПР спин-меток подход, 
который надежно зарекомендовал себя при из-
учении структурно-динамических свойств как 
белковых молекул, так и их комплексов (ассо-
циатов) [Рожков, Кяйвяряйнен, 1985; Rozhkov, 
Goryunov, 2000; Rozhkov, 2004].

Если молекула белка имеет лишь один центр 
связывания спиновой метки, как в случае спин-
метки ТЕМПО-малеимид на САЧ, возникнет 
возможность, с одной стороны, рассчитать кон-
станту конформационного равновесия между 
состояниями микроокружения и соответству-
ющие значения разности термодинамических 
функций этих состояний, а с другой – оценить 
изменения эффективного расстояния между 
молекулами белка, определяя среднее рассто-
яние диполь-дипольного взаимодействия меж-
ду спин-метками. Это позволяет наблюдать как 
за структурно-динамическим, так и за фазовым 
состоянием дисперсии молекул белка.

Если же молекула белка имеет несколько 
центров связывания спин-метки, как в слу-
чае ТЕМПО-дихлортриазина [Бондарев и др., 
1988], открывается возможность регистриро-
вать трансглобулярные структурные измене-
ния, которые находят свое отражение в пове-
дении кривой стабильности (температурной 
зависимости свободной энергии денатурации) 
макромолекул белка и ее изменений под дей-
ствием физических и химических факторов.

На примере САЧ обсуждаются возможности 
метода для анализа стабильности белка в об-
ласти физиологических температур, позволя-
ющие проводить оценку изменения фазовых 
и конформационных состояний молекул белков, 
индуцируемых электролитами и другими ком-
понентами раствора. При этом рассматривают-
ся также некоторые особенности ФД состояния 
СА, поскольку в теоретическом плане одной 
из важных нерешенных проблем в протеомике 
является разработка глобальных ФД, которые 
учитывали бы всевозможные структуры и пе-
реходы между ними [Buell, 2017]. Поэтому цель 
настоящей работы – методом ЭПР спин-метки 
обнаружить изменения структурного состояния 
растворов САЧ, сопряженные с индуцируемыми 
солью изменениями конформационного состо-
яния макромолекулы САЧ, как локального, так 
и трансглобулярного, и установить их взаимо-
связь с фазовым состоянием раствора. Это по-
зволит на основании полученных результатов, 
а также сложившихся к настоящему времени 
представлений о фазовых свойствах белковых 
систем ответить на более общий вопрос об осо-
бенностях ФД состояний растворов СА, в част-
ности, о положении на ней областей стабильно-

сти конформеров и ассоциатов белка, а также 
о фазовых переходах между этими состояния-
ми, включая L–L ФП.

Материалы и методы

В работе использовались препараты лио-
филизированного порошка необезжиренного 
(5-я фракция) САЧ и спиновые метки на осно-
ве ТЕМПО-малеимида производства компании 
Sigma-Aldrich, а также на основе ТЕМПО-ди-
хлортриазина (2,2,6,6-тетраметил-N-1-оксил-
пиперидин-4-аминодихлортриазин), синтези-
рованная методом, описанным в [Жданов, 
1981]. Фосфатный буфер (рН 7,3), в том чис-
ле содержащий 0,15 M NaCl, для раствора 
САЧ готовили с применением химически чи-
стых реагентов. В работе также использова-
лись тяжелая вода с атомной долей дейтерия 
99,8 %, а также химически чистые сахароза, 
полиэтиленгликоль ММ 40000 (ПЭГ-40), NaCl, 
(NH4)2SO4, NaOH, HCl. Все растворы приготов-
лены на ультрачистой дистиллированной, де-
газированной и деионизованной воде (MilliQ). 
Растворы спин-меченого САЧ (САЧ-СМ) для 
ЭПР спектроскопии получены на основе 1 мM 
исходного раствора в 0,01 М фосфатном бу-
фере + 0,15 M NaCl (рН 7,3) путем разбавления 
до требуемой концентрации в объеме образца 
100–300 мкл. Растворы с разным содержанием 
тяжелой воды получали путем добавления кон-
центрированного раствора белка в буферные 
растворы с соответствующей концентрацией 
D2O. рН растворов доводились до требуемой 
величины в растворах разного состава с ис-
пользованием заготовленных кислых и щелоч-
ных 0,12 М фосфатных буферов. рН всех образ-
цов тщательно контролировался с помощью ка-
либрованного рН-микроэлектрода и рН-метра. 
Измерения в растворах, содержащих D2O, про-
водились при рН, равном рН измеренному, что-
бы гарантировать неизменность электроста-
тического состояния макромолекул. Вязкость 
растворов сахарозы определяли с помощью 
рефрактометра ИРФ-22 и соответствующей 
номограммы. Вязкость растворов сахарозы 
с ПЭГ-40 определяли с использованием виско-
зиметра Оствальда.

Спектры ЭПР САЧ-СМ регистрировались 
на радиоспектрометре ЭПР Х-диапазона Bruker 
EMX 6/1 с термостатируемой ячейкой резона-
тора (± 0,2 °С) при амплитуде модуляции 1 Гс 
и СВЧ мощности 12,6 мВт во избежание на-
сыщения и искажения сигнала. Условия экс-
периментов и модификация САЧ спиновыми 
метками подробно описаны ранее [Рожков, 
Кяйвяряйнен, 1985; Rozhkov, Goryunov, 2000; 
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Rozhkov, 2004]. Важной характеристикой полу-
чаемого спектра спин-метки в области медлен-
ных вращений является наличие двух хорошо 
разрешенных внешних экстремумов, обуслов-
ленных сверхтонким взаимодействием, и цен-
тральной компоненты за счет наложения раз-
личных составляющих сверхтонкой структуры. 
При этом спин-метка может иметь несколько 
центров связывания с белком (как в случае 
с меткой на основе ТЕМПО-дихлортриазина 
на IgG [Бондарев и др., 1988]) или один центр 
связывания (проксил-малеимид на альбумине 
[Pavićević et al., 2017]), но в обоих случаях со-
держать несколько компонент в спектре. Так, 
установлено, что двухкомпонентность спектра 
спин-метки ТЕМПО-малеимида обусловлена 
равновесием двух состояний структуры белка, 
в которых микровязкость и подвижность ради-
кала существенно различаются [Wetzel et al., 
1980]. Константа равновесия К определяется 
конформационными флуктуациями полости 
в структуре белка, где локализуется аминокис-
лотный остаток Цис-34, с которым связывается 
спин-метка. Поскольку концентрация спинов 
(спин-меток) в каждом состоянии пропорци-
ональна площади под соответствующей ком-
понентой сигнала поглощения N ~ kI(∆H)2, где 
k – константа, характеризующая форму линии, 
I и ∆H – амплитуда и ширина широкой (А) и уз-
кой (B) линий спектра соответственно [Пул, 
1970; Rozhkov, Goryunov, 2000], то:

 Kр
эф = I0

A(∆H0)2
A / I0

B(∆H0)2
B, (1)

где Kр
эф – эффективные значения K. Это позво-

ляет рассчитать изменение эффективной эн-
тропии ∆Sэф, энтальпии ∆Hэф и свободной энер-
гии состояния спин-метки в полости.

Расчет времени корреляции диффузии 
спин-метки зависит от выбранной модели ее 
диффузии и отражает диффузию как самой 
спин-метки с частотой ν1 = τR

-1, так и белковой 
глобулы с частотой ν2 = τм

-1. В этом случае из-
меряемое время корреляции τэф ~ ν1

–1 + ν2
–1

 бу-
дет эффективным. Эффективное время корре-
ляции τэф рассчитывали по известной формуле 
[Кузнецов, 1976]:

 τэф = a(1 – S)b 32/Az.

Здесь S = Az*/Az, где Az – половина рассто-
яния по полю между внешними экстремумами 
спектра, соответствующего условию предель-
но медленного вращения спин-метки, а Az* – та 
же величина для спектра исследуемой спин-
метки. Параметры а и b определяются моде-
лью вращения спин-метки и остаточной шири-
ной индивидуальной линии спектра, и в рамках 
используемой нами модели (изотропная или 

слабоанизотропная скачкообразная диффу-
зия) их значения составляют a = 25,5 10–14 Тл/с 
и b = –0,615. Такая модель диффузии выбрана 
потому, что характер вращения белка и мет-
ки совпадает [Кузнецов, 1976]. Если «скачки» 
самой метки могут быть обусловлены конфор-
мационными изменениями ее микроокруже-
ния, то «скачки» макромолекулы можно объ-
яснить с учетом потенциала взаимодействия 
белок-белок. Лишь преодоление потенциаль-
ного барьера взаимодействия «скачком» мо-
жет обеспечить макромолекуле одновременно 
трансляционную диффузию и вращательную 
переориентацию:

 ν = (τэф)–1 = τR
–1 + τм

–1. (2)

Для изотропной модели движения спин-
метки был предложен способ [Кяйвяряйнен, 
1975], позволяющий разделять эффективное 
время корреляции τэф = τR+м на составляющие τR 
и τм, используя зависимости результирующей 
частоты вращения спин-метки от отношения 
Т/η. С учетом закона Стокса – Эйнштейна для 
вращательной диффузии макромолекулы урав-
нение (2) запишется как:

 τR+м
–1 = τR

–1 + 3kT/4π Vм η1,

где η1 – вязкость растворителя, Vм – эффектив-
ный объем белка. При постоянной температуре 
величина τR определяется эффективной ми-
кровязкостью белковой матрицы (η2

эф/T), а τм – 
вязкостью растворителя (η1

эф/T). Если вязкость 
растворителя изменяется в небольших пре-
делах, то изменением собственного времени 
корреляции спин-метки можно пренебречь, 
поскольку микровязкость водно-белковой ма-
трицы на два порядка больше и соответству-
ющее слагаемое вносит практически постоян-
ный вклад в динамику спин-метки независимо 
от вязкости. В этом случае τR+м

–1 ≈ τм
–1, и выра-

жение для наклона зависимости τR+м
–1 от Т/η1 

будет иметь вид:

 ∆(τR+м
–1)/∆(T/η1) = 3k/(4π τм

эф). (3)

В стандартных условиях ((η/T)ст. = 3×10–5 Пз/K) 
величина наклона составит 3×10–5/τм. Лишь 
при значениях вязкости растворителя, сравни-
мых с эффективной микровязкостью белковой 
матрицы, можно ожидать отклонения этой за-
висимости от линейности. Аппроксимация ли-
нейного участка зависимости τR+м

–1 от Т/η к бес-
конечной вязкости в точке пересечения с осью 
ординат дает: τR+м

–1 = τR
–1. Ранее на основе этих 

фактов нами был предложен способ расче-
та значений удельной поверхностной энергии 
в области локализации спиновой метки [Рож-
ков, Горюнов, 2006].
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В то же время наклон экстраполяционных 
зависимостей будет зависеть от Vм, величина 
которого определяется сегментальной под-
вижностью белка. Последнюю, в свою очередь, 
отражает ход кривой стабильности белка ∆GD

N 
от температуры. Чем ближе к экстремуму кри-
вой стабильности (стабильность нативного 
состояния), тем больше эффективный объем 
белка Vм [Royer, Winter, 2011]. По мере умень-
шения стабильности нативного состояния 
(смещения температуры в область как холодо-
вой, так и тепловой денатурации) эффектив-
ный объем уменьшается (подвижность рас-
тет): Vм ~ τм. Если добавление в раствор белка 
сахарозы, стабилизирующей структуру белка 
[Arakawa, Timasheff, 1982; Рожков, 1991], пред-
ставить как приращение эффективной темпе-
ратуры Т/η, то изменение ∆GD

N под влиянием 
сахарозы может быть рассмотрено как инкре-
мент энергии стабилизации │∆GD

N(Т+∆(Т/η)) – 
∆GD

N(Т)│/∆(Т/η). Если приращение приходится 
на максимум кривой энергии стабилизации, 
то наклон будет мал, а Vм будет принимать 
большие значения (Vм ~ τм

эф). Метод ЭПР спин-
метки позволяет регистрировать эти измене-
ния путем построения вязкостных изотерм τм

эф.
Изменение расстояний между парамаг-

нитными центрами в застеклованных (77 К) 
 дисперсиях белков определяли по диполь-ди-
польному уширению линий спектра, используя 
параметр d1/d – отношение суммарной интен-
сивности крайних компонент спектра к интен-
сивности центральной компоненты и соответ-
ствующей номограмме [Лихтенштейн, 1974].

Исследования выполнены на научном обору-
довании Центра коллективного пользования Фе-
дерального исследовательского центра «Карель-
ский научный центр Российской академии наук».

Результаты и обсуждение

На рис. 1 представлены температурные 
зависимости времени корреляции τM

эф для 
САЧ-СМ в фосфатном буферном растворе, 
содержащем 0,15 М NaCl, а также тяжелую 
воду и ПЭГ-40. τM

эф рассчитано по формуле (3) 
на основе параметров спектров ЭПР, получен-
ных для ТЕМПО-дихлортриазиновой спин-мет-
ки, связанной с молекулами САЧ. Для САЧ-СМ 
в буферном растворе с NaCl характер зависи-
мости немонотонный, с выраженным темпера-
турным изменением (переходом) τM

эф в окрест-
ности 33 °С. В то же время в растворе, содер-
жащем D2O, наблюдается два температурных 
перехода – в окрестности 15 и 33 °С (рис. 1/2).

Структурно-динамическое состояние моле-
кул альбумина характеризуется рядом обра-

тимых конформационных переходов в обла-
сти нефизиологических значений рН [Fullerton 
et al., 2006]. Повышение температуры до 55 °С 
также вызывает постепенное и обратимое из-
менение конформации белка на уровне вто-
ричной структуры. Наиболее значимые измене-
ния, обусловленные разворачиванием одного 
из доменов белка, проявляются около 42–43 °С 
[Rezaei et al., 2006; Iosin et al., 2011]. Для обла-
сти 58–65 °С характерно резкое начало дена-
турационных процессов [Borzova et al., 2016]. 
В то же время холодовая денатурация происхо-
дит в области отрицательных температур, при 
этом L–L переход с ВКТР в области положи-
тельных температур наблюдали в присутствии 
ПЭГ [Wang, Annunziata, 2006]).

Сравнительно недавно было обнаружено 
[Bian et al., 2014], что в диапазоне температур 
12–20 °С сывороточный альбумин в растворе 
представлен единственным нативным конфор-
мером А, в то время как в диапазоне темпера-
тур 22–50 °С белок представлен двумя натив-
ными конформерами А и В, причем доля кон-

Рис. 1. Температурные изменения эффективного 
времени вращательной корреляции τM

эф
 молекул 

сывороточного альбумина человека (САЧ), моди-
фицированных спиновой меткой на основе ТЕМПО-
дихлортриазина:
1 – в 0,01 М фосфатном буферном растворе рН 7,3, со-
держащем 0,15 М NaCl; 2 – то же в присутствии 5 % D2O; 
3 – то же, что 1, в присутствии 2 % ПЭГ-40. Концентрация 
САЧ 13 мг/мл. τM

эф пропорционально эффективному объе-
му вращения молекулы САЧ

Fig. 1. Temperature changes of the effective rotational 
correlation time τM

ef of human serum albumin (HSA) mo-
lecule, modified by TEMPO-dychlortriasine based spin 
label:
1 – in 0.01 М phosphate buffer solution pH 7.3, containing 0.15 
M NaCl; 2 – the same in presence of 5 % D2O; 3 – the same as 1 
in presence of 2 % PEG-40. HSA concentration 13 mg/mL. τM

ef 
is proportional to the effective molecule rotation volume of HSA
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формера В растет с температурой. При 58 °С 
и выше происходит спонтанное превращение 
А в В. Эти данные об А и В конформерах по-
зволяют объяснить наличие двух обнаружен-
ных нами максимумов (переходов) в присутст-
вии D2О (рис. 2). Известно, что стабильность 
структуры белка под влиянием D2О возрастает 
в соответствующих интервалах, что указывает 
на важную роль гидратации в стабилизации. 
Кроме того, D2O способствует стабилизации 
мономерной формы белка [Reslan, Kauzer, 
2016]. Конформеры A и B должны иметь соот-
ветствующие кривые стабилизации, что так-
же, вероятно, проявляется в присутствии D2O 
[Braun et al., 2017]. Это означает, что обнару-
женные переходы обусловлены конформаци-
онными превращениями молекул САЧ.

Чтобы рассмотреть взаимосвязь этих прев-
ращений со структурным состоянием диспер-
сии САЧ, была исследована реакция кон-
формеров белка на изменение ионной силы 
растворителя посредством увеличения кон-
центрации солей, обладающих менее (NaCl) 
и более ((NH4)2SO4) выраженной способностью 
«высаливать» САЧ. Под «высаливанием» подра-
зумевается уменьшение термодинамической 

устойчивости дисперсии, содержащей белки 
в соответствующей конформации.

На рис. 2 показаны температурные зави-
симости величины τM

эф при изменении содер-
жания хлорида натрия и сульфата аммония. 
При концентрациях, которые можно отнести 
к диапазону средних, общая тенденция, как 
и по данным рис. 1, заключается в увеличении 
τM

эф с ростом температуры. Однако положение 
перехода смещается в область более низких 
температур. При повышении концентрации 
соли растет низкотемпературный максимум, 
но в области более высоких температур значе-
ния τM

эф уменьшаются, что, вероятно, отражает 
дестабилизацию структуры белка. В области 
«высаливающих» концентраций солей значения 
τM

эф во всем диапазоне температур значитель-
но уменьшаются (рис. 2/2). Похожая тенденция 
наблюдается и в присутствии ПЭГ-40 (рис. 1/3). 
Здесь τM

эф при 5 °С еще ниже – 12 нс, и наблю-
дается фазовое разделение (ФП L–L) раствора, 
проявляющееся как помутнение при достиже-
нии соответствующей температуры и критиче-
ской концентрации белка. Эти особенности по-
ведения τM

эф отражают ФП L–L с верхней крити-
ческой температурой, который регистрируется 
в дисперсии альбумина в таких условиях [Wang, 
Annunziata, 2006].

Значение τM
эф при 5 °С, равное 12 нс, фик-

сировалось ранее в растворах антидинитро-
фенильных антител (IgG-СМ) со спин-меченым 
гаптеном динитрофенилом в присутствии по-
лимеров ПЭГ и декстрана [Рожков, 1984]. При 
этом также наблюдалось помутнение раствора. 
Иммуноглобулины принадлежат к классу бел-
ков с ВКТР [Wang et al., 2014], то есть фазовое 
разделение L–L в дисперсии этих белков про-
исходит при понижении температуры, а крити-
ческая точка сдвигается в сторону более вы-
соких температур с ростом концентрации ПЭГ. 
Таким образом, низкотемпературный переход 
с ВКТР наблюдается как для САЧ-СМ, так и для 
IgG-СM в присутствии ПЭГ.

Другой ФП L–L в дисперсии альбумина – c 
нижней критической температурой – наблю-
дается в присутствии трехвалентных солей 
в диапазоне 15–20 °С [Matsarskaia et al., 2016]. 
В этом случае фазовое разделение идет при 
повышенных температурах, а с ростом концен-
трации соли температура перехода уменьша-
ется. Вероятно, этот же переход имеет место 
и в нашем случае при увеличении концентра-
ции (NH4)2SO4. Такой эффект можно объяснить 
тем, что в условиях фазового разделения наря-
ду с молекулами в исходном нативном состоя-
нии появляются более лабильные конформеры, 
которые группируются в кластеры отдельной 

Рис. 2. Температурные изменения эффективного 
времени вращательной корреляции τM

эф
 молекул сы-

вороточного альбумина человека (САЧ), модифици-
рованных меткой на основе ТЕМПО-дихлортриазина, 
в 0,01 М фосфатном буферном растворе рН 7,3, со-
держащем:
1 – 0,15 М NaCl и 0,6 М (NH4)2 SO4; 2 – 0,15 М NaCl и 1 M 
(NH4)2 SO4; 3 – 0,75 М NaCl. Концентрация САЧ – 30 мг/ мл

Fig. 2. Temperature changes of the effective rotational 
correlation time τM

ef of human serum albumin (HSA) mo-
lecule, modified by TEMPO-dychlortriasine based spin 
label in 0.01 M phosphate buffer solution pH 7.3, con-
taining:
1 – 0.15 М NaCl and 0.6 М (NH4)2SO4; 2 – 0.15 М NaCl and 1 M 
(NH4)2SO4; 3 – 0.75 М NaCl. HSA concentration 30 mg/mL
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фазы при ФП L–L c НКТР. В целом стабильность 
нативного состояния молекул падает, и эффек-
тивный объем молекулы белка Vм ~ τм опреде-
ляется самодиффузией отдельных структурных 
доменов белка, а не макромолекулы в целом. 
С другой стороны, форма спектров ЭПР спин-
метки в условиях помутнения по-прежнему 
указывает на существенную иммобилизацию 
подвижности метки, поскольку она в этом слу-
чае определяется значением времени корреля-
ции τR., которое может существенно возрастать 
в присутствии солей из-за их поверхностно-
инактивных свойств. Это приводит к росту по-
верхностного натяжения и стабилизации соб-
ственной динамики метки в области ее локали-
зации [Рожков, Горюнов, 2006].

Для спин-метки ТЕМПО-малеимида, име-
ющей единственный центр посадки на Цис-34 
молекулы САЧ и флуктуирующей между дву-
мя состояниями с разным микроокружением, 
на основе формулы (1) были рассчитаны эф-
фективные значения разности термодинами-
ческих функций – энтальпии ∆H, энтропии T∆S, 
свободной энергии ∆G между состояниями. 
Результаты расчетов для различных моляр-
ных концентраций NaCl и CaCl2 представлены 
на рис. 3. Значения ∆H, T∆S и ∆G перехода отра-
жают состояния водно-белковой матрицы. Об-
ращает на себя внимание резкое изменение эн-
тальпии и энтропии состояния метки в области 
концентраций NaCl ~ 0,3 M при концентрации 
белка 200 мг/мл. Однако ранее было показано, 
что скачок термодинамических функций про-
исходит при тем меньшей концентрации NaCl, 
чем меньше концентрация белка, т. е. выполня-
ется условие m2/m3 = const [Rozhkov, 2004], где 
m2 и m3 – молярные концентрации белка и соли 
соответственно. Это означает, что переход об-
условлен не только общими молярными концен-
трациями белка и соли, но и их соотношением, 
что подтверждается данными других авторов 
[Braun et al., 2017; Matsarskaia et al., 2018]. В ра-
боте [Rozhkov, Goryunov, 2010] теоретически 
показано, что такое соотношение концентра-
ций компонент характеризует положение линий 
спинодали и бинодали, которыми описывают 
ФП L–L, на ФД системы вода-белок-соль.

Как следует из рис. 3, в присутствии CaCl2 
также наблюдается «скачок» термодинамиче-
ских функций, но он является менее резким 
и происходит при существенно меньших кон-
центрациях ионов. При дальнейшем увеличе-
нии концентрации CaCl2, превышающей 1 М, 
значения ∆S и ∆H уменьшаются, т. е. наблю-
дается как бы обратный переход. Аналогичная 
зависимость получена ранее и для MgCl2 [Рож-
ков, 1997]. При этом в диапазоне концентраций 

1–2 М наблюдался фазовый переход раствора, 
проявляющийся как помутнение при достиже-
нии критической концентрации белка и соли 
(ФП L–L), тогда как дальнейшее повышение 
концентрации соли (> 2 М) приводило к тому, 
что раствор вновь становился прозрачным. 
Именно таким образом проявляются так назы-
ваемые реентрантные (возвратные) фазовые 
переходы, также относящиеся к категории ФП 
L–L [Zhang et al., 2010] и обнаруживаемые в ди-
сперсиях альбумина. Соли трехвалентных ме-
таллов вызывают как прямой, так и возвратный 
фазовый переход уже при малых концентраци-
ях благодаря высоким значениям ионной силы, 
что связано с повышенным зарядом катионов 
и их способностью к сорбции в центрах спе-
цифического связывания на белке. При этом 
зависимость коэффициента активности соли 
от ее ионной силы для них является убывающей 
при низких концентрациях и возрастающей при 
повышении концентрации соли [Герасимов, 
1973]. Это согласуется с изменением раство-
римости белка и его взаимодействия с ионами 

Рис. 3. Эффективные значения термодинамических 
функций состояния водно-белковой матрицы – эн-
тальпии ∆H, энтропии T∆S, свободной энергии ∆G, 
приведенных к 15 °С, для растворов молекул сыво-
роточного альбумина человека (САЧ), модифициро-
ванных меткой на основе ТЕМПО-малеимида, при 
разных молярных концентрациях солей m3:
1, 2, 3 – NaCl; 4, 5, 6 – CaCl2; 1, 4 – ∆H; 2, 5 – T∆S; 3, 6 – ∆G. 
Концентрация САЧ – 110 мг/ мл

Fig. 3. Effective values of the thermodynamic state func-
tions of the water-protein matrix – enthalpy ∆H, entropy 
T∆S, free energy ∆G reduced to 15°С, for the solutions 
of human serum albumin (HSA) molecules, modified by 
TEMPO-maleimide based spin label, at different molar 
salt concentrations m3:
1, 2, 3 – NaCl; 4, 5, 6 – CaCl2; 1, 4 – ∆H; 2, 5 – T∆S; 3,6 – ∆G. 
HSA concentration 110 mg/mL
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электролита. Аналогичный механизм прояв-
ляется и в присутствии двухвалентных ионов 
CaCl2 и MgCl2 [Рожков, 1997], но при их боль-
шей концентрации по сравнению с трехвалент-
ными. В этом случае увеличение активности 
при повышении ионной силы сопровождается 
повышенной сорбцией как трехвалентных ка-
тионов, так и Ca+2

 и Mg+2
 на поверхности белка 

и образованием нового электростатического 
потенциала отталкивания, но уже другого знака 
по сравнению с исходным.

На рис. 4 представлены температурные 
зависимости параметра d1/d, рассчитанно-
го из характеристик спектра ЭПР спин-метки 
ТЕМПО-малеимид, связанной с САЧ, для раз-
ных концентраций NaCl в дисперсии белка. Эти 
зависимости d1/d отражают изменение сред-
него расстояния взаимодействия между спин-
метками (l) в дисперсии (d1/d ~ l–1). Данные по-
лучены на основе измерения диполь-диполь-
ного взаимодействия между спин-метками, 
зависящего от расстояния между ними, на мо-
лекулах белка в условиях полной заморозки 
(остановки диффузии макромолекул) при 77 К 
[Лихтенштейн, 1974]. Для этого образцы, пред-
варительно выдержанные при соответствую-
щей температуре, мгновенно погружали в жид-
кий азот. Предполагается, что каждое фазовое 
состояние дисперсии в определенном диапа-
зоне температур стабильности фазы характе-
ризуется своим средним распределением ди-
полей спин-меток и соответствующим средним 
расстоянием между молекулами белка.

Данные рис. 4 указывают, что расстояние 
между спин-метками увеличивается под влия-
нием возрастающих концентраций NaCl. Наи-
более вероятно, это связано с изменением 
структурного (фазового) состояния раствора 
(дисперсии), что согласуется с данными рис. 3, 
также указывающими на фазовый переход. Ис-
пользуя методику оценки из работы Г. И. Лих-
тенштейна [1974], мы определили, что сред-
нее расстояние между спин-метками в раство-
рах с высокой концентрацией солей на 1–2 нм 
больше, чем в низкосолевых. При этом в диа-
пазоне средних концентраций соли фазовая 
перестройка начинается с высоких темпера-
тур. Естественно предположить, что снача-
ла меняется структура раствора, связанная 
со стабильностью А-конформера САЧ в обла-
сти повышенных температур, поскольку зача-
стую температура и соли действуют симбатно, 
разрушая гидратационный барьер стабилиза-
ции А-конформера. Вместе с тем известно, что 
при комнатных температурах доля олигомеров 
альбумина может составлять до 20 % [Fullerton 
et al., 2006], и скорее всего, это связано с тем, 

что белок находится в состоянии А-конформе-
ра. Возможно, именно постепенное разруше-
ние олигомеров под действием температуры 
и солей будет приводить к увеличению средне-
го расстояния диполь-дипольного взаимодей-
ствия. При этом в области умеренных концен-
траций солей разрушение олигомеров сначала 
будет способствовать росту концентрации мо-
номеров в А-конформации (рост τM

эф в области 
низких температур на рис. 2), а затем превра-
щению А-конформеров в В-конформеры с их 
последующим участием в высокотемператур-
ных ФП L–L с НКТР.

Представленные результаты по соль-инду-
цируемым фазовым переходам в дисперсии 
САЧ-СМ, наряду с данными литературы, позво-
ляют качественно определить на ФД области, 
где могут наблюдаться различные состояния 
белка и его дисперсии, в том числе ассоциаты 
белка и фазовые переходы между этими со-

Рис. 4. Температурные зависимости параметра d1/d 
спектра ЭПР для ТЕМПО-малеимидных спин-меток 
на молекулах сывороточного альбумина человека 
(САЧ) при разных концентрациях NaCl. Линейная ап-
проксимация призвана показать, что в целом темпе-
ратурные зависимости являются убывающими.
1 – 0,001 M NaCl; 2 – 0,01 M NaCl; 3 – 0,15 M NaCl; 4 – 0,5 M 
NaCl; 5 – 1,2 M NaCl. Концентрация САЧ – 50 мг/ мл; 0,001 M 
фосфатный буфер, pH 7,3. Температура регистрации спек-
тра 77 K. d1/d пропорционально среднему расстоянию 
между спин-метками (d1/d ~ l–1)

Fig. 4. Temperature dependences of the ESR spectrum 
parameter d1/d for TEMPO-maleimide spin labels at hu-
man serum albumin (HSA) molecules at different NaCl 
concentrations. The linear approximation is intended 
to show that, in general, the temperature dependences 
are decreasing.
1 – 0.001 M NaCl; 2 – 0.01 M NaCl; 3 – 0.15 M NaCl; 4 – 0.5 M 
NaCl; 5 – 1.2 M NaCl. HSA concentration 50 mg/mL; 0.001 M 
phosphate buffer, pH 7.3. Temperature of the spectrum regis-
tration 77 K. d1/d is proportional to the average distance be-
tween spin labels (d1/d ~ l–1)
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стояниями: L–L ФП [Wang, Annunziata, 2006], 
А и В конформационные состояния [Bian et al., 
2014]; олигомеры белка [Fullerton et al., 2006], 
упорядоченные агрегаты амилоидоподобных 
фибрилл [Juarez et al., 2009a, b].

На рис. 5 в координатах температура – кон-
центрация белка (при фиксированной концент-
рации соли) представлена гипотетическая ФД 
водной дисперсии СА с нижней и верхней кри-
тическими температурами L–L переходов и со-
ответствующими линиями бинодалей. Мы счи-
таем, что условные кривые растворимости кон-
формеров А и В хотя и не совпадают с кривыми 
растворимости белка в целом, но располага-
ются в непосредственной близости. В области 
промежуточных температур линии растворимо-
сти А и В могут пересекать линии растворимо-

сти белка, и это отражает тот факт, что при по-
вышении температуры химический потенциал 
конформера В становится меньше, чем у кон-
формера А, который все больше превращает-
ся в В-форму, а при пониженных температурах, 
напротив, химический потенциал А-конформе-
ра становится ниже и он преобладает в рас-
творе белка. Слева от этих линий конформеры 
образуют истинный раствор, тогда как справа 
от них находится область состояний, в которой 
наблюдается образование соответствующих 
надмолекулярных образований (конденсацион-
ных состояний) в растворе белка. Так, в обла-
сти повышенных температур справа от кривой 
А могут возникать фибриллы белка путем одно-
ступенчатой конденсации, в то время как на ли-
нии бинодали в этой области олигомеры и В-
конформеры белка образуют конденсационные 
структуры в результате ФП L–L, в которых так-
же возможно образование как фибрилл из оли-
гомеров (двухступенчатое фибриллообразо-
вание), так и аморфных агрегатов-сферулитов 
[Adachi et al., 2015]. В результате дестабилиза-
ции конденсационных образований, возника-
ющих при ФП L–L в этой области температур, 
справа от линии бинодали возможно образо-
вание метастабильного состояния, представ-
ленного криволинейными фибриллами. Такие 
структуры были обнаружены на примере лизо-
цима [Miti et al., 2015]. Их растворимость пони-
жается с понижением температуры (кривая 2 
на рис. 5), в то время как растворимость оли-
гомеров повышается (кривая 1 на рис. 5) при 
понижении температуры.

На положение ВКТР и НКТР на температур-
ной шкале существенное влияние могут ока-
зывать изменение концентрации и типов ионов 
солей и водорастворимых полимеров. В соот-
ветствии с распространенными в настоящее 
время представлениями о симбатном действии 
роста температуры и солей на состояние ги-
дратации, мы считаем, что с ростом концентра-
ции солей и полимеров разность НКТР и ВКТР 
может уменьшаться, а при дальнейшем увели-
чении ионной силы – вновь увеличиваться, со-
здавая условия для реентрантных фазовых пе-
реходов. Эта возможность отражена на рис. 5 
кривыми со стрелками рядом с НКТР и ВКТР. 
Таким образом, ФД на рис. 5 представляет воз-
можные фазовые состояния дисперсии при из-
менении ее состава по концентрации как белка, 
так и осмолитов. При этом с ростом концент-
рации соли концентрация белка, при которой 
возможно превращение, уменьшается. При по-
стоянном же составе то или иное конформаци-
онное и фазовое изменение может и не наблю-
даться в заданном диапазоне температур.

Рис. 5. Гипотетическая фазовая диаграмма водно-
солевых растворов сывороточного альбумина в ко-
ординатах температура – концентрация.
А и В – кривые растворимости конформеров белка. Фазо-
вые переходы жидкость-жидкость в области линий бино-
дали (горизонтальные отрезки) соответствуют системам 
с нижней и верхней критическими температурами рас-
творения (НКТР и ВКТР). Пунктирные линии – возможные 
кривые растворимости для олигомеров белка (1) и кри-
волинейных фибрилл (2) в закритической области между 
НКТР и ВКТР. Кривые со стрелками показывают возможные 
изменения температур критических точек при увеличении 
концентрации солей

Fig. 5. A hypothetic phase diagram of serum albumin 
water-salt solutions in temperature – concentration co-
ordinates.
A and B are the solubility curves of protein conformers. Liq-
uid-liquid phase transitions in the region of binodal lines (hori-
zontal segments) correspond to the systems with lower and up-
per critical solution temperatures (LCST and UCST). Dashed 
lines are the probable solution curves for the protein oligomers 
(1) and curved fibrils (2) in the overcritical region between LCST 
and UCST. Arrow curves show possible changes of the critical 
point temperatures when the salt concentration increases
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Заключение

Представлены результаты исследования 
структурно-динамических свойств сыворо-
точного альбумина человека в водных диспер-
сиях методом электронного парамагнитного 
резонанса спиновых меток. В ходе изучения 
взаимосвязи между фазовыми переходами 
в дисперсиях САЧ и конформационным состо-
янием молекул белка получены данные о харак-
теристиках подвижности спин-меток (времени 
корреляции, термодинамических функциях, 
константе равновесия), отражающих состояние 
внутри- и межмолекулярных взаимодействий 
молекул САЧ. На основании данных о зави-
симостях этих характеристик от температуры 
и концентрации NaCl, CaCl2, (NH4)2SO4, поли-
этиленгликоля и тяжелой воды показано, что 
переходы на температурных зависимостях 
времени корреляции τM

эф спин-метки, нахо-
дящейся на молекуле САЧ, отражают взаи-
мопревращения низко- и высокотемператур-
ного конформеров белка и их агрегатов. Под 
влиянием возрастающих концентраций NaCl 
и сульфата аммония стабилизируется низко-
температурный конформер, в том числе и за 
счет индуцируемого солью разрушения бел-
ковых олигомеров. Это проявляется в измене-
нии среднего расстояния между молекулами 
САЧ в дисперсии. При этом дестабилизация 
В-конформера ведет к появлению L–L перехо-
да с НКТР. Зависимость константы равновесия 
структурных состояний белка и рассчитанные 
на ее основе зависимости свободной энергии, 
энтальпии и энтропии от концентрации CaCl2 
отражают реентрантный фазовый переход типа 
L–L с НКТР.

На основе полученных результатов на фазо-
вой диаграмме состояний водной дисперсии 
САЧ определены области термо- и соль-ин-
дуцируемых фазовых переходов L–L, а также 
сопутствующих конформационных состояний 
и надмолекулярных структур белка – класте-
ров, олигомеров и других агрегатов.

Показаны возможности и эффективность 
метода ЭПР спиновых меток для регистрации 
конформационных изменений, а также для ха-
рактеристики сопряженных с этими изменени-
ями фазовых свойств дисперсий белка. В даль-
нейшем данный метод и в целом предложенный 
подход будет использован для изучения взаим-
ного влияния белков и наночастиц различной 
природы, для уточнения и обобщения установ-
ленных особенностей ФД белка. Конформаци-
онные состояния и ассоциаты молекул белка 
могут быть более детально отображены с помо-
щью ФД в координатах температура – химиче-

ский потенциал компонентов, либо температу-
ра – осмотическое давление. Это позволит раз-
работать обобщенную ФД глобулярных белков, 
учитывающую конформационные, в том числе 
денатурированные, состояния белка.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за-
дания КарНЦ РАН (0218-2019-0082).
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