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Список сокращений 

4-АП — 4-аминопиридин 

ТЭА — тетраэтиламмоний 

KTx — токсины, действующие на калиевые каналы 

МАЛДИ МС — метод матрично-активированной лазерной десорбции-ионизации масс-

спектрометрии 

K+-каналы — калиевые каналы 

KV-каналы — потенциал-чувствительные калиевые каналы 

Na+-каналы — натриевые каналы 

Ca2+-каналы — кальциевые каналы 

МД — молекулярная динамика 

ИК50 — полумаксимальная ингибирующая концентрация 

ЭК50 — полумаксимальная эффективная концентрация 

ChTx — харибдотоксин 

АМП — антимикробные пептиды 
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Введение 

Потенциал-чувствительные калиевые каналы (KV-каналы) — важная группа калие-

вых каналов (К+-каналов), участвующая в различных процессах, таких как передача нерв-

ного возбуждения и формирование иммунного ответа. КV-каналы активируются при депо-

ляризации клеточной мембраны и непосредственно участвуют в ее реполяризации. Помимо 

этого, они задействованы в развитии ряда патологий, например некоторых заболеваний сер-

дечно-сосудистой системы, аутоиммунных и онкологических заболеваний. Среди всего 

многообразия KV-каналов выделяют подсемейство KV1. Это так называемые Shaker-

подобные каналы, гомологи канала Shaker из Drosophila melanogaster. Они представляют 

интерес, поскольку для некоторых из них изучена пространственная структура, в том числе 

в комплексе с лигандами, а также ввиду их связи с аутоиммунными и неврологическими 

заболеваниями. Таким образом, КV1-каналы являются перспективными фармакологиче-

скими мишенями, и в настоящее время ведется активный поиск и разработка лекарств на 

основе взаимодействующих с ними веществ. 

Важнейшей группой лигандов K+-каналов являются токсины скорпионов (KTx). Они 

представляют интерес, поскольку с их помощью можно изучать работу каналов в норме и 

патологии, а также определять субъединичный состав каналов. Важным представляется 

изучение молекулярных детерминант, лежащих в основе селективности пептидных лиган-

дов, поскольку они придают способность узнавать отдельные изоформы среди всего разно-

образия K+-каналов. В свою очередь, селективные лиганды могут стать перспективными 

фармакологическими агентами. 

В соответствии с вышесказанным, наша работа посвящена разработке подхода к по-

иску детерминант селективности и созданию селективных лигандов KV1-каналов. На осно-

вании данных компьютерного моделирования будут синтезированы различные варианты 

пептидных лигандов в бактериальной системе экспрессии. Проверка их активности будет 

проводиться при помощи метода двухэлектродной фиксации потенциала на KV1-каналах, 

экспрессированных в ооцитах лягушки Xenopus laevis. 
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Цель и задачи исследования 

Цель: сконструировать и получить селективные лиганды потенциал-чувствительных 

калиевых каналов KV1 и определить детерминанты их селективности. 

Для достижения этой цели были поставлены следующие задачи: 

1. Построить молекулярные модели взаимодействия пептидных поровых блокаторов с 

потенциал-чувствительными калиевыми каналами. Провести анализ моделей и 

предложить модификации в структуру блокаторов с целью увеличения их 

селективности. 

2. Получить рекомбинантные пептиды с предложенными модификациями в 

бактериальной системе экспрессии. 

3. Провести анализ полученных пептидов на потенциал-чувствительных калиевых 

каналах методами электрофизиологии. 

4. Определить детерминанты селективности пептидов по отношению к отдельным 

изоформам калиевых каналов. 

  



7 

 

1. Обзор литературы 

1.1 Введение 

Обзор литературы посвящен вопросу активности пептидных поровых блокаторов 

K+-каналов из яда скорпионов. Первая глава рассматривает KV-каналы во всем их разнооб-

разии среди других ионных каналов. Здесь подробно описываются их структура и механизм 

работы, а их роль в норме и патологии иллюстрируются на примере каналов подсемейства 

KV1. Вторая глава посвящена токсинам из яда скорпионов как лигандам различных каналов, 

в частности наиболее разнообразным KTx. Здесь описано их положение среди других со-

ставляющих яда скорпионов, классификация, детерминанты, обуславливающие их актив-

ность, а также сравнение с другими известными лигандами каналов. 

1.2 Калиевые каналы 

Ионные каналы — это трансмембранные белки, обуславливающие пассивный мем-

бранный транспорт ионов в клеточных мембранах. Они являются древней группой белков 

и выполняют широкий диапазон функций. Различные типы ионных каналов могут работать 

согласованно для выполнения таких функций как передача сигнала в нервной системе, из-

менение клеточного объема, регуляция апоптоза и иммунного ответа, поддержание гомео-

стаза, сокращение мышц и других. Ионные каналы можно разделить на группы по стимулу, 

который вызывает их активацию, и тогда выделяют: механочувствительные, термочувстви-

тельные, потенциал-чувствительные, светочувствительные и хемочувствительные (лиганд-

управляемые). С другой стороны, их можно разделить по типу пропускаемых ионов: кати-

онные и анионные. Катионные каналы, в свою очередь, разделяются на натриевые (Na+-

каналы), калиевые (K+-каналы), кальциевые (Ca2+-каналы) и неселективные [1]. Среди них 

самой большой и распространенной группой являются K+-каналы [2] (Рис. 1). 

K+-каналы можно обнаружить практически у всех живых организмов, включая бак-

терий и архей. Так, например, в геноме человека имеется 78 генов α-субъединиц K+-

каналов. У бактерий и архей обнаружено множество генов, кодирующих похожие на эука-

риотические K+-каналы. Наличие таких похожих молекул во всех доменах жизни на Земле 

позволяет предположить, что они появились примерно в одно время с возникновением 

жизни вообще [3]. 
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Рисунок 1. Филогенетическое дерево K+-каналов человека. Дерево было построено 

на основании сравнения аминокислотных последовательностей каналов человека с 

использованием инструментария ClustalΩ (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 

Визуализация выполнена в программе FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/). 

 

Структурно К+-каналы состоят из двух типов субъединиц: α и β, причем α-субъеди-

ницы обязательные, именно они образуют ион-проводящую пору, а β-субъединицы явля-

ются дополнительными или регуляторными. В большинстве случаев для формирования 

функционального канала необходимо четыре α-субъединицы, причем образовавшийся ка-

нал может состоять как из одинаковых субъединиц (гомотетрамер), так и из разных (гетеро-

тетрамер). Характерные для клеток человека К+-каналы делят на пять групп на основе раз-

личий их α-субъединиц (Рис. 2): 

1) α-Субъединицы K+-каналов входящего выпрямления (Kir) состоят из двух транс-

мембранных (ТМ) сегментов с поровым (P) участком (P-петлей) между ними. Работа этих 

каналов модулируется химическими соединениями (нуклеотидами (АТФ, АДФ), фосфати-

дилинозитол-4,5-бисфосфатом), а также фосфорилированием и G-белками. У человека Kir 

каналы кодируются 15 различными генами [4, 5]. 

2) α-Субъединицы двупоровых каналов (K2P) имеют два P-участка и построены из 

четырех ТМ сегментов. Эти K+-каналы регулируются различными факторами: pH, 
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натяжением клеточной мембраны, температурой. У человека обнаружено 15 генов K2P ка-

налов [6, 7]. 

3) α-Субъединицы потенциал-чувствительных K+-каналов (KV) содержат шесть ТМ 

сегментов (S1–S6) с одним P-участком между S5 и S6. Важную роль в Kv-каналах играет по-

тенциал-чувствительный домен (ПЧД), состоящий из четырех ТМ сегментов (S1–S4). Как 

считается, функцию непосредственного реагирования на изменения мембранного потенци-

ала выполняет сенсор потенциала — спираль S4, которая содержит положительно заряжен-

ные аминокислотные остатки (а.о.), расположенные регулярно, что не характерно для ТМ 

спиралей. В настоящее время считается, что наличие положительно заряженных а.о. в S4 

компенсируется отрицательно заряженными а.о. в остальных сегментах (S1–S3). Это самая 

обширная группа K+-каналов: у человека обнаружено 40 генов [8]. 

4) Ca2+-Активируемые K+-каналы малой (SKCa) и средней (IKCa) проводимости по-

хожи по строению на Kv-каналы, они так же построены из α-субъединиц, имеющих шесть 

ТМ сегментов с P-участком между S5 и S6. Но в случае этих каналов сегмент S4 нечувстви-

телен к изменению потенциала. Активация Ca2+ является кальмодулин-опосредованной. 

Семейство этих каналов кодируется четырьмя генами у человека [9, 10]. 

5) Ca2+ и Na+-активируемые K+-каналы большой проводимости (BKCa) состоят из α-

субъединиц, которые кодируются четырьмя SLO генами. Два представителя отличаются 

тем, что содержат семь ТМ спиралей (KCa1.1 и KCa5.1). Ранее их всех относили к Ca2+-

активируемым калиевым каналам, однако на данный момент дополнительно выделяют Na+-

активируемые калиевые каналы KNa1.1 и 1.2, которые также чувствительны к изменению 

pH и концентрации внутриклеточного Cl− [11]. 

 

1.2.1 KV-каналы 

Доменная организация KV-каналов 

В структуре KV-каналов можно выделить несколько частей: один поровый домен 

(ПД), образованный ТМ спиралями S5 и S6 с P-участком между ними от каждой α-субъеди-

ницы, четыре ПЧД, образованные четырьмя ТМ сегментами (S1–S4) в каждой субъединице 

и четыре цитоплазматических (T1) домена. Зрелый KV-канал образован четырьмя α-субъ-

единицами, его пора образована ПД, и он содержит четыре ПЧД, а также может содержать 

четыре β-субъединицы [12]. 
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Рисунок 2. Схематическое изображение различий в строении α-субъединиц K+-

каналов. В центре изображена пора, построенная из четырех поровых участков. S1–S6 — 

трансмембранные сегменты, P — поровый сегмент, S4 — потенциал-чувствительный 

сегмент у KV и BKCa. 

 

ПД KV-каналов похож на ПД Na+ и Ca2+-каналов, он позволяет пропускать примерно 

106–108 ионов K+ в секунду [13]. KV-каналы являются самым разнообразным семейством 

ионных каналов, но у всех представителей этого семейства встречается высококонсерва-

тивный участок из семи а.о. (консенсусная последовательность: TTVGYGD) [14], который 

образует селективный фильтр ПД. Его наличие в KV-каналах позволяет пропускать ионы 

K+ с высочайшей избирательностью. Ионы Na+ с радиусом на 0,4 Å меньше при этом прак-

тически не проходят. Высокая селективность обеспечивается карбонильными атомами кис-

лорода основной цепи в поре, которые координируют ионы K+, в точности повторяя их гид-

ратную оболочку [15]. При этом радиус гидратированного иона Na+ не позволяет ему про-

ходить через пору, а энергии образующихся координационных связей недостаточно для его 

дегидратации. При движении внутрь клетки ионы K+ сначала попадают во внешний вести-

бюль, затем лишаются гидратной оболочки, проходят через селективный фильтр, попав во 

внутреннюю полость канала обратно гидратируются и выходят через внутренние ворота. 

Также для ионов возможно движение и в обратном направлении [16]. 
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ПЧД позволяет KV-каналам реагировать на изменение мембранного потенциала 

клетки. Показано, что происходит изменение положения спирали S4 благодаря положи-

тельно заряженным а.о. в ее составе. Эти перестройки вызваны изменением мембранного 

потенциала, что провоцирует движение спирали S4, своеобразный переход энергии элек-

трического поля в механическую энергию, которая передается на ПД и вызывает изменения 

его конформации и открытие поры [17]. Передача конформационных изменений от сенсора 

потенциала, делающая возможным открытие поры канала, требует физического взаимодей-

ствия между некоторыми а.о. S6 и линкером между S4 и S5 [18, 19]. В α-субъединицах име-

ется также цитоплазматический домен, который играет роль в регуляции работы канала, 

например в инактивации N-типа (см. ниже), а также при тетрамеризации и взаимодействии 

с β-субъединицами [20]. 

 

Механизм работы KV-каналов 

Механизм работы KV-каналов связан с изменением их конформационных состояний. 

При потенциале покоя KV-каналы находятся в закрытой конформации, которая препят-

ствует току ионов. Переход каналов в открытое состояние возможно при изменении мем-

бранного потенциала, который воздействует на заряженные а.о. сенсора потенциала [21]. 

ТМ спираль S4 реагирует на изменения потенциала, изменяя конформацию ПЧД, а эти из-

менения, в свою очередь, передаются на ПД. Пора открывается только тогда, когда активи-

рованы все четыре ПЧД [22]. Ионы могут проходить через канал только лишь в открытом 

состоянии, пока канал не перейдет в закрытое или инактивированное состояние. 

Инактивация KV-каналов может происходить двумя разными способами, которые 

называются инактивацей N или С-типа. Суть инактивации N-типа в том, что пора блокиру-

ется с внутренней стороны подвижным N-концевым участком α-субъединицы канала. При 

этом конформация ПД канала сохраняется как в открытом состоянии [23]. При удалении 

этого участка инактивация перестает проходить по механизму N-типа, но добавление этого 

участка в виде отдельной молекулы приводит к возвращению возможности инактивации 

[24]. Инактивация C-типа является более медленной и может протекать в отсутствие N-кон-

цевого участка канала. За этот тип инактивации отвечает участок канала, включающий се-

лективный фильтр, а также N-концевую область S6 [25]. Инактивация по С-типу протекает 

за счет конформационных изменений внешнего вестибюля, затрагивающих селективный 

фильтр канала, что приводит к блокировке тока ионов [26]. Понижение мембранного 
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потенциала до состояния покоя вызывает переход канала из инактивированого в закрытое 

состояние. Однако инактивация может быть нарушена в отсутствие β-субъединиц [27]. 

 

KV1-каналы 

В данном разделе рассмотрены известные данные по структурным исследованиям 

каналов KV1. Это подсемейство KV-каналов представляет собой интерес, так как является 

гомологом хорошо изученного канала Shaker D. melanogaster, а отдельные его члены 

широко представлены в нервной системе и участвуют в потенциале действия. Это 

подсемейство еще называют Shaker-подобными каналами, эта группа каналов встречается 

у многих живых организмов, а основные особенности их работы схожи среди 

представителей. 

 

Структурные исследования KV1-каналов 

Впервые пространственная структура KV-канала млекопитающего с атомным 

разрешением была получена в работе [12]: методом рентгеноструктурного анализа (РСА) 

был изучен комплексе KV1.2 с β-субъединицей. Было показано, что пора канала похожа на 

пору прокариотических K+-каналов, а также что Т1 домен канала взаимодействует с β-

субъединицей. В работе [28] с использованием РСА была получена структура канала KV1.2 

с заменой участка S3–S4 на гомологичный из канала KV2.1. Авторы подробно обсудили, как 

происходит активация канала, какие положительно заряженные а.о. сенсора потенциала 

доступны из раствора в закрытом и открытом состоянии, и предложили механизм активации 

канала в ответ на изменение потенциала. Структура химеры KV1.2/2.1 была также изучена 

с помощью криоэлектронной микроскопии (крио-ЭМ) [29]. Было показано, что в 

нанодисках, которые лучше имитируют природное мембранное окружение канала, его 

структура отличается от кристаллической [28] незначительно. 

Важнейшей работой, посвященной вопросу взаимодействия пептидных поровых 

блокаторов с KV-каналом, является [30]. В ней методом РСА была изучена структура 

химерного канала KV1.2/2.1 в комплексе с харибдотоксином (ChTx). На примере этого 

комплекса было продемонстрировано, как именно происходит взаимодействие токсина с 

каналом. 

Стремительное развитие метода крио-ЭМ привело к разрешению нескольких 

структур канала KV1.3. Структурные данные, приведенные в работе [31], хорошо 
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согласуются с данными РСА химеры KV1.2/2.1 [28]. Кроме того, было исследовано влияние 

замены H451N на работу KV1.3 человека, так как в более ранней работе было показано, что 

аналогичная замена H404N в канале крысы вызывает ускоренную инактивацию по С-типу 

[32]. Был получен мутант KV1.3-H451N, который инактивировался в 60 раз быстрее, чем 

канал дикого типа. Крио-ЭМ структура мутантного KV1.3 позволила увидеть возможную 

причину ускорения инактивации по C-типу: в результате замены ослабляется сеть 

водородных связей, что приводит к расширению внешней части поры с дестабилизацией 

селективного фильтра. В работе [33] также получили крио-ЭМ структуру канала KV1.3. 

Оказалось, что конформация селективного фильтра в данном случае отличается от других 

структур и, по-видимому, соответствует инактивированному по C-типу состоянию. В 

частности, остаток Y447 располагается на значительном удалении (11 Å) от аналогичных 

остатков других каналов. Такое его расположение стабилизировано внутрисубъединичными 

водородными связями H451–Y447 и H451–D449. В верхней части селективный фильтр 

расширен, что не дает карбонильным атомам кислорода основной цепи сформировать 

оптимальные координационные связи с ионами K+, что приводит к остановке тока. 

Кроме того, был изучен комплекс KV1.3 с высокоаффинным и высокоселективным 

поровым блокатором далазатидом (ShK-186) [33], представляющим собой модифицирован-

ный токсин ShK из анемоны Stichodactyla helianthus и разрабатываемым как лекарство для 

лечения аутоиммунных заболеваний [34]. В электрофизиологических экспериментах было 

показано, что ShK-186 связывается с каналом в закрытом или открытом состоянии лучше, 

чем с инактивированным состоянием. В структуре комплекса KV1.3 с ShK-186 ворота ка-

нала открыты, а его селективный фильтр соответствует закрытому или открытому состоя-

нию. Плотность, соответствующая ShK-186, как и ожидалось, располагается во внешнем 

вестибюле поры. Плотность, соответствующая ионам K+, была обнаружена во всех сайтах 

селективного фильтра, кроме самого верхнего, с которым, по-видимому, взаимодействует 

какой-то а.о. пептида. Похожая картина наблюдается в кристаллической структуре ком-

плекса ChTx с химерой KV1.2/2.1, где остаток K27 ChTx смотрит прямо в пору и взаимодей-

ствует с селективным фильтром [30]. Оказывается, что взаимодействие порового блокатора 

с каналом препятствует его переходу в инактивированное по C-типу состояние. 

В третьей работе, посвященной разрешению структуры KV1.3 с помощью крио-ЭМ, 

канал также скорее всего находится в инактивированном по C-типу состоянии [35]. В этом 

случае структура получена без вспомогательной β-субъединицы. Кроме того, P-петля каж-

дой α-субъединицы принимает две различные конформации в области а.о. Y447 и M450. В 

связи с этим, было построено две модели (D1 и D2), сравнение которых с другими 
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структурами показывает, что D2 соответствует инактивированному по C-типу состоянию, а 

D1 отражает переходное состояние между открытой и инактивированной конформациями. 

Помимо этого, в данной работе была получена структура комплекса KV1.3 с пептидом ShK, 

ковалентно связанного с антителом. Из структуры видно, как остаток K22 ShK блокирует 

пору канала (Рис. 3), селективный фильтр при этом находится в конформации закрытого или 

открытого состояния канала. 

 

Физиологическая роль KV1-каналов 

Важным свойством нервных и мышечных клеток является электровозбудимость, за 

которую и отвечают потенциал-чувствительные каналы. Основная функция KV-каналов 

возбудимых клеток — участие в потенциале действия, а именно в фазе реполяризации, т.е. 

возвращении мембранного потенциала на уровень потенциала покоя. Однако KV-каналы 

встречаются не только в электровозбудимых клетках. 

В настоящее время получены убедительные данные, что мембранный потенциал не 

постоянен во время клеточного цикла: при переходе из G1 в S-фазу во многих типах клеток 

наблюдается гиперполяризация, а для перехода из G2 в M-фазу, по-видимому, необходима 

деполяризация [36]. В свою очередь, блокирование ионных каналов приводит к нарушению 

нормального хода клеточного цикла. Так, нокдаун или ингибирование каналов KV1.3 и 

KV1.5 приводит к аресту клеточного цикла предшественников олигодендроцитов в G1-фазе 

[37]. 
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Рисунок 3. Структура комплекса пептида ShK с внешним вестибюлем канала KV1.3. 

Пептид окрашен коричневым, канал — зеленым. Боковые цепи а.о. ShK, а также а.о. 

селективного фильтра представлены в виде стержневой модели. Остальная часть канала и 

основная цепь пептида — в виде ленточной модели. Две субъединицы канала из четырех не 

показаны для наглядности. 

 

Также имеются данные об участии канала KV1.3 в регуляции клеточного объема. 

При помещении Т-лимфоцитов в гипотонический раствор происходит их набухание, что 

приводит к открытию АТФ-зависимых хлоридных каналов. Выход ионов Cl− приводит к 

деполяризации мембраны и открытию каналов KV1.3. В результате выходящий ток ионов 

K+ и Cl− приводит к потере воды клетками и возвращению к изначальному объему [38, 39]. 

В почках KV-каналы участвуют в поддержании отрицательного мембранного 

потенциала во время трансэпителиальной реабсорбции ионов Na+ переносчиками и 

амилорид-чувствительными эпителиальными натриевыми каналами (ENaC). При этом KV-

каналы участвуют и в осморегуляции, предотвращая набухание клеток из-за входящего 

тока ионов Na+ [40]. 
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Медицинское значение KV1-каналов 

Мутации в гене канала KV1.1 ассоциированы с такими заболеваниями, как 

эпизодическая атаксия типа 1 (ЭА1). Бóльшая часть мутаций приводит к замене 

консервативных а.о., что вызывает либо полную утрату функции канала, либо снижение его 

проводимости. Это приводит к повышению частоты потенциалов действия и 

неврологическим симптомам, характерным для ЭА1. Созданы животные модели с 

характерными мутациями для ЭА1. Мыши, у которых отсутствовали оба аллеля Kcna1, 

кодирующие KV1.1, стали проявлять характерные симптомы, а именно атаксию, миокимию 

и приступы эпилепсии [41]. В другом исследовании были получены мыши с мутацией 

V408A. Гомозиготные V408A/V408A мыши умирали на эмбриональной стадии, в то время 

как гетерозиготные V408A/+ выживали. Для таких мышей была характерна потеря 

координации, вызванная стрессом. Этот симптом купировался ацетазоламидом так же, как 

и у больных ЭА1 людей [42]. 

Помимо этого, KV1.1 экспрессируются в почках. Было обнаружено, что мутация 

N255D в этом канале приводит к аутосомно-доминантной гипомагниемии, синдрому, 

связанному с потерей Mg2+. В дистальном извитом канальце нефрона KV1.1 

коэкспрессируется с каналом TRPM6, через который идет реабсорбция Mg2+. 

Предположительно, KV1.1 поддерживает отрицательный мембранный потенциал, а 

мутация N255D приводит к образованию нефункционального канала, что вызывает 

деполяризацию и негативно сказывается на реабсорбции Mg2+ из первичной мочи [43]. 

Мутации в гене канала KV1.2 приводят к таким заболеваниям, как эпизодическая 

атаксия, наследственная спастическая параплегия и эпилептическая энцефалопатия. В 

случае энцефалопатии было обнаружено, что мутации могут быть трех типов: с потерей 

функции, с приобретением функции и одновременно с потерей и приобретением функции 

[44]. Фенотипически эти три типа похожи, однако в случае мутаций одновременно с 

потерей и приобретением функции первый приступ эпилепсии приходится на 

неонатальный период, а в двух других группах он наступал на первый или второй год 

жизни. 

В случае наследственной спастической параплегии была обнаружена мутация 

высококонсервативного а.о. R294. Он является первым заряженным в сенсоре потенциала 

(сегменте S4). Замена R294H приводит к току протонов через ПЧД, называющемуся омега-

током. При аналогичной замене в канале Shaker появляется дополнительный ток протонов 

через мембрану при гиперполяризации, который отсутствует в каналах дикого типа [45]. 
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Таким образом, вызванные мутацией омега-токи, вероятно, и являются причиной 

заболевания. 

Канал KV1.3 является основным К+-каналом в эффекторных клетках памяти TEM. 

Поскольку при аутоиммунных заболеваниях происходит продолжительное экспонирование 

аутоантигенов, TEM клетки играют важную роль в их патогенезе. Было показано, что 

наблюдается повышенная экспрессия канала KV1.3 в TEM клетках больных такими 

аутоиммунными заболеваниями, как рассеянный склероз [46], ревматоидный артрит [47], 

сахарный диабет первого типа [47], псориаз [48] и гломерулонефрит [49]. В то же время у 

наивных Т-лимфоцитов и центральных клеток памяти TCM наблюдается низкая экспрессия 

KV1.3 [47]. Помимо повышенной экспрессии, начало патологического процесса могут 

вызывать изменения в работе канала или нарушения субклеточной локализации. Так, 

изменение распределения KV1.3 в иммунологическом синапсе ассоциировано с системной 

красной волчанкой [50]. 

 

Гетеромерные формы KV1-каналов 

В предыдущих разделах обсуждались вопросы, посвященные работе и функциям KV-

каналов. Однако все экспериментальные данные для различных KV1-каналов в основном 

получены на гомотетерамерных каналах. При этом про KV-каналы известно, что они могут 

образовывать гомо- и гетеромерные формы. Это происходит при участии N-концевого T1 

(или NAB) цитоплазматического домена α-субъединиц [51]. При этом образование 

гетеротетрамеров возможно только при участии α-субъединиц одного подсемейства, то есть 

представитель KV1 может образовать гетеромер только с KV1, но не с KV2 или другими [52]. 

В ряде работ токсины и/или антитела использовались для изучения субъединичного 

состава KV1-каналов. Так, в работе [53] использовались антитела, специфичные к 

различным изоформам KV1, для определения субъединичного состава KV1-каналов в 

синаптических мембранах мозга быка. Было обнаружено, что среди всех возможных 

комбинаций из экспрессирующихся в мозге изоформ KV1 встречаются гетеротетрамеры 

определенного состава, а именно: KV1.3-KV1.4-KV1.2-KV1.6, KV1.1-KV1.2-KV1.6-KV1.1/2/6, 

KV1.1-KV1.2-KV1.1/2-KV1.1/2, KV1.4- KV1.4- KV1.4- KV1.4, KV1.2-KV1.2-KV1.2-KV1.2. 

В другой работе [54] при помощи титьютоксина-Кα (TsTX), дендротоксина-К (DTX-

K) и тетраэтиламмония (ТЭА) были обнаружены две группы гетеротетрамеров в 

медиальном ядре трапециевидного тела Варолиева моста. Все каналы были 
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нечувствительны к ТЭА в концентрации до 1 мМ и чувствительны к KV1.1-селекивному 

токсину DTX-K. А TsTX, селективный по отношению к KV1.2, блокировал только половину 

каналов. Эти данные говорят о том, что: (i) все каналы содержат субъединицы KV1.1; (ii) так 

как ТЭА в указанной концентрации не действует, то нет гомотетрамеров KV1.1; (iii) 

половина каналов содержит субъединицы KV1.2. Иммуногистохимический анализ, в свою 

очередь, показал высокий уровень экспрессии субъединиц KV1.1, 1.2 и 1.6. Был сделан 

вывод, что TsTX-чувствительные каналы состоят из KV1.1/1.2 субъединиц, а TsTX-

нечувствительные — из KV1.1/1.6. 

Если в природе находят ограниченное число вариантов гетеромерных KV1-каналов 

из всего спектра возможных, то в искусственных модельных системах, таких как ооциты 

лягушки X. laevis, при совместной экспрессии субъединиц каналов образуется весь 

возможный спектр вариантов, что затрудняет их изучение. Для обхода этого ограничения 

используются псевдогетеротетрамеры или конкатемеры — каналы, созданные по подобию 

NaV-каналов и CaV-каналов. Они в своем составе имеют четыре повтора из шести TM 

сегментов, каждый из которых гомологичен α-субъединице KV. Таким образом, можно 

создать KV с точно заданной стехиометрией. Эти свойства используются для изучения 

гетеромерных каналов и лигандов, которые до этого изучались лишь на гомотетрамерах. 

При помощи конкатемеров было показано, что активация ПЧД всех четырех субъединиц 

происходит кооперативно, а не независимо друг от друга [55]. 

 

Селективные лиганды отдельных изоформ KV1 

Для изучения изоформ каналов, в особенности их физиологической роли, 

необходимы селективные лиганды, которые воздействуют в определенной концентрации 

только на одну мишень. Для поиска таких лигандов можно обратиться к базам данных, в 

которых собраны данные по их активности. Для пептидных блокаторов K+-каналов имеется 

база данных Kalium [56]. В данном разделе будут рассмотрены пептидные поровые 

блокаторы различного происхождения, которые имеют селективность к той или иной 

изоформе KV1. 

 

KV1.1 

Известны токсины, проявляющие наибольшую аффинность к изоформе KV1.1 (Табл. 

1). При этом для многих из них не выполнена достаточно широкая фармакологическая 
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характеристика, позволяющая отнести их к селективным лигандам KV1.1 В таблице 1 

указаны значения Kd или полумаксимальной ингибирующей каналы концентрации (ИК50). 

Из указанных в этой таблице соединений можно выделить пептид APEKTx1 [57], который 

проявляет и высокую аффинность, и высокую селективность по отношению к данной 

изоформе, кроме того, он был протестирован на широкой панели K+-каналов. 

 

Таблица 1. Активность известных пептидных лигандов, селективно воздействующих 

на KV1.1. Для пептидов указаны значения Kd или ИК50 в нМ. 

Лиганд KV1.1 KV1.2 KV1.3 KV1.6 Источник 

Скорпионы 

HgTX1 0,0311 0,17 0,086 6 [58]  

BmKTX 2000/1002 2000/73 2000/100 2000/91 [59]  
MeKTx13-2 90,3 2677,7 311,7 266,3 [60, 61]  

MeKTx13-3 1,9 106 8,9 63,4 [61] 

MeKTx1-2 8,5 -3 - - [60]  

BTK-2 4600 - - - [62]  

CoTx2 1000 - - - [63]  

PBTx2 1000 - - - [64]  

PBTx10 1000 - - - [64]  

TstβKTx 96 - - - [65]  

HgeScplp1 185 - - - [65] 

Актинии 

APEKTx1 0,9 > 10004 > 1000 > 1000 [57]  

Bgr1a 6 15 10 - [66]  

Конусы 
ViTx 1590 > 2000 2090 - [67]  

Змеи 

DaE1 300 - - - [68]  

Δ-DTX 0,1 - - 23 [69]  

DTX-K 2,5 > 1000 > 1000 > 1000 [70]  
1 Kd или ИК50 в нM; 
2 “А/Б” означает, что в концентрации А нM пептид блокирует ток через канал на Б процентов; 
3 Нет данных; 
4 Не проявляет активности в указанной концентрации, нM. 

 

KV1.2 

Общая наблюдаемая тенденция заключается в том, что большинство известных 

лигандов KV1.2 не обладают высокой селективностью (Табл. 2). Среди них выделяются 

уротоксин [71] и мезомартоксин (MMTX) [72], обладающие высокой аффинностью, однако 

селективность которых не высока. Напротив, Pi-4 из яда скорпиона Pandinus imperator 

обладает высокой аффинностью, однако активность этого пептида не была исследована в 

отношении KV1.6. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=25792741
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Таблица 2. Активность известных пептидных лигандов, селективно воздействующих 

на KV1.2. Для пептидов указаны значения Kd или ИК50 в нМ. 

Лиганд KV1.1 KV1.2 KV1.3 KV1.6 Источник 

Скорпионы 

Css20 > 10 3 1,3 7,2 -4 [73] 

Toxin II.10.4 > 10 3,6 ~72 - [74] 

Toxin II 10.5 > 10 0,3 8,3 - [74] 

Toxin II.12.5 > 10 0,7 26,2 - [74] 

Toxin II.12.8 4,8 2,9 > 10 - [74] 

TsTX-Kα 1000/85 0,2 1000/85 1000/94 [75, 76] 

Tst26 > 10 1,9 10,7 - [77]  

Pi-1 > 5000 0,44 9,7 - [78, 79] 

Мауротоксин 45 0,8 180 - [80] 
Pi-4 > 10000 0,008 > 10000 - [81] 

Уротоксин 253 0,16 91 - [71] 

OdK1 > 400 183 > 400 - [82] 

Kbot1 145 2,5 15 - [83] 

CoTx1 24400 27 5300 - [84] 

OsK-2 > 250 97 > 250 - [85] 

Ts15 500/10 196 508 500/20 [86] 

MMTX > 50000 15,6 12500 - [72] 

Актинии 

Bcs3a 405 0,03 74 1,31 [87] 

Bcs4a 3000/54 173 1007 2246 [87] 

Конусы 

κ-M RIIIJ ~4000 33 ~10000 ~8000 [88] 
κ-M RIIIK > 10000 280 > 10000 5000/10 [89, 90] 

Змеи 

α-DTX 9,4 0,38 > 100 9 [91–93] 

DTX-I 3,1 0,13 4533 10/26 [70, 94, 95] 

Условные обозначения аналогичны таблице 1 

 

KV1.3 

Известно множество пептидных поровых блокаторов, действующих на изоформу 

KV1.3 (Табл. 3). Большинство из них составляют токсины, выделенные из яда скорпионов, 

или их производные. Среди них внимание привлекает HsTX1[R14A] — производное 

токсина HsTX1, которое обладает пикомолярной аффинностью к целевой изоформе в 

совокупности с высокой селективностью [96]. Также стоит отметить ShK-170 и ShK-186, 

которые обладают схожей активностью, при этом ShK-186 (далазатид) проходил 

клинические испытания как лекарство от псориаза [34]. 

 

KV1.6 

Среди пептидных токсинов известно не так много действующих избирательно на ка-

нал KV1.6. Из таблицы 4 можно увидеть, что они обладают либо высокой аффинностью, но 
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низкой селективностью, либо наоборот, действуют селективно, но с низкой аффинностью. 

Из этого списка выделяется конопептид Y-PI1 [97], который является и высокоаффинным, 

и селективным, однако не известно, как он действует на канал KV1.1. 

 

Низкомолекулярные лиганды 

Первые эксперименты по изучению KV-каналов проводились с использованием 

низкомолекулярных соединений. Основными из них являются ТЭА и 4-аминопиридин (4-

АП). Они обладают атомом азота, который в заряженном состоянии имитирует ион K+, но 

не проходят через пору канала, а выступают поровыми блокаторами. Эти 

низкомолекулярные лиганды K+-каналов обладают различной аффинностью к разным 

изоформам, но их действие проявляется в микро- и миллимолярных концентрациях. Так, по 

данным, взятым из базы данных IUPHAR (https://www.guidetopharmacology.org), среди KV1 

ТЭА действует на KV1.1, 1.3, 1.6, 1.7 и 1.8. В свою очередь, 4-АП действует на KV1.2, 1.4, 

1.5, 1.7 и 1.8. Таким образом, эти вещества можно использовать для различения некоторых 

изоформ, хотя они и не являются высокоселективными. 

На основе низкомолекулярного соединения псоралена из растения Psoralea 

corylifolia был создан ряд веществ, действующих на канал KV1.3. Среди них самым 

активным является Psora-4, полумаксимальная эффективная концентрация (ЭК50) которого 

составила ≈ 3 нМ. Однако, он не является высокоселективным лигандом, так как ЭК50 по 

отношению к каналу KV1.5 составила ≈ 8 нМ [98]. Также интересно то, что коэффициент 

Хилла для Psora-4 равен двум, в отличие от классических пептидных поровых блокаторов, 

где он равен единице. Вероятно, что с одним каналом связывается не одна, а две молекулы, 

однако на данный момент не известно, как именно они связываются. Эксперименты с 

производными Psora-4 позволили предположить, что в механизме взаимодействия лиганда 

с каналом играют важную роль два стэкинг-взаимодействия. 

Корреолид представляет собой сложное низкомолекулярное соединение из дерева 

Spachea correae с пятью ацетокси- и одной эпокси-группой [135]. Он является KV1.3-

селективным блокатором с ИК50 ≈ 86 нМ. При этом обратимость взаимодействия говорит о 

том, что он не связывается ковалентно с каналом. В свою очередь, эксперименты с 

вытеснением маргатоксина (MgTx) показали, что стехиометрия связывания 1:1. Однако 

корреолид является низкоселективным блокатором KV1.3. Так, ИК50 для KV1.1, 1.2, 1.5 и 1.6 

составили 430, 700, 1150 и 450 нМ соответственно [136]. 
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Таблица 3. Активность известных пептидных лигандов, селективно воздействующих 

на KV1.3. Для пептидов указаны значения Kd или ИК50 в нМ. 

Лиганд KV1.1 KV1.2 KV1.3 KV1.6 Источник 

Скорпионы 

ChTX 15001 9 0,19 22 [99, 100] 

BmTX1 -2 - 1,5 - [101] 

BmTX2 - - 1,6 - [101] 

PBTx3 79000 547 492 - [102]  

NTx >253 2 1 - [103]  

Ce1 - - 0,7 - [104]  

Ce2 - - 0,25 - [104] 

Ce3 - - 366 - [104] 
Ce4 - - 0,98 - [104] 

Ce5 - - 69 - [104] 

KTX-1 1,1 20 0,1 - [100]  

AgTx2 2 500/1004 9 92 [105]  

AgTx1 136 - 1,7 149 [99]  

ADWX-1 - - 0,002 - [106] 

OsK1 72 1000/100 6 71 [105]  

OdK2 >35 >35 7,2 >35 [107] 

Aam-KTX >750 10,4 1,1 - [108]  

MeuKTx-3 0,203 8,92 0,171 2000/93 [59]  

HsTX1 7 >100 0,012 - [109, 110]  
HsTX1[R14A] 100/20 - 0,045 - [96] 

Ануроктоксин >10 6,14 0,73 - [111]  

Гемитоксин 13 16 2 - [112]  

BmP01 467 >3000 133 >3000 [113]  

MeuTXKα1 3000/35 >3000 2,36 >3000 [113]  

BmP02 1950 4400 7 - [114]  

BmP03 5480 530 85,4 - [114]  

Парабутоксин-1 21000 1000 800 - [64]  

J123 1000/20 26,4 0,8 - [115]  

Sp4 1000/21 1000/7 24,73 - [116]  

Ts6 1000/9 6,19 0,55 1000/20 [75]  

LmKTx10 1700 12500 28 - [117]  
Ctri9577 1000/7 1000/22 0,49 - [118]  

MeuKTx-4 >2000 >2000 2000/20 >2000 [119]  

Sp2 485 57 14,7 - [120]  

Tt28 >500 102 7,9 - [121]  

Vm24 0,8 0,54 0,003 - [122]  

Pi5 >100 92 77 - [123]  

Ev37 >1000 >1000 950 - [124]  

Hg1 1000/45 1000 6,2 - [125]  

κ-HfTx1 >40000 150000 40000 - [126]  

Актинии 

ShK 0,016 9 0,011 165 [127]  

ShK-170 7 48 0,07 18 [128] 

Змеи 
Кротамин 369 386 287 >3000 [129]  

Плектасин 1000/16 1000/4 2800 1000/3 [130] 

Условные обозначения аналогичны таблице 1 

 

UK-78,282 представляет собой пиперидиновое производное, которое 

позиционируется как блокатор канала KV1.3 и потенциальный агент, действующий на Т-

лимфоциты, ИК50 составила ≈ 280 нМ. В частности, оно действует на сердечные кальциевые 

каналы в ≈ 20 раз хуже [137]. Однако UK-78,282 обладает еще большей аффинностью к 



23 

 

каналу KV1.4 (≈ 170 нМ), что делает его неселективным, а возможность его использования 

как препарата против аутоиммунных заболеваний вызывает сомнения. 

 

Таблица 4. Активность известных пептидных лигандов, селективно воздействующих 

на KV1.6. Для пептидов указаны значения Kd или ИК50 в нМ. 

Лиганд KV1.1 KV1.2 KV1.3 KV1.6 Источник 

Скорпионы 

Kbot21 1000/1001 1000/100 1000/100 762 [131] 

HelaTx1 9900 30000/5 30000/20 30000/60 [132] 

Анемоны 

AbeTx1 672 167 3000/20 116 [133] 

κ-Актитоксин Bcs3b 14 80 13 8 [87] 

Конусы 

Конопептид Y-Fe1 3 >300004 >50000 8800 [97] 
Конопептид Y-PI1  2000 >50000 170 [97] 

α/κ-Конотоксин pI14a >1000 >1000 >1000 1590 [134] 

Условные обозначения аналогичны таблице 1 

 

1.3 Токсины из яда скорпионов, действующие на K+-каналы 

1.3.1 Пептидные токсины из яда скорпионов 

Предложено несколько классификаций полипептидных токсинов, выделенных из 

яда скорпионов. Например, согласно одной классификации, токсины разделяют по длине, 

и выделяют две группы: длинные, содержащие 60–75 а.о., и короткие, которые содержат 

25–40 а.о. [138]. По другой классификации токсины разделяют согласно мишеням их 

действия. Так, например, выделяют млекотоксины, которые действуют на млекопитающих, 

инсектотоксины, которые действуют на насекомых, и токсины, которые действуют на обе 

эти группы животных. Также токсины из яда скорпионов можно классифицировать по типу 

укладки, по количеству дисульфидных связей и по молекулярной мишени. При 

использовании вышеперечисленных критериев полипептидные токсины скорпионов 

разделили на несколько групп: токсины, действующие на Na+-каналы, токсины, 

действующие на K+-каналы, короткие инсектотоксины и другие малочисленные группы. 

 

Токсины, действующие на K+-каналы 

В настоящее время ученым известно около 250 токсинов скорпионов, специфично 

блокирующих K+-каналы (KTx). Они представляют собой пептиды из примерно 20–40 а.о., 

стабилизированные дисульфидными связями. Существует несколько подходов к 

классификации KTx. Так, один из них основывается на сходстве аминокислотных 
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последовательностей и пространственной структуры; тогда выделяют следующие группы: 

α, β, γ, δ, ε, λ и κ-KTx (Рис. 4). Самой большой группой являются α-KTx, они обладают 

пространственной укладкой цистеин-стабилизированных α-спирали и β-слоя (CSα/β). β-

KTx состоят из двух доменов: N-концевого домена, имеющего структуру α-спирали и 

обладающего цитолитическим и/или антимикробным действием, и C-концевого домена, 

который отвечает за функционирование токсина в отношении K+-каналов и имеет укладку 

типа CSα/β [139]. γ-KTx по большей части действуют на каналы KV11, также имея укладку 

типа CSα/β. [140]. κ-KTx имеют укладку цистеин-стабилизированных α-спиралей CSα/α и 

отличаются низкой активностью [141]. 

 

Функциональные детерминанты KTx 

В настоящее время имеется массив данных о том, как работают KTx. Существуют 

как структурные данные, например комплекс ChTx с химерным каналом KV1.2/2.1 [30], 

рассматриваемый ранее, так и данные мутагенеза ChTx и других токсинов. Если 

проанализировать эти данные, то можно выделить важные для работы токсинов а.о., 

например K27 у ChTx, замена которого приводит к падению аффинности, а в структуре 

комплекса ChTx–KV1.2/2.1 он физически затыкает пору канала (Рис. 5). Анализ 

структурных данных и мутагенеза позволил предложить ряд гипотез о том, как происходит 

взаимодействие KTx с каналами. 

 

Функциональная диада 

В частности, для объяснения взаимодействия поровых блокаторов с калиевыми 

каналами была предложена гипотеза «функциональной диады». Она заключается в том, что 

существует пара функциональных а.о. на расстоянии 6,6 ± 1 Å — лизин и 

тирозин/фенилаланин/лейцин, которые обеспечивают блокирование тока через канал. 

Боковая цепь лизина в этом случае имитирует ион K+ и взаимодействует с селективным 

фильтром, вызывая закупорку канала. Второй ароматический/гидрофобный остаток 

взаимодействует с вестибюлем канала и обеспечивает посадку токсина в поре. 
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Рисунок 4. Некоторые представители KTx. Слева показан харибдотоксин (ChTx из 

семейства α-KTx), посередине — κ-хефутотоксин-1 (κ-KTx), справа — LmKTT-1a (δ-KTx). 

Желтым цветом показаны дисульфидные связи, красным — боковые цепи а.о. 

функциональной диады. 

 

 

Рисунок 5. Кристаллическая структура комплекса ChTx и химерного канала 

KV1.2/2.1. Канал покрашен синим цветом, ChTx — оранжевым. Структура канала и токсина 

показана ленточными моделями, боковые цепи ключевых а.о. функциональной диады 

показаны стержневой моделью. 
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Влияние отдельных а.о. поровых блокаторов на связывание с каналом было показано 

на примере ChTx с помощью внесения одиночных аминокислотных замен [142, 143]. Пять 

замен вызвали сильное снижение аффинности по отношению к каналу Shaker, а 

наибольшим эффектом обладала замена K27. Соответствующие а.о. (K27, M29, N30, R34 и 

Y36) расположены в β-слое ChTx и формируют единую поверхность. В настоящее время 

принято, что диаду в ChTx образуют остатки K27 и Y36 (Рис. 5). 

При выравнивании аминокислотных последовательностей α-KTx можно 

обнаружить, что не все токсины имеют ароматический а.о. в сходном положении с Y36 у 

ChTx. Так, у калиотоксина (KTx) из яда скорпиона Androctonus mauritanicus mauritanicus и 

трех агитоксинов (AgTx1–3) из яда скорпиона Leiurus quinquestriatus hebraeus в этом 

положении находится остаток T36. Однако при анализе пространственных структур можно 

обнаружить остаток фенилаланина на поверхности β-слоя вблизи от лизина диады. 

Мутационный анализ показал, что в AgTx2 остаток F25 играет важную роль во 

взаимодействии с каналом. А в случае, если наложить пространственные структуры AgTx2 

и ChTx, то можно увидеть, что остатки F25 и Y36 соответственно накладываются друг на 

друга при повороте токсинов на 90°. Таким образом, по всей видимости, диада AgTx2 

взаимодействует с теми же остатками, что и диада ChTx, но с разными мономерами, 

благодаря симметрии канала. 

Известно, что филогенетически далекие друг от друга животные (змеи, скорпионы, 

конусы и морские анемоны) производят токсины, действующие на различные KV-каналы. 

Они друг от друга довольно сильно отличаются аминокислотным составом, размером и 

укладкой, характерными для разных групп животных. Соответственно, возникает вопрос: 

имеется ли между ними что-либо общее, что позволяет им взаимодействовать с одним и тем 

же сайтом каналов? 

Ответом на вышестоящий вопрос может являться функциональная диада. Если 

предположить, что в токсине BgK из яда анемоны Bunodosoma granuliferum остаток лизина 

K25 выполняет ту же функцию, что и K27 у ChTx, то можно наложить эти структуры так, 

что остаток Y26 BgK накладывается на Y36 диады из ChTx. После наложения можно вокруг 

лизина повернуть ChTx на 90°, и в этом случае на Y36 диады накладывается другой 

ароматический остаток F6. При замене этих двух а.о. (F6A и Y26A) наблюдается 

значительное падение аффинности BgK (в случае F6A оно больше), что указывает на их 

важность. Таким образом, можно говорить о конвергентном образовании функциональной 

диады в эволюционно далеких токсинах [144]. 
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У дендротоксинов (DTx) змей при помощи мутагенеза также был определен 

ключевой остаток лизина [145, 146]. Этот а.о. находится в N-концевой области (K3 или K5) 

и экспонирован. Однако у αDTx отсутствует характерный ароматический а.о. диады, 

который характерен для токсинов скорпионов и анемон на расстоянии 6,6 Å. При этом у 

него имеется важный остаток L9 на расстоянии около 6,9 Å [146]. 

 

Другие функциональные детерминанты 

Многие исследования показывают, что не только а.о. функциональной диады важны 

для связывания токсинов с каналами. Например, замена а.о. диады у мауротоксина (MTX) 

привела к падению аффинности, но не полному ее исчезновению [147]. Некоторые токсины 

могут не иметь диады, при этом показывая высокую аффинность к KV1-каналам. Например, 

токсин Tc32 не имеет остатков диады при высокой аффинности к каналу KV1.3 [148]. Можно 

предположить, что функциональная диада повышает аффинность, а для узнавания и 

связывания с порой канала необходимы другие а.о. 

Для объяснения размещения токсина в поре канала предложена гипотеза «кольца 

оснóвных остатков». Такое кольцо сформировано а.о. лизина и аргинина, расположенными 

на интерфейсе взаимодействия токсина с каналом. Пример влияния этих остатков на 

связывание с каналом можно увидеть в экспериментах, проводившихся на токсине Pi1 из 

яда скорпиона P. imperator, который действует на канал KV1.2 в наномолярной 

концентрации [149]. При замене одного или нескольких а.о., входящих в это кольцо, на 

аланин наблюдали падение аффинности в 50–480 раз, то есть эти остатки взаимодействуют 

с вестибюлем поры KV1.2. Но поскольку замена одного или двух а.о. не приводит к полному 

исчезновению активности Pi1, стабильный комплекс образуется и при меньшем количестве 

положительно заряженных а.о. 

Из структурных данных известно, что вестибюль поры каналов KV1 заряжен отрица-

тельно [30]. Поэтому неудивительно, что поверхность, которой токсины взаимодействуют с 

каналами заряжена в общем положительно, особенно в области β-слоя, который считается 

самым важным для действия токсинов. Однако существуют токсины, общий заряд которых 

отрицателен. Один из таких токсинов, PBTx1, помимо заряда, отличается отсутствием 

функциональной диады [64]. Сам по себе он действует на KV1-каналы в микромолярных 

концентрациях. В работе [64] было решено при помощи мутагенеза «восстановить» диаду 

в соответствующих положениях. Введение замен T24F и V26K привело к увеличению 
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аффинности в 8–20 раз на разных изоформах KV1. PBTx1 и его мутант с диадой оказывают 

лучшее действие на канал KV1.3. Это можно связать с тем, что KV1.1 и 1.2 в поровом регионе 

имеют пять отрицательно заряженных а.о., в то время как KV1.3 — только четыре. 

α-KTx могут быть активными как на KV1, так и на KCa-каналах. ChTx и ибериотоксин 

(IbTx) относятся к группе α-KTx1. При этом ChTx проявляет активность к двум вышеука-

занным группам, в то время как IbTx действует только на KCa-каналы. Эти токсины разли-

чаются пятью а.о., однако уже одной замены G30N достаточно, чтобы IbTx стал проявлять 

активность на KV1.3 в концентрации 300 нМ. При анализе аминокислотных последователь-

ностей можно увидеть, что остаток аспарагина в этом положении довольно консервативен, 

а если в этом месте встречается другой а.о., то соответствующие KTx не активны на KV 

[150]. 

 

Детерминанты селективности 

Для множества токсинов известно, что они обладают схожей пространственной 

структурой. Следовательно, различия в их активности на разные каналы заключены в пер-

вичной последовательности. Выше уже обсуждались ключевые а.о., обеспечивающие взаи-

модействие KTx с KV.  

Благодаря мутагенезу как каналов, так и токсинов, по изменению активности послед-

них можно предположить, взаимодействуют ли остатки друг с другом. Например, для нок-

сиустоксина (NTx) при помощи мутагенеза было показано, что последние а.о. на C-конце 

(YNN) необходимы для взаимодействия с KV1.1 [151]. 

В другой работе было показано, что при понижении pH происходит снижение аф-

финности к KV1.3 у ChTx и калиотоксина (KTx), но не у NTx или MgTx. Это вызвано тем, 

что при понижении pH происходит протонирование H404, который находится в устье поры 

канала, и это приводит к отталкиванию заряженного а.о. токсина. Этим а.о. может являться 

R25 у ChTx и R24 у KTx. При этом R24 у KTx взаимодействует с D386, что было показано 

на мутанте D386A, аффинность к которому у токсина падает [152]. 

Примером направленного создания селективного лиганда путем внесения замен а.о. 

является пептид ADWX-1. В качестве шаблона выступил токсин BmKTx, который является 

хорошо изученным пептидом. В нем произвели три аминокислотных замены, каждая из ко-

торых должна привести к увеличению аффинности с каналом KV1.3. Так, замена D33H была 

выбрана потому, что остаток гистидина в этом положении является консервативным для 
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группы αKTx3. Замена I28T должна привести к более выгодному взаимодейтсвию пептида 

с каналом. В свою очередь, замена G11R должна привести к образованию дополнительных 

солевых мостиков, так как в S5–P регионе KV1.3 имеется четыре отрицательно заряженных 

остатка. В результате полученный пептид оказался в 100 раз более аффинным, чем BmKTx. 

Помимо этого, ADWX-1 оказался высокоселективным к KV1.3, ИК50 для KV1.1 в 340 раз 

выше, а по отношению к KV1.2 это значение еще больше. В свою очередь аланиновый скри-

нинг показал, что важными для связывания ADWX-1 с KV1.3 являются положительно-заря-

женные а.о. R11 и R23, а также F24 [106]. 

 

Сходство токсинов скорпионов и дефензинов 

Антимикробные пептиды (АМП) играют важную роль во врожденном иммунитете 

многоклеточных организмов [153–156]. Используя различные механизмы, АМП препят-

ствуют росту патогенных микроорганизмов путем разрушения плазматических мембран и / 

или действуя на внутриклеточные мишени [157–159]. Исследования АМП, в частности, 

направлены на поиск высокоэффективных и безопасных средств борьбы с болезнями рас-

тительных культур, вызванных фитопатогенными бактериями и грибами. 

Дефензины являются группой АМП и играют важную роль как компонент врожден-

ного иммунитета, в частности у беспозвоночных [160, 161]. Очевидно, что эволюция ток-

синов представляет успешную стратегию экологической адаптации животных, но не ясно, 

где и как токсины возникли. Считается, что токсины произошли от полипептидных молекул 

с физиологическими функциями. С этим предположением хорошо согласуется то, что мно-

гие пептидные токсины, действующие на ионные каналы, и антимикробные дефензины об-

ладают схожими пространственными структурами (например CSα/β, цистиновый узел) 

[162–164]. Комбинация эволюционных и структурных данных также подтверждает сход-

ство между АМП и дисульфид-содержащими токсинами [165]. Была выдвинута гипотеза, 

что токсины скорпионов и антимикробные дефензины беспозвоночных имеют общего 

предшественника [162, 166]. 

По пространственному строению дефензины беспозвоночных можно разделить на 

две структурно различающиеся части: конформационно гибкую петлю (n-петлю), за кото-

рой следует структура CSα/β, похожая на таковую у α-KTx [167]. Функциональная значи-

мость n-петли для антимикробной активности была установлена в результате ее удаления 

[168] и при создании гибридного дефензина [169]. Было показано, что при удалении n-петли 
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у дефензинов падает антимикробная активность, так как эта петля повышает сродство де-

фензина к отрицательно заряженной бактериальной мембране. 

В работе Чжу и др. была построена карта встречаемости а.о. в структурах α-KTx, 

были выделены восемь структурно и функционально важных а.о., консервативных для 

всего семейства и названных «мотивом токсинов скорпионов» [170]. Ими оказались шесть 

остатков цистеина, которые образуют три дисульфидные связи, а также остатки лизина и 

аспарагина, которые образуют мотив из четырех а. о. вокруг четвертого цистеина (K-C4-X-

N, X — любой а.о.). Замена лизина и аспарагина приводит к сильному снижению силы свя-

зывания AgTx2 K
+-каналом дрозофилы Shaker [99, 171]. В этой же работе были проанали-

зированы дефензины насекомых из шести отрядов (Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hyme-

noptera, Lepidoptera и Phthiraptera). Оказалось, что дефензины, имеющие в своем составе 

мотив токсинов скорпионов, присущи двум отрядам, среди которых известны ядовитые 

насекомые: Hemiptera и Hymenoptera. Эти отряды не близкородственные, поэтому эволю-

ция мотива токсинов скорпионов имеет конвергентную природу. 

По-видимому, n-петля в структуре дефензинов стерически препятствует их взаимо-

действию с K+-каналами. Для подтверждения этой гипотезы был выбран навидефензин-2, 

выделенный из ядовитых желез Nasonia vitripennis, который имеет в своей структуре мотив 

токсинов скорпионов. На основании сравнения аминокислотной последовательности нави-

дефензина-2 с классическими α-KTx была удалена n-петля из его структуры, такое произ-

водное получило название навитоксин. Оказалось, что этот пептид обладает блокирующим 

действием на каналы KV1.1 и 1.3, при этом не оказывает эффекта на другие KV-каналы [170]. 

Таким образом, было показано, что из молекулы, не имеющей активности на K+-каналы, 

путем аминокислотных замен можно сделать поровый блокатор. 

 

Сходство токсинов скорпионов и α-гарпининов 

α-Гарпинины представляют собой группу защитных пептидов растений, которые со-

держат две антипараллельные α-спирали, стабилизируемые двумя дисульфидными связями 

(CSα/α). Одним из таких пептидов является Tk-AMP-X2, выделенный из пшеницы Triticum 

kiharae [172]. Он состоит из 28 а.о., четыре из которых — остатки цистеина, образующие 

две дисульфидные связи и два мотива CX3C. В структурном отношении Tk-AMP-X2 очень 

похож на κ-хефутоксин-1 (Рис. 6), при этом он выполняет совершенно иные функции и не 

обладает активностью в отношении известных K+-каналов. 
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Рисунок 6. Пространственная структура Tk-AMP-X2, κ-хефутоксина-1 и их сравне-

ние. Желтым показаны дисульфидные мостики, красным — боковые цепи функциональной 

диады κ-хефутоксина-1 (K19 / Y5), соответствующие остатки в Tk-AMP-X2 (M22 / E6) вы-

делены розовым. 

 

На основании сходства с κ-хефутоксином-1 было предложено использовать Tk-

AMP-X2 в качестве основы для получения новых блокаторов К+-каналов. Для этого в его 

структуру была введена функциональная диада [173]. В результате были получены произ-

водные Tk-hefu-1 и Tk-hefu-2 (Табл. 5). Оба пептида проявляли активность на каналах 

KV1.2, 1.3 и 1.6, как и κ-хефутоксин-1 [174]. При этом активность Tk-hefu-2 оказалась в 20 

раз больше, чем у исходного токсина [175]. 

 

Таблица 5. Сравнение аминокислотных последовательностей κ-хефутоксина-1, Tk-

AMP-X2 и производного Tk-hefu. Желтым цветом выделены остатки цистеина, красным — 

функциональная диада. 

Пептид Последовательность Длина, а.о. 

κ-хефутоксин-1 -GHACYRNCWR--EGNDEETCKERC--- 22 

Tk-AMP-X2 ADDRCERMCQRYHDRREKKQCMKGCRYG 28 

Tk-hefu-1 ADDRCYRMCQRYHDRREKKQCKEGCRYG 28 

Tk-hefu-2 ADDRCYRMCQRYHDRREKKQCKKGCRYG 28 
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1.4 Резюме 

KV-каналы представляют интерес как объекты исследования, так как они широко 

распространены в организме человека и принимают участие в передаче нервного импульса, 

регуляции клеточного объема, апоптозе и других процессах. В частности, наше внимание 

привлекает подсемейство KV1, его представители могут образовывать как гомо-, так и ге-

теромерные каналы. Для их изучения нужны селективные лиганды, которые могут узнавать 

отдельные изоформы. В данный момент существует ряд таких селективных лигандов, од-

нако они либо не обладают достаточной аффинностью, либо селективностью. Помимо 

этого, не всегда понятно, какие а.о. необходимы для селективного связывания с отдельными 

изоформами каналов. Поэтому получение селективных лигандов имеет важное значение, 

например для изучения каналов, мутации в которых приводят к возникновению различных 

заболеваний. Такие лиганды могут позволить пролить свет на функционирование мутант-

ных каналов и рассматриваются в качестве перспективных фармакологических агентов. 
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2. Материалы и методы 

2.1 Материалы 

2.1.1 Оборудование и расходные материалы 

Автоматические пипетки на 20, 100, 200, 1000 мкл (Gilson, Франция), амплификатор 

S1000 (Bio-Rad, США), банки стеклянные с крышкой объемом 300 и 500 мл (Биолаб, Рос-

сия), вакуумный концентратор CentiVap (Labconco, США), вакуумный насос 117 LPM 

(Labconco), весы настольные (Sartorius, США), встряхиватель пробирок Lab dancer (IKA, 

Германия), газовая горелка (Биолаб), гомогенизатор высокого давления Emulsi Flex-B15 

(Avestin, Германия), градиентный хроматограф 1525 (Waters, США), деионизатор воды 

Milli-Q UF Plus (Millipore, США), детектор проточный двуволновой 2489 (Waters), источник 

питания для электрофореза 2301 (LKB-Bromma, Швеция), камера для вертикального элек-

трофореза Mini-PROTEAN Tetra Cell Systems (Bio-Rad), камера для горизонтального элек-

трофореза Mini-sub cell GT cell (Bio-Rad), колба с фильтром для водоструйной фильтрации 

растворов (Millipore, Германия), колбы качалочные стеклянные на 500 и 1000 мл Кн-2-1000-

42 (Стеклоприбор, Россия), колбы стеклянные на 200, 300 и 500 мл (Стеклоприбор), колонка 

для аффинной хроматографии Econo-Pac (1,5×12 см, Bio-Rad), колонки хроматографиче-

ские Jupiter C5 (150×2,0 мм, 250×4,6 мм с диаметром пор 300 Å и размерами частиц 5 мкм; 

250×10 мм с диаметром пор 300 Å и размерами частиц 10 мкм, Phenomenex, США), кюветы 

кварцевые (Quartz SUPRASIL; Hellma GmbH & Co. KG, Müllheim, Germany), кюветы для 

спектрофотометрии Quartz SUPRASIL (Shimadzu, Япония), кюветы для электропорации 400 

мкл, расстояние между электродами 2 мм (Eppendorf, Германия), ламинарный шкаф 

(Gelaire, Австралия), ледогенератор (Scotsman, Италия), магнитная мешалка KMO2 (IKA), 

микроинжектор Nanoject II (Drummond Scientific, США), масс-спектрометр Ultraflex TOF-

TOF (Bruker Daltonik, США), наконечники для пипеток (Bio-Rad), низкотемпературный мо-

розильник Innova (New Brunswick, США), охлаждаемая ловушка CentriVap (Labconco), па-

рафиновая пленка (Pechiney Plastic Packaging Company, США), петля микробиологическая 

(Биолаб), полиакриламидные коммерческие гели для белкового электрофореза 12% Mini-

PROTEAN TGX (Bio-Rad), прибор для лиофильной сушки FreeZone 2.5 (Labconco), прибор 

для измерения pH растворов pH-420 (Аквилон, Россия), пробирки пластиковые объемом 

0,65 и 1,7 мл (Costar, США), пробирки пластиковые объемом 0,2 и 2 мл (SSI, США), про-

бирки пластиковые объемом 15, 50 мл (Corning, США), скальпель металлический (Биолаб), 

спектрополяриметр J-810 (JASCO, Япония), спектрофотометр UV-1800 (Shimadzu), стаканы 

стеклянные объемом 200, 1000 и 2000 мл (Биолаб), стерилизатор паровой (ТЗМОИ, Россия), 
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термомиксер 5436 (Eppendorf), термостат BT-120 (BioSan, Латвия), термостатический шей-

кер (Lab-line Instruments, США), термостат напольный CERTOMAT (Sartorius), ультразву-

ковой дезинтегратор Ultrasonic processor CPX 750 (Cole-Parmer Instruments, США), центри-

фуга Minispin (Eppendorf), центрифуга 5417R (Eppendorf), центрифуга 5804R (Eppendorf), 

центрифужные пробирки для выделения ДНК в составе наборов (Fermentas, Thermo 

Scientific), чашки Петри пластиковые (Ленинградский завод медицинских полимеров, Рос-

сия), шейкер Innova 2000 (New Brunswick), шпатель Дригальского микробиологический 

(Биолаб), шпатель металлический (Биолаб), шприцы пластиковые (Becton Dickinson, 

США), электропоратор 2510 (Eppendorf), электрофизиологическая установка Geneclamp 

500 (Molecular Devices, США), электрофизиологический биоусилитель Digidata1200 (Axon 

Instruments, США). 

 

2.1.2 Реактивы 

Агар (FERAK, Германия), агароза LE2 (Helicon, Россия), аденозинрибонуклео-

тидтрифосфат (АТФ; Fermentas, Канада), ампициллин (Синтез, Россия), ацетонитрил 

(CH3CN; Криохром, Россия), бактотриптон (Difco, США), бромистый этидий (Sigma), гид-

роксид натрия (NaOH; Химмед, Россия), гидроксид калия (KOH) (Химмед), 4-(2-гидрокси-

этил)-1-пиперазинэтансульфоновая кислота (HEPES; ICN, США), гидрофосфат натрия 

(Na2HPO4; Sigma), гликоген (Fermentas), глицерин (Panreac, Испания), глицин (ICN), глю-

коза (Биохимик, Россия), 2,5-дигидроксибензойная кислота (Sigma), дигидрофосфат натрия 

(NaH2PO4; Sigma), ДНК-лигаза бактериофага T4 (Thermo Scientific), ДНК-полимераза Taq 

(Евроген, Россия), ДНК-маркеры длин в диапазоне 100 – 1000 пар оснований (п.о.; Fermen-

tas), ДНК-маркеры длин в диапазоне 250 – 10000 п.о. (Fermentas), додецилсульфат натрия 

(SDS) (Химмед), дрожжевой экстракт (Difco), жидкий азот (Криотрейд, Россия), изопропил-

β-D-1-тиогалактопиранозид (ИПТГ) (Fermentas), изопропиловый спирт (Sigma), имидазол 

(Диаэм, Россия), краска для нанесения образцов в агарозный гель с содержанием бромфе-

нолового синего (6× Loading Dye) (Fermentas), кумасси G-250 (Pierce, США), 2-меркапто-

этанол (Sigma), 3-(N-морфолино)пропансульфоновая кислота (MOPS; Sigma), 2-(N-морфо-

лино)этансульфоновая кислота (MES; Sigma, США), плазмидный вектор pET-32b (Novagen, 

США), плазмидный вектор pSP64T (Addgene, США), рибонуклеаза А (Thermo Scientific), 

смесь дезоксирибонуклеозидтрифосфатов (dNTPs; Евроген), соляная кислота (HCl; Хим-

мед), сорбент для металл-хелатной аффинной хроматографии Cobalt Resin HisPur (Thermo 

Scientific), стандарты для белкового электрофореза (Amersham, США), сульфат магния 
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(MgSO4; Sigma), трис-(гидроксиметил)аминометан (Трис; Sigma), трифторуксусная кислота 

(ТФУ; Panreac), тритон X-100 (Sigma), уксусная кислота (CH3COOH; Химмед), хлорид ка-

лия (KCl; Sigma), хлорид кальция (CaCl2; Sigma), хлорид магния (MgCl2; Sigma), хлорид 

марганца (MnCl2; Sigma), хлорид натрия (NaCl; Sigma), эндонуклеаза рестрикции BamHI 

(Fermentas), эндонуклеаза рестрикции KpnI (Fermentas), легкая цепь энтеропептидазы чело-

века (ИБХ РАН), этилендиаминтетраацетат натрия (ЭДТА; Sigma), этиловый спирт (Хим-

мед), яд скорпиона Mesobuthus eupeus. 

 

2.1.3 Растворы 

Приготовление всех растворов и суспензий на водной основе производилось с ис-

пользованием деионизированной воды Milli-Q UF Plus (Millipore), имеющей сопротивление 

18,2 МОм. 

Буферные растворы для проведения аффинной хроматографии: 

1. стартовый буфер: 20 мМ Трис-HCl, 300 мМ NaCl, pH = 8,0; 

2. промывочный буфер: 20 мМ Трис-HCl, 500 мМ NaCl, 5 мМ имидазол, 5% гли-

церин, 0,1% Тритон X-100, pH = 8,0; 

3. элюирующий буфер: 20 мМ Трис-HCl, 300 мМ NaCl, 150 мМ имидазол, pH = 

8,0; 

4. раствор для регенерации сорбента: 20 мМ MES; 

5. раствор для хранения: 20% этиловый спирт. 

Растворы для проведения обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хро-

матографии (ОФ-ВЭЖХ): 

1. раствор A: 0,1% ТФУ в воде; 

2. раствор B: 0,1% ТФУ в ацетонитриле. 

Питательная среда LB (на 1 литр H2O): 10 г бактотриптон, 5 г дрожевой экстракт, 10 

г NaCl, 1,2 г Трис, pH = 7,5. Для получения твердой среды необходимо добавить 15 г агара 

на 1 литр жидкой. 

Буферные растворы для электрофоретического разделения белков в полиакриламид-

ном геле: 

1. электродный буфер: 25 мМ Трис-HCl, 250 мМ глицин, 0,1% SDS, pH = 8,3; 
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2. буфер для приготовления образцов (4×): 200 мМ Трис-HCl, 40% глицерин, 4% 

SDS, 2% 2-меркаптоэтанол, 0,01% бромфеноловый синий, pH = 6,8; 

3. раствор для окрашивания геля: 30% изопропиловый спирт, 10% уксусная кис-

лота, 0.06% кумасси G-250; 

4. раствор для отмывки краски: 10% этанол, 7% уксусная кислота. 

Буферный раствор TAE для электрофоретического разделения нуклеиновых кислот 

в агарозном геле: 40 мМ Трис-ацетат, 1 мМ ЭДТА, 0,003% бромистый этидий, pH = 7,6, 

(для приготовления геля, к раствору добавляли 1% агарозы). 

Буферный раствор Taq (10×) для ПЦР (Евроген); 

Буферный раствор T4 (10×) для проведения реакции лигирования (Fermentas); 

Буферный раствор BamHI (10×) для проведения реакции рестрикции (Fermentas); 

Буферные растворы для выделения ДНК из агарозного геля в составе коммерческого 

набора GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific): связывающий, промывочный и элю-

ирующий растворы; 

Буферные растворы для очистки фрагментов ДНК после ПЦР в составе коммерче-

ского набора GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific): связывающий, промывочный 

и элюирующий растворы; 

Буферные растворы для выделения плазмидной ДНК из клеток в составе коммерче-

ского набора GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientifiс): ресуспендирующий, лизи-

рующий, нейтрализующий, промывочный и элюирующий растворы. 

Буферный раствор ND96 для электрофизиологических испытаний: 82,5 мМ NaCl, 2 

мМ KCl, 1 мМ MgCl2, 5 мМ HEPES, pH 7,5–7,6. 

Раствор для электрофизиологических испытаний с повышенной концентрацией 

K+(HK): 2 мM NaCl, 96 мM KCl, 1,8 мM CaCl2, 2 мM MgCl2 и 5 мM HEPES, pH 7.4). 

 

2.1.4 Бактериальные штаммы 

Еscherichia coli Shuffle T7 Express (New England Biolabs); 

Е. coli XL1-Blue (Евроген); 

Е. coli DH5α (Евроген). 
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2.1.5 Клетки для экспрессии K+-каналов 

Ооциты лягушки X. laevis. 

 

2.1.6 Наборы реактивов 

Коммерчески доступные наборы GeneJET Gel extraction kit, GeneJET PCR purification 

kit (Fermentas), GeneJET plasmid Miniprep kit, mMESSAGE mMACHINE T7 Transcription Kit 

(Thermo Scientific). 

 

2.1.7 Программное обеспечение 

База данных полипептидных последовательностей UniProt (uniprot.org/), молеку-

лярно-графическая система PyMOL 1.7.4 (Schrödinger, США), пакет программ Lasergene 

для работы с нуклеотидными и аминокислотными последовательностями (DNASTAR, 

США), программа для контроля и записи токов pCLAMP (Axon Instruments), программа для 

обсчета данных спектроскопии КД CONTINLL (пакет CDPro, США), программа для работы 

с плазмидными векторами SnapGene Viewer (GSL Biotech, США), программа для сравнения 

аминокислотных последовательностей Clustal Omega (ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), про-

граммная оболочка для работы с хроматографами Breeze 2 (Waters), программное обеспе-

чение для теоретических расчетов характеристик полипептидных молекул General Pro-

tein/Mass Analysis for Windows (GPMAW, LighthouseData, Дания), программное обеспече-

ние для обработки результатов масс-спектрометрии Data Analysis 4.3 и Data Analysis Viewer 

4.3 (Bruker Daltonics). 
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2.2 Методы 

2.2.1 Получение плазмидных векторов для экспрессии трансгенов 

Полимеразная цепная реакция 

Последовательности ДНК, кодирующие токсины и их производные, конструировали 

из синтетических олигонуклеотидов, заказанных в компании «Евроген» (Табл. 6), методом 

ПЦР. Смесь объемом 50 мкл содержала 5 мкл 10× буфера для ПЦР, 1 мкл смеси дезоксири-

бонуклеотидтрифосфатов (дНТФ, 10 мкМ каждого), 1 мкл раствора Taq-полимеразы, 39 

мкл деионизованной воды и по 1 мкл растворов праймеров с концентрацией 10 мкМ. 

Получение генов проводилось в два этапа. Для первого этапа была использована 

программа ПЦР, состоящая из 5 циклов. Каждый из циклов включал в себя 3 стадии: плав-

ление, отжиг и амплификацию. Были выбраны следующие параметры: плавление — 95ºC; 

отжиг — индивидуально для каждого гена, амплификация — 72ºC. Последовательности 

всех использованных олигонуклеотидов приведены в таблице 6. Какие олигонуклеотиды 

для каких генов использовались, указано в таблице 7. После проверки наличия продукта 

ПЦР в смеси с помощью электрофореза, ее объем доводился до 500 мкл деионизованной 

водой. Продукт первого этапа использовался в качестве матрицы на втором этапе. 

Для второго этапа использовались смеси для ПЦР объемом 50 мкл следующего со-

става: 5 мкл 10× буфера для ПЦР, 1 мкл раствора дНТФ, 1 мкл Taq-полимеразы, 1 мкл смеси 

продуктов с первого этапа, 1 мкл раствора прямого праймера (F1), 1 мкл раствора обратного 

праймера (R1) и 40 мкл деионизированной воды. Продукты ПЦР, кодирующие целевые пеп-

тиды, очищали с помощью коммерчески доступных наборов Fermentas. 

 

Рестрикция 

Очищенные продукты ПЦР и экспрессионный вектор pET-32b (Рис. 7) подвергали 

гидролизу эндонуклеазами рестрикции. Реакция проводилась в смеси объемом 50 мкл, в эту 

смесь входили: раствор очищенных продуктов ПЦР или выделенной плазмиды объемом 30 

мкл; 1 мкл раствора эндонуклеазы рестрикции BamHI и 2 мкл раствора эндонуклеазы KpnI, 

5 мкл 10× буфера для рестрикции (буфер BamHI использовался для обоих ферментов), 12 

мкл деионизованной воды. Реакция гидролиза эндонуклеазами происходила при 37ºC в те-

чение 3 часов. Об успешности прохождения гидролиза судили по изменению подвижности 

ДНК в агарозном геле. Выделение рестрицированных фрагментов велось при помощи ком-

мерческого набора GeneJET Gel extraction kit (Fermentas). 
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Таблица 6. Список всех праймеров, использованных в работе. Сайты рестрикции вы-

делены жирным, последовательность, кодирующая сайт гидролиза легкой цепи энтеропеп-

тидазы человека, выделена подчеркиванием. 

Название Последовательность (5’—3’) 

F1-Th6 ATAGGTACCGACGACGATGACAAAGCTGACAAACGTTGCTACCGTATGTG 

F2-Th6 CGTTACCACGACCGTCGTGAAAAGAAACAGTGCAAGAAAGGT 

R1-Th6 ATCGAATTCGGATCCCTAACCGTAACGGCAACCTTTCTTGCACTGTTTC 

R2-Th6 TTCACGACGGTCGTGGTAACGCTGGCACATACGGTAGCAACG 

Th7-10-F1 GCGATAGGTACCGACGATGACGATCGTGCGCAGAAACGTTGC 

Th7-10-R1 TATCGCGGATCCCTAGCCATAACGGCAGCCTTTCTTGCACTG 

Th7-F2 GCCAGCGTTATCATGATCGTCGTGAGAAGAAACAGTGCAAGAAAGGCTGC 

Th8/9-F2 GCCAGCGTTATCATGATCGTCGTGAGCGTCGCCAGTGCAAGAAAGGCTGC 

Th10-F2 GCCAGCGTTATCATCAGCGTCGTCAGCGTCGCCAGTGCAAGAAAGGCTGC 

Th7/8-R2 ACGATCATGATAACGCTGGCACATACGATAGCAACGTTTCTGCGCACGA 

Th9-R2 ACGATCATGATAACGCTGGCACATCTGTTTGCAACGTTTCTGCGCACGA 

Th10-R2 ACGCTGATGATAACGCTGGCACATCTGTTTGCAACGTTTCTGCGCACGA 

Th11-F1 GCGATAGGTACCGACGATGACGATCGTGCGGATAAACGTTGC 

Th11-R2 ACGCTGATGATAACGCTGGCACATGCGATAGCAACGTTTATCCGCACGA 

F1-MeK13-3 GCGATAGGTACCGACGATGACGATCGTGTGGGCATTAATGTGAAATGC 

F2-13-3 CAGTGCCTGAAACCGTGCAAAGATGCGGGCATGCGTTTTGGCAAATGC 

R1-13-3 TATCGCGGATCCCTATTTCGGGGTGCAATCGCATTTGCCATTAATGCATTT-

GCCAAAACGC 

R2-13-3 TGCACGGTTTCAGGCACTGGCCGGAATGTTTGCATTTCACATTAATGCCC 

F2-AAAR TGCCTGGCACCGTGCGCAGATGCGGGCATGCGTTTTGGCAAATGCATT 

R1-AAAR TATCGCGGATCCCTATTTCGGGGTGCAACGGCATTTGCCATTAATGCATTT-

GCCAAAACGC 

R2-AAAR CACACGGTGCCAGACACGCGCCGGAATGTTTGCATTTCACATTAATGCCC 

F2-RMRH CAGTGCCTGAAACCGTGCAAAGATGCGGGCATGCGTTTTGGCAAATGC 

R1-RMRH TATCGCGGATCCCTATTTCGGGGTGCAATGGCATTTACGATTCATGCATTT-

GCCAAAACGC 

R2-RMRH TGCACGGTTTCAGGCACTGACGGGAATGTTTGCATTTCACATTAATGCCC 

ChTx_M29I-F1 AGCTGCGGTACCGACGACGACGACCGTCAGTTTACCAATGTGAGCTGC 

ChTx_M29I-F2 GAGCGTTTGCCAGCGTCTGCATAACACCTCTCGCGGCAAGTGTATTAATA 

ChTx_M29I-R1 ACTTGAGGATCCTTAAGAATAACAACGGCATTTCTTATTAATACACTTGC 

ChTx_M29I-R2 CGCTGGCAAACGCTCCAACATTCTTTAGACGTGGTGCAGCTCACATTGGT 

KV1.3-f TCTCCTTCAAACTGCTGGTGC 

KV1.3-r GCGCTTAATGCGCCGCTAC 

KV1.3mut1-f GAGCGAGATTCACAGTTCCCCAGCATCCCGGATGCCTTC 

KV1.3mut1-r GAACTGTGAATCTCGCTCGTCTGCCTCGGCAAAGTAG 

KV1.3mut2-f ACGGCGATATGGTTCCAACTACCATAGG 

KV1.3mut2-r GTAGTTGGAACCATATCGCCGTAACC 

KV1.3mut3-f GACCCCGATTCACAGTTCAGCAGC 

KV1.3mut3-r CTGAACTGTGAATCGGGGTCGTCTG 

T7rev ATGCTAGTTATTGCTCAG 
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Таблица 7. Соответствие генов и праймеров, использованных для их синтеза. 

Ген Названия праймеров 

Tk-hefu-6 F1-Th6, F2-Th6, R1-Th6, R2-Th6 

Tk-hefu-7 Th7/8-R2, Th7-10-F1, Th7-10-R1, Th7-F2 

Tk-hefu-8 Th7-10-F1, Th7-10-R1, Th8/9-F2, Th7/8-R2 

Tk-hefu-9 Th7-10-F1, Th7-10-R1, Th8/9-F2, Th9-R2 

Tk-hefu-10 Th7-10-F1, Th7-10-R1, Th10-F2, Th10-R2 

Tk-hefu-11 Th7-10-R1, Th10-F2, Th11-F1, Th11-R2 

MeKTx13-3 F1-MeK13-3, F2-13-3, R1-13-3, R2-13-3 

MeKTx13-3_AAAR F1-MeK13-3, F2-AAAR, R1-AAAR, R2-AAAR 

MeKTx13-3_RMRH F1-MeK13-3, F2-RMRH, R1-RMRH, R2-RMRH 

MeKTx11-1 Me-1f, Me-2f, Me1-1r, Me1-2r 

MeKTx11-3 Me-1f, Me-2f, Me3-1r, Me3-2r 

MeKTx11-1_G9V Me-1f, Me-2f, Me3-1r, Me1-2r 

MeKTx11-1_P37S Me-1f, Me-2f, Me1-1r, Me3-2r 

ChTx_M29I ChTx_M29I-F1, ChTx_M29I-F2, ChTx_M29I-R1, ChTx_M29I-R2 

KV1.3mut1 KV1.3mut1-f, KV1.3mut1-r, KV1.3-f, KV1.3-r 

KV1.3mut2 KV1.3mut2-f, KV1.3mut2-r, KV1.3-f, KV1.3-r 

KV1.3mut3 KV1.3mut3-f, KV1.3mut3-r, KV1.3-f, KV1.3-r 

 

Лигирование 

Полученные рестрицированные молекулы ДНК лигировали с экспрессионным век-

тором pET-32b. Состав смеси для лигирования: 7 мкл раствора рестрицированного вектора, 

10 мкл раствора рестрицированной вставки, 2 мкл 10× буфера для лигирования, 1 мкл рас-

твора Т4-ДНК-лигазы; общий объем смеси 20 мкл. Реакцию проводили при 16ºC в течение 

ночи. 

Лигазные смеси после инкубации очищали при помощи осаждения нуклеиновых 

кислот. Для этого к лигазной смеси добавляли 1 мкл гликогена, 1/10 объема 5 М NaCl и три 

объема этанола. Смесь выдерживали в течение часа при −70ºC. После инкубации смесь цен-

трифугировали в течение 10 минут при 13400 об/мин. После центрифугирования суперна-

тант сливали, а к осадку добавляли 500 мкл 70% этанола, ресуспендировали и вновь цен-

трифугировали при тех же условиях. После центрифугирования супернатант сливали, а оса-

док растворяли в 10 мкл деионизированной воды. Полученный раствор использовали для 

трансформации клеток E. coli XL1Blue методом электропорации. После этого, клетки ин-

кубировали час в среде LB, а затем их высеивали на чашки Петри с агаризованной средой 

и необходимым антибиотиком. 
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Отбор векторов 

После инкубации чашек Петри в термостате на среде появились колонии. Для опре-

деления колоний, содержащих необходимые гены, проводили ПЦР с концевыми прайме-

рами, аналогично второму этапу синтеза гена. В качестве матрицы использовали клетки 

колонии. По наличию полосы на электрофорезе, соответствующей необходимому гену, 

производили отбор клонов, содержащих данный вектор. Затем клоны выращивали в жидкой 

среде в присутствии антибиотика ампициллина в концентрации 100 мкг/мл при интенсив-

ной аэрации для получения клеточных культур. 

Из этих культур были выделены плазмиды при помощи набора реактивов GeneJET 

plasmid Miniprep kit (Thermo Scientific). Плазмиды в области вставки были секвенированы 

в компании «Евроген» по методу Сенгера с использованием праймера T7rev. По результа-

там секвенирования проводили отбор клонов, содержащих встроенный ген с правильной 

последовательностью. В результате были получены конструкции pET-32b-Trx-Tk-hefu7, 

pET-32b-Trx-Tk-hefu8, pET-32b-Trx-Tk-hefu9, pET-32b-Trx-Tk-hefu10, pET-32b-Trx-Tk-

hefu11, pET-32b-Trx-MeKTx13-3, pET-32b-Trx-MeKTx13-3_AAAR, pET-32b-Trx-MeKTx13-

3_RMRH, pET-32b-Trx-ChTx_M29I, где Trx — ген, кодирующий тиоредоксин. После этого 

выделенными векторами трансформировали клетки E. coli Shuffle T7 Express, в которых 

проводили экспрессию трансгенов. 

 

2.2.2 Получение рекомбинантных пептидов 

Гетерологическая экспрессия 

Клетки E. coli SHuffle T7 Express трансформировали экспрессионными векторами и 

растили при активной аэрации и температуре 37°C в среде LB с добавлением ампициллина 

(100 мг/мл) до оптической плотности 0,4–0,6, λ = 600 нм. Экспрессию рекомбинантных ге-

нов, кодирующих гибридные белки, индуцировали добавлением ИПТГ в концентрации 0,2–

1 мМ. Культуры инкубировали при аэрации в течение 3 часа при 37°C или в течение ночи 

при 22°C. 

 

Очистка гибридных белков 

Для выделения гибридных белков использовали металл-хелатную аффинную хрома-

тографию, поскольку они содержали последовательность из шести остатков гистидина. 
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Клеточную биомассу ресуспендировали в 30 мл стартового буфера для аффинной хромато-

графии и подвергали лизису на ультразвуковом дезинтеграторе. Полученный лизат центри-

фугировали 15 минут при 10000 об/мин для удаления нерастворимых частиц. Смолу урав-

новешивали стартовым буфером для аффинной хроматографии, а затем наносили суперна-

тант и выделяли из него гибридный белок, следуя инструкции производителя: промывали 

и элюировали соответствующими буферными растворами. 

 

 

Рисунок 7. Карта плазмиды pET-32b. Содержит ген устойчивости к ампициллину 

(AmpR) под управлением AmpR промотера, лактозного репрессора (lacI) под управлением 

lacI промотера, тиоредоксина (TrxA) под управлением T7 промотера и lac оператора. Пока-

заны сайты ферментов рестрикции BamHI и KpnI, по которым происходило клонирование.  

 

Очистку химерных белков после аффинной хроматографии проводили при помощи 

обратно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии (ОФ-ВЭЖХ). Для этого 

полученный элюат наносили на колонку Jupiter C5 (10×250 мм), компоненты элюата смы-

вались, а белок связывался с колонкой. После того, как гидрофильные компоненты сошли 

с колонки, химерные белки элюировали 80% раствором ацетонитрила. Полученные гибрид-

ные белки концентрировали на роторном испарителе и затем лиофилизировали. 
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Гидролиз гибридных белков 

Лиофилизированные гибридные белки растворяли в 50 мМ буферном растворе Трис-

HCl (pH 8), конечная концентрация гибридного белка составляла 1 мг/мл. Затем добавляли 

легкую цепь энтеропептидазы человека в соотношении 0,4 мкг на 1 мг гибридного белка, 

после чего смесь инкубировали в термостате при 37°С в течение 16 часов. 

 

Очистка целевых продуктов 

Очистку рекомбинантных полипептидов проводили методом ОФ-ВЭЖХ на колонке 

Jupiter C5 (4,6×250 мм) в линейном градиенте концентрации ацетонитрила (от 0 до 60% за 

60 минут) в 0,1% ТФУ при скорости потока 1 мл/мин. 

 

2.2.3 Изучение рекомбинантных пептидов 

Определение концентрации пептидов 

Концентрацию пептидов определяли спектрофотометрически. Спектры оптического 

поглощения получали на спектрофотометре UV-1800 (Shimadzu). Для расчета использовали 

формулу: OD = ε280×С×l, где OD280 — оптическая плотность раствора при λ = 280 нм, ε280 — 

коэффициент молярной экстинкции пептида при λ = 280 нм, С — концентрация пептида, l 

— длина оптического пути. Расчет ε280 проводился в программе GPMAW. Для пептидов, не 

имеющих ароматических а.о., определение концентрации производилось при λ = 214 нм. 

Расчет ε214 производился по формуле ε214 = εp × np + Σ(εa × na), где εp — коэффициент погло-

щения пептидной связи при 214 нм, np — количество пептидных связей, εa — коэффициент 

поглощения каждой отдельной аминокислоты при 214 нм, na – количество каждого из ами-

нокислотных остатков [176]. 

 

Масс-спектрометрия (МС) 

Образцы анализировали методом матрично-активированной лазерной десорбции-

ионизации (МАЛДИ) МС на спектрометре Ultraflex TOF-TOF (Bruker Daltonik). Измерения 

проводили, используя 10–100 пкмоль образца. 2,5-Дигидробензойную кислоту использо-

вали в качестве матрицы. Измерения проводили в рефлекторном режиме, ошибка не пре-

вышала 100 p.p.m. 
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Спектроскопия кругового дихроизма (КД) 

Спектры КД были получены в лаборатории оптической микроскопии и спектроско-

пии биомолекул ИБХ РАН. Измерения проводились в буфере Na2HPO4/NaH2PO4 (pH 7,5) 

для пептидов в концентрации 1 мг/мл на спектрополяриметре J-810 (Jasco). Спектры КД 

были измерены в диапазоне 190–250 нм с шагом 0,2 нм при температуре 25°С, длина опти-

ческого пути 0,01 см. Вторичная структура пептидов была проанализирована с использова-

нием ПО CONTILL (программный пакет CDPro), набор референсных спектров SMP56 

[177]. 

Параметр «хорошего соответствия» NRMSD (нормализованное среднеквадратичное 

отклонение) является наиболее полезной единственной мерой того, насколько хорошо тео-

ретический спектр КД, рассчитанный на основе полученного состава вторичной структуры, 

соответствует экспериментальным данным во всем интересующем диапазоне длин волн. 

NRMSD определяется как: 

𝑦 = [∑(𝜃𝑒𝑥𝑝 − 𝜃𝑐𝑎𝑙)2/ ∑(𝜃𝑒𝑥𝑝)2]
1/2

 

и находится в диапазоне от 0 (идеальное соответствие) до 1 (отсутствие соответствия). 

Обычно значение NRMSD выше 0,25 считают ошибкой процедуры анализа; на практике 

следует стремиться к значениям менее 0,1, а в идеале — 0,05 или ниже. 

 

Метод двухэлектродной фиксации потенциала 

Данный метод был использован для тестирования рекомбинантных пептидов на па-

нели KV-каналов в сотрудничестве с лабораторией токсикологии и фармакологии Католи-

ческого университета г. Лёвен, Бельгия. Для экспрессии различных изоформ α-субъеди-

ницы KV-каналов (rKV1.1 (pGEM-HE), rKV1.2 (pAKS), hKV1.3 (pCl-neo), rKV1.4 (pGEM-HE), 

rKV1.5 (pGEM-HE), rKV1.6 (pGEM-HE), hKV1.3mut1, mut2, mut3; hKV2.1 (pSGEM), hKV3.1 

(pSGEM), rKV4.2 (pBK) и hKV 11.1 (pSP64)), NaV-каналы (rNaV1.1 (pLCT1), rNaV1.2 (pLCT1), 

rNaV1.4 (pUI2), hNaV1.5 (pcDNA3.1) и BgNaV1 (pGH19)), и rCaV3.3 (pGEM-HE) в ооцитах X. 

laevis соответствующие гены были клонированы в составе плазмид. Далее плазмиды лине-

аризовали по сайтам рестрикции PstI (KV1.1), SphI (KV1.2), NotI (KV1.3, 1.4, 2.1, NaV1.1, 1.2, 

1.4), SalI (KV1.5), NdeI (KV1.6), XbaI (KV3.1, 4.2), EcoRI (KV11.1, rCaV3.3). Кэпированные 

мРНК синтезировались с помощью системы для транскрипции mMESSAGE mMACHINE 

T7 и SP6. 50 нл раствора РНК, кодирующей α-субъединицы KV-каналов, с концентрацией 1 
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нг/нл вводили в ооциты с помощью микроинжектора Nanoject II, после чего клетки инку-

бировали 2–4 дня в растворе ND96, содержащем 50 мг/л сульфата гентамицина. 

Эксперименты по установлению биологической активности соединений на ооцитах, 

экспрессирующих каналы KV1.1–1.6, KV1.3mut1, mut2, mut3; 2.1, 3.1, 4.2 и 11.1, NaV1.1, 1.2, 

1.4, 1.5 и BgNaV1, а также CaV3.3, проводились на электрофизиологической установке 

Geneclamp 500B, запись токов велась при помощи инструментария Digidata 1200 и pCLAMP 

(Axon Instruments). Для уточнения видовой специфичности ионных каналов используются 

следующие обозначения: r — крыса Rattus norvegicus (например, rKV1.1); h — человек 

Homo sapiens (например, hKV1.3). Измерения проводились при комнатной температуре 

(18 – 22°C), стеклянные электроды были заполнены 3 М раствором KCl и имели сопротив-

ление 0.7 – 2 MОм. 

Токи регистрировались на частоте 2 кГц и фильтровались на частоте 0,5 кГц с ис-

пользованием четырехпольного фильтра нижних частот Бесселя. Потенциал покоя был 

установлен на уровне −90 мВ. Вычитание тока утечки выполняли с использованием прото-

кола −P/4. Токи через KV-каналы вызывались деполяризацией до 0 мВ в течение 500 мс, за 

которой следовал импульс до −50 мВ в течение 500 мс. Для исследования зависимости про-

водимости от напряжения токи вызывали с шагом 5 мВ. Проводимость KV-каналов рассчи-

тывали по закону Ома: 

𝑔𝐾 =  
𝐼𝐾

𝑉𝑚 − 𝑉𝑟𝑒𝑣
 , 

где IK — максимальный ток при потенциале Vm, Vrev — потенциал реверсии. Данные 

зависимости проводимости от напряжения были определены с использованием уравнения 

Больцмана: 

𝑔𝐾

𝑔𝑚𝑎𝑥
= [1 + 𝑒

𝑉1/2−𝑉𝑚

𝑘 ]
−1

, 

где gmax — максимальное значение gK, V1/2 — напряжение, соответствующее полу-

максимальной проводимости, а k — коэффициент наклона. Различные концентрации пеп-

тидов, разведенных в ND96, использовали для измерения ингибирования тока в зависимо-

сти от нее. Эти растворы добавляли в емкость с ооцитом и сразу же смешивали, получая 

таким образом желаемые конечные концентрации. Затем регистрировали токи через KV-

каналы в присутствии тестируемого пептида, данные анализировали по уравнению Хилла: 
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𝑦 =
100

1 + (
ИК50

[пептид])
h

, 

где y — амплитуда индуцированного пептидом эффекта в процентах (т.е. процент 

максимального ингибирования для данного соединения), [пептид] — концентрация пеп-

тида, ИК50 — полумаксимальная концентрация ингибирования, h —коэффициент Хилла. 

Все данные были получены как минимум в трех независимых повторах (n ≥ 3) с использо-

ванием разных партий ооцитов X. laevis. Статистическую значимость определяли с исполь-

зованием однофакторного дисперсионного анализа с апостериорным критерием Даннетта. 

Экспериментальные значения представлены как среднее значение ± стандартная ошибка 

среднего. 

Для пептидов, у которых эффект ингибирования не достигал 100%, использовалось 

следующее уравнение: 

𝑦 =
100

1 + (
ЭК50

[пептид])
h

, 

где y — амплитуда индуцированного пептидом эффекта в процентах (т.е. процент 

максимального ингибирования для данного соединения), [пептид] — концентрация пеп-

тида, ЭК50 — полумаксимальная эффективная концентрация, h —коэффициент Хилла. Все 

данные были получены как минимум в трех независимых повторах (n ≥ 3) с использованием 

разных партий ооцитов X. laevis. Статистическую значимость определяли с использованием 

однофакторного дисперсионного анализа с апостериорным критерием Даннетта. Экспери-

ментальные значения представлены как среднее значение ± стандартная ошибка среднего. 

 

Исследование антимикробной активности 

Определение антимикробной активности было произведено по следующему прото-

колу [178]. Бактерии [Enterococcus faecalis (Andrewes and Horder) Schleifer и Kilpper-Balz 

(ATCC 29212), Escherichia coli (Migula) Castellani и Chalmers (ATCC 25922), Pseudomonas 

aeruginosa (Schroeter) Migula (ATCC 27853) и Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach 

(ATCC 29213)] культивировали в течение ночи в среде LB при 37 °C. Определение мини-

мальной ингибирующей концентрации (МИК) для пептида производили используя дву-

кратное разведение в 96-луночных стерильных планшетах с конечным объемом 100 мкл. 

Культуры клеток, достигшие середины лог-фазы, разводили средой LB до конечной 
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концентрации 105 колониеобразующих единиц/мл. Лиофилизованный пептид был раство-

рен в 10 мкл воды и добавлен к 90 мкл бактериальной суспензии. Планшеты инкубировали 

в течение 24 часов при 37 °C. Ингибирование роста клеток определялось по поглощению 

при длине волны 620 нм. МИК являлась самая низкая концентрация пептида, которая вы-

зывала 100% ингибирование роста клеток. 

 

Исследование цитолитической активности 

Капиллярная кровь человека собирали в пробирки с гепарином (10 единиц/мл), раз-

водили до 107 клеток/мл средой RPMI-1640 (ПанЭко), которая содержала 10% фетальной 

бычьей сывороки (HyClone, США) и инкубировали с пептидом (диапазон концентраций 

0.06–20 мкМ) в течение трех часов при 37 °C. Высвобождение гемоглобина измеряли как 

описано в [179]. 

Клетки легочной аденокарциномы человека A549 культивировали в ДМЕМ с добав-

лением 2 мМ L-глутамина и 10% фетальный бычьей сыворотки при 37 °C в атмосфере 5% 

CO2. Клетки пассировали дважды в неделю. Для изучения цитолитической активности пеп-

тидов, клетки пересаживали в 96-луночные планшеты (плотность 5×103 клеток на лунку) за 

день до эксперимента. Пептиды добавляли к клеткам, конечная концентрация составила 

2,5–20 мкМ. Цитотоксичность оценивалась после инкубации клеток с пептидами в течение 

трех часов при 37 °C в атмосфере 5% CO2. Выживаемость клеток оценивали путем окраски 

ядра клеток Hoechst 33342 (окрашивает все клетки) и пропидиум йодидом (окрашивает 

мертвые клетки). После окраски оценку выживаемости оценивали на инвертированном 

флуоресцентном микроскопе Axio Observer (Zeiss) [180]. Количество независимых экспе-

риментов составляет n > 3. 

2.2.4 Молекулярное моделирование 

Компьютерное моделирование было выполнено В.М. Табакмахером в лаборатории 

моделирования биомолекулярных систем и группе анализа структуры мембранных белков 

in silico ИБХ РАН в тесном взаимодействии с нами. 

 

Гомологичное моделирование 

Гомологичное моделирование токсинов было проведено при помощи программы 

MODELLER 8.2 [181]. Пространственные модели MeKTx11-1, MeKTx11-3, MeKTx11-
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1_G9V и MeKTx11-1_P37S были построены на основе сходства их аминокислотных после-

довательностей с ChTx, пространственная структура которого известна (PDB ID: 2CRD). 

Для моделирования производных MeKTx13-3 была использована пространственная струк-

тура токсина BmKTX (PDB ID: 1BKT). Пространственные структуры производных Tk-hefu-

2 были получены при помощи in silico мутагенеза в программе PyMOL на основе структуры 

Tk-hefu, определенной методом ЯМР (PDB ID: 5LM0). 

Экспериментально определенная структура (атомные координаты) химерного ка-

нала крысы KV1.2/2.1(PDB ID: 4JTA) была использована для построения гомологичных мо-

делей каналов KV1.1, 1.3 и 1.6 с использованием программы MODELLER. Комплексы ток-

синов с химерным каналом KV1.2/2.1 были смоделированы на основе кристаллической 

структуры химерного канала KV1.2/2.1 в комплексе с ChTx (PDB ID: 4JTA). Затем произво-

дили пространственное выравнивание моделей целевых токсинов с ChTx, после которого 

ChTx удаляли из получившихся комплексов токсинов с химерным каналом KV1.2/2.1. Для 

получения моделей комплексов токсинов с каналами KV1.1, 1.3 и 1.6 аминокислотную по-

следовательность химерного канала KV1.2/2.1 заменяли на нужную в программе MODEL-

LER. 

 

Молекулярная динамика (МД) 

Подготовку комплексов токсинов с каналами к моделированию МД мы проводили в 

сотрудничестве с лабораторией моделирования биомолекулярных систем с использованием 

оригинального программного пакета IMPULSE (Крылов и др., готовится к печати). Ком-

плекс помещали внутрь липидного бислоя, имитирующего мембрану нейронов. Был ис-

пользован предварительно уравновешенный фрагмент бислоя (7.0 × 7.0 × 13.5 нм3; 1-паль-

митил-2-олеил-sn-глицеро-3-фосфатидилхолин/1-пальмитил-2-олеил-sn-глицеро-3-фосфа-

тидилэтаноламин/холестерин, POPC:POPE:Chl; 100:50:50 молекул, соответственно, сольва-

тированных 14172 молекулами воды); некоторые молекулы фосфолипидов и Chl были уда-

лены, чтобы освободить место для белка. Для сольватации использовали модель воды 

TIP3P [182] и ионы Na+/Cl− в количестве, необходимом для поддержания электронейтраль-

ности. 

Молекулярная система была уравновешена (нагрета до 37 °C) в течение 100 пс МД. 

Положения Cα-атомов остатков канала, не формирующих вестибюль его поры, а также Nε-

атом ключевого остатка лизина в токсинах фиксировали во время уравновешивания для 
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предотвращения дестабилизации исходного комплекса. Затем рассчитывали МД длитель-

ностью 500 нс. Все эксперименты МД были выполнены с помощью программного обеспе-

чения GROMACS [183], с использованием набора параметров AMBER99SB-ILDN [184]. 

Моделирование проводили с временным шагом 2 фс, с использованием трехмерных пери-

одических граничных условий, в изотермическом-изобарическом (NPT) ансамбле с полуи-

зотропным давлением 1 бар и при температуре 37°C. Использовали алгоритмы баростата 

Берендсена [185] и термостата V-rescale [186]. Ван-дер-ваальсовы взаимодействия рассчи-

тывали с применением сферической функции обрезания потенциала с отсечкой 1,4 нм. 

Электростатические взаимодействия учитывали с помощью алгоритма PME. 

Анализ межмолекулярных контактов в ходе МД выполняли с использованием про-

граммного пакета IMPULSE. Водородные связи оценивали с использованием параметров 

утилиты hbond пакета GROMACS [183] (расстояние D–A ≤ 0,35 нм и угол D–H–A ≥ 150° 

для водородной связи D–H···A, где D и A — донор и акцептор водородной связи, соответ-

ственно); солевые мостики, π-катионные и стэкинг-взаимодействия, а также гидрофобные 

контакты рассчитывали, как описано в работах [187, 188]. Визуализация трехмерных струк-

тур белковых комплексов была выполнена с помощью программы PyMOL. Оценку энергии 

межмолекулярных невалентных взаимодействий осуществляли с использованием силового 

поля AMBER99SB-ILDN [184] с отсечкой по расстоянию 1,4 нм. Графики профилей энер-

гии взаимодействия строили с помощью стандартных библиотек Python и пакета NumPy. 

Стабильность изучаемых молекулярных систем определяли как на основе изменения 

среднеквадратичного отклонения (RMSD) во время симуляции МД, так и на сравнении об-

разующихся специфичных межмолекулярных контактов в течение первых 110 нс и после-

дующих 400 нс симуляции МД. Подвижность пептидов в растворе и в комплексе с каналом 

определяли путем вычисления значений RMSD и среднеквадратичной флуктуации. Для 

этого МД отдельных пептидов была рассчитана в водном окружении в течение 110 нс. 

Докинг 

Индивидуальный белок-белковый докинг «ансамбля» содержал следующие этапы: 

1. Репрезентативные конформационные ансамбли KV1.3 (27 структур), ChTx, Tk-

hefu-2 и Tk-hefu-10 (11 структур для каждого пептида) были созданы из траекторий МД с 

использованием утилиты кластеризации gmx программного обеспечения GROMACS с ал-

горитмом кластеризации Gromos и расстоянием отсечки 0,15 нм. 
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2. Для каждой из трех систем: ChTx–KV1.3, Tk-hefu-2–KV1.3 и Tk-hefu-10–KV1.3 про-

ведено 27 × 11 = 297 сеансов белок-белкового докинга. Докинг производился с помощью 

программы ZDOCK (версия 3.0.2). На этом этапе мы ограничили поверхность стыковки 

KV1.3 внешним вестибюлем поры. Для каждого комплекса ZDOCK генерировал 2000 струк-

тур. Для дальнейшего анализа было использовано 100 решений с наивысшими баллами (по 

29700 решений для каждой из трех молекулярных систем). 

3. Отобранные результаты стыковки были дополнительно отфильтрованы с исполь-

зованием протокола повторной оценки для получения нескольких десятков лучших реше-

ний. Использовались следующие критерии: а) токсин имеет значительную площадь кон-

такта с рецептором (>450 Å2 для ChTx, >400 Å2 для Tk-hefu-2 и >475 Å2 для Tk-hefu-10); (б) 

значительное количество специфических контактов (водородные связи, ионные мостики и 

стэкинг-взаимодействия; ≥12 для ChTx, ≥9 для Tk-hefu-2 и ≥10 для Tk-hefu-10), (в) необхо-

димая комплементарность гидрофобные/гидрофильные свойства комплекса (>0,6 для 

ChTx, >0,7 для Tk-hefu-2 и >0,75 для Tk-hefu-10) и (г) ключевой остаток лизина образует по 

крайней мере одну водородную связь или солевой мостик . Анализ этих свойств в комплек-

сах проводили с помощью программы PLATINUM. Таким образом, для молекулярных ком-

плексов ChTx–KV1.3, Tk-hefu-2–KV1.3 и Tk-hefu-10–KV1.3 получены 79, 87 и 95 лучших до-

кинг-решений соответственно. Докинг Tk-hefu-2–KV1.3 не привела к решению или группе 

решений, которые можно было бы однозначно трактовать как корректную модель ком-

плекса. Только два решения имеют тенденцию «затенять» (но не закупоривать) поры канала 

с помощью ключевой боковой цепи лизина (K22), тогда как известно, что эти пептиды фи-

зически закупоривают поры. Только 12 из лучших решений для докинга Tk-hefu-10 имеют 

положение ключевой боковой цепи лизина, близкое к закупорке поры в модели, созданной 

вручную. Среди лучших решений докинга ChTx только 14 перекрываются по положению 

ключевого лизина (K27), а около 10 близки к таковому в модели, созданной вручную. С 

одной стороны, эти результаты демонстрируют, что количество решений докинга с ключе-

вой боковой цепью лизина, закупоривающей поры канала, увеличивается вместе с ком-

плексным сродством. 
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3. Результаты 

Для того, чтобы изучать KV-каналы, необходимы селективные лиганды, способные 

распознавать их отдельные изоформы. Есть несколько способов получения таких лигандов, 

но мы остановились на трех из них. Первый способ — это поиск перспективных соединений 

в природных источниках. В нашем случае таким источником является яд скорпионов, он 

богат различными полипептидными токсинами, часть из которых действует на KV-каналы. 

Последовательной очисткой с использованием методов хроматографии можно добиться по-

лучения токсинов в индивидуальном состоянии, которые затем можно исследовать различ-

ными методами, в частности методами электрофизиологии. Второй способ — получение 

селективных лигандов на основе уже известных токсинов при помощи мутагенеза. В этом 

случае мутации могут быть предложены путем моделирования или сравнения аминокис-

лотных последовательностей или пространственных структур. Такие пептиды можно полу-

чать в системах экспрессии и затем также исследовать методами электрофизиологии. Тре-

тий способ — получение активных лигандов на основе каких-либо неактивных молекул, 

используемых в качестве каркаса. В этом случае можно применять различные методы пред-

сказания аминокислотных замен для придания таким каркасам искомых свойств. В соот-

ветствии с вышесказанным, в структуре главы будут выделены три раздела. Первый раздел 

посвящен изучению соединений, выделенных из природного источника, а именно объясне-

нию их селективности методами компьютерного моделирования. Второй раздел посвящен 

производным токсинов, у которых направленно изменяли селективность, третий — созда-

нию активных соединений на основе инертного каркаса. 

 

3.1 Изучение токсинов из яда скорпиона Mesobuthus eupeus 

3.1.1 Получение и характеристика токсинов MeKTx11-1 и 3 

Очистка MeKTx11-1 и 3 и получение рекомбинантных пептидов 

Природные MeKTx11-1 и 3 были очищены из цельного яда скорпиона Mesobuthus 

eupeus с использованием многостадийной хроматографии, как описано ранее [60]. В свою 

очередь, рекомбинантные MeKTx11-1, 3 и их производные с единичными заменами 

MeKTx11-1_G9V и MeKTx11-1_P37S (Рис. 8) были получены в прокариотической системе 

экспрессии и предоставлены О.В. Некрасовой (лаборатория инженерии белка ИБХ РАН). 

Конечный выход рекомбинантных пептидов составил 10–12 мг на 1 л бактериальной куль-

туры. 
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 1        10        20        30     37 

MeKTx11-1 ZFTDVKCTGTKQCWPVCKKMFGRPNGKCMNGKCRCYP 

MeKTx11-3 ZFTDVKCTVTKQCWPVCKKMFGRPNGKCMNGKCRCYS 

MeKTx11-1_G9V ZFTDVKCTVTKQCWPVCKKMFGRPNGKCMNGKCRCYP 

MeKTx11-1_P37S ZFTDVKCTGTKQCWPVCKKMFGRPNGKCMNGKCRCYS 

ChTx ZFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRGKCMNKKCRCYS 

Рисунок 8. Сравнение аминокислотных последовательностей пептидов MeKTx11-1, 

MeKTx11-3, MeKTx11-1_G9V, MeKTx11-1_P37S и ChTx. А.о., отличающиеся от MeKTx11-

1, показаны на темно-сером фоне. Остатки цистеина показаны на сером фоне. Остаток ли-

зина, блокирующий пору канала, выделен жирным шрифтом. Z обозначает остаток пиро-

глутаминовой кислоты. Нумерация а.о. приведена над последовательностями. 

 

Электрофизиология 

Активность природных и рекомбинантных токсинов тестировали в концентрации 1 

мкМ на панели каналов KV (rKV1.1, rKV1.2, hKV1.3, rKV1.4, rKV1.5, rKV1.6, hKV2.1, hKV3.1, 

rKV4.2 и hKV11.1), NaV (rNaV1.1, rNaV1.2, rNaV1.4, hNaV1.5 и BgNaV1), и CaV3.3, экспресси-

рованных в ооцитах X. laevis. Было обнаружено, что природные MeKTx11-1 и 3 активны на 

нескольких изоформах, принадлежащих к подсемейству Shaker: KV1.1–1.3 и KV1.6, в то 

время как на KV1.4, KV1.5, KV2.1, KV3.1, KV4.2, hERG, NaV1.1, NaV1.2, NaV1.4, NaV1.5, 

BgNaV1 или CaV3.3 активности не наблюдалось. Оба токсина в концентрации 1 мкМ пол-

ностью ингибировали токи через каналы KV1.2 и 1.3, в то время как полное блокирование 

KV1.1 было обнаружено только для MeKTx11-3. MeKTx11-1 и 3 в концентрации 1 мкМ бло-

кировали ток через канал KV1.6 на 15,8% и 49,3% соответственно. Для оценки зависимости 

ингибирования, вызванного токсином, от концентрации были построены кривые доза-ответ 

(Рис. 9). Значения ИК50 для MeKTx11-1 и 3 представлены в таблице 8. Ингибирование ка-

налов KV1.2 посредством MeKTx11-1 не зависело от напряжения, поскольку не наблюда-

лось различий в степени индуцированного MeKTx11-1 блока в диапазоне тестовых потен-

циалов от –30 мВ до +40 мВ. Чтобы выяснить, является ли MeKTx11-1 поровым блокатором 

или модулятором чувствительности каналов к изменению потенциала, были проанализиро-

ваны вольт-амперные характеристики для KV1.2 в контроле и в присутствии токсина в рас-

творах ND96 и HK (Рис. 10). 

 



53 

 

Таблица 8. Значения ИК50, рассчитанные для токсинов MeKTx11-1 и 3 и их произ-

водных по отношению к интактным и мутантным каналам. Значения ИК50 для природных 

и рекомбинантных MeKTx11-1 и 3 одинаковы. 

Пептид 
ИК50, нМ 

KV1.1 KV1.2 KV1.3 KV1.3mut1 KV1.3mut2 KV1.3mut3 KV1.6 

MeKTx11-1 2110 ±150 0,19±0,01 67±5 5,1±0,8 0,3±0,1 7,9±0,9 8900±900 

MeKTx11-3 130±10 3,1±0,2 78±11 28,5±5,3 12,2±4,2 75,3±6,1 910±110 

MeKTx11-1_G9V 1380±60 0,07±0,01 1,4±0,2 13,0±1,2 0,5±0,1 3,1±0,1 6900±900 

MeKTx11-1_P37S 740±80 0,09±0,01 13,6±1,1 17,8±0,9 0,7±0,1 24,4±1,8 6000±900 

 

 

Рисунок 9. Активность MeKTx11-1 и 3 по отношению к различным каналам. Пред-

ставлены записи токов через каналы KV1.1–1.6, NaV и CaV в контроле и после аппликации 1 

мкМ токсина (обозначены звездочками). Кривые зависимости блока тока через каналы от 

концентрации показаны ниже. Значения ИК50 приведены в таблице 8. 

В концентрации 200 пМ токсин MeKTx11-1 вызывал ингибирование тока на 53 ± 2% 

и 59 ± 3% в растворах ND96 и HK соответственно (n = 5). В ND96 вольт-амперная 
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характеристика в контроле и в присутствии 200 пМ токсина характеризовались значением 

V1/2, равным −5 ± 1 и –8 ± 1 мВ соответственно (n = 5). Кроме того, вольт-амперная харак-

теристика в растворе HK показала, что MeKTx11-1 существенно не влиял на потенциал ре-

версии EK (P > 0,05, n = 5). Значения EК составили –5 ± 2 мВ в контроле и –7 ± 1 мВ после 

аппликации токсина. В целом, эти эксперименты говорят о том, что ингибирование тока 

при связывании MeKTx11-1 идет по пути его взаимодействия с порой канала. Активность 

рекомбинантных токсинов MeKTx11-1 и 3 были идентичны природным токсинам. Актив-

ность MeKTx11-1_G9V и MeKTx11-1_P37S тестировали на каналах KV1.1–1.3 и 1.6, так как 

оригинальные токсины не проявляли активности на других каналах. Аналогично MeKTx11-

1 и 3, мутанты были активны в отношении изоформ KV1.1–1.3 и 1.6; значения ИК50 пред-

ставлены в таблице 8. 

 

 

Рисунок 10. Вольт-амперные характеристики канала KV1.2. Токи измеряли в раство-

рах ND96 (А) и НК (Б). Черные квадраты, контроль; белые квадраты — в присутствии 200 

пМ MeKTx11-1. 

 

Молекулярное моделирование 

Пространственная структура MeKTx11-1 и 3 (а также MeKTx11-1_G9V и MeKTx11-

1_P37S) неизвестна. Однако их сходство с ChTx из L. quinquestriatus hebraeus (58–60% 

идентичных остатков, Рис. 8), а также принадлежность к одному и тому же подсемейству 

α-KTx1 позволяют нам использовать ChTx для построения надежных моделей. На основе 

известной структуры химерного канала КV1.2/2.1 была сгенерирована модель КV1.3 по 
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гомологии. Комплексы MeKTx11-1, MeKTx11-3, MeKTx11-1_G9V и MeKTx11-1_P37S с 

KV1.2 и 1.3 моделировались на основе сходства с ChTx в комплексе с химерным каналом 

KV1.2/2.1 [30]. Затем все комплексы токсинов с каналами были помещены в смоделирован-

ный фрагмент мембраны (POPC/POPE/Chl, 2:1:1), разработанный для имитации мембран 

нейронов. После этого системы подвергали МД. На рисунке 11 изображен комплекс 

MeKTx11-1—KV1.2 в мембранном окружении. 

На рисунках 12–14 показаны модели комплексов между MeKTx11-1 или 3 и KV1.3 

или KV1.2 после МД. Анализ траекторий МД показал, что хотя оба токсина в комплексе с 

каналами имеют сходную ориентацию, они образуют несколько специфических долгожи-

вущих (время жизни более 50% длины траектории) и среднеживущих (10–50% длины тра-

ектории) контактов с КV1.2, которые отсутствуют у КV1.3. А именно, основная цепь P24 и 

боковая цепь N25 образуют водородные связи с боковой цепью Q353 в KV1.2 (Рис. 12Б). В 

комплексе с KV1.3 G380 занимает то же положение, что и Q353 в канале KV1.2 (Рис. 12A), 

а так как глицин не имеет боковой цепи, то и не может образовывать специфические кон-

такты с а.о. токсина. 

Помимо этого, можно обнаружить различия в том, как MeKTx11-1 и 3 взаимодей-

ствуют с каналом KV1.2. Боковая цепь K11 пептидов MeKTx11-1 и MeKTx11-1_P37S обра-

зует водородную связь с основной цепью остатка Q353 в комплексе с каналом KV1.2, но не 

в комплексах MeKTx11-3—rKV1.2 или MeKTx11-1_G9V—rKV1.2. Это происходит из-за 

наличия объемной боковой цепи остатка V9, которая загораживает остаток Q353 канала 

KV1.2, предотвращая его взаимодействие с K11 пептида (Рис. 13). 

У MeKTx11-1 остаток K18 образует солевой мостик и водородную связь с остатком 

D351 канала KV1.2. Соответствующий остаток T378 в структуре KV1.3 не образует контакта 

с K18 (Рис. 12Б), что связано с отличающейся конформацией петли S5-P в комплексе ток-

сина с каналом. Эти расчетные данные показывают, что токсины образуют более слабые 

комплексы с KV1.3. 

Согласно анализу комплекса ChTx с химерным каналом KV1.2/2.1, ароматическое 

кольцо Y36 токсина взаимодействует с остатком D375 канала [30]. Анализ траекторий МД 

показал, что Y36 в MeKTx11-1 и MeKTx11-1_G9V образует среднеживущую водородную 

связь с D375 канала KV1.2 (Рис. 14). С другой стороны, С-концевой остаток S37 образует 

среднеживущую внутримолекулярную водородную связь с N-концевым остатком пироглу-

таминовой кислоты в MeKTx11-3 и MeKTx11-1_P37S, которая отсутствует в MeKTx11-1 и 

MeKTx11-1_G9V (Рис. 14). 
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Рисунок 11. Модель комплекса MeKTx11-1—KV1.2. Канал находится в бислое 

POPC/POPE/Chl (2:1:1), изображение получено через 220 нс симуляции МД. Гидрофобные 

атомы POPC, POPE и Chl показаны полупрозрачными и окрашены в песочно-желтый, 

светло-желтый и бежевый цвета соответственно; атомы кислорода фосфолипидов окра-

шены в красный цвет. MeKTx11-1 представлен в виде синей ленточной структуры и синей 

полупрозрачной молекулярной поверхности. Ключевой остаток лизина (K27), входящий в 

пору канала, показан красной стержневой структурой. Трансмембранные сегменты KV1.2 

изображены в виде спиралей и окрашены по субъединицам: бледно-зеленый, светло-беже-

вый, бледно-голубой (на переднем плане) и бледно-фиолетовый (на заднем плане). Вода, 

ионы и часть липидов удалены для большей ясности. 

 

Мы предполагаем, что такая водородная связь снижает подвижность С-конца ток-

сина, препятствуя образованию дополнительных межмолекулярных контактов предшеству-

ющим остатком Y36. Таким образом, наши расчетные данные показывают, что MeKTx11-1 

формирует больше специфических контактов с KV1.2 по сравнению с MeKTx11-3. 
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Рисунок 12. (A) Сравнение аминокислотных последовательностей поровой области 

rKV1.2 и hKV1.3. А.о., общие для каналов, выделены серым фоном; подчеркнуты а.о., по-

разному взаимодействующие с токсинами. Нумерация а.о. приведена cверху и cнизу срав-

нения для rKV1.2 и hKV1.3 соответственно. (Б, В) Структура моделей комплексов MeKTx11-

1—rKV1.2 и MeKTx11-1—hKV1.3 после 100 нс МД (вид сбоку). Токсин показан в виде лен-

точной структуры (оранжевого цвета); дисульфидные мостики (желтые) и ключевой оста-

ток лизина (K27) показаны в виде стержневой модели. Для наглядности субъединица кана-

лов на переднем плане скрыта, а две субъединицы на заднем плане показаны в виде моле-

кулярной поверхности, окрашенной в серебристый и светло-желтый цвета. Субъединица, 

образующая множество различных взаимодействий с токсином, показана бежевой ленточ-

ной структурой. А.о. токсина и канала, участвующие в специфических межмолекулярных 

контактах в комплексе MeKTx11-1—rKV1.2, и соответствующие а.о. в MeKTx11-1—hKV1.3 

показаны в виде стержневой модели (голубым и розовым соответственно). Зелеными пунк-

тирными линиями показаны специфические контакты (водородные связи и солевой мо-

стик). 
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Рисунок 13. Модель комплексов rKV1.2 с MeKTx11-1 (А) и MeKTx11-3 (Б) после 100 

нс МД. Токсины показаны в виде ленточной структуры оранжевого цвета; дисульфидные 

мостики (желтые) и ключевой остаток лизина (K27) показаны в виде стержневой модели. 

Для наглядности три субъединицы канала на заднем плане показаны как молекулярная по-

верхность, окрашенная в светло-желтый, светло-зеленый и бежевый цвета. Субъединица, 

образующая различающиеся взаимодействия с токсинами, показана серебристой ленточной 

структурой. Остаток K11 токсинов и Q353 канала, вовлеченные в специфические межмоле-

кулярные контакты в комплексе MeKTx11-1—rKV1.2, и соответствующие им а.о. в 

MeKTx11-3—rKV1.2 показаны в виде стержневой модели (голубого и розового цвета соот-

ветственно). Голубые сферы показывают G9 в структуре MeKTx11-1 и V9 в структуре 

MeKTx11-3. Зеленая пунктирная линия обозначает специфический контакт (водородную 

связь). 

 

 

Рисунок 14. Модели комплексов rKV1.2 с токсинами после 100 нс МД (вид сбоку). 

Обозначения аналогичны рисунку 12. Субъединицы, образующие множество различных 

взаимодействий с токсином, показаны зеленой и бежевой ленточными структурами. (A) У 

MeKTx11-3 остаток Y36 образует водородную связь с D375 канала KV1.2. (Б) У MeKTx11-

1 остаток Y36 имеет тенденцию к образованию дополнительной водородной связи с D375 

канала KV1.2 соседней субъединицы (показана водородная связь только с соседней субъ-

единицей). 
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Взаимодействие токсинов с мутантным KV1.3 

Для экспериментальной проверки предсказанных контактов токсина с KV1.2, ответ-

ственных за селективность по отношению к нему, были сконструированы и получены три 

мутанта KV1.3 (Рис. 15). В KV1.3mut1 мы заменили а.о., расположенные в петле S5–P, на 

соответствующие а.о. из KV1.2: 376DPTSGFS382→376ERDSQFP382. В KV1.3mut2 в петлю P–S6 

были введены две замены: 404HPV406→404VPT406. И, наконец, KV1.3mut3 характеризуется 

двумя точечными мутациями в S5–P: 378TSG380→378DSQ380. 

 

 

Рисунок 15. Выравнивание аминокислотной последовательности области вестибюля 

поры hKV1.3, rKV1.2 и мутантных каналов KV1.3mut1–3. А.о., отличающиеся от а.о. KV1.3, 

выделены серым фоном. Нумерация а.о. находится вверху и внизу выравнивания для 

hKV1.3 и rKV1.2 соответственно. 

 

MeKTx11-1, 3 и их производные тестировали против этих мутантных каналов, экс-

прессируемых в ооцитах X. laevis; значения ИК50 приведены в таблице 8. Все пептиды про-

являли повышенную активность в отношении KV1.3mut2 по сравнению с KV1.3, а 

MeKTx11-1 также был значительно более активен в отношении KV1.3mut1 и KV1.3mut3, что 

подтверждает наши предположения о том, что пептиды взаимодействуют со специфич-

ными для KV1.2 а.о. в петлях S5–P и P–S6. 

Селективность токсина по отношению к конкретной изоформе канала (в нашем слу-

чае KV1.2) можно оценить, используя коэффициент селективности: отношение значений 

ИК50 (или Kd) для двух каналов. По этому параметру среди известных токсинов есть три 

лидера: MeKTx11-1 (описан в настоящей работе), уротоксин и мезомартоксин (MMTX, 

Табл. 2). Все эти молекулы демонстрируют превосходную способность различать KV1.2 по 

сравнению с KV1.1 и 1.3, однако MeKTx11-1 проявляет уникальную селективность в отно-

шении KV1.2: коэффициент селективности KV1.1/KV1.2 достигает значения 10550 (для 
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MMTX точное значение нельзя расчитать, так как он был протестирован только в концен-

трации 50 мкМ против KV1.3). Это свойство может быть полезным в дальнейшей работе, 

например для характеристики совместной экспрессии этих очень сходных изоформ KV в 

нервной системе. 

MeKTx11-1 и 3 являются первыми представителями подсемейства α-KTx1 с ярко вы-

раженной KV1.2-селективностью. Эта изоформа канала связана с рядом неврологических 

заболеваний, таких как эпизодическая атаксия и эпилептическая энцефалопатия [44, 45]. 

Ввиду возможности использования полипептидов, полученных из яда, в качестве терапев-

тических агентов, MeKTx11-1 и 3 могут найти применение в рациональном дизайне ле-

карств, но в этом случае их полезность ограничена нарушениями, связанными с мутациями, 

которые приводят к увеличению проводимости каналов. Другим ограничением нашего ис-

следования является то, что мы тестировали активность токсинов только против гомомер-

ных KV, однако гетеромерные каналы намного чаще экспрессируются in vivo, включая ка-

налы, содержащие субъединицу KV1.2. 
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3.2 Получение селективных лигандов на основе известных токсинов 

Другим способом получения селективных лигандов может служить мутагенез уже 

известных токсинов. В этом разделе мы взяли токсины MeKTx13-3 и ChTx и модифициро-

вали их, чтобы получить такие пептиды, которые будут избирательно действовать на опре-

деленную изоформу канала. При выборе мутаций мы ориентировались на моделирование 

комплексов токсина с каналом и оценку влияния введенных замен на количество образую-

щихся связей, а также опирались на литературные данные. Моделирование позволило нам 

спроектировать пептид MeKTx13-3_AAAR, а литературные данные использовались для 

предложения замен, которые привели к получению пептидов MeKTx13-3_RMRH и 

ChTx_M29I. 

 

3.2.1 MeKTx13-3_AAAR и MeKTX13-3_RMRH 

Стратегия выбора мутаций 

По аминокислотной последовательности MeKTx13-3 (Рис. 16А) идентичен BmKTX, 

выделенному из Olivierus martensii, близкого родственника M. eupeus. Поскольку трехмер-

ная структура BmKTX известна (PDB ID: 1BKT) [189], мы использовали ее для моделиро-

вания комплексов MeKTx13-3 с каналами KV1.1–1.3. Затем модели подвергались МД (Рис. 

17А–В). Чтобы изучить различия во взаимодействии MeKTx13-3 с изоформами KV, мы про-

анализировали межмолекулярные контакты и вклад отдельных а.о. в энергию взаимодей-

ствия во время МД с использованием программного пакета IMPULSE. 

Было замечено, что в комплексе с KV1.2 токсин MeKTx13-3 не образует никаких π-

катионных контактов или стэкинг-взаимодействий, в отличие от комплекса с KV1.1 или 1.3. 

Это наблюдение хорошо согласуется с электрофизиологическими измерениями, которые 

показали, что MeKTx13-3 более всего активен по отношению к каналам KV1.1 и 1.3. Мы 

отметили следующие специфические контакты между токсином и отдельными изоформами 

каналов. (1) Остаток K15 в структуре MeKTx13-3 образует солевой мостик с остатком E353 

канала KV1.1 (Рис. 17Б). Аналогичный контакт с D351 (Рис. 17Г) не наблюдается в ком-

плексе с KV1.2, по-видимому, из-за того, что соседний остаток R350 отталкивает K15. В той 

же позиции в последовательности KV1.3 находится остаток T375, с которым также не было 

обнаружено контакта, предположительно из-за небольшого размера боковой цепи трео-

нина. (2) Остаток K18 в последовательности MeKTx13-3 образует водородную связь с 
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остатком S354 канала KV1.1 и π-катионное взаимодействие с H355; в комплексе с KV1.2 K18 

в последовательности MeKTx13-3 образует водородную связь с Q353 (Рис. 17Б, В). 

 

 

Рисунок 16. Получение МеКТх13-3 и его производных. (А) Выравнивание амино-

кислотной последовательности MeKTx13-3, MeKTx13-3_RMRH и MeKTx13-3_AAAR. 

Темно-серым цветом обозначены позиции, в которых были введены замены. Остатки ци-

стеина на сером фоне, а линии над последовательностями указывают дисульфидные связи. 

Нумерация а.о. приведена под последовательностями. (Б–Г) Очистка рекомбинантных 

MeKTx13-3, MeKTx13-3_AAAR и MeKTx13-3_RMRH с помощью ОФ-ВЭЖХ после рас-

щепления гибридного белка легкой цепью энтеропептидазы человека. Для целевых пепти-

дов указаны измеренные моноизотопные молекулярные массы. (Д) Проверка чистоты вы-

деленного MeKTx13-3_RMRH с помощью ОФ-ВЭЖХ. 
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В комплексе MeKTx13-3 с KV1.3 конформация петли, содержащей канал-специфич-

ные остатки T375 и G377, при МД такова, что она не достигает K18, поэтому контактов не 

наблюдается (Рис. 17Г). (3) Остаток Q12 токсина MeKTx13-3 образует водородную связь с 

остатком D351 канала KV1.2 (Рис. 17В). Аналогичный контакт с T375 не наблюдается в 

комплексе с KV1.3 (Рис. 17Г), поскольку короткая боковая цепь треонина не достигает Q12. 

В комплексе с KV1.1 контакта с E353 не обнаружено, так как конформация петли, содержа-

щей специфичные для канала остатки, во время МД препятствует достижению Q12. В до-

полнение к наблюдаемым специфичным для канала контактам, остаток D33 в последова-

тельности MeKTx13-3 вносит значительный положительный вклад в энергию связывания 

(отрицательно влияет на сродство) из-за электростатического отталкивания от отрица-

тельно заряженного а.о. в вестибюле поры канала (D377/375/399 в KV1.1/1.2/1.3, Рис. 17Г). 

Фармакологическая характеристика и подробный анализ структуры комплексов поз-

воляют нам предложить несколько точечных замен в MeKTx13-3 для переключения селек-

тивности токсина. Поскольку Q12, K15 и K18 формируют множество контактов в комплек-

сах с KV1.1 и 1.2, общее направление модификаций было в том, чтобы уменьшить количе-

ство полярных контактов. Более того, поскольку эти а.о. токсина не образуют специфиче-

ских контактов с KV1.3, разумно предположить, что такие модификации не окажут суще-

ственного влияния на сродство к этой изоформе канала. В связи с этим нами было предло-

жено производное MeKTx13-3, в котором остатки Q12, K15 и K18 заменены на аланин для 

снижения сродства токсина к KV1.1 и 1.2, а D33 заменен на аргинин для повышения его 

сродства к KV за счет образования новых контактов с остатками D377/375/399 в 

KV1.1/1.2/1.3 (Рис. 17А). 

В свою очередь, анализ данных по мутагенезу BmKTX позволил нам предложить 

новый вариант. Замена D33H в последовательности BmKTX приводит к увеличению актив-

ности по отношению к каналу KV1.3. Производное BmKTX, названное ADWX-1, содержит 

остатки R11 и H33 и блокирует KV в субнаномолярных концентрациях. Замена этих а.о. 

(R11A или H33A) приводит к падению активности [106]. Среди AgTx2, OSK1 и других ток-

синов, которые имеют остатки R12, M29, R31 и H34 (соответствуют R11, M28, R30 и H33 в 

токсинах α-KTx3, лишенных N-концевого остатка глицина), также были найдены высоко-

эффективные блокаторы KV1.3. Мы решили внести соответствующие четыре замены в 

структуру MeKTx13-3 (G11R, I28M, G30R и D33H), ожидая получить при этом новый вы-

сокоселективный блокатор KV1.3. 
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Рисунок 17. (А) Сравнение аминокислотных последовательностей области вести-

бюля поры каналов KV1.1–1.3. Нумерация а.о. приведена над каждой последовательностью; 

разные а.о. показаны на сером фоне; последовательности петель S5–P, содержащие специ-

фичные для канала а.о., подчеркнуты. (Б–Г) Модель комплекса MeKTx13-3 с каналами 

KV1.1–1.3. (Б) Общая структура комплекса MeKTx13-3—KV1.3 после 100 нс МД внутри 

гидратированной липидной бислойной мембраны. Обозначения даны как на рисунке 11. 

MeKTx13-3 представлен розовым цветом; остаток K26 (блокирующий пору канала) показан 

в виде стержневой модели. (В, Г) Крупный план области вестибюля поры канала в комплек-

сах МеКТх13-3—KV1.1и МеКТх13-3—KV1.2 соответственно. Каналы показаны в полупро-

зрачном представлении. K26 и а.о., участвующие в межмолекулярных контактах, отсут-

ствующих в комплексе MeKTx13-3—KV1.3, показаны стержневой моделью. Водородные 

связи и солевые мостики показаны пунктирными желтыми линиями. Липиды не показаны 

для наглядности. 
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Получение рекомбинантных токсинов 

Рекомбинантный MeKTx13-3 и его производные MeKTx13-3_AAAR (MeKTx13-3 со 

следующими заменами: Q12A, K15A, K18A и D33R) и MeKTx13-3_RMRH (G11R, I28M, 

G30R и D33H; Рис. 16А) получали в составе гибридного белка с белком-помощником Trx 

(Рис. 16Б, В). Для этого при помощи ПЦР были получены гены, кодирующие целевые пеп-

тиды, которые затем были встроены в экспрессионный вектор pET-32b по сайтам рестрик-

ции BamHI и KpnI. После этого, трансформировали клетки E. coli SHuffle T7 Express, кото-

рые затем выращивались в жидкой среде до середины лог-фазы. Экспрессию целевых генов 

индуцировали ИПТГ, клетки инкубировали при комнатной температуре в течение 16 ч. Ги-

бридный белок выделяли при помощи разрушения клеток при помощи ультразвука, за ко-

торым следовала металл-хелатная аффинная хроматография. Полученные гибридные белки 

гидролизовали легкой цепью энтеропептидазы человека при 37°С в течение 16 часов. После 

этого гидролизат разделяли при помощи ОФ-ВЭЖХ на колонке Jupiter C5. Определение 

пика, который соответствует целевому пептиду, производилось при помощи МАЛДИ МС. 

Для пептидов MeKTx13-3, MeKTx13-3_AAAR и MeKTx13-3_RMRH расчетные моноизо-

топные массы [M+H]+ составили 3963, 3832 и 4198 Да соответственно, экспериментально 

измеренные совпали с расчетными. Конечный выход пептидов составил ≈ 5 мг на 1 л среды. 

 

Изучение активности полученных пептидов 

В первую очередь мы сравнили активность природного и рекомбинантного 

MeKTx13-3 на канале KV1.1. Рекомбинантный пептид оказался менее активным, чем натив-

ный токсин (значения ИК50 6,7 ± 2,7 и 1,9 ± 0,2 нМ соответственно), что, скорее всего, свя-

зано с отсутствием у него С-концевого амидирования. Снижение активности оказалось не-

большим, и мы решили использовать рекомбинантный пептид MeKTx13-3 в дальнейших 

исследованиях. 

После этого, мы сравнили активность рекомбинантных пептидов MeKTx13-3 и 

MeKTx13-3_AAAR в концентрации 10 нМ, а MeKTx13-3_RMRH в концентрации 1 нМ про-

тив четырех изоформ KV (KV1.1–1.3 и 1.6), экспрессированных в ооцитах X. laevis (Рис. 18). 

Рекомбинантный MeKTx13-3, как и природный токсин, почти полностью (>95%) ингиби-

ровал калиевые токи через KV1.1; каналы KV1.2, 1.3 и 1.6 были заблокированы на ≈ 25%, ≈ 

50% и ≈ 15% соответственно. В концентрации 10 нМ MeKTx13-3_AAAR блокировал KV1.3 

на ≈ 50%, тогда как KV1.1, 1.2 и 1.6 были заблокированы только на ≈ 15%, ≈ 5% и ≈ 10% 
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соответственно. MeKTx13-3_RMRH в концентрации 1 нМ оказался более активным в отно-

шении KV1.1. В бóльших концентрациях он также ингибировал изоформы KV1.2, 1.3 и 1.6. 

 

 

Рисунок 18. Измерение активности MeKTx13-3, MeKTx13-3_AAAR и MeKTx13-

3_RMRH методом двухэлектродной фиксации потенциала. Записи токов через каналы 

KV1.1–1.3 и 1.6 в контроле и после добавления токсина (отмечены звездочкой) в концентра-

ции 10 нМ для MeKTx13-3 и MeKTx13-3_AAAR, 1 нМ для MeKTx13-3_RMRH. 

 

Наконец, мы построили кривые доза-ответ для чувствительных каналов (Рис. 19; 

Табл. 9 для значений ИК50). MeKTx13-3_AAAR продемонстрировал сравнимую с нативным 

MeKTx13-3 активность в отношении KV1.3 (ИК50 = 8,9 ± 0,9 нМ для природного токсина и 

9,1 ± 0,4 нМ для мутанта), тогда как его сродство к KV1.1 резко снизилось (ИК50 = 541,5 ± 

48,6 нМ вместо 1,9 ± 0,2 нМ для природного MeKTx13-3). MeKTx13-3_AAAR также пока-

зал сниженную активность в отношении KV1.2 (ИК50 = 208,2 ± 15,2 нМ по сравнению с 105,9 

± 14,6 нМ для MeKTx13-3) и KV1.6 (ИК50 = 1522,3 ± 183,4 нМ вместо 63,4 ± 4,5 нМ). 

MeKTx13-3_RMRH, вопреки ожиданиям, оказался с увеличенной аффинностью к KV1.1 и 

1.2 каналам, ИК50 составили 0,11 ± 0,02, 10,7 ± 0,8, 8,1 ± 0,2 и 16,3 ± 1,0 нМ для KV1.1, 1.2, 
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1.3 и 1.6 соответственно (n ≥ 3). Можно увидеть смещение кривых вправо для MeKTx13-

3_AAAR, а для MeKTx13-3_RMRH наблюдается смещение кривой для KV1.1 влево, тем 

самым показывая изменение селективности полученных пептидов. 

Как и ожидалось, селективность MeKTx13-3_AAAR сместилась в сторону KV1.3. 

Для оценки специфичности токсина к конкретной изоформе канала (в нашем случае KV1.3) 

использовался фактор селективности, т.е. отношение значений ИК50 (или Kd) для двух бли-

жайших по аффинности каналов. Для MeKTx13-3 коэффициент селективности KV1.1/KV1.3 

оказался равен примерно 0,2, тогда как для MeKTx13-3_AAAR этот параметр изменился на 

60. Существует ряд более специфичных для KV1.3 токсинов и их производных, например 

HsTx1, Vm24 или moka1, демонстрирующих факторы селективности (KV1.1/KV1.3) 500 или 

даже 1000. Мы сравнили аминокислотные последовательности нескольких десятков токси-

нов из подсемейств α-KTx1–4, 11, 12, 15–18 и 21–24 примерно одной длины и со схожим с 

MeKTx13-3 расположением дисульфидных связей и обнаружили, что два а.о., которые мы 

заменили в данной работе (Q12 и K18) являются консервативными. Во многих токсинах в 

этих позициях встречаются Q/E и K/R соответственно. Оставшиеся два а.о. (K15 и D33) 

являются вариабельными. Все четыре а.о., по-видимому, вносят свой вклад во взаимодей-

ствие токсинов с каналами, и в настоящее время нельзя сказать, почему два из них консер-

вативны, а два других вариабельны. Более того, мы не можем о том, есть ли корреляция 

между этими а.о. и аффинностью или селективностью токсина.Можно предположить, что 

замены, которые мы ввели в MeKTx13-3, могут повлиять на изменение селективности в 

других токсинах α-KTx3 аналогично. Однако на данном этапе развития науки мы не можем 

предсказать специфичность токсинов по первичной структуре. Представляется, что в каж-

дом случае требуются эксперименты по молекулярному моделированию и детальный ана-

лиз контактов. Это связано с тем, что одно изменение в последовательности может факти-

чески повлиять на то, как взаимодействуют другие а.о. — из-за стерических затруднений 

или эффектов упаковки, электростатического притяжения или отталкивания, перетасовки 

водородных связей или локальных перестроек укладки, которые нелегко разрешить на 

уровне первичных структур. Например, в случае MeKTx13-3 остаток K15, по-видимому, 

образует солевой мостик с E353 в KV1.1 (Рис. 17В). Простое рассмотрение первичных 

структур предсказывает тот же солевой мостик в KV1.2, поскольку он имеет D351 в том же 

положении (Рис. 17Г). Однако этот контакт не устанавливается при молекулярном модели-

ровании из-за соседнего R350, который отталкивает K15. Сходным образом, остатки K18 и 

Q12 в структуре MeKTx13-3 создают специфичные для каналов контакты из-за различной 

укладки внеклеточных петель канала, а не только аминокислотных замен. 
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Таблица 9. Значения ИК50 (в нМ), рассчитанные для MeKTx13-3 и его производных 

MeKTx13-3_AAAR и MeKTx13-3_RMRH по отношению к KV1.1–1.3 и 1.6. 

Токсин KV1.1 KV1.2 KV1.3 KV1.6 

MeKTx13-3 1,9 ± 0,2 105,9 ± 14,6 8,9 ± 0,9 63,4 ± 4,5 

MeKTx13-3_AAAR 541,5 ± 48,6 208,2 ± 15,2 9,1 ± 0,4 1522,3 ± 183,4 

MeKTx13-3_RMRH 0,11 ± 0,02 10,7 ± 0,8 8,1 ± 0,2 16,3 ± 1,0 

 

 

Рисунок 19. Кривые зависимости ингибирования тока от концентрации пептида для 

MeKTx13-3 и его производных. 

Молекулярное моделирование 

Для выяснения причин неожиданной специфичности MeKTx13-3_RMRH к KV1.1 мы 

выполнили еще один раунд компьютерного моделирования комплексов этого пептида с KV-

каналами. Мы построили модели комплексов MeKTx13-3_RMRH с каналами KV1.1–1.3, 

рассчитали траектории МД комплексов, встроенных в липидный бислой, проанализировали 

межмолекулярные контакты и вклады а.о. в энергию взаимодействия канал–токсин, а также 



69 

 

сравнили результаты с данными для MeKTx13-3 (Рис. 20, 21Б–Г). Заметим, что рассчитан-

ные абсолютные значения энергии должны рассматриваться только в сравнении с другими 

расчетными значениями. 

 

 

Рисунок 20. Профили энергии взаимодействия MeKTx13-3 (А) и MeKTx13-3_RMRH 

(Б) в комплексах с KV1.1–1.3. Гистограммы показывают вклады отдельных а.о. в энергию 

взаимодействия, усредненные по траектории МД. Планки погрешностей отражают стан-

дартные отклонения. Аминокислотные последовательности показаны над номерами а.о.; за-

мены в MeKTx13-3_RMRH показаны красным шрифтом. 

 

По результатам компьютерного исследования, замена I28M не приводит к заметному 

изменению межмолекулярных контактов или энергии межмолекулярных взаимодействий 

(Рис. 20). Число и характеристика межмолекулярных контактов, образованных остатком 28 

в комплексах MeKTx13-3 и MeKTx13-3_RMRH, различаются незначительно. Остаток D33 

у MeKTx13-3 вносит значительный положительный вклад в энергию взаимодействия (сни-

жает аффинность; Рис. 20) из-за электростатического отталкивания от консервативного от-

рицательно заряженного а.о. в вестибюле канала (D377/375/399 у KV1.1/1.2/1.3, см. Рис. 

21А). Поэтому замена D33H в MeKTx13-3_RMRH нивелирует неблагоприятный энергети-

ческий вклад. Помимо этого, остаток H33 образует водородную связь в комплексе с KV1.1 

(H33–G376, см. Рис. 21Б). Таким образом, очевидны преимущества замены D33H для 
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стабилизации комплекса MeKTx13-3_RMRH—KV1.1. Однако скорее всего этот а.о. не ока-

зывает влияние именно на увеличение специфичности к KV1.1, поскольку (а) H9 образует 

две водородные связи с KV1.2, что может вносить вклад в увеличение сродства к этому ка-

налу; (б) замена D33R в MeKTx13-3_AAAR не предотвратила уменьшение сродства к 

KV1.1, вызванное другими заменами. 

R11 и R30, замененные у MeKTx13-3_RMRH, вносят значительный благоприятный 

вклад в энергию взаимодействия (Рис. 20). Более того, эти модификации приводят к обра-

зованию двенадцати (четверть от общего числа) межмолекулярных контактов: трех соле-

вых мостиков (R11–D361, R11–D377, R30–D361, см. Рис. 21В, Г), трех водородных связей, 

а также трех π-π и трех π-катионных взаимодействий (R11–H355, R11–F356, R30–F356) в 

комплексе с KV1.1. Стоит отметить, что аналогичные контакты невозможны в комплексах 

MeKTx13-3 с KV, поскольку остатки G11 и G30 токсина не имеют боковых цепей. 

Тем не менее, контакты, образованные R11 и R30, сами по себе не объясняют высо-

кую специфичность MeKTx13-3_RMRH к KV1.1. Эти замены не вызывают столь значитель-

ного увеличения сродства к KV1.2 и 1.3, хотя они также участвуют во множестве взаимо-

действий с этими двумя каналами. Очевидно, что контакты R11 и R30 способствуют опти-

мальному положению токсина и ориентации участков канала для возникновения других 

взаимодействий в комплексе с KV1.1, что в конечном итоге и обусловливает специфичность 

пептида. В частности, контакты R30–D361 и R30–F356 фиксируют участок канального 

белка между остатками F356 и D361 рядом с токсином в комплексе MeKTx13-3_RMRH—

KV1.1. Такое фиксированное положение может снижать подвижность соседнего фрагмента 

канала между остатками E353 и H355, что приводит к образованию солевого мостика между 

остатками E353 канала с остатком пептида K31 (Рис. 21). Мы не наблюдали подобных кон-

тактов в комплексах пептида с KV1.2/1.3, поскольку боковые цепи соответствующих остат-

ков D351/T375 не могут достичь ε-аминогруппы K31. 

Благодаря особому положению токсина в комплексе с KV1.1 образуется контакт P36–

Y379. При этом образуется водородную связь между атомами основной цепи P36 у 

MeKTx13-3_RMRH и боковой цепью KV1.1-специфичного остатка Y379 (Рис. 21В), чего не 

происходит в комплексе MeKTx13-3—KV1.1. Аналогичные контакты не наблюдаются в 

комплексах с другими каналами: боковая цепь V377 у KV1.2 слишком коротка и не имеет 

соответствующей функциональной группы, а боковая цепь H401 у KV1.3 не может достичь 

основной цепи P36. 
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Рисунок 21. Модель структуры MeKTx13-3_RMRH в комплексе с KV1.1. (А) Вырав-

нивание аминокислотных последовательностей внеклеточных участков поры каналов 

KV1.1–1.3. Нумерация а.о. указана над каждой последовательностью; отличающиеся а.о. 

показаны на сером фоне. (Б) Общая структура комплекса MeKTx13-3_RMRH—KV1.1в гид-

ратированном липидном бислое после 500 нс МД. Обозначения аналогичны рисунку 11. 

MeKTx13-3_RMRH обозначен розовым цветом; остаток K26 (закупоривает пору канала) 

отображен в виде стержневой модели. (В, Г) Крупный план вестибюля поры канала с панели 

Б (вид слева и справа соответственно). Канал показан в полупрозрачном виде. Липиды уда-

лены. Боковые цепи K26 и других а.о., участвующих в межмолекулярных контактах, отоб-

ражены в виде стержневых моделей; для остатков P36, K37 и G376 показаны атомы основ-

ной цепи. Полярные контакты (водородные связи и солевые мостики) показаны зелеными 

пунктирными линиями. В момент, обозначенный на панели Г, H9 не образует контакта с 

E353. 
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Очевидно, что формирование двух солевых мостиков K37–D361 и K37–D377, а 

также среднеживущих водородных связей H9–E353 и Q12–E353 (Рис. 21Г) также стано-

вится возможными в комплексе MeKTx13-3_RMRH—KV1.1 в результате особого простран-

ственного расположения токсина относительно канального белка. Следует отметить, что 

аналогичные контакты, образованные K37, наблюдаются в комплексе MeKTx13-3 с KV1.3 

(K37–D383, K37–D399), и такие же контакты, образованные H9 и Q12, обнаружены в ком-

плексе MeKTx13-3 с KV1.2 (H9–D351, Q12–D351), но не в комплексах MeKTx13-3_RMRH 

с любым из этих двух каналов. Потеря этих контактов также может быть объяснена не-

сколько различающимся положением токсина дикого типа и его мутанта в комплексах с 

KV1.2 и 1.3. 

Благодаря особому положению пептида MeKTx13-3_RMRH, которое обусловлено 

взаимодействиями остатков R11 и R30 в комплексах с каналом KV1.1, элиминируются не-

которые контакты, наблюдаемые в комплексах с MeKTx13-3, а также появляются новые 

взаимодействия. Так, в комплексах MeKTx13-3_RMRH с KV1.1, 1.2 и 1.3 наблюдаются 45, 

29 и 23 специфичных контакта соответственно, и лишь 10, 8 и 3 из них идентичны для 

MeKTx13-3 и MeKTx13-3_RMRH (Приложение 1). Скорее всего, переход от MeKTx13-3 к 

MeKTx13-3_RMRH привел к увеличению числа контактов, что приводит к увеличению 

сродства к KV1.1 и 1.2 (поскольку мутант образует больше контактов в этих двух комплек-

сах), но не влияет на сродство к KV1.3. 

Согласно результатам компьютерного анализа межмолекулярных контактов, 

MeKTx13-3_RMRH образует 23 специфических и 245 гидрофобных контактов с KV1.3, а 

MeKTx13-3 — 30 и 263 соответственно. Несмотря на это, MeKTx13-3_RMRH формирует 

большее число долгоживущих водородных связей и солевых мостиков в комплексе с KV1.3 

(10 и 5 соответственно), чем токсин дикого типа (8 и 4). Предположительно, сходная актив-

ность токсинов в отношении KV1.3 связана с перераспределением количества и характери-

стики контактов. 

По результатам вычислительного анализа оказалось, что остатки R11 и R30 играют 

основную роль в селективном связывании MeKTx13-3_RMRH с KV1.1. В комплексах с KV-

каналами эти а.о. формируют большое количество межмолекулярных взаимодействий, ко-

торые стабилизируют специфическое положение токсина относительно канального белка. 

Особое расположение токсина обеспечивает формирование дополнительных контактов 

(остатками K31, P36, K37, а также H9 и Q12) в комплексе с KV1.1, что, как мы полагаем, 

лежит в основе высокого сродства к этой изоформе. 
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3.2.2 Получение рекомбинантного пептида ChTx_M29I 

При анализе литературы была обнаружена работа, в которой обсуждалось взаимо-

действие токсина ChTx с каналом D. melanogaster Shaker [190]. В канале дикого типа име-

ется остаток T449, и при взаимодействии с ChTx образуется высокоаффинный комплекс (Kd 

≈ 0,063 нМ). Однако, если в канале имеется замена T449F, а в токсине M29I, то образуется 

намного более слабый комплекс (Kd ≈ 1100 нМ). Из этого наблюдения можно сделать вы-

вод, что взаимодействие изолейцина с большим ароматическим а.о. имеет положительный 

вклад в свободную энергию комплексообразования. Мы сравнили аминокислотные после-

довательности канала Shaker и его гомологов у млекопитающих (Рис. 22) и обнаружили, 

что у человека в том же положении находятся различные а.о. Так как известно, как дей-

ствует ChTx дикого типа на гомологичные каналы, то мы решили проверить, изменится ли 

аффинность ChTx с заменой M29I и сохранится ли тенденция ухудшения взаимодействия 

пептида с каналом, у которого в том же положении, что и остаток T449 в канале Shaker, 

находится большой ароматический а.о. (Рис. 22, выделены полужирным шрифтом) 

 

Shaker 416 FAEAGSENSFFKSIPDAFWWAVVTMTTVGYGDMTPVGVW 454 

hKV1.1 346 FAEAEEAESHFSSIPDAFWWAVVSMTTVGYGDMYPVTIG 384 

hKV1.2 348 FAEADERESQFPSIPDAFWWAVVSMTTVGYGDMVPTTIG 386 

hKV1.3 418 FAEADDPTSGFSSIPDAFWWAVVTMTTVGYGDMHPVTIG 456 

hKV1.6 396 FAEADDDDSLFPSIPDAFWWAVVTMTTVGYGDMYPMTVG 434 

    

Рисунок 22. Сравнение аминокислотных последовательностей порового региона ка-

нала Shaker и KV1. Серым фоном показаны различающиеся а.о., полужирным выделены 

ключевые а.о., предположительно взаимодействующие с остатком токсина M/I29. 

 

Получение рекомбинантного петпида 

Получение рекомбинантного пептида в составе гибридного белка с Trx велось ана-

логично вышеупомянутым примерам. Выход целевого пептида составил 4 мг с 1 л пита-

тельной среды (Рис. 23). 

 

Электрофизиологическое исследование 

Полученный пептид ChTx_M29I был исследован на KV-каналах аналогично. По срав-

нению с обычным ChTx его аффинность к каналам KV1.1 и 1.6 упала: в концентрации 2 мкМ 
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блок тока через каналы составил 3,1 ± 2,7% и 9,6 ± 0,6% соответственно (Рис. 24, Табл. 10). 

Токсин дикого типа является слабо селективным по отношению к каналу KV1.3 (Табл. 10), 

а у его мутанта аффинность к этому каналу упала в ≈ 20 раз. И наоборот, к каналу KV1.2 он 

стал в 1500 раз более аффинным (ИК50 = 6,0 ± 0,4 пМ). Фактор селективности для каналов 

KV1.2/KV1.3 составил 680. Таким образом, ChTx_M29I является примером селективного ли-

ганда KV1.2. 

Так как тут мы наблюдаем падение аффинности ChTx_M29I по отношению к кана-

лам KV1.1 и 1.6, то скорее всего это происходит из-за наличия остатков Y379 и Y429 у них 

соответственно. В отношении KV1.3 тоже видно падение активности, скорее всего это свя-

зано с наличием крупного а.о. (H451) в этой позиции. Увеличение активности по отноше-

нию к каналу KV1.2 скорее всего связано с тем, что в обсуждаемой позиции у него находится 

а.о. с короткой и гидрофобной боковой цепью (V381). 

 

Таблица 10. Сравнение аминокислотных последовательностей и фармакологическая 

характеристика харибдотоксина (ChTx) и его мутанта ChTx_M29I. Светло-серым выделены 

остатки цистеина, темно-серым обозначена позиция, в которую вносилась замена. Z обо-

значает остаток пироглутаминовой кислоты. Указаны значения Kd (для ChTx) [99, 100] и 

ИК50 (для ChTx_M29I) в нМ. 

Пептид Последовательность KV1.1 KV1.2 KV1.3 KV1.6 

ChTx ZFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRGKCMNKKCRCYS 1500 9 0,19 22 

ChTx_M29I ZFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRGKCINKKCRCYS 2000/3,11 0,006 4,1 2000/9,6 

1“А/Б” означает, что в концентрации А нM пептид блокирует ток через канал на Б процентов. 
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Рисунок 23. (А) Хроматографическое разделение продуктов гидролиза гибридного 

белка Trx-ChTx_M29I легкой цепью энтеропептидазы человека. (Б) Спектр очищенного 

ChTx_M29I, полученный при помощи МАЛДИ масс-спектрометрии в рефлекторном ре-

жиме, показаны моноизотопные массы. Расчетная моноизотопная масса [M+H]+ составляет 

4293 Да, экспериментально измеренная — тоже 4293 Да. 

 

Мы предполагаем, что такой эффект увеличения аффинности связан с Ван-дер-ва-

альсовыми взаимодействиями между а.о., если предполагать, что ChTx_M29I располагается 

в вестибюле поры канала аналогично ChTx из структуры комплекса с химерным каналом 

KV1.2/2.1 [30]. При таком расположении остаток M29 токсина сближен с остатком V381 

канала (Рис. 25). При наличии в этом положении большого ароматического а.о. скорее всего 

возникают стерические затруднения, что ведет к падению аффинности. 
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Рисунок 24. Фармакологическая характеристика пептида ChTx_M29I. (А‒Г) Записи 

токов через мембрану ооцитов в контроле (черные кривые) и в присутствии пептида (2 мкМ 

для KV1.1 и 1.6, 6 пМ для KV1.2 и 4 нМ для KV1.3; серые кривые). (Д, Е) Кривые доза-ответ 

для каналов KV1.2 и 1.3, пунктирными линиями показаны значения ИК50 (n ≥ 3). 
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Рисунок 25. Структура комплекса ChTx с каналом KV1.2/2.1. Канал показан серым, 

остаток V381 выделен желтым; токсин показан фиолетовым, K27 выделен синим, M29 — 

оранжевым. 
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3.3 Искусственные пептиды, полученные на основе α-гарпининов 

Как упоминалось ранее в обзоре литературы, в нашей лаборатории уже проводились 

эксперименты по получению лигандов KV-каналов на основе защитного пептида из пше-

ницы [174, 175]. Мы предполагаем, что такой каркас можно использовать в качестве шаб-

лона для получения селективных лигандов KV-каналов. Мы сконцентрировались на увели-

чении аффинности пептида Tk-hefu-2 к каналу KV1.3. Мы предположили, что увеличение 

общего положительного заряда молекулы на поверхности, которая взаимодействует с кана-

лом, должно привести к увеличению аффинности ко всем KV-каналам, и, в частности, KV1.3. 

Для того, чтобы предложить такие аминокислотные замены мы прибегли к нескольким ра-

ундам молекулярного моделирования, результаты которого мы подтверждали эксперимен-

тально. 

 

3.3.1 Получение и изучение пептида Tk-hefu-10 

Молекулярное моделирование и новые замены в структуре Tk-hefu-2 

Была создана модель комплекса Tk-hefu-2—KV1.3, при анализе которой мы предло-

жили 11 аналогов Tk-hefu-2 с потенциально более высоким сродством к KV1.3 (Tk-hefu-5, 

Tk-hefu-6 и Tk-hefu-2_v1–v9, Табл. 11). Стратегия заключалась в том, чтобы ввести заря-

женные а.о. в Tk-hefu-2 так, чтобы на предполагаемой контактной поверхности с KV1.3 

было 1) больше положительно заряженных а.о. или 2) меньше отрицательно заряженных 

а.о. 

Проведено моделирование канала KV1.3 в комплексе с предложенными пептидами 

(Tk-hefu-5, Tk-hefu-6 и Tk-hefu-2_v1–v9, Табл. 11), рассчитаны траектории МД, проведен 

вычислительный анализ контактных поверхностей и энергетического вклада а.о. в комплек-

сообразование. Надежность смоделированных комплексов оценивалась путем независи-

мого докинга без использования концепции «диады». Тщательный анализ результатов до-

кинга не показал каких-либо преимуществ по сравнению с «диадными» моделями, поэтому 

мы использовали последние. Стабильность исследуемой молекулярной системы была под-

тверждена путем удлинения выбранных траекторий МД еще на 400 нс. Вклад отдельных 

а.о. в энергию межмолекулярного взаимодействия оценивали с использованием программ-

ного обеспечения IMPULSE и инструмента g_mmpbsa [191]. Анализ вычислений, выпол-

ненных этими двумя способами, показал, что они обладают схожей зависимостью во вкладе 

отдельных а.о. в энергию связывания. 



 

 
 

Таблица 11. Аминокислотные последовательности Tk-hefu и его производных, полученных при по-

мощи моделирования, и их активность против KV-каналов. 

Пептид 
Последовательности и аминокислотные 

заменыа 

Активность 

KV1.1 KV1.2 KV1.3 KV1.6 

Предыдущие исследованияб 

 1   5    10   15   20   25 28     
Tk-hefuв ----------------------E-----   -g 40000/8.3з 32400±2600и 40000/7.3 

Tk-hefu-2в ADDRCYRMCQRYHDRREKKQCKKGCRYG - - 2000±100  - 

Tk-hefu-3 ---------------------M------ - - - - 
Tk-hefu-4 -----E---------------------- - - 11100±2800 - 

Первый раунд  

 1   5    10   15   20   25 28     

Tk-hefu-5г -K-------------------------- - 10000/12±3 2700±300 - 
Tk-hefu-6г --K------------------------- - - 700±100 - 

Tk-hefu-2_v1д --K----------K--------------     

Tk-hefu-2_v2д -K-----------K--------------     
Tk-hefu-2_v3д -KK----------K--------------     

Tk-hefu-2_v4д -KK-------------------------     

Tk-hefu-2_v5д -------------K--------------     

Tk-hefu-2_v6д -------------R--------------     
Tk-hefu-2_v7д -------------H--------------     

Tk-hefu-2_v8д -------------Q--------------     

Tk-hefu-2_v9д -------------W--------------     

Второй раунд: компьютерное моделирование 

 1   5    10   15   20   25 28     

Tk-hefu-6_v1д --K-------------Q-----------     

Tk-hefu-6_v2д --R-------------------R-----     
Tk-hefu-6_v3д --K------K-------Y----------     

Tk-hefu-6_v4д --K--KQ---------------------     

Tk-hefu-6_v5д -QK----------Q--Q-----------     
Tk-hefu-6_v6д -QKQ--Q---Q--Q--Q-----------     

Tk-hefu-6_v7д SNRQ------------------------     

Tk-hefu-6_v8д SNRQ-KQ---Q--Q--Q-----------     

Tk-hefu-6_v9д -QKQ-KQ---Q--Q--Q-----------     



 

 
 

Tk-hefu-6_v10д --K--------------RR---------     

Tk-hefu-6_v11д SNKQ------------------------     

Второй раунд: экспериментальные данные 

 1   5    10   15   20   25 28     

Tk-hefu-7е -QK------------------------- - - 700/39 - 

Tk-hefu-8е -QK--------------RR--------- - 5000/40 700/59 - 
Tk-hefu-9е -QK--KQ----------RR--------- - 5000/24 700/62 - 

Tk-hefu-10г -QK--KQ------Q--QRR--------- - 5000±2000  152.7±34.2 5000/30 
аОстатки, идентичные Tk-hefu-2, показаны чертой; нумерация остатков показана над последовательностями. 
бTk-hefu и его более активный (Tk-hefu-2), более слабый (Tk-hefu-4) и неактивный (Tk-hefu-3) аналоги были 

синтезированы и охарактеризованы ранее [174, 175]. вTk-hefu и Tk-hefu-2 изучались in silico для сравнения 

расчетных параметров взаимодействия с каналом KV1.3, а также для проверки предложенных вычислительных 

подходов. гПептиды, изученные при помощи как моделирования, так электрофизиологии. дПептиды, изучен-

ные только путем моделирования. еПептиды, изученные только экспериментально. жОтсутствие эффекта при 

концентрации 20 мкМ. зА/Б означает, что лиганд в концентрации А нМ уменьшал ионный ток через каналы на 

Б процентов. иЗначение ИК50 в нМ. 
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Полученные профили энергии отдельных а.о. описывают взаимодействие пептидов 

с KV1.3 (Рис. 26) и показывают, что большинство предложенных замен вносят благоприят-

ный вклад (снижение значений энергии) в связывание с каналами (аналогично замене E23K, 

введенной ранее в Tk-hefu для получения Tk-hefu-2). 

 

 

Рисунок 26. Энергетические профили взаимодействия Tk-hefu-2 и его производных 

в комплексе с KV1.3. Обозначения аналогичны рисунку 20. Буквы над каждой группой 

столбцов обозначают аминокислотные остатки для каждого из 13 пептидов; остатки, иден-

тичные Tk-hefu-2, показаны серым цветом. 
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Более отрицательный энергетический вклад предполагает повышенную аффинность 

связывания предлагаемого пептида с KV1.3 (по сравнению с Tk-hefu-2). Чтобы идентифи-

цировать а.о. канала, которые могут в наибольшей степени способствовать отталкиванию 

пептидов, были проанализированы расстояния между отрицательно заряженными груп-

пами канала и пептидов. Анализ межмолекулярного интерфейса комплексов при МД пока-

зал, что не каждый а.о., модифицированный в Tk-hefu-2, способен образовывать дополни-

тельные специфические контакты (солевые мостики, водородные связи, π-катионые или 

стэкинг-взаимодействия) с KV1.3. Так, пептиды с одиночными заменами D14K, D14R, 

D14H, D14Q или D14W (Tk-hefu-2_v5–v9, Табл. 11) не образовывали дополнительных дол-

гоживущих межмолекулярных контактов. Другие замененные остатки (D2K, D3K, а также 

D14K, например в Tk-hefu-2_v3) давали несколько солевых мостиков (до двух) и водород-

ных связей (до четырех) с каналом, что в теории должно привести к повышению аффинно-

сти. 

 

Получение производных первого раунда мутагенеза 

Для получения производных Tk-hefu-2 использовался аналогичный подход, как и в 

предыдущих случаях. Конечный выход пептидов составил 2 мг на 1 л бактериальной куль-

туры. На этом этапе мы смогли получить Tk-hefu-5 и 6, тогда как Tk-hefu-2_v1–v3, по-ви-

димому, не могут сформировать правильную конформацию; на хроматограммах наблюда-

лись множественные широкие пики, содержащие компоненты с одинаковой молекулярной 

массой. Вероятно, вносимые изменения (а именно аминокислотная замена D14K) локально 

«перегружают» структуру избыточным положительным зарядом, препятствуя формирова-

нию вторичной структуры и не давая полипептидной цепи принимать правильную укладку. 

 

Электрофизиологическое исследование 

Полученные Tk-hefu-5 и 6 были протестированы против KV1.3. Значения ИК50 со-

ставляли 2,7 ± 0,3 мкМ для Tk-hefu-5 и 0,7 ± 0,1 мкМ для Tk-hefu-6, тогда как ИК50 для 

«родительского» пептида Tk-hefu-2 составляла 2,3 ± 0,4 мкМ (n ≥ 3). Вычислительный ана-

лиз показывает, что боковая цепь K3 в Tk-hefu-6 образует один солевой мостик и две водо-

родные связи с остатками KV1.3 D433 и D449 (Рис. 27), тогда как D3 в Tk-hefu-2 не образует 

эти связи, тем самым можно объяснить более высокую активность Тk-hefu-6. На основании 
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этих результатов Tk-hefu-6 был выбран в качестве отправной точки для дальнейшего повы-

шения аффинности к KV1.3. 

 

Второй раунд мутагенеза: результаты вычислений 

С одной стороны, целенаправленное введение в пептид положительно заряженных 

а.о. может повысить его аффинность связывания с KV1.3, а с другой стороны, локальная 

«перегрузка» пептида положительными зарядами может привести к неправильной укладке. 

Учитывая это, дальнейшее повышение аффинности требует модификации стратегии моле-

кулярного дизайна Tk-hefu-6 (наиболее успешного искусственного пептида из первого ра-

унда) для того, чтобы: 1) увеличить количество положительно заряженных а.о. на опреде-

ленных участках, взаимодействующих с каналом, и/или уменьшить количество отрица-

тельно заряженных а.о.; 2) локально «разгрузить» удаленные от канала части пептидов от 

избыточных положительных зарядов (по результатам, полученным для поверхности кон-

такта Tk-hefu-6–KV1.3 и энергетических профилей); 3) увеличить количество водородных 

связей без изменения заряда (а именно за счет замен K на R). Мы получили 11 новых пеп-

тидов (Табл. 11, Tk-hefu-6_v1–v11) и смоделировали влияние соответствующих замен. 

 

 

Рисунок 27. Модель структуры комплекса Tk-hefu-6—KV1.3. (A) Общая структура 

комплекса после 100 нс МД внутри гидратированной липидной двухслойной мембраны. 

Обозначения аналогичны рисунку 11. (Б) Крупный план Tk-hefu-6 из (A), наложенный на 

Tk-hefu-2 для сравнения (полупрозрачный синий). Показаны D433 и D449 канала (бледно-

голубые стержни), а также D3 Tk-hefu-2 (полупрозрачные голубые стержни). Водородные 

связи показаны пунктирными желтыми линиями. Липиды опущены для ясности. 
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Чтобы оценить влияние аминокислотных замен на взаимодействие пептидов с KV1.3, 

мы провели вычисления, аналогичные процедурам, описанным выше. Энергетические про-

фили пептидов, образующих комплекс с KV1.3 (Рис. 28), показали, что замена отрицательно 

заряженных а.о. любыми другими значительно уменьшала неблагоприятный вклад в энер-

гию взаимодействия, тогда как замена положительно заряженных а.о. на нейтральные при-

водила к противоположному результату. 

 

 

Рисунок 28. Энергетические профили взаимодействия Тk-hefu-6 и его аналогов «вто-

рого раунда» в комплексе с KV1.3. Обозначения аналогичны рисунку 20. 
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Многие из предложенных замен позволили сформировать дополнительные специ-

фические межмолекулярные контакты по сравнению с комплексом Tk-hefu-6—KV1.3. За-

мены K на R в различных положениях приводили к образованию дополнительных солевых 

мостиков (до двух) и водородных связей (до трех). Замена Y6K дала множественные соле-

вые мостики, водородные связи и π-катионные взаимодействия. D2N и D2Q также привели 

к увеличению количества водородных связей (до трех). При замене Q10K появлялся допол-

нительные солевой мостик и π-катионное взаимодействие, а при K18Y тирозин образовы-

вал дополнительный стэкинг-контакт, тогда как R4Q, R7Q, R11Q, D14Q и E17Q суще-

ственно не влияли на общее количество межмолекулярных контактов. 

 

Второй раунд модификаций: результаты экспериментов 

Анализ замен в структуре Tk-hefu-6 выявил те, которые, вероятно, приведут к уси-

лению связывания (Рис. 28). Несколько таких замен по отдельности или в сочетании с дру-

гими дали пептиды, названные Tk-hefu-7–10 (Табл. 11). Все процедуры для получения про-

изводных второго раунда были такими же, как и для первого раунда. На рисунке 29 пока-

заны основные этапы получения пептидов на примере Tk-hefu-10. Выход составил ~ 2 мг с 

1 л бактериальной культуры. 

Рекомбинантные пептиды были охарактеризованы с помощью спектроскопии КД, 

чтобы убедиться, что их α-спиральная структура сохраняется, несмотря на замены. В таб-

лице 12 представлено содержание элементов вторичной структуры пептидов по сравнению 

с исходным пептидом Tk-AMP-X2 из пшеницы. По-видимому, мутантные пептиды Tk-hefu 

сохраняют α-спиральную конформацию, характерную для α-гарпининововй укладки. 

Рекомбинантные пептиды Tk-hefu-7–10 тестировали на каналах KV1.3 в концентра-

ции 0,7 мкМ для сравнения их активности с «родительским» пептидом Tk-hefu-6 из первого 

раунда модификаций (его ИК50 ≈ 0,7 мкМ). Производные второго раунда блокировали 

KV1.3-опосредованные токи на ≈ 39, 59, 62 и 69% соответственно. Для проверки селектив-

ности Tk-hefu-10, наиболее активного производного, его активность измеряли на каналах 

KV1.2 и KV1.6. В концентрации 5 мкМ токи через KV1.2 и KV1.6 блокировались на 50 и 30% 

соответственно (Рис. 30). 
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Рисунок 29. Получение рекомбинантных производных Tk-hefu-2 на примере Tk-

hefu-10. (A) Электрофоретический анализ полученных образцов при экспрессии гена Trx-

Tk-hefu-10 и очистке Tk-hefu-10. На дорожку 1 наносили маркеры молекулярной массы; 

2 — общий клеточный белок до индукции ИПТГ; 3 — общий клеточный белок после ин-

дукции; 4 — белки, не связавшиеся с кобальтовой смолой; 5 — очищенный гибридный бе-

лок. (Б) Профиль разделения гибридного белка Trx-Tk-hefu-10, расщепленного легкой це-

пью энтеропептидазы человека, методом ОФ-ВЭЖХ. (В) МАЛДИ МС спектр очищенного 

Tk-hefu-10. Расчетная моноизотопная масса [M+H]+ составляет 3580 Да, экспериментально 

измеренная — тоже 3580 Да. 

 

Таблица 12. Содержание элементов вторичной структуры в Tk-AMP-X2 и его произ-

водных по данным спектроскопии КД. 

Название α-Спираль, % β-Слой, % β-Поворот, % Неупорядоченная, % NRMSD 

Tk-AMP-X2 42,5 7,2 18,6 31,7 0,01 

Tk-hefu-2 35,4 13,6 20,8 30,2 0,02 

Tk-hefu-6 35,8 12,5 20,9 30,8 0,02 

Tk-hefu-10 29,7 14,2 22,7 33,4 0,02 
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Рисунок 30. Активность производных Tk-hefu-2 на KV-каналах. (A) Кривые зависи-

мости ингибирования тока ионов через каналы KV1.3 от концентрации пептидов для Tk-

hefu-2, 6 и 10. Усы показывают стандартную ошибку среднего (n ≥ 3). (Б) Активность Tk-

hefu-10 на каналах KV1.2, 1.3 и 1.6, экспрессированных в ооцитах лягушки X. laevis. Пока-

заны записи токов через соответствующие каналы в контроле и после добавления пептида 

(отмечены звездочкой) в указанных концентрациях. 

 

ИК50 для KV1.3 составила 152,7 ± 34,2 нМ, что соответствует 4,6 и 15,1-кратному 

увеличению аффинности по сравнению с Tk-hefu-6 и Tk-hefu-2 соответственно (Рис. 30; 

Табл. 11). Tk-hefu-10 сохраняет высокую селективность Tk-hefu-2; значение ИК50 для KV1.3 

в 33 раза ниже, чем для ближайшего по аффинности канала KV1.2. Чтобы проверить, какие 

именно замены в Tk-hefu-6 привели к увеличению сродства, которое мы наблюдаем в пеп-

тиде Tk-hefu-10, мы смоделировали комплекс Tk-hefu-10 с KV1.3 и подвергли его 110 нс 

МД. Моделирование и последующий вычислительный анализ аналогичны процедурам, 

описанным выше. Как и ожидалось, остаток Q2 образует дополнительную водородную 

связь с остатком H451 (Рис. 26). K3 образует те же контакты, что и в комплексе Tk-hefu-6—

KV1.3, и дополнительно образует π-катионное взаимодействие с H451. Замена Y6K привела 

к дополнительному солевому мостику и π-катионному взаимодействию, но вызвала потерю 

одного стэкинг-контакта. Замены K18R и K19R привели к двум дополнительным стэкинг-

взаимодействиям. 

3.3.2 Получение и изучение пептида Tk-hefu-11 

Среди полученных в предыдущей главе пептидов самым аффинным в отношении 

KV-каналов оказался Tk-hefu-10. Замены в Tk-hefu-7–10 вводились поочередно, и можно 
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отметить, что при переходе от Tk-hefu-6 к 7 произошло падение аффинности, а при пере-

ходе Tk-hefu-8 к 9 увеличения аффинности почти не наблюдается. В связи с этим мы ре-

шили сохранить лишь те а.о., которые приводили к значительному увеличению аффинности 

по отношению к каналу KV1.3 (Табл. 11). Таким образом на основе предыдущих экспери-

ментов был предложен новый пептид, названный Tk-hefu-11. 

 

Получение Tk-hefu-11 

Tk-hefu-11 был получен в бактериальной системе экспрессии аналогично предыду-

щим пептидам (Рис. 31). Конечный выход Тk-hefu-11 составил ~6 мг на 1 л бактериальной 

культуры. 

 

 

Рисунок 31. (А) Выделение рекомбинантного пептида Tk-hefu-11 после гидролиза 

гибридного белка Trx-Tk-hefu-11 легкой цепью энтеропептидазы человека. (Б) МАЛДИ 

масс-спектр очищенного пептида Tk-hefu-11. (В) Увеличенная область спектра. Измерен-

ная моноизотопная молекулярная масса [M+H]+ составила 3629,47 Да, рассчитанное зна-

чение составило 3629,75 Да. 
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Активность Tk-hefu-11 

Tk-hefu-11 тестировали на тех же каналах, на которых был активен Tk-hefu-10. В 

концентрациях 2 мкМ и выше наблюдался лизис ооцитов, поэтому были рассчитаны значе-

ния ЭК50, которые для KV1.3 и 1.6 составили 70,4 ± 2,9 нМ и 10,0 ± 0,5 нМ соответственно, 

в то время как 1 мкМ Tk-hefu-11 ингибировал KV1.1 на 41,2 ± 2,9% и KV1.2 на 50,1 ± 0,8% 

(n ≥ 3). Эти данные указывают на более сильное ингибирование канала KV1.6 по сравнению 

с другими протестированными изоформами KV-каналов, что делает Tk-hefu-11 уникальным 

пептидом, обладающим способностью ингибировать KV1.6 в наномолярном диапазоне и 

коэффициентом селективности >8 (Рис. 32A–Г и Табл. 14). 

Чтобы определить, ингибирует ли Tk-hefu-11 каналы KV1 как поровый блокатор или 

взаимодействует с ПЧД, мы использовали два подхода. Первый подход заключался в том, 

что Tk-hefu-11 тестировали на мутантах KV1.3; конструкции hKV1.3-mut1–3 описаны в раз-

деле, посвященном изучению токсина MeKTx11-1. Значительные различия в блокирующей 

активности Tk-hefu-11 наблюдались для всех конструкций (Рис. 32Д–З), что позволяет 

предположить, что пептид взаимодействует с порой канала. Следует отметить, что mut3 

содержит небольшой фрагмент mut1 (Рис. 15) только с двумя заменами. Немного более вы-

сокий уровень ингибирования Tk-hefu-11 для mut3 по сравнению с KV1.3 дикого типа сви-

детельствует о том, что эти замены хоть и незначительно, но влияют на связывание. Напро-

тив, сильное снижение ингибирующего эффекта, наблюдаемое для mut1, указывает на важ-

ность D423, P424 или S429 для взаимодействия пептида с KV1.3 по сравнению с соответ-

ствующими остатками в KV1.2. 

Второй подход заключался в том, что мы оценили зависимость проводимости от по-

тенциала для канала KV1.6 (Рис. 32И). Достоверной разницы в значениях V1/2 не наблюда-

лось: 7,7 ± 0,8 мВ и 12,9 ± 0,9 мВ в контроле и в присутствии 10 нМ Tk-hefu-11 соответ-

ственно. Если бы пептид действовал на ПЧД, мы бы ожидали увидеть сдвиг зависимости 

активации от напряжения. В совокупности эти данные указывают на то, что Tk-hefu-11 вза-

имодействует с ПД KV-каналов. 

Поскольку мы наблюдали лизис ооцитов при более высоких концентрациях Tk-hefu-

11, мы решили проверить его противомикробную активность, которая является отличитель-

ной чертой цитолитических пептидов. Мы не обнаружили какой-либо активности в концен-

трациях до 20 мкМ ни в отношении грамположительных, ни в отношении грамотрицатель-

ных бактерий. Кроме того, пептид не проявлял гемолитической или цитолитической актив-

ности в концентрациях до 20 мкМ (n  ≥ 3). 
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Рисунок 32. Электрофизиологический профиль Tk-hefu-11 (n ≥ 3). (A, Б) Записи то-

ков, проходящих через каналы, экспрессированные в ооцитах X. laevis. Показаны записи 

для (A) KV1.1 и (Б) KV1.2 в контрольных условиях (сплошные линии) и после добавления 

пептида. Штриховые линии представляют записи тока в присутствии 1 мкМ Tk-hefu-11, 

пунктирные линии представляют ток в присутствии 2 мкМ Tk-hefu-11, а штрихпунктирные 

линии представляют нулевой уровень тока. (В) Кривые доза-ответ для Tk-hefu-11 на кана-

лах KV1.3 и 1.6. (Г–Ж) Записи токов на каналах (Г) KV1.3, (Д) KV1.3mut1, (Е) KV1.3mut2 и 

(Ж) KV1.3mut3 в контроле (сплошные линии) и после добавления 80 нМ Tk-hefu-11 (пунк-

тирные линии). Штрихпунктирные линии представляют нулевой уровень тока. (З) Сравне-

ние активности Tk-hefu-11 в отношении различных каналов. Процент блока показан как 

среднее значение ± стандартная ошибка среднего, ****p<0,0001; ***р<0,01. (И) Соотноше-

ние проводимость–мембранный потенциал (G/Gmax–V) KV1.6 в контроле (черные символы) 

и в присутствии 10 нМ Tk-hefu-11 (белые символы). 



 

 
 

Таблица 14. Аминокислотные последовательности производных Tk-hefu и их активность против KV-каналов. Серая заливка 

выделяет цистеины, образующие дисульфидные связи. Аминокислотные замены, введенные в Tk-AMP-X2 для получения пептидов 

Tk-hefu, выделены жирным шрифтом. 

Название Последовательность KV1.1 KV1.2 KV1.3 KV1.6 

κ-Hefutoxin-1 -GHACYRNCWR--EGNDEETCKERC--- - 150000 40000  

Tk-AMP-X2 ADDRCERMCQRYHDRREKKQCMKGCRYG - - - - 

Tk-hefu-1 ADDRCYRMCQRYHDRREKKQCKEGCRYG - 40000/8,3 34000±2800 40000/7,3 

Tk-hefu-2 ADDRCYRMCQRYHDRREKKQCKKGCRYG - 40000/11,7 2300±400 40000/17,4 

Tk-hefu-6 ADKRCYRMCQRYHDRREKKQCKKGCRYG 5000/75±5 5000/69±1 700±100 5000/58±3 

Tk-hefu-7 AQKRCYRMCQRYHDRREKKQCKKGCRYG 5000/62±4 5000/48±2 700/39 5000/68±2 

Tk-hefu-8 AQKRCYRMCQRYHDRRERRQCKKGCRYG 5000/72±1 5000/40 700/59 5000/50±2 

Tk-hefu-9 AQKRCKQMCQRYHDRRERRQCKKGCRYG 5000/79±2 5000/24 700/62 5000/51±1 

Tk-hefu-10 AQKRCKQMCQRYHQRRQRRQCKKGCRYG 5000/54±5 5000±2000 152,7±34,2 5000/30 

Tk-hefu-11 ADKRCYRMCQRYHQRRQRRQCKKGCRYG 1000/41,2±2,9 1000/50,1±0,8 70,4±2,91 10,0±0,51 
1ЭК50 

Условные обозначения аналогичны таблице 1. 

.
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Пространственная структура Tk-hefu-11 

Трехмерная структура Tk-hefu-11 была изучена в водном растворе. Для этого полу-

чили 15N-меченый аналог пептида (15N-Tk-hefu-11), используя в качестве источника азота 

культуральную среду, содержащую только 15N. Структура пептида была изучена в лабора-

тории биомолекулярной ЯМР-спектроскопии ИБХ РАН. Химические сдвиги и координаты 

депонированы в базы данных PDB и BMRB под регистрационными кодами 7QXJ и 34703 

соответственно. Структура Tk-hefu-11 в растворе состоит из двух антипараллельных α-спи-

ралей (остатки K3–Q10 и R15–G24), соединенных короткой петлей (Рис. 33), соответству-

ющих α-гарпининовой укладке, которая описана для многих растительных пептидов [192]. 

Структура стабилизирована двумя дисульфидными мостиками (С5–С25 и С9–С21) и девя-

тью водородными связями внутри α-спиралей. Детальный анализ полученной структуры 

показывает, что Y6, вероятно, образует π-катионный контакт с K3 и/или K22. Tk-hefu-11 

имеет небольшое гидрофобное ядро, образованное дисульфидными связями, окруженными 

M8 и Y12 с одной стороны и A1, Y6 и Y27 с другой стороны. Tk-hefu-11 также обнаружи-

вает анизотропное распределение электростатических параметров; выраженная положи-

тельно заряженная сторона образована остатками аргинина и лизина, а незаряженная и от-

носительно неполярная сторона образована боковыми цепями остатков цистеина, метио-

нина и тирозина. 

 

Молекулярное моделирование объясняет селективность Tk-hefu-11 

Чтобы выявить молекулярные детерминанты, которые объясняют различия в актив-

ности Tk-hefu-10 и 11 на KV-каналах, мы провели компьютерное исследование молекуляр-

ных комплексов этих пептидов с hKV1.3 и rKV1.6 (Рис. 34). Мы воспользовались исследо-

ванной ЯМР-структурой Tk-hefu-11 и построили гомологичную модель Tk-hefu-10 на ее 

основе. Рассчитаны траектории МД, проведен вычислительный анализ контактных поверх-

ностей и энергетического вклада а.о. в комплексообразование. В соответствии с результа-

тами нашего исследования производных Tk-hefu, анализ вкладов отдельных а.о. в энергию 

межмолекулярного взаимодействия дал ожидаемые результаты (Рис. 35). 
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Рисунок 33. Пространственная структура Tk-hefu-11. Аминокислотная последова-

тельность представлена выше. N-концевая α-спираль показана светло-розовым, а C-

концевая — розовым. Дисульфидные связи показаны желтыми стержневыми структурами; 

боковые цепи положительно заряженных а.о. показаны синими линиями; отрицательно за-

ряженных, красными; ароматических и гидрофобных, оранжевыми; и гидрофильных неза-

ряженных, фиолетовыми линиями. 

 

При переходе от Tk-hefu-10 к 11 замена нейтрального а.о. на отрицательно заряжен-

ный (Q2D), а также замена положительно заряженного а.о. на нейтральный (K6Y) дает от-

рицательный вклад в связывание с каналом (увеличение значений энергии). Наоборот, за-

мена Q7R дает положительный вклад (падение значений энергии). Эти тенденции наблю-

даются в комплексах как с KV1.3, так и с KV1.6. Анализ траекторий МД показал, что в ком-

плексах Tk-hefu-11–rKV1.6, Tk-hefu-10–rKV1.6 и Tk-hefu-11–hKV1.3 пептиды значительно 

меняют свое положение относительно исходного состояния, тогда как положение Tk-hefu-

10 в комплексе с hKV1.3 меняется менее значимо (Рис. 36). 

В комплексах с KV1.6 гибкость N-конца пептидов сдерживается образованием соле-

вого мостика и водородными связями между их N-концевой аминогруппой и карбоксиль-

ной группой боковой цепи D404 канала. Положительно заряженная боковая цепь R11 стре-

мится приблизиться к специфичному для канала rKV1.6 отрицательно заряженному мотиву 

399EADDVD404, расположенному в петле S5–P (Рис. 36А). Таким образом, Tk-hefu-11 слегка 
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вращается вокруг оси поры KV1.6 при МД, что приводит к образованию множества поляр-

ных контактов: R11 образует солевые мостики с E399 и D404, водородные связи с S405 и 

Y430 и π-катионный контакт с F407. 

 

 

Рисунок 34. Модель комплекса между KV1.6 и Tk-hefu-11. Структура показана после 

501 нс МД внутри гидратированного липидного бислоя. Обозначения аналогичны рисунку 

11. Tk-hefu-11 выделен розовым цветом; K22 (закупоривает пору канала) и дисульфидные 

мостики (желтые) показаны в виде стержневой модели. 

 

 

Рисунок 35. Энергетические профили взаимодействия пептидов Tk-hefu-10 и 11 с 

hKV1.3 и rKV1.6. Обозначения аналогичны рисунку 20. 
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Более того, переориентация Tk-hefu-11 позволяет R7 достичь боковых цепей D412 и 

D428 (и образовывать два солевых мостика), а также боковых цепей W415 и Y430 соседней 

субъединицы канала (и образовывать два π-катионных контакта), что значительно стабили-

зирует комплекс (Рис. 36Б). Более короткая и незаряженная боковая цепь Q7 в Tk-hefu-10 

не может достичь этих а.о. канала, поэтому ее положение в комплексе менее стабилизиро-

вано, и R11 образует только один солевой мостик с D404 в KV1.6 (Рис. 36Б). Примечательно, 

что в комплексе с KV1.6 остаток D2 Tk-hefu-11 имеет тенденцию отталкиваться от D404 

(Рис. 36Б). Однако, одновременно с этим остаток D2 также отталкивает С-концевую кар-

боксильную группу от N-конца. У Тk-hefu-11 С-конец взаимодействует с К23, образуя внут-

римолекулярный солевой мостик, стабилизирующий вторичную структуру пептида. 

В Tk-hefu-10, имеющем Q2 вместо D2, взаимодействуют N- и C-концевые группы. 

Это приводит к искажению вторичной структуры пептида и сближению С-концевой кар-

боксильной группы с D404 KV1.6, дестабилизируя комплекс (Рис. 36Б, В). Канал-специфич-

ный отрицательно заряженный мотив 420EADDPT425 в петле S5–P hKV1.3 имеет более низ-

кий формальный заряд по сравнению с вышеупомянутым 399EADDDVD405 в rKV1.6, по-

скольку D404 заменен на T425 в первом (Рис. 36A). Кроме того, боковая цепь Т425 недо-

статочно длинна, чтобы достичь и зафиксировать положение N-концевого остатка описан-

ным выше образом. Следовательно, электростатическое притяжение со стороны петли S5–

P в меньшей степени влияет на положение пептида в случае KV1.3. Tk-hefu-11 в комплексе 

с KV1.3 мало перемещается при МД, а R7 образует солевой мостик с D433, водородную 

связь с G427 и π-катионный контакт с F428 (Рис. 36Г). В комплексе с Tk-hefu-10 такого 

сдвига не происходит, потому что Q7 не заряжен. Вместо этого он образует водородную 

связь с D449 соседней субъединицы канала. Вместе с двумя водородными связями, образо-

ванными Q2 с D449 и D433, это взаимодействие заставляет Tk-hefu-10 разрушать свою вто-

ричную структуру (Рис. 36Д). 

Анализ взаимодействий при МД показал, что Tk-hefu-11 в комплексах с KV1.3 и 1.6 

образует больше контактов с каналами, чем Tk-hefu-10 (Табл. 15), что согласуется с резуль-

татами электрофизиологических экспериментов. Несмотря на то, что Tk-hefu-10 участвует 

в образовании большего количества среднеживущих и короткоживущих контактов (19 и 11 

соответственно), он формирует только 16 долгоживущих специфических взаимодействий с 

KV1.6. Это указывает на то, что Tk-hefu-10 образует слабый комплекс с KV1.6, что согласу-

ется с нашими экспериментальными данными. 
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Рисунок 36. Взаимодействия Tk-hefu-10 и 11 с KV1.3 и 1.6. (А) Выравнивание ами-

нокислотной последовательности области внешнего вестибюля поры каналов hKV1.3 и 

rKV1.6. Нумерация остатков показана над каждой последовательностью; идентичные 

остатки заштрихованы серым цветом. Над выравниванием отмечены функциональные сег-

менты каналов. Б–Д Ориентация пептидов в комплексах Tk-hefu-11–rKV1.6 (Б), Tk-hefu-10–

rKV1.6 (В), Tk-hefu-11–hKV1.3 (Г), Tk-hefu-10–hKV1.3 (Д). (Г) и hKV1.3–Tk-hefu-10 (Д). Ори-

ентация пептидов вестибюле поры показана в левом сегменте каждой панели.  
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Наш анализ межмолекулярных контактов при МД показывает, что замены, введен-

ные в Tk-hefu-11, совместно влияют на связывание с каналами. С одной стороны, при пере-

ходе от Тk-hefu-10 к 11 замена Q2D приводит к потере взаимодействия с KV1.3 за счет элек-

тростатического отталкивания боковых цепей D433 и D449 (Рис. 36Г и Д). Однако ни Q2, 

ни D2 в Тk-hefu-10 или 11 не образуют специфических контактов с KV1.6. С другой сто-

роны, остаток Tk-hefu-10 K6 участвует в солевом мостике, трех водородных связях и двух 

π-катионных контактах в комплексе с KV1.3, тогда как остаток Y6 Tk-hefu-11 образует 

только одну водородную связь и одно стэкинг-взаимодействие. В комплексе с KV1.6 тот же 

остаток K6 в структуре Tk-hefu-10 участвует в двух водородных связях и двух π-катионных 

контактах, а Y6 в Tk-hefu-11 образует только одну водородную связь. Замена Q7R еще силь-

нее влияет на распределение контактов в комплексах. Согласно нашему анализу, вместе с 

N-концом и R11, R7 обеспечивает высокую стабильность комплекса Tk-hefu-11 с KV1.6 и 

1.3. 

Совершенно неожиданно Tk-hefu-11, который был разработан для воздействия на 

KV1.3, продемонстрировал выраженное сродство и селективность к KV1.6. Наше молеку-

лярное моделирование говорит о том, что наблюдаемая активность Tk-hefu-11 обусловлена 

(i) прямыми контактами между каналом и теми а.о., которые отличаются от других пепти-

дов Tk-hefu, и (ii) косвенным эффектом замен. Установленная нами трехмерная структура 

Tk-hefu-11 (Рис. 33) отличается от исходной структуры Tk-hefu-1 (PDB ID: 5LM0) [175]. 

Основные различия заключаются в угле между α-спиралями и расположении Y6. В то время 

как у Tk-hefu-1 α-спирали более образуют межспиральный углол ≈ 160°, Tk-hefu-11 ока-

зался более плоским с межспиральным углом ≈ −170°; т.е. произошло перекручивание α-

спиралей на 30°. Этот поворот объясняется наличием π-катионного взаимодействия между 

Y6 и K3, обнаруженным в Tk-hefu-11. С другой стороны, в Tk-hefu-1 D3 не может вступить 

в такой контакт, а боковая цепь Y6 поворачивается, чтобы взаимодействовать с Q10 и K18. 

Эти непредвиденные изменения приводят к другому способу взаимодействия пептида с ка-

налами и должны учитываться при молекулярном моделировании. 

Специфичные для каналов мотивы 399EADDVD404/420EADDPT425 петли S5–P в KV1.6/KV1.3 

показаны красным, Tk-hefu-10 и 11 показаны розовым; исходная ориентация пептидов по-

казана песочно-желтым цветом. Взаимодействующие а.о. пептидов и каналов показаны в 

виде стержневой модели; а.о., не участвующие во взаимодействиях, показаны полупро-

зрачно. Межмолекулярные контакты (водородные связи и солевые мостики) показаны 

пунктирными желтыми линиями. 
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Таблица 15. Межмолекулярные контакты, наблюдаемые в комплексах Tk-hefu-10 и 

11 с KV1.3 и 1.6 при МД. 

Контактыa 

Число контактов в комплексах 

KV1.3  KV1.6 

Tk-hefu-10 Tk-hefu-11  Tk-hefu-10 Tk-hefu-11 

 Все специфические взаимодействияб 

Долгоживущие 20 27  16 25 

Среднеживущие 9 9  19 20 

Короткоживущие 16 8  11 8 

Слабые 5 2  6 6 

 Солевые мостики 

Долгоживущие 4 7  5 6 

Среднеживущие - -  3 6 

Короткоживущие 5 2  - - 

Слабые - -  2 2 

 Водородные связи 

Долгоживущие 10 11  7 11 

Среднеживущие 6 5  10 9 

Короткоживущие 9 5  9 6 

Слабые 3 1  3 2 

 Стэкинг/π-π взаимодействия 

Долгоживущие 3 3  2 2 

Средне-живущие 1 3  1 2 

Короткоживущие - 1  1 2 

Слабые - 1  - - 

 π-Катионные взаимодействия 

Долгоживущие 3 6  2 6 

Среднеживущие 2 1  5 3 

Короткоживущие 2 -  1 - 

Слабые 2 -  1 2 

 Все неспецифические (гидрофобные) взаимодействия 

Долгоживущие 175 163  130 135 

Среднеживущие 77 71  82 85 

Короткоживущие 52 39  43 53 

Слабые 24 18  21 31 
аВремя жизни каждого контакта считается частью времени траектории МД (всего 450 нс, 

первые 50 нс не учитывались для получения репрезентативных данных). Слабые контакты: 

время жизни больше 7% и меньше 10%; короткоживущие контакты: время жизни больше 

10%, но меньше 20%; среднеживущие контакты: время жизни больше 20%, но меньше 50%; 

долгоживущие контакты: время жизни больше 50%. бВодородные связи, солевые мостики, 

стэкинг/π-π взаимодействия и π-катионные взаимодействия. 
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Выводы 

1. Построены молекулярные модели комплексов потенциал-чувствительных калиевых 

каналов KV1.1–1.3 и 1.6 с их природными и искусственными пептидными поровыми 

блокаторами. Анализ моделей позволил предложить модификации в структуру блокаторов 

для увеличения их селективности. 

2. В бактериальной системе экспрессии получено 15 рекомбинантных пептидов с 

предложенными модификациями с выходом 2–10 мг с литра питательной среды, что 

позволило изучить влияние внесенных аминокислотных замен на активность. 

3. Охарактеризовано действие полученных пептидов на потенциал-чувствительные 

калиевые каналы, экспрессированные в ооцитах лягушки Xenopus laevis, методом 

двухэлектродной фиксации потенциала. 

4. С использованием двух различных подходов: мутагенеза известных токсинов и 

белковой инженерии неактивного пептида — получены селективные поровые блокаторы 

четырех изоформ каналов. MeKTx13-3_RMRH избирательно блокирует KV1.1, 

ChTx_M29I — KV1.2, MeKTx13-3_AAAR и Tk-hefu-10 — KV1.3, Tk-hefu-11 — KV1.6. 

5. Анализ детерминант селективности полученных лигандов калиевых каналов 

показал, что в большинстве случаев увеличенная аффинность к определенной изоформе 

есть результат образования множественных межмолекулярных контактов. В случае Tk-hefu-

11 новые контакты образовались за счет изменения его конформации из-за внесенных замен. 
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Приложение 1 

Контактыa 

Число контактов в комплексах 

KV1.1 KV1.2 KV1.3 

MeKTx13-3 MeKTx13-3_RMRH MeKTx13-3 MeKTx13-3_RMRH MeKTx13-3 MeKTx13-3_RMRH 

 Все специфические взаимодействияб 

Долгоживущие 7 17 9 9 15 17 

Среднеживущие 21 23 10 17 11 4 

Короткоживущие 4 5 3 3 4 2 

Всего 32 45 (10) 22 29 (8) 30 23 (3) 

 Солевые мостики 

Долгоживущие 1 5 1 2 4 5 

Среднеживущие 3 2 2 2 2 - 

Короткоживущие - - - 1 1 - 

Всего 4 7 (1) 3 5 (0) 7 5 (0) 

 Водородные связи 

Долгоживущие 5 8 8 7 8 10 

Среднеживущие 10 14 8 14 7 3 

Короткоживущие 2 3 3 2 3 2 

Всего 17 25 (7) 19 23 (8) 18 15 (3) 

 Стэкинг/π-π взаимодействия 

Долгоживущие - 5 - - 2 - 

Средне-живущие 3 2 - - 1 1 

Короткоживущие 1 - - - - - 

Всего 4 7 (1) - - 3 1 

 π-Катионные взаимодействия 

Долгоживущие 1 2 - - 1 2 

Среднеживущие 5 5 - 1 1 - 

Короткоживущие 1 1 - - - - 

Всего 7 8 - 1 2 0 

 Все неспецифические (гидрофобные) взаимодействия 

Долгоживущие 154 188 162 169 149 168 
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Среднеживущие 92 86 68 113 94 66 

Короткоживущие 18 10 9 25 20 11 

Всего 264 284 239 307 263 245 
аВремя жизни каждого контакта считается частью времени траектории МД (всего 450 нс, первые 50 нс не учитывались для получения репре-

зентативных данных). Слабые контакты: время жизни больше 7% и меньше 10%; короткоживущие контакты: время жизни больше 10%, но 

меньше 20%; среднеживущие контакты: время жизни больше 20%, но меньше 50%; долгоживущие контакты: время жизни больше 50%. бВо-

дородные связи, солевые мостики, стэкинг/π-π взаимодействия и π-катионного взаимодействия. 

 


