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Изоформа потенциал-чувствительных калиевых каналов KV1.2 представляет ин-
терес, поскольку мутации в ее гене ассоциированы с различными заболевания-
ми, например атаксией и эпилепсией. Для изучения функции KV1.2 в норме и
патологии необходимы селективные лиганды. В нашей работе мы получили та-
кой лиганд на основе известного пептидного токсина скорпиона – харибдоток-
сина (ChTx, α-KTx1.1) из яда Leiurus hebraeus – путем введения в его структуру
одной аминокислотной замены M29I. Пептид ChTx_M29I был получен в бакте-
риальной системе экспрессии. Его фармакологическая характеристика проводи-
лась на ооцитах лягушки Xenopus laevis, экспрессирующих панель каналов KV1
человека. Было обнаружено, что по сравнению с исходным токсином пептид
ChTx_M29I менее аффинен к каналам KV1.1, 1.3 и 1.6, при этом в отношении
KV1.2 его активность многократно возросла. Мы связываем такой эффект со вза-
имодействием пептида с определенным остатком канала (V381 у KV1.2). Если в этой
позиции находится сравнительно небольшой остаток, то образуется выгодный кон-
такт, повышающий аффинность. Изученный нами пептид ChTx_M29I представля-
ет собой один из самых высокоаффинных (со значением полумаксимальной ин-
гибирующей концентрации ИК50 ≈ 6 пМ) и высокоселективных лигандов KV1.2
(аффинность в отношении других изоформ ниже в 680 раз и более).
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Потенциал-чувствительные калиевые каналы (KV) представляют собой
трансмембранные белки и содержат четыре основные α-субъединицы [1]. Каж-
дая α-субъединица состоит из цитоплазматического домена Т1 и шести транс-
мембранных спиралей (S1–S6). Спирали S1–S4 образуют потенциал-чувствитель-
ный домен, где собственно сенсором потенциала является спираль S4. В ее струк-
туре можно выделить нехарактерные для внутримембранного пространства
аминокислотные остатки (а. о.) K и R, которые в ответ на изменение потенциала
вызывают движение всей спирали, что в итоге регулирует открытие и закрытие ка-
нала. Спирали S5 и S6 всех четырех α-субъединиц образуют поровый домен, в ко-
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тором можно выделить селективный фильтр, содержащий консервативную после-
довательность TVGYG – она взаимодействует с ионами K+.

В геноме человека обнаружено 40 генов α-субъединиц KV, что делает эту группу
самой крупной среди ионных каналов. В частности, каналы подсемейства KV1 ши-
роко представлены в мозге млекопитающих, особенно распространены KV1.1, 1.2,
1.4 и 1.6 [2]. Эти изоформы каналов могут образовывать как гомо-, так и гетероме-
ры, что влияет на их характеристики [3, 4]. В основном изучению доступны гомо-
тетрамерные каналы из-за ограничений экспериментальных систем, в которых
сложно контролировать экспрессию гетеромерных каналов.

Изоформа каналов KV1.2 представляет особый интерес, поскольку, во-первых,
среди остальных изоформ KV1 она сравнительно равномерно экспрессирована в
центральной нервной системе, а во-вторых, может образовывать как функциональ-
ные гомомерные, так и гетеромерные каналы с другими KV1 [3]. С мутациями этой
изоформы связаны несколько заболеваний, таких как атаксия и эпилепсия [5, 6].
Для изучения функции KV1.2 в норме и патологии нужны селективные и высокоаф-
финные лиганды.

Одним из богатых источников лигандов KV является яд скорпионов. Из яда раз-
личных видов скорпионов было выделено множество пептидных блокаторов KV
(KTx), согласно базе данных Kalium их насчитывается около 200 [7]. По аминокис-
лотной последовательности их разделяют на несколько семейств: α-, β-, γ-, δ-, ε-,
κ- и λ-KTx. Самым крупным и изученным является семейство α-KTx, оно включа-
ет пептиды длиной ~20–40 а. о., имеющие пространственную укладку цистеин-
стабилизированных α-спирали и β-слоя (CSα/β). Также для них характерно нали-
чие так называемой “функциональной диады” из а. о. K и Y, где K физически бло-
кирует пору канала, а Y взаимодействует с его внешним вестибюлем [8].

Харибдотоксин (ChTx, α-KTx1.1) – это классический токсин из яда скорпиона
Leiurus hebraeus, который был изучен на многих каналах. Он является высокоаф-
финным и селективным по отношению к каналам KV1.3, а также кальций-активи-
руемым калиевым каналам KCa1.1 и KCa3.1 [9, 10]. В ходе исследований взаимодей-
ствия ChTx с различными калиевыми каналами в лаборатории Miller был получен ряд
производных этого токсина. Наше внимание привлек пептид с заменой M29I [11].
Было показано, что если в KV дрозофилы Shaker внести замену T449F, аффинность
ChTx_M29I падает в 1650 раз по сравнению с обычным ChTx. В каналах человека в
аналогичной позиции находятся различные а. о., в том числе и крупные аромати-
ческие. Поэтому мы решили проверить, как данная мутация повлияет на аффин-
ность токсина по отношению к каналам человека.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение рекомбинантного белка
ChTx_M29I был получен по стандартному протоколу, который мы использовали в

предыдущих работах [12]. В бактериальной системе экспрессии велась наработка пеп-
тида в составе гибрида, содержащего вспомогательный белок тиоредоксин (Trx) [13],
сайт гидролиза легкой цепи энтеропептидазы человека и гексагистидиновую после-
довательность для очистки белка при помощи аффинной хроматографии.

Клонирование целевого гена
Последовательность ДНК, кодирующая ChTx_M29I, была получена в результате

двухэтапной ПЦР с использованием синтетических олигонуклеотидов. На первом
этапе четыре праймера использовались для получения полноразмерной копии гена
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Таблица 1. Последовательности праймеров, использованных для получения полноразмер-
ного гена, кодирующего производное ChTx_M29I

Сайты рестрикции обозначены подчеркиванием, жирным выделен сайт гидролиза энтеропептидазы.

Название Последовательность (5'–3')

F1 AGCTGCGGTACCGACGACGACGACCGTCAGTTTACCAATGTGAGCTGC
F2 GAGCGTTTGCCAGCGTCTGCATAACACCTCTCGCGGCAAGTGTATTAATA
R1 ACTTGAGGATCCTTAAGAATAACAACGGCATTTCTTATTAATACACTTGC
R2 CGCTGGCAAACGCTCCAACATTCTTTAGACGTGGTGCAGCTCACATTGGT
(табл. 1). На втором этапе реакционная смесь из первого этапа использовалась в
качестве матрицы для амплификации с праймерами F1 и R1. Полученная ДНК была
клонирована в экспрессионный вектор pET-32b (Novagen) по сайтам KpnI и BamHI.

Экспрессия и очистка химерного белка
Экспрессионный штамм Escherichia coli SHuffle T7 Express (New England Biolabs)

был трансформирован вектором, несущим ген ChTx_M29I, рост клеточной био-
массы в среде LB проходил при температуре 37°C до середины экспоненциальной
фазы. Экспрессия была индуцирована добавлением изопропил-β-D-тиогалакто-
пиранозида до концентрации 0.4 мМ. Далее клеточная биомасса культивировалась
при комнатной температуре в течение 16 ч. Затем клетки были разрушены при помо-
щи ультразвука, а клеточный лизат нанесли на колонку со смолой HisPur Cobalt
Resin (Thermo Fisher Scientific). Гибридный белок очищали по протоколу произво-
дителя смолы.

Очистка целевого пептида
Очищенный химерный белок растворяли в 50 мМ Tris-HCl (pH 8.0) до концен-

трации 1 мг/мл. Ферментативный гидролиз проводился при помощи легкой цепи
энтеропептидазы человека (1 МЕ фермента на 1 мг белка) при 37°C в течение 16 ч
[14]. Полученный гидролизат подвергался разделению при помощи обращенно-
фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии (ОФ-ВЭЖХ) в линей-
ном градиенте концентрации ацетонитрила (0–60% за 60 мин) на колонке Jupiter
C5 (4.6 × 250 мм, Phenomenex). Детекция велась по оптическому поглощению элю-
ата, а искомое соединение определялось по сравнению расчетных и эксперимен-
тально полученных масс, определенных при помощи матрично-активированной
лазерной десорбции/ионизации (МАЛДИ) масс-спектрометрии.

Масс-спектрометрия
Для измерения молекулярной массы использовали спектрометр Ultraf lex

TOF-TOF (Bruker Daltonik), как описано ранее [15]. В качестве матрицы использо-
вали 2,5-дигидроксибензойную кислоту (Sigma-Aldrich). Эксперименты проводи-
лись в режиме рефлектрона с погрешностью измерения масс не более 100 ppm.
Масс-спектры анализировали с помощью программного обеспечения Data Analysis
4.3 и Data AnalysisViewer 4.3 (Bruker).

Электрофизиология
Эксперименты были выполнены по протоколам, опубликованным ранее [12]. По-

тенциал-чувствительные калиевые каналы человека (KV1.1 (GenBank: NM000217),
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1.2 (GenBank: NM004974), 1.3 (GenBank: NM002232) и 1.6 (GenBank: NM002235))
были экспрессированы в ооцитах лягушки Xenopus laevis. Для этого были получены
мРНК, кодирующие каналы, при помощи набора mMESSAGE mMACHINE T7
(Thermo Fisher Scientific). Затем полученные мРНК были инъецированы в ооциты с
использованием микроинжектора (Drummond Scientific).

Запись токов, проходящих через мембрану ооцитов, велась при комнатной тем-
пературе методом двухэлектродной фиксации потенциала. Данные были получены
с использованием усилителя GeneClamp 500 и программного обеспечения Clampex 9
(Molecular Devices). Потенциал покоя был равен −90 мВ, открытие каналов вызы-
валось деполяризацией мембраны до 0 мВ в течение 500 мс, затем в течение еще
500 мс потенциал поддерживался на уровне −50 мВ и возвращался к потенциалу
покоя.

Для построения кривой зависимости ингибирования тока от концентрации ток-
сина исследуемый пептид был последовательно разведен и добавлен в камеру с
ооцитом, где достигалась конечная исследуемая концентрация. Полученные дан-
ные были анализированы по уравнению Хилла:

где y – ингибирование тока в %, Спептида – концентрация исследуемого пептида,
ИК50 – полумаксимальная ингибирующая концентрация, h – коэффициент Хилла.

Все данные были получены как минимум в трех независимых экспериментах (n ≥ 3).
Обработка результатов проводилась в программе Origin (OriginLab Corporation).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение рекомбинантного пептида ChTx_M29I
Одним из основных способов получения пептидов с аминокислотными замена-

ми является использование бактериальных систем экспрессии. Для того, чтобы в
бактериях наработать нужный нам пептид, необходимо получить генетическую
конструкцию, его кодирующую. Мы клонировали ген, кодирующий ChTx_M29I, в
экспрессионный вектор pET-32b по сайтам рестрикции KpnI и BamHI. Получен-
ной конструкцией мы трансформировали штамм E. coli SHuffle T7 Express, кото-
рый предназначен для экспрессии дисульфид-богатых белков [16]. Целевой пептид
нарабатывался в виде слитного белка с Trx, который был очищен с помощью ме-
талл-хелатной аффинной хроматографии. Слитный белок затем подвергался фер-
ментативному гидролизу по сайту энтерокиназы человека, а гидролизат разделялся
при помощи ОФ-ВЭЖХ (рис. 1). Определение пика на хроматограмме, соответ-
ствующего пептиду ChTx_M29I, велось при помощи МАЛДИ масс-спектрометрии.
Выход целевого пептида составил 4 мг с 1 литра питательной среды.

Электрофизиологическое исследование полученного пептида
Фармакологическую характеристику пептида ChTx_M29I мы провели при помо-

щи метода двухэлектродной фиксации потенциала на панели каналов KV1. По срав-
нению с обычным ChTx он оказался намного менее аффинным по отношению к ка-
налам KV1.1 и 1.6: в концентрации 2 мкМ он блокирует эти каналы на 3.1 ± 2.7% и
9.6 ± 0.6% соответственно (рис. 2, табл. 2). Среди KV ChTx проявляет селективность
по отношению к каналу KV1.3 (табл. 2), в то время как полученный мутант оказался
в 1500 раз более аффинным по отношению к каналу KV1.2 (ИК50 = 6 ± 0.4 пМ) и в
20 раз менее аффинным к KV1.3 (ИК50 = 4.1 ± 0.8 нМ). Таким образом, соотноше-
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Рис. 1. (a) – хроматографическое разделение продуктов гидролиза гибридного белка энтеропептидазой.
(b) – спектр очищенного ChTx_M29I, полученный при помощи МАЛДИ масс-спектрометрии в режиме
рефлектрона, показаны соответствующие моноизотопные массы. Расчетная моноизотопная масса

[M+H]+ составляет 4292.9 Да, экспериментально измеренная – 4293.1 Да.
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ние между ИК50 по отношению к каналам KV1.2 и 1.3 составило 680 раз, что делает
ChTx_M29I одним из наиболее селективных лигандов KV1.2.

Ранее Miller и соавт. было предположено, что имеет место взаимодействие меж-
ду а. о. токсина ChTx (M29) и канала Shaker (T449; табл. 3). При этом формируется
высокоаффинный комплекс (Kd ≈ 0.063 нМ) [11]. При введении замен в токсин
(M29I) и канал (T449F) получался менее стабильный комплекс (Kd ≈ 1100 нМ). То
есть введение большого ароматического а. о. в положение 449 канала приводит к
чрезвычайному ухудшению связывания производного ChTx_M29I. В случае изо-
форм KV1 человека ухудшение связывания этого производного с каналами KV1.1 и
1.6 не является неожиданным, так как в соответствующем положении находится
большой ароматический а. о. (Y379 и Y429 соответственно; табл. 3).

В случае KV1.3 мы также наблюдаем снижение аффинности, что аналогично
можно связать с наличием крупного а. о. (H451) в этой позиции. В свою очередь, у
канала KV1.2 в этом положении находится сравнительно небольшой гидрофобный
а. о. (V381), Ван-дер-ваальсовы взаимодействия с ним, по-видимому, объясняют
Таблица 2. Фармакологическая характеристика харибдотоксина (ChTx) и его мутанта ChTx_M29I

1А/Б, где А – концентрация пептида, Б – процент ингибирования.
Светло-серым выделены остатки цистеина, темно-серым обозначена позиция, в которую вносилась
замена. Z обозначает остаток пироглутаминовой кислоты. Указаны значения Kd (для ChTx) [10, 17] и
ИК50 (для ChTx_M29I) в нМ.

Пептид Последовательность KV1.1 KV1.2 KV1.3 KV1.6

ChTx 1500 9 0.19 22

ChTx_M29I 2000/3.11 0.006 4.1 2000/9.6

ZFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRGKCMNKKCRCYS

QFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRGKCINKKCRCYS
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Рис. 2. Фармакологическая характеристика пептида ChTx_M29I. (a‒d) – 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). (e, f) – кривые доза–ответ для каналов KV1.2 и 1.3, пунктирными ли-
ниями показаны значения ИК50. Коэффициенты Хилла (h) составляют 1.1 ± 0.1 и 0.35 ± 0.02 соответ-

ственно.
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Рис. 3. Структура комплекса ChTx с каналом KV1.2/2.1. Канал показан серым, а. о. V381 выделен жел-

тым; токсин показан фиолетовым, K27 выделен синим, M29 – оранжевым.

M29M29M29 K27K27K27

V381V381V381
высокую аффинность ChTx_M29I к данному каналу. Для объяснения наблюдае-
мых эффектов можно рассмотреть уже известную структуру комплекса ChTx с хи-
мерой KV1.2/2.1 [18]. Мы предполагаем, что ChTx_M29I располагается в вестибюле
поры канала так же, как и сам ChTx. На рис. 3 можно видеть, что а. о. M29 токсина
и V381 канала сближены в пространстве. Соответственно, если в этом положении у
канала находится большой ароматический а. о., то это приводит к стерическому за-
труднению и уменьшению аффинности.
Таблица 3. Сравнение аминокислотных последовательностей порового региона канала
Shaker и KV1

Различающиеся а. о. обозначены серым фоном, полужирным выделены ключевые а. о., предположи-
тельно взаимодействующие с а. о. токсина M/I29.

Shaker 416 454
hKV1.1

hKV1.2
hKV1.3
hKV1.6

346 384
348 386
418 456
396 434

FAEAGSENSFFKSIPDAFWWAVVTMTTVGYGDMTPVGVW
FAEAEEAESHFSSIPDAFWWAVVSMTTVGYGDMYPVTIG
FAEADERESQFPSIPDAFWWAVVSMTTVGYGDMVPTTIG
FAEADDPTSGFSSIPDAFWWAVVTMTTVGYGDMHPVTIG
FAEADDDDSLFPSIPDAFWWAVVTMTTVGYGDMYPMTVG
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Таблица 4. Список известных полипептидных лигандов, селективно воздействующих на KV1.2

1А/Б, где А – концентрация пептида в нМ, Б – процент ингибирования. 2 ИК50, нМ. 3 лиганд не дей-
ствует в концентрации больше указанного значения в нМ. 4 нет данных.

KV1.1 KV1.2 KV1.3 KV1.6 Ссылки

СhTx_M29I 2000/31 0.006 2 4.1 2000/10 Эта работа
MeKTx11-1 2110 0.19 67 8900  [19]
MeKTx11-3 130 3.1 78 910  [19]
Css20 >10 3 1.3 7.2 4  [23]
Toxin II.10.4 >10 3.6 ~72  [24]
Toxin II 10.5 >10 0.3 8.3  [24]
Toxin II.12.5 > 0 0.7 26.2  [24]
Toxin II.12.8 4.8 2.9 >10  [24]
TsTX-K-alpha 1000/85 0.2 1000/85 1000/94  [25, 26]
Tst26 >10 1.9 10.7  [27]
Pi-1 >5000 0.44 9.7  [28, 29]
Maurotoxin 45 0.8 180  [30]
Pi-4 >10000 0.008 >10000  [22]
Urotoxin 253 0.16 91  [20]
OdK1 >400 183 >400  [31]
Kbot1 145 2.5 15  [32]
CoTx1 24400 27 5300  [33]
OsK-2 >250 97 >250  [34]
Ts15 500/10 196 508 500/20  [35]
MMTX >50000 15.6 12500  [21]
Bcs3a 405 0.03 74 1.31  [36]
Bcs4a 3000/54 173 1007 2246  [36]
RIIIJ ~4000 33 ~10000 ~8000  [37]
RIIIK >10000 280 >10000 5000/10  [38, 39]
α-DTX 9.4 0.38 >100 9  [40–42]
DTX-I 3.1 0.13 4533 10/26  [43–45]
В нашей лаборатории ранее был получен и охарактеризован токсин из яда скор-
пиона Mesobuthus eupeus MeKTx11-1 (α-KTx1.16), проявляющий высокую аффин-
ность к KV1.2 (ИК50 ≈ 0.2 нМ) [19]. Однако этот токсин уступает и по аффинно-
сти, и по селективности рассматриваемому в данной статье пептиду ChTx_M29I.
У MeKTx11-1 в структуре в положении 29 находится M, что наталкивает на мысль о
получении более селективного лиганда при внесении такой же замены M29I.

Для сопоставления наших результатов со сведениями из литературы с помощью
базы данных Kalium был составлен список селективных лигандов канала KV1.2
(табл. 4). Большинство из них – это токсины скорпионов, но также можно отме-
тить несколько токсинов актиний, конусов и змей. Общая наблюдаемая тенденция
заключается в том, что большинство лигандов не обладают высокой селективно-
стью. Помимо MeKTx11-1, стоит упомянуть уротоксин [20] и мезомартоксин
(MMTX) [21], обладающих сопоставимой селективностью с ChTx_M29I, однако
аффинность которых существенно ниже. И наконец, Pi-4 из яда скорпиона Pandi-



1635ВЫСОКОАФФИННЫЙ KV1.2-СЕЛЕКТИВНЫЙ ПЕПТИД
nus imperator [22] обладает сходной аффинностью и даже превосходит ChTx_M29I
по селективности, однако активность этого пептида не была исследована в отно-
шении KV1.6.

Мутации в гене канала KV1.2 могут приводить к эпилептической энцефалопатии [6].
В основном, это мутации с потерей функции, когда канал теряет способность от-
крываться в ответ на деполяризующий стимул. Однако известны патогенные мута-
ции KV1.2 с приобретением функции, которые вызывают смещение порогового по-
тенциала активации каналов в отрицательную область. В таком случае как раз мог-
ли бы найти применение селективные блокаторы в качестве фармакологического
агента, корректирующего работу мутантного канала.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе мы продемонстрировали, что одна аминокислотная замена мо-
жет привести к значительному изменению аффинности и селективности лиганда
калиевого канала на примере хорошо изученного харибдотоксина (ChTx). Замена
M29I привела к ухудшению аффинности токсина по отношению к каналам KV1.1,
1.3 и 1.6, а к каналу KV1.2 мы наблюдали увеличение аффинности более чем в 1500 раз
(ИК50 ≈ 6 пМ). Полученный пептид в итоге оказался высокоаффинным и высоко-
селективным лигандом канала KV1.2.
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aShemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences,

Moscow, Russia
bKU Leuven, Leuven, Belgium

cMoscow Institute of Physics and Technology (State University), Dolgoprudny, Russia
*e-mail: avas@ibch.ru

The isoform of voltage-gated potassium channels KV1.2 is of interest because mutations
in its gene are associated with various diseases, such as ataxia and epilepsy. Selective li-
gands are needed to study the function of KV1.2 in health and disease. In our work, we
obtained such a ligand based on the known scorpion peptide toxin, charybdotoxin
(ChTx, α-KTx1.1) from the venom of Leiurus hebraeus, by introducing a single amino
acid substitution M29I into its structure. ChTx_M29I peptide was generated in a bacteri-
al expression system. Its pharmacological characterization was carried out in Xenopus
laevis frog oocytes expressing a panel of human KV1 channels. We found that, compared
to the parent toxin, ChTx_M29I peptide showed smaller affinity for channels KV1.1, 1.3,
and 1.6, while its activity against KV1.2 increased manifold. We attribute this effect to the
interaction of the peptide with a specific channel residue (V381 in KV1.2). If there is a
relatively small residue at this position, then an advantageous contact is formed that in-
creases the affinity. ChTx_M29I peptide studied by us presents one of the highest affini-
ty (with a half-maximal inhibitory concentration IC50 ≈ 6 pM) and selectivity among
KV1.2 ligands (affinity for other isoforms is lower by 680 times or more).

Keywords: voltage-gated potassium channel, epilepsy, neurotoxin, potassium channel
blocker
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