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Актуальной задачей современной физиологии и фармакологии является получе-
ние соединений, обладающих специфичностью в отношении определенных изо-
форм ионных каналов. В серии статей мы показали, что α-гарпининовая укладка
может служить шаблоном для рационального проектирования пептидных лиган-
дов калиевых каналов. В данной работе было использовано молекулярное модели-
рование, чтобы оптимизировать структуру ранее полученного пептида Tk-hefu-10,
селективного блокатора каналов KV1.3, полумаксимальная концентрация ингиби-
рования (ИК50) для которого составляет ≈150 нМ. Расчеты молекулярной динами-
ки комплекса Tk-hefu-10–KV1.3 предоставили информацию о взаимодействии
отдельных аминокислотных остатков пептида и канала, а анализ этих взаимо-
действий позволил предложить аминокислотные замены в структуре Tk-hefu-10
для увеличения его аффинности. Новый пептид Tk-hefu-12 представляет собой
укороченный на один остаток аналог Tk-hefu-10 с пятью заменами; эксперимен-
тальная проверка активности показала, что его ИК50 ≈ 70 нМ против KV1.3. Кро-
ме того, в структуре Tk-hefu-12 отсутствуют остатки метионина, что позволяет
перейти к получению пептидов линейки Tk-hefu с использованием бромциана.
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Потенциал-чувствительные калиевые каналы (KV) формируют нисходящую фа-
зу потенциала действия и потому играют важную роль в физиологии нервной си-
стемы и мышц [1]. Интересно, что KV встречаются также в клетках и тканях, не яв-
ляющихся электровозбудимыми. В частности, изоформа KV1.3 характерна для кле-
ток иммунной системы [2]. Эти каналы необходимы для пролиферации особой
субпопуляции T-клеток и секреции ими цитокинов [3–5]. Предполагается, что го-
момерные KV1.3 служат фармакологической мишенью в различных аутоиммунных
заболеваниях, таких как рассеянный склероз, диабет 1-го типа, ревматоидный арт-
рит и псориаз, а ингибиторы этих каналов будут оказывать терапевтический эф-
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фект [3, 5, 6]. Очевидно, что разработка селективных лигандов KV является важной
задачей современной фармакологии.

Ранее было показано, что сравнительно простая укладка защитных пептидов
растений, называемых α-гарпининами, может быть использована для рациональ-
ного дизайна блокаторов KV [7]. Эта укладка состоит из двух коротких антипарал-
лельных α-спиралей, стабилизированных двумя дисульфидными связями; общая
длина пептидов составляет ~20–50 аминокислотных остатков. Для этого в структу-
ру пептида Tk-AMP-X2 из пшеницы Triticum kiharae мы внесли так называемую
“функциональную диаду” блокаторов калиевых каналов и получили пептид Tk-hefu.
Затем нам удалось с помощью подходов белковой топографии и молекулярной ди-
намики (МД) создать селективные блокаторы различных изоформ каналов: KV1.3
[8, 9] и KV1.6 [10]. При этом в качестве шаблона был использован тот же пептид
Tk-hefu, и в его структуру последовательно вносили точечные замены, руковод-
ствуясь соображениями о вкладе конкретных аминокислотных остатков в ста-
бильность комплекса пептида с каналами. В результате, в частности, был полу-
чен пептид Tk-hefu-10 (см. аминокислотную последовательность на рис. 1a) с по-
лумаксимальной концентрацией ингибирования ИК50 ≈ 150 нМ в отношении
KV1.3 [9].

В данной работе производилась дальнейшая оптимизация производных Tk-hefu.
Основное внимание было уделено остаткам, которые образуют слабые взаимо-
действия с порой KV1.3. Используя модель комплекса Tk-hefu-10 с KV1.3, были
предложены новые замены, которые должны привести к его стабилизации. В ре-
зультате был получен новый пептид Tk-hefu-12, обладающий ИК50 ≈ 70 нМ в от-
ношении KV1.3.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Молекулярное моделирование. Структурная модель комплекса Tk-hefu-10 с KV1.3
была построена нами ранее [10]. Процедура in silico мутагенеза с целью визуализа-
ции предлагаемых изменений в структуре Tk-hefu-10 была выполнена в программе
PyMOL Molecular Graphics System, версия 1.8 (Schrödinger, LLC).

Подготовка комплекса Tk-hefu-10 с KV1.3 к моделированию МД была проведена
с использованием оригинального программного пакета IMPULSE (Крылов и др.,
готовится к печати) аналогично процедуре, описанной ранее [10]. Комплекс поме-
щали внутрь липидного бислоя, имитирующего мембрану нейронов. Был исполь-
зован предварительно уравновешенный фрагмент бислоя (7.0 × 7.0 × 13.5 нм3;
1-пальмитил-2-олеил-sn-глицеро-3-фосфохолин/1-пальмитил-2-олеил-sn-глицеро-
3-фосфоэтаноламин/холестерин, POPC:POPE:Chl; 100:50:50 молекул соответ-
ственно, сольватированных 14172 молекулами воды), что подробно описано в
предыдущих работах [8, 11, 12]; некоторые молекулы фосфолипидов и Chl были
удалены, чтобы освободить место для белка. Для сольватации использовали модель
воды TIP3P [13] и ионы Na+/Cl– в количестве, необходимом для поддержания
электронейтральности.

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 остатка K22 в Tk-hefu-10 фиксировали во время уравновешивания
для предотвращения дестабилизации исходного комплекса. Затем рассчитывали
МД длительностью 500 нс. Все МД эксперименты были выполнены с помощью
программного обеспечения GROMACS, версия 2020 [14], с использованием набора
параметров AMBER99SB-ILDN [15]. Моделирование проводили с временным ша-
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Рис. 1. Аминокислотные последовательности исследуемых пептидов и модель комплекса Tk-hefu-10 с
каналом KV1.3. (a) – Cравнение аминокислотных последовательностей Tk-hefu-10 и 12. Остатки цисте-
ина выделены желтым, показано расположение дисульфидных связей. (b) – Модель комплекса Tk-hefu-
10–KV1.3 после 200 нс МД в гидратированном липидном бислое. Вид внешнего вестибюля поры канала.
(c) – Вид со стороны клеточной мембраны. Субъединицы канала (показаны полупрозрачно на заднем
плане) и пептид (показан розовым цветом) представлены в виде ленточных моделей. Затыкающий пору
канала остаток K22 (полупрозрачный на панели c), некоторые остатки пептида Tk-hefu-10, выбранные
для замены/делеции, возможное положение боковой цепи остатков S1, R3, I8, R23 и R27 (показаны бе-
лым цветом) и дисульфидные мостики в пептиде Tk-hefu-12, а также некоторые отрицательно заряжен-
ные остатки канала показаны стержневыми моделями. Желтыми пунктирными линиями обозначены
полярные контакты между N- и C-концевыми остатками пептида. Визуализация выполнена с помощью
программы PyMOL.

(a)

(b) (c)
гом 2 фс, с использованием трехмерных периодических граничных условий, в изо-
термическом-изобарическом (NPT) ансамбле с полуизотропным давлением 1 бар
и при температуре 37°C. Использовали алгоритмы баростата Берендсена [16] и тер-
мостата V-rescale [17]. Ван-дер-ваальсовы взаимодействия рассчитывали с приме-
нением сферической функции обрезания потенциала с отсечкой 1.4 нм. Электро-
статические взаимодействия учитывали с помощью алгоритма PME.

Анализ межмолекулярных контактов в ходе МД выполняли с использованием
программного пакета IMPULSE аналогично процедурам, подробно описанным в
предшествующем исследовании [8]. Водородные связи оценивали с использовани-
ем параметров утилиты hbond пакета GROMACS [14] (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 соответственно); солевые мостики, π-катионные и стэкинг-вза-
имодействия, а также гидрофобные контакты рассчитывали, как описано ранее
[18, 19]. Визуализация трехмерных структур белковых комплексов была выполнена
с помощью программы PyMOL.
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Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидов, использованных для синтеза гена Tk-hefu-12

Жирным выделены сайты рестрикции, курсивом выделена последовательность, кодирующая сайт гид -
ролиза энтеропептидазы человека.

Название Последовательность (5'—3')

F1 GCGATAGGTACCGACGACGATGACCGTTCCCAGCGTCGTTGC
F2 GCCAGCGTTATCATCAGCGTCGTCAGCGTCGTCAGTGCAAACGTGGCTGC
R1 TATCGCGGATCCCTAACGACGGCAGCCACGTTTGCACTG
R2 CGCTGATGATAACGCTGGCACATCTGTTTGCAACGACGCTGGGAACG
Получение рекомбинантного пептида. Tk-hefu-12 был получен с использованием
нашего стандартного подхода [7–9]. Пептид был получен в бактериальной системе
экспрессии в составе гибридного белка Trx–Tk-hefu-12, также содержащего вспо-
могательный белок тиоредоксин (Trx) [20], сайт гидролиза энтеропептидазы чело-
века [21] и гексагистидиновую последовательность.

Последовательность ДНК, кодирующая Tk-hefu-12, была получена из синтети-
ческих олигонуклеотидов при помощи ПЦР. На первом этапе полная целевая по-
следовательность была синтезирована в результате пяти циклов ПЦР с использова-
нием двух прямых (F1 и F2) и двух обратных праймеров (R1 и R2; табл. 1). Затем
реакционная смесь была разведена в 100 раз и использовалась в качестве матрицы.
Для наработки целевой последовательности использовались только крайние прай-
меры (F1 и R1). Амплифицированный фрагмент ДНК вставили в экспрессионный
вектор pET-32b (Novagen) по сайтам рестрикции KpnI и BamHI — в результате бы-
ла получена плазмида pET-32b-Tk-hefu-12.

Эта плазмида затем использовалась для трансформации штамма Escherichia coli
SHuffle T7 Express (New England Biolabs) [22]. Трансформированные бактерии
культивировались в присутствии ампициллина при температуре 30°C в среде LB до
середины экспоненциальной фазы роста. Экспрессию гена гибридного белка Trx–
Tk-hefu-12 индуцировали 0.2 мМ изопропил-β-D-тиогалагктопиранозида, после
чего бактериальную культуру инкубировали при комнатной температуре (24°C) в
течение 16 ч. Клеточную массу отделили центрифугированием, ресуспендировали
в стартовом буфере для аффинной хроматографии (300 мM NaCl, 50 мM Tris-HCl,
pH 8.0) и обработали ультразвуком. Полученный лизат наносили на колонку со
смолой HisPur Cobalt Resin (Thermo Fisher Scientific). Гибридный белок очищали
по протоколу производителя смолы.

Полученный гибридный белок Trx–Tk-hefu-12 растворяли в 50 мM Tris-HCl
(pH 8.0) в концентрации 1 мг/мл. К раствору белка добавляли легкую цепь энтеро-
пептидазы человека (1 МЕ фермента на 1 мг белка). Протеолиз проводили в тече-
ние 16 ч при 37°C. Отщепленный пептид Tk-hefu-12 очищали с использованием об-
ращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии (ОФ-ВЭЖХ)
на колонке Jupiter C5 (4.6 × 250 мм; Phenomenex) в линейном градиенте концентра-
ции ацетонитрила (0–60% за 60 мин) в присутствии 0.1%-ного раствора трифтор-
уксусной кислоты.

Масс-спектрометрия. Для измерения молекулярной массы пептида использова-
ли метод матрично-активированной лазерной десорбции/ионизации (МАЛДИ)
масс-спектрометрии. Измерение проводили на приборе Ultraflex TOF-TOF (Bruker
Daltonik) в режиме рефлектрона с ошибкой масс не более 100 ppm как было описа-
но ранее [23].

Электрофизиология. Эксперименты выполнялись как описано ранее [24]. Ген
KV1.3 человека (GenBank ID: NM002232) экспрессировали в ооцитах лягушки
Xenopus laevis. Для этого линеаризованная плазмида pCI-neo, содержащая соот-
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ветствующий ген, была транскрибирована in vitro с использованием набора
T7 mMESSAGE-mMACHINE (ThermoFisher Scientific). мРНК, кодирующая канал,
инъецировали в ооциты при помощи микроинжектора (Drummond Scientific).
Ооциты инкубировали в буфере ND96: (в мМ) 96 NaCl, 2 KCl, 1.8 CaCl2, 2 MgCl2 и
5 HEPES (pH 7.4), также содержащем 50 мг/л сульфата гентамицина.

Для регистрации токов через мембрану ооцитов использовали метод двухэлек-
тродной фиксации потенциала. Эксперименты проводили при комнатной темпе-
ратуре (18–22°C) с использованием усилителя Geneclamp 500 (Molecular Devices) и
программного обеспечения pClamp (Axon Instruments). В качестве омывающего
ооциты раствора использовали буфер ND96. Ток через KV1.3 вызывался импульсом
от –90 до 0 мВ в течение 250 мс, за которым следовал импульс до –50 мВ. Для по-
строения кривой доза – ответ данные анализировали по уравнению Хилла:

где y – ингибирование тока в %, Спептида — концентрация Tk-hefu-12, ИК50 – полу-
максимальная ингибирующая концентрация Tk-hefu-12, h – коэффициент Хилла.

Все измерения проведены в трех или более повторах (n ≥ 3).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Наши предыдущие исследования показали, что введение положительно заря-
женных остатков в область Tk-hefu, взаимодействующую с KV, улучшает связыва-
ние [9]. И наоборот, присутствие отрицательно заряженных остатков ослабляет его
(как в случае Tk-hefu и Tk-hefu-4, имеющих остатки E23 и E6 соответственно). Это
хорошо согласуется с наблюдением, что внешний вестибюль поры KV обычно заря-
жен отрицательно [25]. В результате проведенного компьютерного исследования
была получена траектория МД комплекса Tk-hefu-10–KV1.3 в водно-мембранном
окружении продолжительностью 500 нс (рис. 1b, c). Отмечено, что ориентация
Tk-hefu-10 относительно канала не претерпевает значительных изменений в те-
чение МД. Анализ траектории продемонстрировал высокую стабильность ком-
плекса: среднеквадратичное отклонение положения Cα-атомов Tk-hefu-10 соста-
вило в среднем 0.37 нм. Строение комплекса на протяжении траектории МД оста-
валось похожим на молекулярные системы, исследованные нами ранее [8–10].

Стратегия внесения модификаций. Внимательное рассмотрение модели ком-
плекса Tk-hefu-10–KV1.3 а также имеющиеся экспериментальные данные об ак-
тивности Tk-hefu-10 и его аналогов [8–10] позволили нам предложить аминокис-
лотные замены в структуру пептида для увеличения его аффинности в отношении
KV1.3 (рис. 1a):

1. Исходя из того, что остатки аргинина имеют больше возможностей для обра-
зования специфических контактов (водородных связей, солевых мостиков, π–π и
π-катионных взаимодействий), чем остатки лизина, было принято решение внести
замены K3R и K23R. Аналогично предложена замена A1S: в отличие от аланина,
серин способен образовывать водородные связи своей боковой цепью.

2. При анализе траектории комплекса Tk-hefu-10–KV1.3 были сделаны следую-
щие наблюдения: (а) карбоксильная группа C-концевого остатка пептида G28 на-
ходится вблизи одноименно заряженных боковых цепей остатков KV1.3: E420,
D422, D423, D433 и D449, что может негативно сказываться на устойчивости ком-
плекса ввиду их взаимного отталкивания; (б) эта же карбоксильная группа образу-
ет внутримолекулярный солевой мостик и водородную связь с аминогруппой
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Рис. 2. Получение Tk-hefu-12. Профиль разделения гидролизата гибридного белка Trx–Tk-hefu-12 при
помощи ОФ-ВЭЖХ. В таблице указаны расчетная и экспериментально измеренная молекулярные мас-
сы Tk-hefu-12.

0 30 60

0 0

30

60

1.3

2.6

t, min

A210
CH3CN, %

TrxCalculated monoisotopic
mass [M + H]+

Experimental monoisotopic
mass [M + H]+

Error (�, Da)

3569.8

3569.7

0.1

Tk-hefu-12
остатка A1, что может препятствовать образованию его контактов с каналом. С це-
лью уменьшения негативного влияния этих факторов было принято решение уко-
ротить пептид на один остаток с C-конца.

3. Поскольку боковая цепь Y27 в комплексе Tk-hefu-10 с KV1.3 находится рядом
с остатками канала E420, D422 и D423, было принято решение произвести замену
Y27R. Вводимый остаток аргинина, как было отмечено выше, имеет обширные
возможности образования новых полярных контактов.

Кроме того, мы также решили заменить единственный остаток метионина в
структуре пептида. Дело в том, что в лабораторной практике зачастую проще и
быстрее получать рекомбинантные пептиды с использованием бромциана для рас-
щепления гибридного белка. Из двух возможных остатков, имеющих примерно
равные по размеру боковые цепи с метионином (лейцин и изолейцин), мы выбра-
ли изолейцин (замену M8I), поскольку, к примеру, среди харибдотоксина и род-
ственных блокаторов KV имеет место именно такая замена [26].

Получение и тестирование оптимизированного α-гарпинина. Все вышеперечис-
ленные изменения привели к структуре Tk-hefu-12 (рис. 1a). Для эксперименталь-
ной проверки эффекта предложенных замен пептид Tk-hefu-12 был получен с ис-
пользованием подходов молекулярной биологии и химии белка. Мы использовали
штамм E. coli SHuffle T7 Express, оптимальный для наработки дисульфид-содержа-
щих белков. Синтетический ген, кодирующий пептид, был вставлен в экспресси-
онный вектор pET-32b, Trx был использован как белок-помощник для увеличения
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Рис. 3. (a) – Репрезентативная запись токов через мембрану ооцитов в контроле (черная кривая) и в
присутствии 70 нМ пептида Tk-hefu-12 (серая кривая). (b) – Кривая зависимости ингибирования тока
через канал от концентрации пептида Tk-hefu-12. Вертикальные линии на квадаратах показывают стан-
дартную ошибку среднего (n ≥ 3).
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выхода. Целевой пептид был получен в результате ферментативного гидролиза
слитного белка энтеропептидазой человека с последующим разделением при по-
мощи ОФ-ВЭЖХ и идентификацией с помощью МАЛДИ масс-спектрометрии
(рис. 2). Итоговый выход Tk-hefu-12 составил ~2 мг с 1 литра питательной среды.

Активность полученного пептида была изучена на канале KV1.3 методом двухэлек-
тродной фиксации потенциала (рис. 3). Значение ИК50 составило 68.1 ± 11.0 нM (h =
0.66 ± 0.07). Таким образом, можно сказать, что внесенные замены в последователь-
ность Tk-hefu-10 позволили увеличить аффинность пептида по отношению к каналу
KV1.3 в два раза.

Этот результат указывает на то, что выбранные модификации действительно
привели к желаемому эффекту стабилизации комплекса пептида с каналом. Одна-
ко увеличение аффинности только в два раза скорее всего вызвано тем, что отдель-
ные модификации на самом деле, вопреки нашим ожиданиям, вносят отрицатель-
ный вклад в комплексообразование. Для выяснения роли отдельных замененных
остатков необходимо будет получить производные с единичными мутациями.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нашей целью является дальнейшая оптимизация α-гарпининовой укладки.
Этот минифолд показывает себя с лучшей стороны в качестве удобного каркаса для
скаффолд-инженерии. В настоящей работе нам удалось получить оптимизирован-
ный пептид Tk-hefu-12 с увеличенной аффинностью в отношении важной фарма-
кологической мишени.

Помимо внесения замен, было показано, что Tk-hefu можно укоротить путем уда-
ления C-концевого остатка глицина, который по результатам нашего моделирования
является помехой для формирования стабильного комплекса с каналом. Вполне ве-
роятно, что имеется возможность и дальнейшей миниатюризации пептида.

Еще одним шагом в оптимизации Tk-hefu является внесение замены M8I в
структуру пептида. Так как в модели комплекса остаток метионина не образует
контактов с KV, то замена на схожий по физико-химическим свойствам остаток не
должна повлиять на активность пептида. Заменив метионин, мы получаем воз-
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можность использовать бромциан для гидролиза слитных белков, что в лаборатор-
ных условиях зачастую представляет собой более удобный способ получения пеп-
тидов.
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Structural Optimization of an α-Hairpinin Blocking Potassium Channels KV1.3

A. M. Gigolaeva, V. M. Tabakmakhera, S. Peigneurb, J. Tytgatb, and A. A. Vassilevskia, c, *
a Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences,

Moscow, Russia
b KU Leuven, Leuven, Belgium

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

Obtaining compounds with specificity for certain isoforms of ion channels is a signifi-
cant problem of curent physiology and pharmacology. In a series of papers, we have
shown that the α-hairpinin fold can serve as a template for the rational design of peptide
ligands of potassium channels. Here, we used molecular modeling to optimize the struc-
ture of the previously obtained Tk-hefu-10 peptide, a selective KV1.3 channel blocker,
with a half-maximal inhibitory concentration (IC50) of ≈150 nM. Molecular dynamics
simulation of the Tk-hefu-10–KV1.3 complex provided information on the interaction of
individual amino acid residues of the peptide and channel, and the analysis of these inter-
actions made it possible to propose amino acid substitutions in the structure of Tk-hefu-10
to increase its affinity. Novel Tk-hefu-12 peptide is a truncated analog of Tk-hefu-10 by
one residue with five substitutions; it is characterized by an IC50 value of ≈70 nM against
KV1.3. In addition, there are no methionine residues in the structure of Tk-hefu-12,
which makes it possible to obtain Tk-hefu peptides using cyanogen bromide.

Keywords: voltage-gated potassium channel, ligand, blocker, peptide, alpha-hairpinin,
recombinant protein
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