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Аннотация. Карбоксиангидраза представляет собой однодоменный глобулярный белок, в нативном 
состоянии которого преобладает β-структура. В данной работе проведено исследование 
равновесного разворачивания апоформы карбоксиангидразы понижением рН. Показано, что 
денатурация белка кислым рН представляет собой переход между тремя состояниями N → I1→ I2.  
Добавление мочевины к I2 приводит к его разворачиванию до развернутого состояния I2 → U. С 
помощью аппроксимации переходов равновесного разворачивания белка понижением рН и 
мочевиной удалось провести оценку стабильностей нативного и двух промежуточных состояний 
карбоксиангидразы. Описанный подход может быть использован в дальнейшем для исследования 
влияния аминокислотных замен на сворачивание данного белка. Также в работе были исследованы 
структурные особенности конформационных состояний карбоксиангидразы, полученные 
результаты позволили сделать вывод, что состояние I1 находится в составе ассоциатов и содержит 
ненативные α-спиральные участки.  
Ключевые слова: карбоксиангидраза, сворачивание белка, промежуточное состояние, равновесное 
разворачивание, круговой дихроизм. 

 
ВВЕДЕНИЕ 

 
Сразу после синтеза на рибосоме полипептидная цепь сворачивается в нативное состояние, в котором белок 

выполняет свою функцию [1]. В последние десятилетия были сделаны ключевые открытия в области 
исследования процесса сворачивания белков, которые позволили выявить основные закономерности 
самоорганизации полипептидной цепи [2-5]. Показано, что сворачивание большинства белков происходит с 
формированием одного ли нескольких промежуточных состояний [6, 7]. Промежуточные состояния белка 
представляют собой компактные стабильные состояния белковой молекулы, которые накапливаются в процессе 
сворачивания [7,8]. Позже было показано, что промежуточные состояния белков в большинстве случаев являются 
предшественниками амилоидов, образование которых в организме человека связано с развитием ряда тяжелых 
неизлечимых заболеваний [9, 10]. В связи с этим, исследование структуры промежуточных состояний белков и 
выяснение взаимосвязи процессов сворачивания и агрегации представляют собой важные направления 
современных исследований молекулярной биологии и биофизики. 

 Первым подробно охарактеризованным промежуточным состоянием было состояние расплавленной 
глобулы (MG) [11, 12]. Для него характерно наличие большей части нативной вторичной структуры при 
отсутствии плотной упаковки боковых групп [13, 14]. Позднее было показано, что сворачивание некоторых белков 
проходит через формирование нескольких промежуточных состояний, и был охарактеризован новый тип 
промежуточного состояния - предрасплавленная глобула (PMG), которое формируется на ранних стадиях 
сворачивания [13, 15, 16]. Таким образом, на первых стадиях сворачивания образуются элементы вторичной 
структуры, которые флуктуируют (PMG), затем эти элементы формируют компактное состояние с 
нативоподобной вторичной структурой (MG), на последней стадии сворачивания образуется уникальная нативная 
структура с плотной упаковкой боковых групп (N) [17].  

Важным является вопрос о роли промежуточных состояний в процессе сворачивания белков. Показано, что 
наличие промежуточного состояния может привести к ускорению сворачивания белка благодаря тому, что 
фиксация частично свернутого состояния облегчает для полипептидной цепи поиск нативной конформации [18]. 
Оказалось, что помимо нативных контактов, в структуре промежуточных состояний может присутствовать доля 
ненативных взаимодействий. Например, при сворачивании некоторых β-белков в промежуточном состоянии 
образуются α-спирали, которые позднее трансформируются в β-структуру [19, 20]. Причем наличие ненативных 
взаимодействий в структуре промежуточных состояний приводит к ускорению процесса сворачивания [21, 22]. 
Эти результаты говорят о том, что сворачивание белка – это не просто постепенное увеличение количества 
контактов, а образование ненативных взаимодействий также важно для приобретения белком нативной 
конформации. 

К настоящему времени сворачивание белков с накоплением одного промежуточного состояния достаточно 
подробно описано [23, 24]. Однако сворачивание многостадийных белков остается недостаточно изученным, а 
исследованию их агрегации посвящены лишь единичные работы [25, 26].  

Целью данной работы было исследование структурных характеристик и стабильности конформационных 
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состояний многостадийно сворачивающегося белка на примере карбоксиангидразы. Карбоксиангидраза 
представляет собой фермент, содержащий цинк в качестве кофактора. Белок катализирует обратимую реакцию 
гидратации двуокиси углерода. Карбоксиангидраза – однодоменный белок c молекулярной массой 29 кДа [27]. 
Вторичная структура представлена двумя β-шпильками, αβ-шпилькой и β-листом [28].  

Карбоксиангидраза длительное время является классической моделью для исследования сворачивания 
многостадийных белков. Исследования равновесного разворачивания карбоксиангидразы показали, что 
сворачивание этого белка происходит с формированием как минимум двух промежуточных состояний [29-32]. По 
результатам кинетических экспериментов рассчитаны величины свободной энергии конформационных 
состояний белка, а также высота энергетических барьеров между ними [33, 34]. В последние годы также были 
начаты исследования амилоидообразования карбоксиангидразы. Для исследований агрегации используют 
апоформу карбоксиангидразы, то есть белок, не содержащий ионы цинка [25, 26]. В связи с тем, что цинк 
стабилизирует белок и способствует рефолдингу, то исследования агрегации удобно проводить в отсутствии 
ионов металлов [35]. Однако к настоящему времени в литературе отсутствуют исследования особенностей 
сворачивания апоформы карбоксиангидразы и структуры ее промежуточных состояний.  

В данной работе проведено исследование равновесного разворачивания апоформы карбоксиангидразы 
понижением рН. Показано, что денатурация белка кислым рН представляет собой переход между тремя 
состояниями N → I1 → I2, при этом наблюдается практически полное накопление каждого конформационного 
состояния. Добавление мочевины к состоянию I2 приводит к разворачиванию белка. С помощью аппроксимации 
переходов равновесного разворачивания белка понижением рН и мочевиной была проведена оценка стабильности 
нативного и двух промежуточных состояний карбоксиангидразы. Структурные характеристики промежуточных 
состояний были исследованы методами кругового дихроизма (КД) в дальней и ближней ультрафиолетовой (УФ) 
области, а также методом динамического рассеяния света, степень экспонированности гидрофобных групп на 
растворитель была оценена по интенсивности флуоресценции АНС. Полученные результаты свидетельствуют о 
том, что состояние I1 присутствует в составе ассоциатов и содержит ненативные α-спиральные участки. Вероятно, 
на последней стадии сворачивания белка часть α-спиралей промежуточного состояния подвергается 
конформационным перестройкам и участвует в формировании β-структуры нативного состояния. Таким образом, 
полученные данные позволили получить новую информацию о сворачивании апоформы карбоксиангидразы, а 
также о структурных особенностях и стабильности промежуточных состояний белка.        

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 
Экспрессия и очистка белка. 
Плазмида pET-11c_joe, содержащая ген бычьей карбоксиангидразы II, была экспрессирована в клетках 

E.coli (штамм BL21 Star DE3) при температуре 37°С. Разрушение клеточных стенок проводили с использованием 
ультразвукового дезинтегратора Digital sonifier (Branson, США) в течение 5 минут в буфере 20 мМ этаноламин 
рН 9,2, содержащем 0,5 M PMSF, 20 мМ β-меркаптоэтанол и 1 мМ ЭДТА для ингибирования протеаз. 
Полученный раствор центрифугировали со скоростью 30000 об/мин в течение 30 минут. Для осаждения 
нуклеиновых кислот к полученному супернатанту добавляли стрептомицин до конечной концентрации 20 мМ и 
инкубировали 30 минут при перемешивании. Затем раствор центрифугировали со скоростью 30000 об/мин в 
течение 30 минут.  

Очистку белка проводили при помощи ионообменной хроматографии на колонке monoQ Hitrap с 
использованием системы AKTA (Fisher Scientific, США). Колонку уравновешивали буфером 20 мМ этаноламин 
рН 9,2, перед нанесением на колонку препарат карбоксиангидразы переводили в данный буфер посредством 
диализа. Элюцию проводили линейным градиентом концентрации NaCl от 0 до 1 М. Затем для получения 
апоформы карбоксиангидразы в белок добавляли мочевину до конечной концентрации 6 М и ЭДТА до конечной 
концентрации 5 мМ. Раствор инкубировали 2 часа при комнатной температуре, белок ренатурировали 
градиентным диализом в буфер 50 мМ трис-HCl рН 8, содержащий 500 мМ NaCl. Затем в данном буфере 
проводили гель-хроматографию на носителе Sephacril S-200 с использованием системы HPLC ProStar (Varian, 
США). Чистоту белка на каждой стадии очистки контролировали с помощью электрофореза в 15 % 
полиакриламидном геле в присутствии SDS [36]. Фракции, содержащие карбоксиангидразу, диализовали в 5 мМ 
бикарбонат аммония рН 8, и лиофильно высушивали с использованием лиофилизатора VirTis K5 (SP Scientific, 
США). 

Подготовка образцов для исследования равновесного разворачивания.  
Для исследования равновесного разворачивания карбоксиангидразы кислым рН готовили раствор белка с 

концентрацией 1 мг/мл в 50 мМ фосфат-цитратном буфере рН 5,6. Затем аликвоты этого раствора в объемном 
соотношении 1/10 добавляли в буферные растворы в диапазоне рН от 5,6 до 2 (значения рН ниже 2,6 достигали 
добавлением в буфер соответствующего количества HCl). Значения рН полученных образцов измеряли с 
использованием рН-метра FiveEasy (Mettler Toledo, США). Перед измерениями образцы инкубировали в течение 
24 часов при комнатной температуре.  

Для исследования равновесного разворачивания карбоксиангидразы мочевиной готовили раствор белка с 
концентрацией 1 мг/мл в буфере 50 мМ глицин-HCl рН 2,4. Затем аликвоты этого раствора в объемном 
соотношении 1/10 добавляли в буферные растворы с концентрацией мочевины в диапазоне 0-6 М. Перед 
измерениями образцы инкубировали в течение 24 часов при комнатной температуре.  
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 Концентрацию белка определяли спектрофотометрически по поглощению на длине волны 280 нм. 
Коэффициент экстинкции равный 1,72 был рассчитан теоретически [37]. 

Круговой дихроизм. 
Измерение спектров КД проводили на спектрополяриметре Chirascan (Photophysics, Англия). Для измерений 

спектров в дальней УФ области использовали кювету с длиной оптического пути 1 мм, концентрация белка 
составляла 0,1 мг/мл. Для измерений спектров в ближней УФ области использовали кювету с длиной оптического 
пути 0,1 мм, концентрация белка составляла 1 мг/мл. Все измерения проводили при температуре 25°С.   

Молярная эллиптичность [Θ] вычислялась по формуле: [𝛩𝛩] =  Θλ×𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀
𝑙𝑙×𝐶𝐶

, где 𝛩𝛩λ – измеряемая величина 
эллиптичности на длине волны λ (мград); МRW – средний молекулярный вес остатка, вычисленный из 
аминокислотной последовательности; l – длина оптического пути (мм); С – концентрация белка (мг/мл).    

Флуоресценция. 
Измерение спектров флуоресценции проводили на спектрофлуориметре Varian Cary Eclipse (Agilent 

Technologies, США) с использованием кюветы с оптическим путем 3×3 мм при температуре 25 °С. Для измерения 
спектров триптофановой флуоресценции концентрация белка была равна 0,1 мг/мл. Длина волны возбуждения 
составляла 293 нм, спектр регистрировали в диапазоне 300-450 нм.   

Для измерения спектров флуоресценции АНС концентрация белка была равна 0,1 мг/мл (3,5 мкМ), молярное 
соотношение белок/краситель составляло ¼. Длина волны возбуждения составляла 360 нм, спектр 
регистрировали в диапазоне 400-600 нм.   

Динамическое рассеяние света. 
Измерение динамического рассеяния света было проведено с использованием прибора Zetasizer nano ZSP 

(Malvern, Великобритания) при температуре 25 °С. Перед измерениями образцы центрифугировали 30 минут со 
скоростью 90000 об/мин на ультрацентрифуге Beckman 100 (Beckman Coulter, США). При расчете 
гидродинамического радиуса для образца, растворенного в 6М мочевины, использовали значение вязкости 
раствора, рассчитанное по формуле из работы [38].        

 
РЕЗУЛЬТАТЫ 

 
Исследование равновесного разворачивания карбоксиангидразы. 
Переходы равновесного разворачивания. В большинстве случаев при денатурации белков в растворе 

присутствует смесь молекул в различных конформационных состояниях, что затрудняет исследование 
структурных особенностей и стабильности промежуточных состояний белков. В связи с этим для подробного 
исследования промежуточных состояний важно подобрать такой тип денатурации, при котором наблюдается 
100%-ное накопление каждого состояния. Для бычьей карбоксиангидразы показано, что при ее разворачивании 
мочевиной и гуанидингидрохлоридом не наблюдается полного накопления промежуточных состояний [15, 33]. В 
связи с этим в данной работе было исследовано равновесное разворачивание кислым рН, которое представляет 
собой менее жесткий тип денатурации.    

Структурные изменения при денатурации карбоксиангидразы регистрировали методами триптофановой 
флуоресценциии и КД в дальней УФ области. На рисунке 1 представлены переходы равновесного разворачивания 
белка понижением рН, построенные по изменению отношения интенсивностей флуоресценции на длинах волн 
320/380 нм, а также молярной эллиптичности на длине волны 215 нм, так как минимум в данной области 
характерен для спектров β-структурных белков. По рисункам видно, что разворачивание карбоксиангидразы 
кислым рН представляет собой переход между тремя состояниями. При рН 5,6-4,8 белок находится в нативном 
состоянии N, при рН 3,9-4,3 наблюдается накопление промежуточного состояния I1, при рН 2-2,6 белок находится 
в состоянии I2. Значение молярной эллиптичности состояния I2 на длине волны 215 нм составляет  
7∙10-3 град∙см2/дмоль, это свидетельствует о том, что данное состояние не является развернутым и сохраняет 
значительную часть вторичной структуры.   

 

 
Рисунок 1. Переходы равновесного разворачивания карбоксиангидразы понижением рН, регистрируемые 
методом триптофановой флуоресценции (а) и КД в дальней УФ области (б)  
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Рисунок 2. Переход равновесного разворачивания карбоксиангидразы мочевиной при рН 2,4, регистрируемый 
методом триптофановой флуоресценции (а); зависимость свободной энергии состояния I2 относительно 
развернутого состояния от концентрации мочевины (б) 

 
Для оценки стабильности состояния I2 было проведено его равновесное разворачивание мочевиной при рН 

2,4, полученный переход, построенный по изменению отношения интенсивностей флуоресценции на длинах волн 
320/380 нм, представлен на рисунке 2а.  

Оценка стабильности конформационных состояний карбоксиангидразы. В качестве меры стабильности 
конформационных состояний белков обычно используют значение свободной энергии ΔG. Однако зависимость 
ΔG(рН) различна для каждого белка, и определяется значениями рК его заряженных аминокислотных остатков, в 
связи с этим достоверное построение данной зависимости является затруднительным [39, 40]. Поэтому в качестве 
меры стабильности конформационных состояний белков при денатурации понижением рН удобно использовать 
значения середин переходов. Значения середин переходов C1/2 (ед. рН) для переходов N-I1 и I1-I2 были получены 
из аппроксимации кривых равновесного разворачивания понижением рН функцией суммы двух сигмоид. 
Полученные значения для денатурационных кривых, регистрируемых методами триптофановой флуоресценции 
и КД, представлены в таблице 1.  

В отличие от зависимости ΔG от рН, зависимость ΔG от концентрации мочевины является линейной, что 
позволяет достоверно рассчитать значение ΔG (I2 → U) по результатам равновесного разворачивания состояния 
I2 мочевиной. Для расчета термодинамических параметров состояния I2 кривая равновесного разворачивания 
карбоксиангидразы мочевиной при рН 2,4 была аппроксимирована по модели двух состояний [41, 42] с 
использованием следующих формул: 

 
F  = i2 - fu×(i2-u) 
fi2  = 1- fu 
fu =  𝑘𝑘

1+𝑘𝑘
 

k = exp −(𝐺𝐺0+𝑚𝑚∗𝑥𝑥)
𝑀𝑀𝑅𝑅

, 
 
где F – функция аппроксимации: fi2 и fu – доли состояний I2 и U, соответственно: i2 и u – значение регистрируемого 
параметра (отношение интенсивностей флуоресценции I320/380) состояний I2 и U, соответственно: k – константа 
равновесия: G0 – значение ΔG при концентрации мочевины равной 0 (ккал/моль): m – параметр, характеризующий 
корпоративности перехода между состояниями (ккал/моль/моль): x – концентрация мочевины (моль): R – газовая 
постоянная (ккал/моль/К); Т – температура (К).  

По результатам аппроксимации были получены значения m и G0, исходя из которых, были рассчитаны 
значение середины перехода C1/2  (моль) по формуле C1/2 = −𝐺𝐺0

𝑚𝑚  , а также значение свободной энергии состояния I2 

относительно развернутого состояния ΔGI2-U (ккал/моль) по формуле ΔGI2-U = G0+m×x. Полученные значения 
указаны в таблице 2. На рисунке 2б представлен график зависимости свободной энергии состояния I2 
относительно развернутого состояния от концентрации мочевины. 

 
Таблица 1. Значения середин переходов N-I1 и I1-I2 карбоксиангидразы, рассчитанные по 
результатам денатурации белка понижением рН. Погрешность рассчитана по результатам двух 
независимых измерений 

Переход C1/2 (ед. pH) 
Флуоресценция КД 

N-I1 4,57 ± 0,01 4,51 ± 0,01 
I1-I2 3,43 ± 0,01 3,60 ± 0,04 
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Таблица 2. Термодинамические параметры карбоксиангидразы, рассчитанные по результатам 
равновесного разворачивания белка мочевиной при рН 2,4. Погрешность рассчитана по результатам 
двух независимых измерений 

Переход C1/2 (моль) ΔGI2-U (ккал/моль) m (ккал/моль/моль) 
I2-U 2,50 ± 0,07 -2,40 ± 0,18 0,96 ± 0,05 

 

 Исследование структурных характеристик конформационных состояний карбоксиангидразы. 
Данные равновесного разворачивания позволили определить условия, при которых наблюдается 

практически полное накопление четырех конформационных состояний карбоксиангидразы: рН 5,5 – состояние 
N, рН 4 – состояние I1, pH 2,4 – состояние I2, pH 2,4 и 6 М мочевины – состояние U. В данных условиях были 
исследованы вторичная и третичная структура, а также определены гидродинамический радиус и 
экспонированность гидрофобных групп на растворитель всех описанных состояний.    

Третичная структура конформационных состояний карбоксиангидразы. Для определения наличия 
третичной структуры конформационных состояний карбоксиангидразы был использован метод КД в ближней УФ 
области. Данные спектры отражают асимметричность окружения ароматических боковых групп аминокислотных 
остатков, которая характерна для белка, содержащего третичную структуру. Каждый ароматический 
аминокислотных остаток характеризуется пиком в определенном диапазоне длин волн, соответственно на спектре 
присутствует несколько пиков, интенсивность которых зависит от плотности окружения боковых групп, их 
количества и других факторов [43]. На рисунке 3а представлены спектры КД в ближней УФ области нативного, 
промежуточных и развернутого состояний карбоксиангидразы. Спектр нативного состояния карбоксиангидразы 
свидетельствует о наличии в белке выраженной третичной структуры в данных условиях. Спектры состояний I1 
и I2, близки к спектру развернутого состояния и свидетельствуют о том, что в промежуточных состояниях 
карбоксиангидразы третичная структура практически отсутствует.   

Экспонированность гидрофобных групп на растворитель. Для характеристики экспонированности 
гидрофобных групп в белках используют флуоресцентный краситель АНС. АНС не связывается с гидрофобными 
группами, которые плотно упакованы в структуре нативного состояния, а также не взаимодействует с 
развернутым состоянием белков. Сродство АНС высоко к молекулам белка, содержащим значительную часть 
вторичной структуры, но без плотной упаковки боковых групп [44]. В данной работе исследовано связывание 
АНС с конформационными состояниями карбоксиангидразы (рис. 3б). Видно, что нативное и развернутое 
состояния белка не связывают краситель, тогда как промежуточные состояния связывают АНС, что проявляется 
в возрастании его флуоресценции. Кроме того, интенсивность флуоресценции несколько ниже для состояния I2 
по сравнению с I1.  

Оценка гидродинамического радиуса. Гидродинамический радиус конформационных состояний 
карбоксиангидразы был определен по данным динамического рассеяния света, полученные результаты 
представлены в таблице 3. Гидродинамический радиус нативного и развернутого состояний равен 23,5 Ǻ и  
50,3 Ǻ, соответственно, что хорошо согласуется со значениями, полученными для данного белка ранее при 
исследовании его разворачивания гуанидингидрохлоридом [29]. Неожиданным оказалось значение 
гидродинамического радиуса состояния I1, равное 123,5 Ǻ, что существенно превышает значение для 
развернутого белка. Это свидетельствует о том, что состояние I1 при рН 4 формирует ассоциаты.  

Исследование вторичной структуры конформационных состояний карбоксиангидразы. Оценка содержания 
элементов вторичной структуры конформационных состояний карбоксиангидразы была проведена по данным КД 
в дальней УФ области (рис. 4). В связи с недостоверным измерением КД в области длин волн ниже 210 нм для 
растворов мочевины, на рисунке спектр развернутого состояния белка представлен в диапазоне 210-260 нм. 

 

 
Рисунок 3. Характеристики конформационных состояний карбоксиангидразы: спектры КД в ближней УФ 
области (а), спектры флуоресценции АНС, в качестве контроля представлен спектр свободного красителя (б) 
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Таблица 3. Гидродинамический радиус (Rh) конформационных состояний карбоксиангидразы. 
Погрешность рассчитана по результатам трех измерений 

Состояние Rh, Ǻ 
N 23,5 ± 2,0 
I1 123,5 ± 18,0 
I2 62,0 ± 7,5 
U 50,3 ± 0,7 

 

 
Рисунок 4. Спектры КД в дальней УФ области конформационных состояний карбоксиангидразы  

 
Спектры КД нативного и промежуточных состояний белка были обсчитаны с помощью алгоритма K2D, что 

позволило оценить процентное содержание элементов вторичной структуры конформационных состояний 
карбоксиангидразы (табл. 4) [45]. Исходя из полученных результатов можно сделать вывод, что содержание α-
спиралей в состоянии I1 существенно выше по сравнению с нативным состоянием белка, это свидетельствует о 
наличии ненативной спиральной структуры в промежуточном состоянии карбоксиангидразы. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

 
По результатам равновесного разворачивания апоформы карбоксиангидразы, проведенным в данной работе, 

были определены значения рН, при которых наблюдается практически полное накопление нативного (N) и двух 
промежуточных состояний белка (I1 и I2). Это позволило исследовать структурные особенности промежуточных 
состояний, а также оценить стабильность состояний N и I1. Для исследования стабильности состояния I2 было 
проведено его разворачивание мочевиной до развернутого состояния. Таким образом, совместное исследование 
равновесного разворачивания белка понижением рН и мочевиной позволило охарактеризовать структурные 
свойства и стабильность нативного и двух промежуточных состояний карбоксиангидразы, описанный подход 
может быть использован в дальнейшем для исследования влияния аминокислотных замен на сворачивание 
данного белка. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что состояние I1 при рН 4 находится в составе ассоциатов и 
содержит ненативные α-спирали. Ассоциация промежуточных состояний была показана на примере ряда белков, 
и объясняется наличием в промежуточных состояниях значительного количества гидрофобных групп, 
экспонированных на растворитель, которые могут формировать межмолекулярные взаимодействия [9, 10]. 
Важный вопрос заключается в том, какой тип агрегатов образует данное промежуточное состояние в конкретных 
условиях. Литературные данные свидетельствуют о том, что при рН 2,4 апоформа карбоксиангидразы формирует 
амилоидные агрегаты, тогда как при рН 3,6 не наблюдается образования амилоидов и, при повышении 
температуры белок образует аморфные агрегаты [26]. Исходя из результатов данной работы, можно 
предположить, что высокая населенность при рН 3,6 состояния I1, которое формирует α-спиральные ассоциаты, 
препятствует амилоидной агрегации карбоксиангидразы в данных условиях.   

В процессе сворачивания белка происходит постепенное структурирование белковых молекул, поэтому, 
кажется очевидным, что в промежуточных состояниях формируются преимущественно нативные 
взаимодействия. Однако для ряда β-структурных белков показано, что при их сворачивании происходит 
 

Таблица 4. Содержание элементов вторичной структуры конформационных состояний 
карбоксиангидразы, рассчитанное с помощью алгоритма K2D 

Состояние α-спирали, % β-структура, % Клубок, % 
N 12,1 30,4 57,5 
I1 68,6 1,1 22,4 
I2 26,0 16,4 57,6 
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образование промежуточных состояний с высоким содержанием ненативных α-спиралей, которые на 
последующих этапах сворачивания подвергаются конформационным перестройкам с формированием β-
структуры [19, 20]. Значительное количество работ посвящено исследованию роли α-спиральных интермедиатов 
в процессе сворачивания β-структурных белков и возможных причин их формирования. Согласно гипотезе Лима 
любая аминокислотная последовательность, формирующая β-структуру, может в определенных условиях 
образовывать стабильную α-спираль [46, 47]. С помощью сервера CFSSP, исходя из аминокислотной 
последовательности карбоксиангидразы, были определены участки белка, способные формировать α-спирали 
[48]. Согласно полученным результатам, 63% последовательности карбоксиангидразы формирует стабильную α-
спиральную структуру, что приблизительно совпадает с процентным содержанием спиралей в состоянии I1, 
рассчитанным по результатам КД (табл. 4). Вероятно, β-структура в нативном состоянии карбоксиангидразы 
стабилизирована третичными взаимодействиями, разрушение которых при денатурации приводит к 
формированию α-спиралей, стабильность которых определяется первичной структурой белка.  

 
Работа по экспрессии и очистке карбоксиангидразы поддержана грантом РФФИ № 18-34-00935, 

исследование стабильности белка поддержано грантом РНФ № 14-24-00157. 
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STRUCTURAL FEATURES AND STABILITY OF CARBONIC ANHYDRASE INTERMEDIATE STATES 

 Katina N.S.1, Balobanov V.A.1, Ilyina N.B.1, Markelova N.Y.2, Kashparov I.A.1, Marchenkov V.V.1 
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Abstract. Carbonic anhydrase is a globular single-domain protein; its native state is dominated by β-
structure. In this work the study of pH-induced equilibrium unfolding of carbonic anhydrase apoform has 
been carried out. It was shown that the protein denaturation by low pH represents the tree-state transition 
N → I1 → I2. Addition of urea to I2 leads to its unfolding to the unfolded state I2 → U.  Using approximation 
of pH-induced and urea-induced equilibrium unfolding transition curves the estimation of the stability of 
carbonic anhydrase native and both intermediate states was carried out. Described approach can be used 
further for investigation of the influence of amino acid substitutions on the folding process of this protein. 
Moreover in this work the structural features of carbonic anhydrase conformational states were investigated, 
obtained results concluded that I1 forms associates and contains nonnative α-helical regions.  
Key words: carbonic anhydrase, protein folding, intermediate state, equilibrium unfolding, circular 
dichroism. 
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