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ФОРМИРОВАНИЕ АМИЛОИДОПОДОБНЫХ 
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МЕМБРАННЫХ БЕЛКОВ НА ПРИМЕРЕ ПОРИНА OmpF 
НАРУЖНОЙ МЕМБРАНЫ Yersinia pseudotuberculosis
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В работе приведены результаты исследования in  vitro и in  silico процесса образования амилои-
доподобных структур в жестких денатурирующих условиях неспецифическим порином OmpF 
Yersinia pseudotuberculosis (YpOmpF)  – мембранным белком, имеющим конформацию β-бочонка. 
Показано, что для получения амилоидоподобных агрегатов порина необходима предваритель-
ная дестабилизация его структуры в буферном растворе с кислым значением pH при повышен-
ной температуре c последующей длительной инкубацией при комнатной температуре. После 
нагревания при 95  °C в растворе с pH 4,5 в молекуле порина на уровне третичной и вторичной 
структуры белка наблюдаются существенные конформационные перестройки, которые сопро-
вождаются увеличением содержания суммарной β-структуры и резким уменьшением величины 
характеристической вязкости раствора белка. Последующее длительное выдерживание полу-
ченного нестабильного интермедиата YpOmpF при комнатной температуре приводит к форми-
рованию разнообразных по форме и размерам агрегатов порина, связывающих тиофлавин  Т 
(специфический флуоресцентный краситель для обнаружения амилоидоподобных белковых 
структур). Показано, что, по сравнению с исходным белком, ранние промежуточные продукты 
амилоидогенного пути порина, олигомеры, обладают повышенной токсичностью по отношению 
к клеткам нейробластомы мыши Neuro-2aCCL-131™. Результаты компьютерного моделирования 
и анализа изменения собственной флуоресценции при агрегации белка позволяют предполо-
жить, что при образовании амилоидоподобных агрегатов изменения в структуре YpOmpF затра-
гивают не только участки с внутренне неупорядоченной структурой, соответствующие наруж-
ным петлям порина, но и основной каркас молекулы, имеющий жесткую пространственную 
структуру, присущую β-бочонку.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: порин OmpF, Yersinia pseudotuberculosis, мембранный белок, амилоидогенез, 
пространственная структура, цитотоксическая активность, компьютерное моделирование.
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Принятые сокращения: МД – молекулярная динамика; мол. м. – молекулярная масса; НМ – наружная мем-
брана; RP и RP_del – рекомбинантные полноструктурный и мутантные белки порина OmpF с делециями не-
которых наружных петель соответственно; ThT  – тиофлавин  T; YpOmpF  – порин OmpF Y. pseudotuberculosis; 
YpOmpFm и YpOmpFt – мономер и тример порина OmpF соответственно.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Образование амилоидов можно рассматри-
вать как одну из разновидностей формирования 

ненативного конформационного состояния белко-
вой молекулы под действием условий, в которых 
нативная структура нарушается  [1–3]. В  резуль-
тате исследований стало понятно, что решающее 



НЕНАТИВНЫЕ КОНФОРМАЦИОННЫЕ СОСТОЯНИЯ МЕМБРАННЫХ БЕЛКОВ 1071

БИОХИМИЯ том 89 вып. 6 2024

значение для образования амилоидов может 
иметь формирование популяции белка в опреде-
ленном денатурированном состоянии, способном 
к переходу в амилоидоподобную конформацию с 
повышенным содержанием кросс-β-структуры [4]. 
Известно, что неправильная укладка белков явля-
ется причиной образования патологических агре-
гатов и может приводить к развитию некоторых 
заболеваний, прежде всего, нейродегенеративных, 
таких как болезни Альцгеймера и Паркинсона, 
диабета второго типа и других  [5,  6]. Понимание 
молекулярных механизмов, лежащих в основе «гу-
бительной судьбы белков», может помочь в разра-
ботке стратегии для преодоления этой проблемы.

В литературе описана также способность 
целого ряда белков, не связанных с заболевания-
ми, формировать амилоидные фибриллы  [7,  8]. 
Известно, что различные патогенные виды бак-
терий широко используют амилоидную форму 
белка для взаимодействия с эукариотическими 
организмами  [9]. Амилоиды бактерий образуют 
слои внеклеточного белка со свойствами адгези-
нов, регулируют активность токсинов и факто-
ров вирулентности, а также являются матрица-
ми биопленок, а прионы дрожжей помогают при 
адаптации к различным условиям окружающей 
среды  [10,  11]. Это наводит на мысль, что указан-
ные организмы могут осуществлять различные 
жизненно важные функции только с помощью 
амилоидов, обладающих уникальными свой-
ствами, отсутствующими у «обычных» белковых 
молекул. При этом бактерии представляют собой 
простейшую клеточную модель, с помощью кото-
рой можно исследовать процесс амилоидогенеза.

Таким образом, процесс образования амилои-
доподобных агрегатов белков представляет инте-
рес как с теоретической, так и с практической 
точки зрения. Понимание факторов, которые ре-
гулируют склонность белков к амилоидогенезу, а 
также выявление особенностей структуры белко-
вой молекулы, определяющих это свойство, явля-
ются важными фундаментальным вопросами фи-
зики белка. Значительное число исследователей 
сходится во мнении, что при изучении процесса 
формирования амилоидных структур невозможно 
обойтись без кинетического анализа процесса и 
характеристики возможных конформационных 
состояний белка и соответствующих им олигомер-
ных структур, образующихся в ходе агрегации [12–
14]. В литературе описаны искусственные системы 
для направленного и/или пошагового получения 
таких структур от первичных амилоидоподобных 
агрегатов до фибрилл  [15–17].

С определенного времени все большее экспе-
риментальное подтверждение приобретает мне-
ние о том, что все β-структурные белки способны 
к образованию амилоидоподобных агрегатов  [18]. 

Основой для конформационных превращений бел-
ков этого типа является наличие в их аминокис-
лотной последовательности так называемых ами-
лоидогенных участков, соответствующих гибким 
фрагментам полипептидной цепи с повышенной 
способностью к конформационным изменени-
ям  [19]. Именно существование таких внутренне 
неупорядоченных областей, обладающих явными 
преимуществами перед свернутыми доменами по 
способности к образованию разнообразных связей, 
обеспечивает β-белкам конформационную плас-
тичность и, как следствие, мультифункциональ-
ность  [20,  21]. Подобными свойствами обладают 
неспецифические порины наружной мембра-
ны  (НМ) грамотрицательных бактерий, которые 
являются типичными β-структурными мембран-
ными белками, образующими сеть водонаполнен-
ных пор, предназначенных для неспецифической 
диффузии растворимых питательных веществ и 
метаболитов  [22]. В  количественном отношении 
порообразующие белки являются преобладаю-
щими среди белков НМ, в нативных мембранах 
они существуют в виде гомотримеров, структура 
мономерных звеньев которых стабилизирована 
многочисленными взаимодействиями различной 
природы: гидрофобными, ионными и водород-
ными связями [23]. Отличительной особенностью 
поринов, с одной стороны, является высокая ста-
бильность, которая присуща основному элементу 
их пространственной организации, β-бочонку, а с 
другой  – способность легко образовывать различ-
ные конформационные интермедиаты в зависи-
мости от условий среды, т.е.  конформационная 
пластичность.

В последнее десятилетие значительное число 
работ многих авторов было посвящено изучению 
особенностей конформационно-функциональной 
активности поринов, сопряженной с их динами-
ческим «поведением», в том числе с образовани-
ем поливалентных электростатических взаимо-
действий на поверхности липидных бислоев и 
внутри поринового канала при изменении раз-
личных факторов окружающей среды  [24–27]. 
Кроме того, обнаружено, что такие бактериаль-
ные порины, как OmpA и  OmpC, в определенных 
условиях in  vitro могут формировать амилоид-
ные и амилоидоподобные агрегаты  [28]. Особый 
интерес в этом плане, несомненно, представляет 
вопрос, какие элементы структуры поринов спо-
собствуют процессу превращения его в типичные  
амилоиды.

Конкретный интерес авторов данного исследо-
вания лежит в области неспецифических поринов 
грамотрицательных бактерий рода Yersinia – пато-
генов, вызывающих у человека острую кишечную 
инфекцию, которая, в свою очередь, приводит 
не  только к развитию осложненных и рецидиви-
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рующих состояний, но и является триггером ряда 
аутоиммунных заболеваний.

В результате исследования структурных пре-
вращений поринов иерсиний под действием де-
натурирующих факторов (pH среды, температуры, 
мочевины) было обнаружено, что пространствен-
ная структура конформационных интермедиатов 
этих белков, образующихся в разных условиях, 
существенно отличается  [29–31]. Такое поведе-
ние характерно для белков, содержащих в своей 
последовательности участки внутренне неупоря-
доченной структуры. С  целью выявления в ами-
нокислотных последовательностях поринов OmpF 
таких конформационно гибких областей, а также 
определения участков их локализации был про-
веден анализ первичной структуры поринов иер-
синий, обитающих в различных природных ни-
шах (Yersinia pseudotuberculosis и Yersinia ruckeri), 
выполненный с помощью Веб-ресурсов, таких как 
d2p2  (http://d2p2.pro/)  [32] и ODiNPRED  [33], предна-
значенных для прогнозирования локализации 
упорядоченных и неупорядоченных участков в 
последовательности белков на основании ана-
лиза биоинформатических и эксперименталь-
ных данных. В  результате было установлено, что 
значительное количество участков с внутренне 
неупорядоченной структурой находится в обла-
сти наружных петель поринов, напротив, β-тяжи 
таких участков не содержат, но существенно раз-
личаются по степени своей конформационной 
гибкости  [34].

Целью настоящей работы является характе-
ристика амилоидоподобных агрегатов β-струк-
турных мембранных белков, полученных в раз-
личных условиях, на примере порина OmpF НМ 
Y.  pseudotuberculosis  (YpOmpF).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование бактериальных клеток. 
В работе использовали клетки Y.  pseudotuberculosis 
(серовар IB, штамм 598), полученные из НИИ эпи-
демиологии и микробиологии им.  Г.П.  Сомова Рос-
потребнадзора (г.  Владивосток). Бактерии культи-
вировали при 4–6  °C в течение 6 суток на среде LB 
при перемешивании.

Выделение и очистка белка. Изолированный 
порин OmpF из Y.  pseudotuberculosis получали из 
высушенной ацетоном микробной массы путем 
последовательной обработки 2%-ным Triton X-100, 
ДНКзой («Sigma-Aldrich», США) и 0,5%-ным сарко-
зилатом натрия при 4  °C в течение 12  ч, как опи-
сано в работе Новиковой и др. [35]. Для получения 
комплекса пептидогликан  (ПГ)–порин получен-
ный после центрифугирования (100  000  об./мин) 
осадок экстрагировали 2%-ным Ds-Na при 50  °C. 

Изолированный порин в тримерной форме полу-
чали при температуре 37  °C в результате диссо-
циации комплекса ПГ–белок, суспендированного 
в буфере  А (30  мМ  Tris-HCl, pH  7,4), содержащем 
0,5  М  NaCl и  1%  Ds-Na. Электрофоретически гомо-
генную фракцию тримеров белка получали после 
очистки на колонке (1,5  ×  70,0  см) с сефакрилом 
S-200 («GE  Healthcare», Швеция), уравновешенной 
буфером  А, содержащим  0,25%  Ds-Na.

Получение агрегатов OmpF Y.  pseudotuber­
culosis. К  200  мкл исходного раствора белка 
(0,75  мг/мл) в буфере  А добавляли 50  мкл  0,05  М 
фосфатно-цитратного буфера (pH  3,5), значение pH 
полученного раствора составляло 4,5. Полученный 
раствор инкубировали при постоянной темпе
ратуре 42  °C в течение 2–4  недель или при 95  °C 
в  течение  3–5  ч.

Аналитические методы. Электрофорез в 
градиентном ПААГ  (9–12%) в присутствии Ds-Na 
проводили в Tris-глициновом буфере, согласно 
ранее опубликованным данным [36]. Белки, разде-
ленные в геле, окрашивали Кумасси бриллианто-
вым синим R-250 в 3,5%-ной хлорной кислоте [37].

Определение вязкости растворов полипеп-
тидов выполняли на вискозиметре Убеллоде (тем-
пература  – 20,0  ±  0,1  °C, диаметр капилляра  – 0,4 
и  0,3  мм) в 30  мМ  Tris-HCl-буфере (pH  7,4), содер-
жащем 0,2  М  NaCl и  1%  Ds-Na.

Определение молекулярной массы белка. 
Сравнительный анализ мол.  м. образцов мономе-
ров порина YpOmpFm и YpOmpFm_10  кДа (по объе-
му элюирования) с помощью гель-хроматографии 
на сефадексе G-150 в присутствии гуанидин гидро-
хлорида проводили, как описано ранее  [38].

Масс-спектрометрия с матрично-акти­
вированной лазерной десорбцией/ионизацией 
(ВП-МАЛДИ-МС). Эксперименты по времяпролет-
ной МАЛДИ масс-спектрометрии проводили на 
масс-спектрометре Ultraflex  III TOF/TOF («Bruker 
Daltonics», Германия), оснащенном детектором 
высоких масс  HMD-1 («CovalX  AG», Швейцария), в 
линейном режиме с регистрацией положитель-
ных ионов. В  качестве матрицы использовали 
насыщенный раствор 3,5-диметокси-4-гидрокси-
коричной (синапиновой) кислоты (10  мг/мл) в 
смеси ацетонитрил/0,25%-ная  ТФУ (1/1,  v/v). Для 
получения масс-спектров порина белок из раство-
ра детергента осаждали 9-кратным объемом аце-
тона, осадок промывали водой и суспендировали 
в воде, затем наносили на мишень, высушивали 
и добавляли матрицу.

Оптические методы. Концентрацию белка в 
растворе определяли по УФ-спектрам в максимуме 
поглощения при 280  нм. Удельный коэффициент 
поглощения A0,1%/1  см принимали равным  1,27 
(значение молярной экстинкции порина определе-
но экспериментально)  [39]. УФ-Спектры регистри-

http://d2p2.pro/
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ровали при 20  °C на спектрофотометре UV-Visible 
UV-1601PC («Shimadzu», Япония) в кварцевых кюве-
тах с длиной оптического пути  1  см.

Спектры кругового дихроизма (КД) регистри-
ровали на спектрополяриметре Chirascanрlus  CD 
spectropolarimeter («Applied Photophysics Ltd», Вели-
кобритания) в кварцевых кюветах с длиной опти-
ческого пути 1  мм для пептидной и  1  см для аро-
матической областей спектра. Эллиптичность  [θ] 
в пептидной области спектра считали, как эллип-
тичность среднего остатка, принимая его мол.  м. 
равной 110  Да, и содержание белка, равным 100%,  
в единицах град  ⋅  см2/дмоль по  формуле:

[θ] = [θ]набл  ×  S  ×  110/(10  ×  c  ×  l),

где S – чувствительность шкалы прибора, c – кон-
центрация белка (мг/мл), l  – длина оптического 
пути в  мм. В  ароматической области спектра эл-
липтичность считали, как молярную эллиптич-
ность [θ]М с мол. м. мономера порина (YpOmpFm), 
равной  36,7  кДа (определено по данным амино-
кислотного анализа), и тримера порина (YpOmpFt), 
равной 110,1  кДа. Калибровку спектрополяриме-
тра проводили по 0,06%-ному водному раствору 
аммониевой соли 10-сульфоната-D-камфорной кис-
лоты. Отношение эллиптичностей полос при  191 
и 290 нм составляло 2,05. Все спектральные изме-
рения растворов прогретых образцов порина про-
водили после охлаждения до 25  °C. Расчет содержа-
ния элементов вторичной структуры проводили, 
используя пакет программ  CDPro  [40].

Спектры собственной флуоресценции белка 
порина измеряли в кварцевых кюветах с длиной 
оптического пути  1  см на спектрофлуориметре 
RF-5301PC («Shimadzu», Япония). В  спектры флуо-
ресценции вводили поправку на спектральную 
чувствительность прибора, рассчитанную по 
спектру излучения родамина  В. Из поправленных 
спектров вычитали полосу Рамановского комбина-
ционного рассеяния буферного раствора. Флуорес-
ценцию возбуждали светом с длинами волн  280 
и  296  нм. Спектральная ширина щелей монохро-
маторов возбуждения и эмиссии составляла 5 нм.

Флуоресценция комплексов белков с тио­
флавином  Т  (ThT). Образцы белков перед экспе-
риментом переводили в буфер  Б (10  мМ  фосфат-
но-солевой буфер, pH  7,4) без Ds-Na с помощью 
центрифужных концентраторов AmiconUltra, 
30  кДа («Merck», США). 10  мкл  раствора белка по-
мещали в лунку 96-луночного планшета («Corning 
Costar», США), добавляли 300  мкл рабочего рас-
твора  ThT (исходный (25  мМ) раствор  ThT, раз-
бавленный в  15  000  раз), инкубировали при пере-
мешивании в темноте 1  мин и регистрировали 
интенсивность флуоресценции комплексов по-
рин–ThT при длине волны возбуждения 412  нм 

(ширина щели – 5  нм) и испускания – 450  нм (ши-
рина щели  – 10  нм) на спектрофотометре Multi-
Mode Microplatereader Sinergy  5 («BioTekInstrume
nts  Inc.»,  США).

Флуоресцентная микроскопия. 10  мкл  об-
разца белка смешивали с 0,5  мкл  25  мМ  раство-
ра ThT в буферном растворе  Б, помещали на пред-
метное стекло и визуализировали окрашенные 
агрегаты с помощью микроскопа LSM510  META 
(«Zeiss»,  Германия).

Биологическая активность. Цитотоксиче­
скую активность исследуемых образцов YpOmpF 
определяли на клеточной линии мышиной нейро-
бластомы Neuro-2aCCL-131™ («АТСС», США). Клетки 
(1  ×  104  клеток на лунку) инкубировали в 96-лу-
ночном планшете в СО2-инкубаторе в течение 
24  ч при 37  °C для адгезии. После этого в клетки 
добавляли исследуемые белки в концентрации 
1–160  мкг/мл в буфере  Б (pH  7,4) и инкубировали 
в СО2-инкубаторе при 37  °C в течение 24  ч, после 
чего удаляли супернатант и добавляли чистую 
среду. Затем в каждую лунку добавляли 10  мкл 
раствора 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-
тетразолиум бромида  (MTT) (5  мг/мл) («Sigma-
Aldrich») и инкубировали 4  ч, после чего добав-
ляли раствор Ds-Na-HCl (1  г  Ds-Na/10  мл  ddH2О/ 
17  мкл  6N  HCl) и продолжали инкубировать при 
37  °C в течение 18  ч. Оптическую плотность пре-
образованного красителя формазана измеряли с 
помощью микропланшетного спектрофотометра  
Multiskan  FC («ThermoScientific», Канада) при дли-
не волны  570  нм. Цитотоксическую активность 
поринов выражали как эффективную концентра-
цию (ЭК50), при которой метаболическая активность 
клеток ингибируется на  50%. Все эксперименты 
повторяли трижды. В  качестве отрицательного 
контроля использовали буферный  раствор  Б.

Молекулярное моделирование. Модель 
пространственной структуры мономера YpOmpF 
(UniProtA0A0U1QUP9) построена методом гомоло-
гичного моделирования с помощью программы 
МОЕ  2019.01  CCG  [41] на основании кристалличе-
ской структуры порина OmpF из Escherichia coli 
(PDBID  2OMF), как это было описано ранее  [42]. 
Стартовая система для симуляции включала мо-
дель мономера порина YpOmpF и была сольва-
тирована 10  249 молекулами воды в 10  мМ  NaCl. 
Затем система была протонирована в силовом 
поле Amber14:EHT при pH  7,0 и  4,5 с помощью 
специализированного программного пакета 
MOE  2019.01  CCG  [41]. Симуляцию полноатомной 
молекулярной динамики (МД) проводили при по-
стоянном давлении (1  атм) и температуре (300  К) 
с шагом по времени  2  фс. Полноатомное силовое 
поле Amber14:EHT использовали для белков  [43], 
TIP3P – для воды  [44]. Молекулы растворителя счи-
тались жесткими. Все симуляции  МД, включая  
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нагрев, а также шаги по минимизации энергии, 
были выполнены с помощью программного па-
кета MOE  2019.01  CCG  [41] с использованием вы-
числительных ресурсов  ЦКП «Дальневосточный 
вычислительный ресурс» ДВО  РАН  (Владивосток).

Анализ предрасположенности различных 
участков порина YpOmpF к внутренней разупо-
рядоченности проводили с помощью различных 
предсказательных программ: PONDR® VLS2 [45, 46], 
PONDR® VL3  [47], PONDR® VLXT  [48], PONDR® 
FIT [49], IUPred-Long и IUPred-Short [50]. Веб-при-
ложение Rapid Intrinsic Disorder Analysis Online 
(RIDAO) использовали для суммирования резуль-
татов, полученных с помощью каждой предска-
зательной программы [51]. Использование не-
скольких программ для предсказания внутренней 
разупорядоченности является общепризнанным 
подходом, который обусловлен разной чувстви-
тельностью разных алгоритмов по отношению к 
внутренней разупорядоченности белков. Это свя-
зано с тем, что разные алгоритмы используют раз-
ные атрибуты (такие как аминокислотный состав, 
гидрофобность и т.д.) и модели для расчета показа-
теля внутренней разупорядоченности для каждого 
аминокислотного остатка в белке. Поэтому каж-
дый алгоритм имеет свои преимущества и ограни-
чения и может быть использован для выявления 
некоторых специфических особенностей внутрен-
ней разупорядоченности. По  сути, это похоже на 
применение мультипараметрического подхода в 
экспериментальном анализе структуры белка. На-
пример, PONDR® VSL2 является одним из наиболее 
точных автономных алгоритмов для предсказания 
внутренней разупорядоченности белков  [45, 46], 
PONDR® VL3 обладает высокой точностью обнару-
жения длинных неупорядоченных участков [47], 
PONDR®  VLXT не является самым точным алго-
ритмом, но обладает высокой чувствительностью 
к локальным особенностям аминокислотных по-
следовательностей, которые часто связаны с цен-
трами белок-белковых взаимодействий на основе 
внутренней разупорядоченности [48], PONDR® FIT 
представляет собой метапредиктор, который не-
сколько более точен, чем каждый из его состав-
ляющих алгоритмов (таких как PONDR® VSL2, 
PONDR® VLXT, PONDR® VL3, IUPred, FoldIndex, 
IUPred и TopIDP)  [49], тогда как IUPred использует 
подход попарной оценки энергии для поиска внут-
ренне неупорядоченных остатков, образующих 
короткие или длинные неупорядоченные участки 
(IUPred_short и IUPred_long соответственно) [50].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее авторами статьи было показано, что 
порины НМ грамотрицательных бактерий рода 

Yersinia чрезвычайно устойчивы к действию де-
тергентов при повышенной температуре, в то же 
время они легко образуют множество конформа-
ционных интермедиатов, пространственная струк-
тура которых определяется природой детергента, 
используемого для солюбилизации этих белков, 
не только на уровне третичной структуры, но 
и на уровне более стабильной вторичной струк-
туры  [29,  31]. Для исследования возможности 
формирования in  vitro амилоидных структур  
порообразующим белком YpOmpF мы использо-
вали изолированный тример порина (YpOmpF) 
и рекомбинантные белки (RP и RP_del6). Образец 
изолированного YpOmpFt был получен из НМ бак-
терий при последовательной экстракции раство-
рами детергентов. При проведении электрофореза 
в градиентном ПААГ в денатурирующих условиях 
в присутствии Ds-Na YpOmpFt имеют кажущуюся 
мол.  м. 105–110  кДа. При нагревании порина выше 
температуры необратимой денатурации, которая 
для YpOmpF составляет 70  °C, образуется денату-
рированный теплом мономер (YpOmpFm), кото-
рый имеет электрофоретическую подвижность, 
соответствующую кажущейся мол.  м.  40  кДа  [35]. 
Рекомбинантные порины OmpF, полноструктур-
ный  (RP) и мутантные белки с делециями неко-
торых наружных петель  (RP_del), были получены 
нами ранее путем гетерологичной экспрессии 
в  клетках E.  coli  [29,  52].

Поскольку белок в нестабильной конфор-
мации наиболее подвержен структурным пере-
стройкам, при выборе условий обработки образ-
цов порина, в частности pH  среды инкубации, 
мы руководствовались полученными нами ранее 
данными о конформационных переходах YpOmpF 
при pH-титровании  [30]. Было показано, что кон-
формационные превращения порина из псевдо-
туберкулезного микроба под действием  pH могут 
быть описаны трехступенчатой моделью: (1)  раз-
рушение ассоциатов порина с образованием на-
тивоподобных тримеров белка → (2) независимые 
изменения в отдельных структурных доменах 
порина с последующей диссоциацией тримера 
на мономеры  →  (3)  образование мономерных ин-
термедиатов порина с разрыхленной структурой 
различной степени  [30]. С  помощью метода  КД 
конформационное состояние YpOmpF при pH  4,5 
было определено как переходное. Отмечено было 
уменьшение жесткости молекулярной структуры 
YpOmpF в этих условиях, что является результатом 
структурных перестроек, индуцированных прото-
нированием карбоксильных групп аспарагиновой 
и глутаминовой кислот и, как следствие, разрыва 
внутримолекулярных водородных связей с гидрок
сильными группами (например, тирозина), кото-
рые имеют решающее значение для структурной 
стабилизации белка  [30]. Данный конформацион-
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ный интермедиат порина характеризовался также 
наименьшим количеством регулярной β-струк-
туры и наибольшим количеством как β-изгибов, 
так и неупорядоченной структуры. Согласно ли-
тературным данным, это является дополнитель-
ным свидетельством нестабильности молекулы 
порина в этих условиях, поскольку структурная 
стабильность β-тяжей зависит именно от конфор-
мации связывающих их сегментов [53]. Интересно 
отметить, что конформационным изменениям в 
прионных белках, связанным с образованием их 
фибриллярных нейротоксических форм, предше-
ствует увеличение в структуре белка количества 
β-изгибов  [54]. Кроме того, для этого конформаци-
онного состояния порина оказалось характерным 
наибольшее количество фрагментов β-структуры с 
минимальной длиной, предположительно, за счет 
увеличения количества межмолекулярных β-свя-
зей, образующихся при формировании ассоциатов 
белка  [30].

При выборе температуры обработки образцов 
мы ориентировались на литературные данные, со-
гласно которым амилоидоподобные превращения 
белка могут происходить как при температуре, 
способствующей первоначальной дестабилизации 
пространственной структуры белка (42  °C) [55, 56], 
так и при температуре, близкой к температуре 
теплового денатурационного перехода  [57].

Учитывая сказанное выше, в эксперименте 
для получения агрегатов YpOmpF образцы белка 
подвергали трем типам обработки: (1) выдержива-
ли при пермиссивной температуре (42  °C) в буфере 
при pH  4,5, имитирующем кислую среду лизосом 
(pH  3,6–4,8); (2)  выдерживали при повышенной 
температуре (95  °C) в буфере с нейтральным значе-
нием pH среды (7,4) и (3) выдерживали в жестких 
денатурирующих условиях (pH 4,5; 95  °C). Мы так-
же варьировали длительность инкубации: от  5  ч 
до нескольких недель. Для детекции образования 
амилоидов использовали специфический краси-
тель тиофлавин Т, чувствительный к амилоидопо-
добным структурам [58], и спектроскопию КД для 
характеристики изменений вторичной структуры 
белка. Морфологию продуктов обработки YpOmpF 
в различных условиях изучали с помощью флуо-
ресцентной микроскопии.

Обработка белка по типу  (1) была выбрана с 
учетом данных литературы о том, что для понима-
ния биохимических механизмов образования ами-
лоидных фибрилл полезно изучение превращений 
потенциально амилоидогенных белков в физио-
логических условиях, имитирующих кислую среду 
лизосом  [55]. При этом были приняты во внима-
ние данные о том, что сопровождаемая денатура-
цией диссоциация олигомеров некоторых белков 
до мономеров, полностью утративших природную 

Рис. 1. Спектры флуоресценции комплекса тиофлавина  Т с поринами. а  –  YpOmpFt после инкубации в фос-
фатно-цитратном буферном растворе (pH 4,5) в течение 2-х и 4-х недель при 42  °C. б – YpOmpFt после прогрева 
при 95  °C в течение 5  ч в Tris-HCl-буфере (pH  7,4) и последующей экспозиции при  25  °C в течение 10  суток. 
в  –  Рекомбинантные порины, полноструктурный  (RP) и мутантный c делецией наружной петли  6 (RР_del6), 
образцы хранились в фосфатно-солевом буферном растворе (pH  7,4) в присутствии 0,01%-ного Zw  3-14 при 
4  °C в течение 6  месяцев. г  –  YpOmpFt после инкубации в фосфатно-цитратном буферном растворе (pH  4,5) 
в течение 2-х  недель при 42  °C, затем прогрева при 95  °C в течение 5  ч и последующей экспозиции образ-
ца при 25  °C в течение 10  суток. Флуоресценцию возбуждали при 412  нм. Данные представлены как сред-
нее  ±  стандартное отклонение из трех экспериментальных повторов
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пространственную организацию при pH ниже 3,6, 
может привести к значительному снижению ско-
рости образования фибрилл  [57].

Как следует из данных КД (таблица), обработ-
ка YpOmpFt по типу  (1) не привела к каким-либо 
изменениям в соотношении элементов регуляр-
ной вторичной структуры белка даже к концу 
срока наблюдения (4  недели). Тем не менее, судя 
по спектрам флуоресценции комплексов порина 
с  ThT  (рис.  1,  а), отсутствие существенных изме-
нений на уровне вторичной структуры белка не 
исключает появления в его молекуле участков 
структуры, имеющих способность специфически 
взаимодействовать с красителем. Так, через 2  не-
дели наблюдалось 3-кратное увеличение интен-
сивности флуоресценции комплекса порин–краси-
тель, что может свидетельствовать о наличии в 
образце денатурированного белка. Через 4 недели 
было обнаружено не только более значительное 
(в  5  раз) увеличение интенсивности флуоресцен-
ции красителя, но и сдвиг максимума флуоресцен-
ции в длинноволновую область спектра (рис. 1, а).

Полученные данные свидетельствовали о воз-
можной перестройке пространственной орга-
низации молекулы YpOmpFt и начале процесса 
формирования амилоидоподобных агрегатов. 
Действительно, как показали результаты флуо-
ресцентной микроскопии, после инкубации в 
кислой среде в мягких условиях (при 42  °C в те-
чение 4-х  недель) в исследуемом образце порина 
были обнаружены окрашиваемые ThT-структуры. 

Однако, как видно из данных, представленных на 
рис. 2, а, они представляли собой аморфные агре-
гаты, не имеющие ничего общего с морфологией 
типичных амилоидоподобных структур. Учитывая 
размер полученных агрегатов, мы предположили, 
что они являются агрегатами ранних промежуточ-
ных продуктов амилоидогенного пути  – олиго-
меров.

Целью второго этапа исследования, обработки 
по типу  (2), стало выяснение влияния собственно 
повышенной температуры на процесс формирова-
ния амилоидов исследуемым белком. Инкубацию 
YpOmpFt проводили при температуре 95  °C в те-
чение 5  ч в буфере со значением  pH, близким к 
нейтральному (pH 7,4). Согласно данным КД, обра-
ботка в этих условиях приводила к существенному 
увеличению относительного содержания суммар-
ной β-структуры  (таблица). Как видно из данных, 
представленных на рис. 1, б, сразу после прогрева 
при 95  °C YpOmpFt обнаруживал способность свя-
зываться с  ThT. Интенсивность флуоресценции 
комплекса порин–краситель, по сравнению с кон-
тролем, увеличивалась в 7,7 раза, а после инкуба-
ции прогретого образца белка в течение 10  суток 
при комнатной температуре  – в  18,8  раза. Мето-
дом микроскопии в исследуемом образце были 
обнаружены целые скопления окрашиваемых 
ThT агрегатов белка  (рис.  2,  б). Очевидно, высоко-
температурная обработка белка при нейтраль-
ных значениях  pH инициирует формирование 
агрегатов  порина, связывающих специфический 

Содержание элементов вторичной структуры  (%)* в образце YpOmpFt после обработки белка в различных 
условиях

№ Образец α-Спираль β-Структура β-Изгиб Неупорядоченная структура

1 YpOmpFt_контроль 22,1 21,0 22,5 34,4

2 YpOmpFt_42 °C_2 недели, 
pH 4,5 19,2 24,8 21,9 34,1

3 YpOmpFt_42 °C_4 недели, 
pH 4,5 19,3 24,2 21,7 34,8

4 YpOmpFt_42 °C_2 недели, 
95 °C_5 ч, pH 4,5 4,8 41,9 21,9 31,4

5 YpOmpFt_42 °C_2 недели, 
95 °C_5 ч, 10 суток, pH 4,5 3,4 44,8 20,6 31,2

6 YpOmpFt_95 °C_5 ч, 
pH 7,4 6,4 38,6 22,0 33,1

7 YpOmpFt_95 °C_5 ч, 10 суток, pH 7,4 4,1 42,0 21,5 32,4

8 RP 19,5 28,6 20,4 31,5

9 RP_del6 5,1 40,5 21,6 32,8

Примечание. * ± стандартное отклонение для всех элементов вторичной структуры белка не превышает 0,7%. 
Все спектральные измерения проводили после охлаждения растворов до 25 °C.
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краситель, а последующая инкубация YpOmpFt 
в растворе приводит к накоплению количества 
амилоидоподобных участков в структуре белка 
и образованию кластеров таких агрегатов. Полу-
ченные результаты позволяют предположить, 
что при нейтральных значениях  pH длительная 
инкубация белка в растворе способствует фор-
мированию амилоидоподобных структур порина 
в большей степени, нежели повышенная тем- 
пература.

Для подтверждения этого предположения ис-
пользовали два образца рекомбинантных поринов 
YpOmpF: полноструктурный рекомбинантный три-
мер белка  (RP) и мутантный тример с делецией 
петли  L6  (RР_del6). Образцы RP и RР_del6 в тече-
ние 6  месяцев хранились при температуре +5  °C 
в 30  мМ Tris-HCl (pH  7,5), содержащем 0,01% амфи-
фильного детергента цвиттергента  3-14  (Zw  3-14).

Как видно из данных, представленных на 
рис.  1,  в, способность интенсивно связывать спе-
цифический краситель проявил только рекомби-
нантный порин RР_del6 с неполной структурой. 
Изучение морфологии образовавшихся агрегатов 
этого белка с помощью флуоресцентной мик-
роскопии свидетельствовало о присутствии в 
исследуемых образцах характерных фибрилляр-
ных структур  (рис.  2,  в). Полученные результаты 
согласуются с литературными данными о том, что 
формированию амилоидоподобных агрегатов спо-
собствует любая дестабилизация структуры белка, 
происходящая за счет отсутствия элементов струк-
туры, например, карбоксильного конца молекулы  

белка  [59], или даже наличие единичных мута-
ций  [60]. Что касается полноструктурного реком-
бинантного порина, в отличие от RP_del6, при дли-
тельном хранении в его молекуле не наблюдалось 
структурных перестроек (таблица), и этот образец 
белка не проявил способности связываться с тио-
флавином  Т. Таким образом, можно утверждать, 
что порины не относятся к белкам, которые спо-
собны взаимодействовать со специфическим кра-
сителем в нативном, развернутом или частично 
свернутом состояниях, подобно ацетилхолинэсте-
разе и сывороточным альбуминам  [61].

Сочетанное действие кислого значения pH 
среды (4,5) и повышенной температуры (95  °C) при 
обработке порина по типу (3) и последующая инку-
бация белка в растворе в течение 10 суток привели 
к существенному изменению соотношения элемен-
тов регулярной вторичной структуры белка. Как 
следует из данных анализа спектров КД (таблица), 
в молекуле YpOmpFt, обработанного в этих усло-
виях, наблюдается перераспределение элементов 
регулярной вторичной структуры с увеличением 
содержания суммарной β-структуры: оно увеличи-
лось более чем в  2  раза, а количество α-спираль-
ных участков резко уменьшилось (в  6,5  раза).

В спектре комплекса ThT и образца YpOmpFt, 
полученного при обработке по типу (3) с последую-
щей выдержкой в течение 10  суток, наблюдалось 
смещение максимума флуоресценции в длинно-
волновую область при значительном увеличении 
интенсивности его флуоресценции по сравнению с 
контролем  (рис.  1,  г). С  помощью флуоресцентной 

Рис. 2. Флуоресцентная микроскопия окрашенных тиофлавином  Т агрегатов. а  –  YpOmpFt после инкубации 
в фосфатно-цитратном буферном растворе (pH  4,5) в течение 4-х недель при 42  °C. б – YpOmpFt после прогре-
ва при 95  °C в течение 5  ч в Tris-HCl-буфере (pH  7,4) с последующей выдержкой образца при 25  °C в течение 
10  суток. в  –  Рекомбинантный мутантный порин c делецией наружной петли  6 (RР_del6), образец хранился 
в фосфатно-солевом буферном растворе (pH  7,4) в присутствии 0,01%-ного Zw  3-14 при 4  °C в течение 6 меся-
цев. г  –  YpOmpFt после инкубации в фосфатно-цитратном буферном растворе (pH  4,5) в течение 2-х  недель 
при 42  °C и прогрева при 95  °C в течение 5  ч. д  – YpOmpFt после инкубации в условиях, указанных для па-
нели  (г) и последующей выдержки при 25  °C в течение 10  суток. Изображения получены с помощью мик-
роскопа AXIO Imager.  A1  (Zeiss); объектив  – ECPlan-NEOFLUAR  40  ×  0,75. Масштаб: 50  мкм
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микроскопии в полученном образце YpOmpFt 
были обнаружены разнообразные агрегаты, в том 
числе удлиненной формы, интенсивно связываю-
щие краситель, однако типичных фибриллярных 
структур не наблюдалось  (рис.  2,  д).

Результаты недавних исследований  [62,  63] 
позволили предположить, что токсичность ами-
лоидогенных белков по отношению к эукариоти-
ческим клеткам связана именно с префибрилляр-
ными олигомерными интермедиатами, которые 
возникают на ранних стадиях формирования фи-
брилл. Так, было показано, что префибриллярные 
агрегаты апомиоглобина W7FW14F проявляют ци-
тотоксическую активность по отношению к фиб-
робластам эмбрионов мыши (NIH/3T3) [64]. Мы ис-
следовали цитотоксическую активность агрегатов 
YpOmpFt, полученных в результате прогрева в те-
чение 2-х и 4-х  недель по отношению к культуре 
клеток нейробластомы мыши Neuro-2aCCL-131™.  
Основанием для выбора этой клеточной линии в 
качестве модели послужили имеющиеся в лите-
ратуре сведения о том, что порин OmpF E.  coli в 
эксперименте in vivo вызывает нейродегенерацию 
клеток коры головного мозга мышей, действуя как 
амилоид  [65]. Клетки нейробластомы инкубиро-
вали с различными концентрациями исследуе-
мого белка в течение 24  ч. Полученные данные 
свидетельствовали о том, что прогрев YpOmpFt в 
течение 2-х и 4-х недель при 42  °C и pH  4,5 приво
дит к увеличению его цитотоксической активно-
сти  (рис.  3). Как видно из данных, представлен-
ных на рис. 3, концентрация образцов белка, при 
которых наблюдалась гибель 50%  клеток  (ЭК50), 
для образцов YpOmpF_2 и YpOmpF_4 была суще-
ственно меньше по сравнению с таковой для ис-
ходного белка. Таким образом, вероятно, в доста-
точно мягких условиях из тримера порина OmpF 
псевдотуберкулезного микроба действительно 
формируются промежуточные олигомерные агре-
гаты, обладающие более высокой токсичностью по 
отношению к клеткам млекопитающих по сравне-
нию с исходным белком.

Известно, что протофибриллы и зрелые фи-
бриллы лизоцима человека вызывают лизис и 
агрегацию эритроцитов, более того, гемолити-
ческая активность агрегатов возрастает по мере 
их «старения»  [66]. В  случае амилоидоподобных 
агрегатов YpOmpFt мы не наблюдали ни увели-
чения гемолитической активности, ни способ-
ности встраиваться в искусственную бислойную 
мембрану (данные не приведены). Это относилось 
как к  олигомерам, образующимся в мягких усло-
виях на ранних стадиях инкубации, так и к полу-
ченным в значительно более жестких условиях 
агрегатам белка. В  связи с этим можно предпо-
ложить, что механизм цитотоксической активно-
сти амилоидоподобных агрегатов порина YpOmpF 

не связан с нарушением целостности мембраны 
эукариотической клетки.

В результате проведенных экспериментов мы 
сделали вывод о том, что все три фактора (пред-
варительная дестабилизация структуры белка в 
буфере с кислым значением pH, повышенная тем-
пература и длительность инкубации) необходимы 
для образования, вследствие перестройки струк-
туры порина, разнообразных по форме агрегатов, 
окрашиваемых  ThT.

Более подробно мы охарактеризовали свой-
ства нестабильного белкового интермедиата 
YpOmpFt, получаемого при обработке по типу  (3), 
который образует небольшие по размеру агрега-
ты  (рис.  2,  г). Он имел значительные изменения 
в пространственной структуре белка  (таблица), 
и дальнейшая выдержка именно этого образца 
порина приводила, согласно данным  КД, к струк-
турированию белковых молекул и формированию 
агрегатов, предположительно, протофибрилл, ин-
тенсивно связывающих ThТ  (рис.  1,  г; рис.  2,  д).

Оказалось, что после обработки YpOmpFt в 
этих условиях наблюдалось резкое увеличение 
электрофоретической подвижности белка. С помо-
щью электрофореза в градиентном ПААГ в присут-
ствии Ds-Na установлено, что значение кажущейся 
мол.  м. полученного интермедиата приближалось  
к  10  кДа (рис.  4,  а; дорожка  1). Поскольку тем-
пература 95  °C превышает температуру необ-
ратимой денатурации порина, она заведомо 
приводит к разрушению тримерной структуры 
белка и образованию денатурированного моно-
мера YpOmpFm. Но, как уже отмечалось выше,  

Рис. 3. Цитотоксичность YpOmpFt по отношению к 
культуре клеток млекопитающих (нейробластома 
мыши Neuro-2aCCL-131™ («АТСС», США)). Цитоток-
сическую активность выражали как эффективную 
концентрацию  (ЭК50), при которой метаболическая 
активность клеток ингибируется на 50%. Долю мерт-
вых клеток нормализовали в каждом случае относи-
тельно отрицательного контроля (фосфатно-солевой 
буфер). Данные представлены как среднее  ±  стан-
дартное отклонение из трех экспериментальных по-
второв; достоверность различий между опытными и 
контрольной группами оценивали с помощью t-кри-
терия Стъюдента  (*  р  ≤  0,05)
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YpOmpFm имеет кажущуюся мол.  м., равную 
40  кДа, поэтому, в  соответствии с данными элек-
трофореза в ПААГ в присутствии  Ds-Na, мы обо-
значили полученный интермедиат исследуемого 
порина как  YpOmpFm_10  кДа.

Аномальное увеличение электрофоретиче-
ской подвижности полипептида YpOmpFm_10  кДа 
связано, скорее всего, с изменениями в простран-
ственной структуре порина, сопровождаемыми 
увеличением содержания β-структуры в молекуле 
белка. Очевидно, вследствие этого к белку при-
соединяется большее, по сравнению с исходным 
образцом белка, количество Ds-Na, что приводит 
к значительному увеличению его электрофорети-
ческой подвижности в условиях электрофореза.

Высказанное предположение об изменении 
конформации порина и, как следствие, формы 
белковой молекулы были подтверждены с помо-
щью метода вискозиметрии. Как видно из данных, 
представленных на рис.  4,  в, переход порина из 
термолабильной формы белка YpOmpFt в денату-
рированный теплом мономер YpOmpFm сопрово-
ждается незначительным изменением величины 
характеристической вязкости: от 31 до 35  мл/г. Эти 
данные свидетельствуют о перестройках на уров-

не третичной структуре порина, что согласуется 
с данными Schnaitman  [67], который показал, что 
денатурация мембранных белков под действием 
Ds-Na и нагревания ведет к увеличению значе-
ний этой величины от 28–31  мл/г до  33,5–35  мл/г. 
В случае полипептида YpOmpFm_10  кДа обнаружи-
вается резкое (в  2,5  раза) уменьшение величины 
характеристической вязкости: в растворе Ds-Na 
она составляет  14  мл/г.

Отсутствие разрыва полипептидной цепи 
порина в результате обработки в жестких усло-
виях было подтверждено различными методами. 
По данным гель-хроматографии на сефадексе G-150 
в присутствии гуанидин гидрохлорида, объемы 
элюирования (и соответственно молекулярные 
массы) YpOmpFm и YpOmpFm_10  кДа в полностью 
развернутой конформации были одинаковы. Поте-
ря третичной и вторичной структуры белка была 
достигнута (согласно данным спектроскопии  КД) 
в результате нагревания в растворе 6  М  гуани-
дин гидрохлорида и выдержке в течение ночи. 
Результаты масс-спектрометрического анализа 
также свидетельствовали о том, что и в исход-
ном тримере порина, и в образце YpOmpFm_10  кДа 
присутствуют сигналы практически одинаковых 

Рис. 4. Физико-химическая характеристика различных молекулярных форм порина из Y.  pseudotuberculosis. 
а – Электрофореграмма различных молекулярных форм порина из Y. pseudotuberculosis: 1 – YpOmpFm_10 кДа, 
денатурированный тример порина, после обработки при pH  4,5 в течение 5  ч при 95  °C с последующей 
выдержкой при 25  °C в течение 10  суток; 2  –  YpOmpFm; 3  –  YpOmpFt; 4  –  белки-маркеры. б  –  Пептидные 
карты продуктов триптического гидролиза денатурированного теплом мономера, YpOmpFm и полипепти-
да YpOmpFm_10  кДа. в  –  Определение характеристической вязкости различных молекулярных форм пори-
на  OmpF из Y.  pseudotuberculosis. г  –  ВП-МАЛДИ-спектры YpOmpFt и полипептида  YpOmpFm_10  кДа
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по величине m/z  (36  085 и  36  005 соответственно) 
однозарядных ионов белка  (рис.  4,  г  и  д).

С помощью N-концевого анализа было уста-
новлено, что N-концевыми аминокислотами обоих 
полипептидов (YpOmpFm и YpOmpFm_10  кДа) яв-
ляются остатки аланина. Сравнение триптических 
гидролизатов указанных полипептидов также 
свидетельствовало об их идентичности (рис.  4,  б). 
Таким образом, разрыва пептидных связей в про-
цессе обработки в вышеприведенных условиях не 
происходит. Следует заметить, что разрыв поли-
пептидной цепи с образованием 4-х полипепти-
дов с аланином на N-конце маловероятен, так как 
в аминокислотной последовательности порина 
YpOmpF подобных участков не обнаружено  [68].

Полученные данные, свидетельствующие о 
значительных конформационных перестройках 
молекулы порина в образце YpOmpFm_10  кДа, были 
подтверждены с помощью оптической спектроско-
пии. Так, при рассмотрении спектров КД белков 
в ароматической области (рис.  5,  а) и спектров 
собственной флуоресценции белка (рис.  5,  б  и  в) 
были обнаружены изменения в пространственной 
структуре YpOmpFm_10  кДа по сравнению с исход-
ным порином. Как следует из данных, представ-
ленных на рис.  5,  а, молекула исходного образца 
порина имеет достаточно жесткую третичную 
структуру, однако в кислой среде (pH  4,5) после 
нагревания при 95  °C в течение 5  ч происходит 
потеря этой жесткости и переход в ненативную 
разрыхленную конформацию.

Этот интермедиат белка характеризуется так-
же значительными изменениями в микроокруже-
нии ароматических флуорофоров, остатков тиро-

зина и триптофана  – оптических маркеров белка 
(рис.  5,  б  и  в). Об этом свидетельствует сравни-
тельный анализ спектров собственной белковой 
флуоресценции исходного образца белка YpOmpFt 
и интермедиата YpOmpFm_10  кДа, в спектре ко-
торого наблюдается уменьшение интенсивности 
флуоресценции при обеих длинах волн возбужде-
ния и смещение максимумов спектров суммар-
ного излучения белка и триптофановой флуорес-
ценции. Коротковолновое положение максимума 
суммарной флуоресценции YpOmpFm_10  кДа ука-
зывает на увеличение вклада тирозина в эмиссию 
белка. Очевидно, при изменении конформации 
белка в этих условиях происходит либо уменьше-
ние эффективности передачи энергии флуоресцен-
ции тирозинового хромофора к триптофановому, 
либо хромофоры остатков триптофана попадают 
в более тушащее микроокружение. В  спектре 
триптофановой флуоресценции, судя по длинно-
волновому максимуму спектра, значительно уве-
личивается вклад триптофанового хромофора, 
находящегося на поверхности белка в контакте с 
молекулами связанной воды  [69,  70].

Результаты проведенной нами симуляции МД 
мономера порина в водном окружении при pH  7,4 
и 4,5 показали, что в кислой среде наблюдается из-
менение конформации порина, приводящее к из-
менению свойств его молекулярной поверхности. 
Это выражается в увеличении площади Ван-дер-
Ваальсовой поверхности с  15  770,0 до  17  810,2  Å2, 
площади гидрофильной поверхности  – с  4934,7 
до  7089,0  Å2, а также в незначительном умень-
шении величин дипольного и гидрофобного мо-
ментов. Кроме того, обнаружено существенное  

Рис.  5. Характеристика пространственной структуры различных молекулярных форм порина  OmpF 
Y.  pseudotuberculosis. а  –  Спектры КД в ароматической области. Спектры собственной белковой флуоресцен-
ции образцов порина  YpOmpFt и YpOmpFm_10  кДа при возбуждении 280  нм  (б) и  296  нм  (в)
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уменьшение значения Z-потенциала (Zпот) молеку-
лы порина с 27,67  мВ в нейтральной до 10,43  мВ – 
в кислой среде. Известно, что для молекул с Zпот 
больше 30  мВ характерно более стабильное состоя-
ние в растворе, напротив, молекулы с низким Zпот 
проявляют склонность к коагуляции и/или агре-
гации  [71]. Результаты молекулярного моделиро-
вания, свидетельствующие об увеличении гидро- 
фильной поверхности молекулы  YpOmpF, согла-
суются с данными оптической спектроскопии о 
существенном изменении доступности остатков 
тирозина и триптофана растворителю при изме-
нении pH  раствора. Кроме того, они подтвержда-
ют полученные ранее данные по взаимодействию 
интермедиата YpOmpFt при pH  4,5 с гидрофоб-
ными положительно заряженными акцепторами 
флуоресценции (диметиламинохалконом  (ДМХ) и 
1-N-фенилнафтиламином  (ФНА)), а также с флуо-
ресцентным зондом пиреном, которые свидетель-
ствуют об увеличении доступности гидрофильных 
сайтов белка, по сравнению с исходной конфор-
мацией порина, которую он имеет в слабощелоч-
ной среде [30]. Что же касается изменения формы 
молекулы порина в кислой среде, в ходе  МД мы 
наблюдали незначительное увеличение таких 
характеристик белка, как гидродинамический ра-
диус  (A) и Ван-дер-Ваальсов объем молекулы  (Å3), 
однако эти изменения не превышали 5% по срав-
нению с молекулой исходного порина. Очевидно, 

продолжительности  МД (350  нс) недостаточно, 
чтобы наблюдать полномасштабные изменения 
в конформации белка.

Пользуясь рядом предсказательных программ, 
ссылки на которые приведены в разделе «Мате-
риалы и методы», мы провели анализ предраспо-
ложенности различных участков порина YpOmpF 
к внутренней разупорядоченности (рис. 6, а). Чем 
ниже средний балл внутренней разупорядочен-
ности, тем меньше склонность данного амино-
кислотного остатка быть включенным в область 
последовательности с внутренней разупорядочен-
ностью. Из данных, приведенных на рис. 6, а, сле-
дует, что молекула порина состоит в основном 
из стабильных, хорошо структурированных, не 
склонных к разупорядоченности участков. Соглас-
но теоретической модели YpOmpF, остатки тирози-
на и триптофана локализованы преимущественно 
в этих участках молекулы порина  (рис.  6,  б).

Как видно из данных, представленных на 
рис.  6, почти все тирозины и триптофаны распо-
ложены в пределах областей, которые, по предска-
заниям, в основном упорядочены. На основании 
полученных результатов можно утверждать, что 
конформационная пластичность неспецифиче-
ских поринов осуществляется не только за счет 
повышенной гибкости вариабельных участков 
внешних петель (где преимущественно находят-
ся участки с внутренне неупорядоченной струк-

Рис. 6. Модель пространственной структуры и анализ предрасположенности порина OmpF Y.  pseudotuberculosis 
(IB  серовара O-серотипа, штамм IP  31758; UniProtIDA0A0U1QUP9) к внутренней разупорядоченности. а  –  Ре-
зультаты анализа аминокислотной последовательности порина YpOmpF, полученные с помощью биоин-
форматических инструментов. Высокие значения вероятности внутренней разупорядоченности  (>0,5) на 
графике соответствуют участкам аминокислотной последовательности с внутренне неупорядоченной струк-
турой, тогда как значения вероятности внутренней разупорядоченности от 0,15 до  0,5 присущи участкам 
аминокислотной последовательности с повышенной структурной гибкостью. Кривые различных цветов со-
ответствуют расчетам, сделанным различными предсказательными программами: PONDR®  VLS2  [45,  46], 
PONDR®  VL3  [47], PONDR®  VLXT  [48], PONDR®  FIT  [49], IUPred-Long и IUPred-Short  [50]. Веб-приложение Rapid 
Insorder Analysis Online (RIDAO) использовали для суммирования результатов, полученных с помощью каж-
дой предсказательной программы  [51]. б  –  Теоретическая модель порина YpOmpF представлена в виде 
ленточной диаграммы и окрашена в соответствии с предрасположенностью данных участков структуры 
к внутренней неупорядоченности: коричневым цветом отмечены упорядоченные участки, структурно-плас-
тичные  – голубым. Остатки Trp приведены в шаро-стержневом представлении, а остатки Tyr  – в  стерж-
невом представлении. Последовательности поринов OmpF из штаммов Y.  pseudotuberculosis 1b  IP  31758,  
UniProtIDA0A0U1QUP9 и  1b  598 идентичны
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турой), но и затрагивает область достаточно 
жесткого остова молекулы, вернее, его участки 
(отдельные β-тяжи), которые принято считать 
конформационно стабильными.

Совокупность полученных данных свидетель-
ствует о том, что инкубация раствора порина 
OmpF из  НМ Y.  pseudotuberculosis в кислой среде 
при 95  °C приводит к значительным изменениям 
его конформации на уровне третичной и вто-
ричной структуры белка. Последующая выдерж-
ка раствора этого нестабильного интермедиата 
порина в течение длительного времени способ-
ствует формированию агрегатов, интенсивно 
связывающих  ThT. Однако типичных фибрилл в 
ходе наших исследований обнаружено не было. 
Отмеченное нами спонтанное образование ами-
лоидоподобных агрегатов при длительном хра-
нении образцов порина в растворах детергентов 
при нейтральном  pH требует дополнительного 
исследования. Результаты проведенного in  vitro и 
in  silico исследования являются эксперименталь-
ным доказательством того, что неспецифические 
порины бактерий, являющиеся типичными мем-
бранными белками с конформацией β-бочонка, в 
жестких денатурирующих условиях формируют 
конформационные интермедиаты  [72], обладаю-
щие свойствами амилоидоподобных структур. При 
этом существенные изменения в пространствен-

ной структуре поринов затрагивают не только 
участки с внутренне неупорядоченной структу-
рой, но и структуру основного каркаса молекулы –  
жесткого  β-бочонка.
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The work presents the results of an in  vitro and in  silico study of the formation of amyloid-like struc-
tures under harsh denaturing conditions by the nonspecific OmpF porin of Yersinia pseudotuberculosis 
(YpOmpF), a membrane protein with a β-barrel conformation. It has been shown that in order to obtain 
amyloid-like porin aggregates, preliminary destabilization of its structure in a buffer solution with an 
acidic pH value at elevated temperature, followed by long-term incubation at room temperature is 
necessary. After heating at 95  °C in a solution with pH 4.5, significant conformational rearrangements 
are observed in the porin molecule at the level of the tertiary and secondary structure of the protein, 
which are accompanied by an increase in the content of the total β-structure and a sharp decrease in 
the value of the characteristic viscosity of the protein solution. Subsequent long-term exposure of the 
resulting unstable intermediate YpOmpF at room temperature leads to the formation of porin aggre-
gates of various shapes and sizes that bind thioflavin  T, a specific fluorescent dye for the detection of 
amyloid-like protein structures. Compared to the initial protein, early intermediates of the amyloidogen-
ic porin pathway, oligomers, have been shown to have increased toxicity to Neuro-2aCCL-131™ mouse 
neuroblastoma cells. The results of computer modeling and analysis of changes in intrinsic fluorescence 
during protein aggregation suggest that during the formation of amyloid-like aggregates, changes in 
the structure of YpOmpF affect not only areas with an internally disordered structure corresponding 
to the external loops of the porin, but also the main framework of the molecule, which has a rigid 
spatial structure inherent to β-barrel.

Keywords: OmpF porin, Yersinia pseudotuberculosis, membrane protein, amyloidogenesis, spatial struc-
ture, cytotoxic activity, computer modeling


