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Общая характеристика работы 

Актуальность проблемы. Белки ионных каналов, обеспечивающие пассивный транспорт 

ионов, являются важными компонентами клеточных мембран. Активность потенциал-

чувствительных натриевых и калиевых каналов лежит в основе генерации и 

распространения потенциала действия в нейронах. Синаптические ионные каналы, 

активируемые нейромедиаторами, необходимы для передачи возбуждающих и тормозных 

сигналов между нейронами. Многие модуляторы клеточного метаболизма также 

оказывают свое действие через ионные каналы. Поскольку каналообразующие белки 

являются трансмембранными, их внеклеточные участки и сама пора канала доступны для 

действия внеклеточных химических агентов, как естественных, так и искусственных.  

Изучение молекулярных механизмов блокады ионных каналов необходимо для 

фармакологии и медицины. Одной из основных проблем современной фармакологии 

является недостаток информации о молекулярных основах действия препаратов. Чтобы 

иметь возможность предсказать поведение тех или иных препаратов в физиологических и 

патологических условиях необходимо изучать структуру ионных каналов и механизмы их 

взаимодействия с лигандами на молекулярном уровне. Современные научные подходы, 

такие как рентгеноструктурный анализ, методы молекулярной биологии (например, 

точечные мутации), а также теоретические методы, включая молекулярное 

моделирование, дают возможность проводить такой анализ. 

Натриевые каналы играют важную роль во многих процессах в организме, 

например, в генерации потенциала действия. Неудивительно, что фармакология 

натриевых ионных каналов является одним из наиболее важных предметов изучения на 

данный момент. Хорошо известны такие токсины как тетродотоксин, локальные 

анестетики, батрахотоксин, однако механизмы действия лигандов изучены не до конца. 

Отсутствие рентгеновских структур эукариотических натриевых каналов можно 

восполнить при помощи теоретических методов. Молекулярное моделирование позволяет 

объединить разрозненные экспериментальные данные в одной модели, которая может не 

только объяснить имеющиеся экспериментальные данные, но и имеет предсказательную 

силу. Такие модели позволяют исследователям точнее направлять свои усилия и создавать 

подходящие фармакологические агенты. 

Одним из наиболее интересных классов лигандов натриевых каналов являются µ-

конотоксины. Они особенно интересны тем, что некоторые нативные конотоксины, а 
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также мутанты, созданные на их основе, вызывают эффект неполного блока в натриевых 

потенциал-управляемых каналах. Данный эффект интересен с точки зрения разработки 

новых лигандов, поскольку не приводит к необратимым последствиям даже при высоких 

концентрациях. Однако на данный момент не существует структурного объяснения для 

этого эффекта, что затрудняет работу по созданию новых агентов. 

Целью работы было изучение методами молекулярного моделирования строения 

эукариотических натриевых каналов, а также механизмов ионной проницаемости и 

блокады каналов. В рамках этой цели были поставлены следующие задачи:  

 Изучение роли межсегментных контактов в стабилизации пространственной 

укладки ионных каналов 

 Изучение роли стерических и электростатических факторов при блокаде 

натриевых каналов 

 Построение гомологической модели поры эукариотического натриевого канала 

 Моделирование связывания µ-конотоксинов с эукариотическим натриевым 

каналом 

 Моделирование эффекта неполного блока эукариотических натриевых каналов 

µ-конотоксинами 

 

Научная новизна. В результате проведённых исследований получена модель потенциал-

управляемого натриевого ионного канала Nav1.4, позволяющая объяснить 

экспериментальные данные по взаимодействию с µ-конотоксинами. Впервые предложено 

объяснение возникновению остаточных токов при неполной блокаде поры канала 

токсинами. Также в рамках работы впервые показаны эволюционные изменения в 

структурных мотивах ионных каналов, приводящие к пространственным различиям. 

 

Научно-практическая значимость работы. Полученные в работе данные о строении, 

механизмах проводимости и блокады натриевых каналов объясняют широкий спектр 

экспериментальных данных. Модели, полученные в результате работы, могут 

использоваться для дизайна новых препаратов, имеющих медицинское значение. Модель 

ионной проводимости позволяет целенаправленно подходить к созданию качественно 

новых лигандов, обеспечивающих неполный блок канала, что открывает новые 

перспективы в области фармакологии. 
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Апробация работы. Результаты работы докладывались на следующих конференциях: IV 

съезд физиологов СНГ (Дагомыс, Россия, 2014), Biophysical Society 58 Annual Meeting 

(San Francisco), 11-й конгресс «Нейронаука для Медицины и Психологии» (Судак, Россия, 

2015).  

 

Публикации. По теме диссертации опубликовано 2 статьи в рецензируемых журналах и 3 

тезисов докладов. 

 

Структура и объём диссертации. Диссертация изложена на 133 страницах 

машинописного текста и состоит из общей характеристики работы, обзора литературы по 

исследуемой теме – глава 1, описания методики – глава 2, описания результатов 

исследования и их обсуждения – глава 3, заключения – глава 4, выводов и списка 

литературы, который включает 204 источника (из них 202 иностранных). Работа 

иллюстрирована 53 рисунками и 7 таблицами. 

 

Методы 

При построении моделей ионных каналов использовался подход моделирования по 

гомологии. Моделирование проводилось в несколько этапов:  

 Поиск структурного шаблона 

 Выравнивание аминокислотных последовательностей шаблона и модели 

 Построение модели 

 Оценка качества, оптимизация и использование модели 

Оптимизация проводились методом Монте-Карло с минимизацией энергии (МСМ) (Li 

and Scheraga, 1987). Параметр количества минимизаций без уменьшения энергии обычно 

брался равным 200 – 500, а для сложных задач определения возможных конформаций 

моделей - от 5000 до 10000. Во всех расчётах использовалось приближение атом-атомных 

потенциалов, при котором квантовые эффекты игнорировались. Ван-дер-ваальсово 

взаимодействие рассчитывалось по потенциалу Морзе (6/12) с использованием силовых 
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полей AMBER (Weiner, Kollman et al., 1984). Поскольку расчёт энергии гидратации 

является времяёмким, гидратация игнорировалась. Для учета влияния растворителя, 

состоящего в экранировании электростатических взаимодействий, учитывалось введение 

зависимости диэлектрической постоянной от расстояния (Guenot and Kollman, 1992, 

Guenot and Kollman, 1993).  

Для ускорения расчёта, взаимодействия между атомами, удаленными друг от друга 

более чем на 8 Å, не учитывались. Такая отсечка вносит заметные искажения при расчете 

дальнодействующих электростатических взаимодействий (Brooks, Brunger et al., 1985). 

Чтобы минимизировать этот эффект, в молекулах определялись электронейтральные 

группы атомов, и отсечка производилась не по отдельным атомам, а по 

электронейтральным группам. При этом для электростатических взаимодействий между 

ионизированными группами отсечка не применялась. Для пептидных цепей бралась 

стандартная валентная геометрия и заряды на атомах.  В процессе расчётов валентные 

углы пептидов удерживались жесткими (Zimmerman, Pottle et al., 1977).  

При построении трёхмерного выравнивания между различными каналами, 

проводилась минимизация расстояния между углеродами основной цепи двух витков p-

спирали, образованными остатками начиная с p39 и заканчивая p47. При этом 

минимизация проводилась одновременно для всех субъединиц. 

Анализ лиганд-рецепторного взаимодействия проводился путём построения 

энергетических профилей связывания. Анализ контактов внутри каналов проводился по 

следующей методике: контактом считались все взаимодействия, полученные в модели, 

при расстоянии между взаимодействующими группами не более 5 Å и энергией 

взаимодействия менее -0.3 ккал/моль (что соответствует более сильному притяжению).  

Для расчётов использовался пакет программ ZMM, разработанный Б.С. Жоровым. 

Визуализация трёхмерных структур проводилась посредством программы MVM, 

разработанной Д.Б.Тихоновым. Для проведения статистического анализа и построения 

корреляционных зависимостей использовалась свободно распространяемая программная 

среда R, и её графическая оболочка RStudio.  

Также, в рамках изучения специфических контактов и молекулярных 

детерминантов фолдинга каналов строились графы контактов внутри канала. При этом 

использовалась свободно распространяемая программа yEd graph editor. 
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Результаты и обсуждение 

Изучение проблемы выравнивания последовательностей при 

гомологическом моделировании 

На первом этапе работы было проведено исследование, включающее комплексный 

анализ первичных структур, сравнение доступных трехмерных структур и косвенных 

(главным образом функциональных) данных, которое позволило выявить несовпадение 

традиционного выравнивания по первичным структурам с трехмерными структурами в p-

loop каналах, к семейству которых принадлежат и потенциал-управляемые натриевые 

каналы (рисунок 1). Были рассмотрены следующие четыре канала: TRPV1, MlotiK, Kv1.2 

и KcsA. Эти каналы имеют схожую пространственную структуру, свойственную 

калиевым каналам, что позволяет изучить их на предмет сходств и различий в контактах 

между аминокислотными остатками.  

 

 

Рисунок 1. Выравнивание структур p-loop каналов. Сверху – линейное выравнивание. Снизу – 

расстояние между атомами углеродов основной цепи разных каналов относительно MlotiK. 

 

Для количественной оценки различий в трёхмерном выравнивании была 

рассчитана величина среднеквадратического отклонения (СО) для α-углеродов двух 
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центральных витков Р-спирали (от остатка p39 до p47). Если использовать выравнивание, 

основанное на совпадении сигнатуры селективного фильтра (GXG), то мы получим 

большое значение СО, равное 2.27 Å (TRPV/A).  В то же время между калиевыми 

каналами мы получаем величину СО равную 0.58 Å для пары MlotiK/Kv1.2 и 0.91 Å для 

пары MlotiK/KcsA. Из рассмотрения трёхмерных структур видно, что остатки MlotiK_L
p45

 

и TRPV_K
p45

, занимающие одно и то же положение в выравнивании по Clustal-Omega, 

имеют совершенно разную пространственную ориентацию. Визуальное сравнение 

трехмерных структур позволило предложить альтернативное выравнивание 

последовательностей, представленное на рис 1 (TRPV/B). В этом выравнивании мотив 

GMG сдвинут относительно GYG на две позиции. Расчет 3D выравнивания, проведенный 

на основе этого предположения показал, что СО падает более чем в полтора раза, и 

становится равным 1.32 Å. Хотя это по-прежнему выше, чем соответствующие значения 

для калиевых каналов, но это неудивительно, так как консервативность 

последовательностей между каналами достаточно низкая. Более того, 3D выравнивание 

ставит в одно положение остатки MlotiK_L
p42

 и TRPV_E
p42

, ориентации которых 

совпадают.  

Необходимо было ответить на вопрос о том, как при несовпадении выравнивания 

последовательностей сохраняется общая укладка белковой цепи. Для этого был проведен 

анализ специфических контактов, стабилизирующих пространственную структуру в 

разных каналах. На рисунке 2 показаны рассчитанные энергии внутрисегментных и 

межсегментных контактов и количество значимых контактов для каждого остатка в p-

спирали. Верхняя половина графика соответствует суммарному количеству контактов, 

образованных соответствующим остатком, а нижняя часть показывает суммарную 

энергию его контактов, взятую по модулю. В калиевых каналах консервативные 

триптофаны в позициях p41 и p42 образуют больше контактов, чем любой другой остаток, 

и суммарная энергия их контактов значительно ниже (более предпочтительна), чем для 

остальных остатков.  
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Рисунок 2. Количество и энергия контактов, образуемых остатками в p-спирали. Верхняя 

часть графика показывает суммарное количество контактов, образовываемых соответствующим 

остатком, а нижняя – суммарную энергию этих контактов. 

 

Хотя между каналами и наблюдаются различия, но основные контакты достаточно 

консервативны. Боковая цепь триптофана W
p41

 вытянута в сторону соседней субъединицы 

и взаимодействует с N-концом S6-спирали, особенно с остатками в позициях i4 и i8, а 

также образует плотный контакт с консервативным аспартатом в позиции p54. Эти 

контакты стабилизируют пространственную укладку селективного фильтра канала. 

Боковая цепь второго триптофана (в позиции p42) вытянута в сторону полости между S5 и 

S6 спиралями субъединицы, в которой находится триптофан, и образует несколько 

контактов. Хотя в разных каналах W
p42

 образует контакты с разными остатками в S6-

спирали (это могут быть i6, i7 или i10), тем не менее, общая ориентация триптофана и его 

контакты в целом консервативны среди каналов. Такие же контакты можно найти и в 

других калиевых каналах, таких как KirBac1.1, KvAP и MthK.  

В канале TRPV1 отсутствуют триптофаны в позициях p41 и p42. Вместо них в 

последовательности находятся лейцин и глутамат, которые, согласно расчётам, не 

формируют сильных контактов. Тем не менее, остатки F
p44

, K
p45

 и F
p46

 образуют много 

плотных контактов. Фенилаланин в позиции p44 взаимодействует с S6 спиралью той же 

субъединицы и дотягивается до боковой цепи тирозина o14 в центре S5 спирали соседней 
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субъединицы. Фенилаланин в позиции p46 взаимодействует с S6 спиралью той же 

субъединицы, в частности, с тирозином o10. Стоит отметить, что o14 и o10 формируют 

контакт друг с другом. Также интересен контакт, возникающий между аспартатом в 

позиции p54 и лизином в позиции p45. По-видимому, между остатками образуется 

солевой мостик, что даёт сильный контакт. 

Мы показали, что калиевые каналы и TRPV1 образуют цепь контактов, 

формирующих циклическую структуру, состоящую из контактов между остатками Р-

петли и S6 спиралей различных субъединиц. Если смотреть с внеклеточной стороны, то 

общий вид колец стабилизаторов похож в калиевых каналах и TRPV1. И там, и там пара 

ароматических остатков образует кольцо с участием остатков S6 спирали. 

Таким образом, сопоставление структур атомного разрешения позволило 

однозначно установить роль и пространственное расположение каждого конкретного 

аминокислотного остатка в цепи.  

Изучение стерических и электростатических факторов при блокаде ионных 

каналов  

Недавно была опубликована структура прокариотического натриевого канала 

NavMs, связанного с препаратом, родственным локальным анестетикам: 2-(4-бромфенил)-

1-(5-(4-хлорфенил)-1Н-имидазол-2-ил)этанамин) (Bagneris, DeCaen et al., 2014). Несмотря 

на то, что в структуре связанного лиганда виден лишь один тяжелый атом лиганды (бром), 

были обнаружены две очень важные особенности. Во-первых, атом брома, являющийся 

терминальным атомом ароматической группы использованного лиганда, находится в 

интерфейсе между субъединицами. Во-вторых, ионная заселённость участка вблизи 

центральной полости существенно снижается в присутствии блокирующего препарата. На 

основании этих результатов авторы предложили модель, в которой ароматический 

фрагмент, содержащий атом брома, находится в интерфейсе субъединицы, в то время как 

аминогруппа выступает в пору, а противоположный конец препарата располагается в 

селективном фильтре, тем самым стерически смещая находящийся там ион. 

Некоторые ключевые особенности этой модели совпадают с предыдущими 

предложениями (рисунок 3), высказанными в работе Бруховой и соавторов, которые 

основаны на модельной интерпретации косвенных данных (Bruhova, Tikhonov et al., 2008). 

Чтобы объяснить экспериментально наблюдаемые антагонистические отношения между 

местными анестетиками и ионами натрия, в этой модели предполагается, что природа 
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взаимодействий в первую очередь электростатическая. В связи с этим возникает вопрос: 

возможно ли предложить альтернативную интерпретацию данных, полученных 

исследователями в работе (Bagneris, DeCaen et al., 2014)? Для того, чтобы изучить 

возможные ориентации лиганда, использовался следующий подход: лиганд помещался по 

центру вестибюля канала, после чего проводились случайные изменения его ориентации. 

Всего было создано 100000 различно ориентированных стартовых позиций, каждая из 

которых была дополнительно оптимизирована. На рисунке 4 показан ансамбль 

низкоэнергетических структур, полученных в результате минимизаций.  

Атом брома (оранжевый), как правило, находится в интерфейсе между 

субъединицами, при этом учитывались только те конформации, при которых он находится 

не далее, чем в 3 Å от положения атома в рентгеновской структуре. При этом, как видно, 

аминогруппа лиганда находится в центре канала, а хлор, находящийся на 

противоположном конце, имеет значительную конформационную свободу. 

 

 

 

Рисунок 3. Посадка локальных анестетиков в канале. Наложение модели из работы (Bruhova, 

Tikhonov et al., 2008) со структурой, полученной в работе (Bagneris, DeCaen et al., 2014); видно, что 

хвост молекулы блокатора находится в интерфейсе между субъединицами канала. 
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Рисунок 4. Ансамбль низкоэнергетических структур, полученных для посадки Pl1. Жёлтым 

показан атом хлора в составе Pl1, оранжевым – атом брома, а синим – аминогруппа. Структура 

канала окрашена в цвета различных участков канала: p-спираль (лиловый), s5 (зелёный) и s6 

(голубой). 

Аминогруппа лиганда в большинстве случаев подходит к свободному кислороду 

главной цепи остатка T
p48

, что согласуется с предположением, высказанным в работе 

(Bagneris, DeCaen et al., 2014). Если же рассматривать положение дальнего от брома конца 

лиганда, то в целом можно выделить два основных варианта его расположения. В первом 

случае лиганд проникает в область селективного фильтра и смотрит в сторону 

внеклеточного пространства, что, опять же, согласуется с предложенным авторами 

вариантом посадки. Однако в большом количестве низкоэнергетических структур 

фрагмент остается в полости канала, и для таких конформаций стерическое вымещение 

иона из области селективности фильтра невозможно. 

Таким образом, в одной возможной конформации лиганд стерически вытесняет 

ионы из селективного фильтра, что объясняет полученные экспериментальные данные, а в 

другой стерическое замещение ионов в фильтре невозможно. Расчёты показали, что 

первый ион занимает позицию возле E
P50

 (будем называть такую позицию иона сайтом I), 

в то время как второй ион находится глубже в канале (рисунок 5), рядом с входом в 

центральную полость (назовём это сайт II). Опять же, существование такого сайта хорошо 

согласуется с данными по электронной плотности ионов в рентгеновской структуре. 

Третий населённый сайт обнаруживается с внеклеточной стороны селективного фильтра. 

Энергетика для каждой конформации была пересчитана при наличии в системе 
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лиганда PL1. В качестве модели посадки лиганда использовалась полученная ранее 

модель с горизонтальной посадкой, оптимизированная для получения наилучшей моды 

связывания с каналом. На рисунке 5 показаны графики распределения средней энергии 

ионов для различных положений вдоль оси канала в отсутствии лиганда, в присутствии 

лиганда и разность между энергиями, что позволяет оценить вклад Pl1 в энергетику ионов 

в разных позициях. Для ионов, расположенных вблизи кольца E
p5

, электростатический 

эффект присутствия лиганда был незначителен. Но для ионов в сайте II (около полости) 

расстояние до центра аминогруппы Pl1 составляла порядка 3 – 4 Å. Соответственно, 

электростатическое отталкивание увеличивается до 1,3 – 1,5 ккал / моль. 

 

 

Рисунок 5. Распределение ионов в канале NavMs. Сверху: распределение ионов вдоль оси 

канала при наличии одного, двух и трёх ионов в канале. Увеличение количества ионов в модели 

приводит к незначительному расширению пиков и появлению дополнительных пиков вне канала 

(на дальних участках оси). Снизу: усреднённая энергия ионов в системе в отсутствии (красным) и 

при наличии (чёрным) лиганда. Зелёным показана разность энергий. 
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Абсолютное значение этого отталкивания зависит от диэлектрической функции и 

ее параметров. Поэтому необходимо сравнить это отталкивание с другими 

электростатическими взаимодействиями. Основной вклад в удержание ионов в канале 

вносят Т
p48

, Q
p45

 и E
p50

.  Увеличение электростатического отталкивания, путём включения 

PL1 в модель, может значительно изменить общую энергию иона в положении II. В целом 

суммарная энергия электростатического взаимодействия изменяется от -4,8 до -3,4 

(изменение энергии на 31%). 

Таким образом, связывание лиганда PL1 в канале NavMs может повлиять на 

заселённость селективного фильтра ионами не только стерически (как предлагается 

авторами работы (Bagneris, DeCaen et al., 2014)), но также электростатически (когда 

ни одна из частей лиганда не входит непосредственно в селективный фильтр). Такая 

модель представляется более общей, поскольку у многих местных анестетиков, для 

которых были выявлены антагонистические отношения с ионами в селективном фильтре 

(например, лидокаин), отсутствуют длинные радикалы, способные проникать в 

селективный фильтр и стерически вытеснять ионы натрия. 

Блокада натриевых каналов µ-конотоксинами 

Изучение блокады натриевых каналов конотоксинами требует трёх отдельных 

этапов: построение гомологической модели, моделирования связывания токсинов и 

сравнение предсказаний модели с экспериментальными данными. В качестве шаблона для 

построения модели был использован прокариотический натриевый канал NavAb. Выбор 

структуры обусловлен наличием ранее предложенной модели и выравнивания, 

представленного на рисунке 6 (Tikhonov, Zhorov, 2012). Модификации выравнивания 

были внесены с целью объяснения экспериментальных данных по связыванию 

тетродотоксина (TTX) в поре канала, и, как показали расчёты в дальнейшем, необходимы 

для объяснения экспериментальных данных по посадке конотоксинов.  

Для того, чтобы посадить токсин GIIIA в модель, не внося никаких 

дополнительных искажений в структуру канала, GIIIA поместили во внеклеточное 

пространство над каналом. При этом токсин обращён к каналу стороной, которая 

содержит основные остатки (K9, K11, R13, и R19 K16), центр масс находится на оси поры, 

и расстояние между плоскостью, образованной альфа углеродами внешних карбоксилат и 

ближайшим к ним альфа углеродом токсина составляет 11 Å. На этом расстоянии токсин 

не взаимодействует с каналом. Но если использовать только одну стартовую позицию для 
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токсина, то может оказаться, что его изначальная ориентация относительно оси канала 

скажется на его итоговой посадке. Чтобы исключить такую возможность, были созданы 

36 стартовых конформаций токсина, последовательно вращая его вокруг оси поры. 

Оптимизация проводилась в два этапа: на первом использовались экспериментально 

обнаруженные контакты в качестве ограничений на модель, на втором этапе все 

ограничения на взаимодействия были сняты. Для различных стартовых точек была 

получена одна и та же ориентация токсина как в случае прямого, так и в случае 

модифицированного выравнивания.  

Расчеты показали, что модель с прямым выравниванием приводила к ухудшению 

(повышению) энергии на 33% и сдвигу структуры относительно шаблона, что говорит о 

несоответствии такой модели экспериментальным данным. Более того, расчёты показали 

(рисунок 7), что в модели с модифицированным выравниванием наблюдается корреляция 

между экспериментально рассчитанными энергиями парного взаимодействия между 

каналом и токсином и теоретическими предсказаниями модели (коэффициент корреляции 

Пирсона (Р) -0.71, достоверность р = 0,02), в то время как для модели с прямым 

выравниванием корреляция не наблюдается (Р = -0.44, р = 0,17). 

 

Рисунок 6. Скорректированный вариант выравнивания последовательностей субъединиц 

Nav1.4 с NavAb. Так как выравнивание последовательностей по остаткам, образующим 

селективный фильтр, не дало нужных результатов, в работе (Tikhonov, Zhorov, 2012) было 

предложено внести дополнительные изменения. 
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Рисунок 7. Графики корреляций между экспериментально полученными энергиями 

взаимодействия остатков и расчётными значениями в моделях. Слева: модель с прямым 

выравниванием; Справа: модель с модифицированным выравниванием. Синим показаны 

контакты, использованные при построении модели. 

 

Следует отметить, что в расчётах учитывается только одна структура, таким 

образом, нельзя учесть энтропийный вклад в энергию. Из-за большой конформационной 

свободы длинных боковых цепей основных остатков токсина и кислотных остатков 

канала, экспериментально определенные энергии парного взаимодействия складываются 

из многих микросостояний комплекса канал-белок. Чтобы исследовать эту возможность, 

были проведены дополнительные расчеты. Используя полученную модель, были 

сгенерированы 20 000 стартовых точек со случайными конформациями боковых цепей 

основных остатков GIIIA. Для каждой сгенерированной конформации была проведена 

минимизация энергии с учётом ограничений, накладываемых на модель. Результаты 

показаны на рисунке 8.  

В ансамбле самых низкоэнергетических комплексов заряженные концы гибких 

боковых цепей остатков токсина колебались в пределах 5 Å. Это позволяет предположить, 

что остатки токсина могут формировать контакты с различными остатками токсина, 

«переключаясь» между ними, не нарушая при этом общей пространственной ориентации 

токсина.  
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Рисунок 8. Ансамбль низкоэнергетических комплексов, полученных для боковых цепей 

токсина. Шариками показаны центры заряженных групп остатков токсина. 

 

Далее было изучено связывание маленького µ-конотоксина KIIIA в поре канала. 

Этот токсин интересен тем, что в присутствии KIIIA тетродотоксин может достигать 

своего сайта связывания в селективном фильтре, хотя кинетика связывания замедляется 

относительно свободного канала (Zhang, McArthur et al., 2009). Чтобы найти объяснение 

этих экспериментальных данных, можно построить модель канала, в комплексе с KIIIA и 

TTX. Модель взаимодействия TTX с каналом была предложена ранее в работе (Tikhonov, 

Zhorov, 2012). Поэтому для построения общей модели использовалась модель TTX из этой 

работы и модель посадки KIIIA, полученная нами ранее.  

Полученная суммарная модель не приводит к стерическим конфликтам в 

положении токсинов. Компактная молекула TTX связана глубоко в узкой части поры 

между кольцом DEKA и кольцом внешних карбоксилатов, в то время как более крупный 

конотоксин не проникает глубоко в пору, а приближается к внешним карбоксилатам с 

внеклеточной стороны, образуя солевые мостики с ними. Каждый карбоксилат может 

служить акцептором для нескольких водородных связей, что позволяет образовывать 

одновременные контакты с TTX и KIIIA. Внешний карбоксилат в III повторе, который, в 

отличие от других внешних карбоксилатов, не смотрит в сторону оси канала, не 

взаимодействует с TTX, но формирует солевой мостик с R10 в KIIIA. 
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Однако статическая модель не позволяет объяснить, как именно TTX может 

связываться с селективным фильтром в присутствии конотоксина. Чтобы ответить на этот 

вопрос, был проведен расчет, в котором к молекуле тетродотоксина прикладывалась сила, 

выводящая ее из селективного фильтра во внеклеточное пространство. Для этого было 

введено ограничение на расстояние между центральным атомом углерода в группе 

гуанидина TTX и плоскостью, проходящей через четыре альфа атома углерода в кольце 

DEKA. Далее минимальное значение этого расстояния систематически увеличивалось с 

шагом 1 Å и проводились минимизации энергии на каждом шаге. Структура с 

минимальной энергией на данном шаге использовалась в качестве отправной точки для 

следующей стадии. Для того, чтобы не потерять связь между каналом и KIIIA, 

использовались ограничения на контакты между основными остатками KIIIA и внешними 

карбоксилатами. Траектория, по которой проходит молекула TTX, представляет собой 

достаточно гладкую кривую, а соответствующая ей энергия взаимодействия TTX с 

системой не содержит энергетических барьеров, что указывает на отсутствие стерических 

препятствий в предсказанном пути для выхода TTX. 

Наибольший интерес представляют данные, полученные при изучении ионного 

тока в каналах, блокированных конотоксинами. Было показано, что KIIIA и некоторые 

мутанты GIIIA и PIIIA приводят к неполному блоку ионного тока через канал (Hui, 

Lipkind et al., 2002, McArthur, Ostroumov et al., 2011, Wilson, Yoshikami et al., 2011). Важно 

отметить, что ни в одной из этих работ не было предложено структурного обоснования 

полученных данных. Ранее было показано, что ток уменьшается из-за снижения 

проводимости канала (Wang, Nau et al., 2000, Wang, Barile et al., 2001). 

Для решения проблемы молекулярных механизмов неполного блока натриевых 

каналов конотоксинами был использован следующий подход. Ион натрия был помещён в 

кольце DEKA, после чего была предпринято моделирование траектории его выхода из 

канала в присутствии GIIIA. Для этого ион помещался в селективный фильтр, после чего 

проводилась серия последовательных расчётов, в которых на ион накладывалось 

ограничение на расстояние до плоскости, перпендикулярной оси канала. На каждом 

последующем шаге плоскость сдвигалась на 1 ангстрем в сторону внеклеточного 

пространства, при этом результаты предыдущего расчёта использовались в качестве 

стартовой позиции для следующего. 

Аналогичный расчёт был проведён в присутствии мутанта GIIIA R13A. Для 

связывания мутанта с каналом не проводилось построение отдельной модели, а 
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использовалась базовая модель GIIIA в канале, но с заменой R13 на аланин и 

последующей минимизацией энергии структуры. Тело токсина не сдвигалось и все 

токсин-канальные контакты (за исключением тех, в которых принимал участие 

мутированный остаток) были сохранены. Тем не менее, путь иона натрия при выходе из 

поры в этой модели значительно отличается от полученного для чистого токсина в 

терминах энергии и геометрии пути. Траектория иона в модели с заменой оказывается 

гладкой, а в случае с оригинальным токсином существует разрыв кривой пути иона в 

области R13. 

Неудивительно, что более короткий и электронейтральный аланин в этой позиции 

освобождает зону, через которую может проникать ион. На энергетической кривой явно 

видно, что зона положительных энергий, свойственная токсину, пропадает после мутации, 

что говорит об отсутствии препятствий для движения ионов между селективным 

фильтром и внеклеточным пространством. Таким образом, приведённые расчёты 

позволяют объяснить различное действие GIIIA, который полностью блокирует канал, и 

его R13A мутанта, который лишь частично блокирует пору. 

Для подтверждения этого критического вывода был использован альтернативный 

алгоритм расчета. Было созданы 10 000 стартовых позиций, в которых ион случайным 

образом размещался в области селективного фильтра и наружной поры, после чего 

проводилась короткая минимизация энергии (10 минимизаций для каждой из 10 000 

структур). Для анализа были выбраны только те структуры, где энергия взаимодействия 

иона с остальной системой была отрицательной (то есть превалировали силы 

притяжения). Такой подход позволил найти области, которые могут быть заполнены 

ионами. Расчеты проводились для модели канала без токсина и для комплексов канала с 

оригинальным токсином и его мутантами.  

В модели свободного канала ионы размещены равномерно и непрерывно во всей 

области поры. Большое количество энергетически возможных позиций ионов в 

внеклеточной половине поры связано с наличием большого свободного пространства в 

этой области. Присутствие в канале GIIIA вытесняет большую часть ионов из этого 

региона, разбивая облако ионов на два: одно в области селективного фильтра, а второе во 

внеклеточной области. Важно отметить, что между этими двумя «облаками» есть зона, в 

которой практически нет энергетически выгодных позиций для иона.  

Стоит отметить, что отсутствие энергетически благоприятных положений для иона 
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в этой зоне не обязательно является следствием стерического замещения токсином. 

Скорее всего, ионы не могут занимать эту область из-за электростатического 

отталкивания с положительно заряженными остатками GIIIA. Таким образом, в 

полученной модели блок имеет во многом электростатическую природу. Было 

обнаружено, что непрерывные распределения ионов в моделях наблюдаются, тогда, когда 

по крайней мере один из наружных карбоксилатов не участвует во взаимодействии с 

основными остатками токсина. Модели, включающие в себя мутанты токсинов, где любой 

из наружных карбоксилатов не связан специфическими взаимодействиями с токсином, 

приводят к частичному блоку.  

 

Рисунок 9. Схематическая модель механизма блокады ионного тока через канал. Красным 

показаны внешние карбоксилаты и отрицательно заряженный остаток в селективном фильтре. 

Жёлтым обозначены ионы, стрелочками показано их движение через канал. Оранжевым 

изображены конотоксины, голубым – остаток в селективном фильтре и тетродотоксин. 

 

Таким образом, можно предположить, что решающую роль в механизме ионного 

тока через канал играют внешние карбоксилаты. Эти остатки, вероятно, служат в качестве 

промежуточных сайтов связывания для ионов, движущихся из внеклеточного 

пространства к селективному фильтру (рисунок 9). Если по крайней мере один из 

наружных карбоксилатов свободен, то ток ионов через канал возможен, хотя и снижается 

в зависимости от количества свободных сайтов. Эта модель согласуется с 
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экспериментальными данными (McArthur, Ostroumov et al., 2011; McArthur, Singh et al., 

2011) и с предыдущими моделями (Tikhonov, Zhorov, 2007). 

На заключительном этапе тестирования разработанной модели неполного блока 

был проведен ряд расчетов для серии мутантов R13 в GIIIA. R13 особенно интересен тем, 

что этот остаток непосредственно проникает в пору, взаимодействуя с каналом вплоть до 

селективного фильтра. Размер боковой цепи остатка в этом положении в значительной 

степени определяет количество ионов, которые вытесняются из кольца внешних 

карбоксилат, что согласуется с данными (Hui, Lipkind et al., 2002). Замены R13 в GIIIA 

систематически изучены в работе (Hui, Lipkind et al., 2002). Было показано, что величина 

остаточного тока зависит от размера и заряда/полярности замены. Чтобы воспроизвести 

эти результаты, были получены мутации R13 на K, Q, W, Q, N, А, Е и D, и подсчитаны 

распределения ионов, как описано выше. Результаты представлены на рисунке 10.  

 

 

Рисунок 10. График распределения ионов в канале при наличии различных мутантов µ-

конотоксинов. Слева: графики распределения ионов вдоль оси канала для разных мутантов µ-

конотоксинов; справа: корреляция между током ионов через канал и количеством ионов в области 

селективного фильтра в моделях. 

 

Ионные распределения для всех мутантов непрерывны, что говорит в пользу (в 

соответствии с описанными выше результатами) наличия некоторого остаточного тока. 

Чтобы получить количественное соотношение с экспериментальными данными (Hui, 

Lipkind et al., 2002) был построен график количества ионов на оси координат z = 8 Å (эта 

точка соответствует разрыву для случая с оригинальным токсином) против остаточного 
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тока (рисунок 10). Результаты расчетов показывают хорошую корреляцию с 

экспериментом (R = 0,96, р = 3,4 * 10-5).  

Таким образом, предложенная модель неполного блока воспроизводит не только 

качественный эффект присутствия или отсутствия остаточного тока, но даже 

величину этих токов.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

На данный момент известно большое количество блокаторов потенциал-

управляемых натриевых каналов эукариот. Из всего объема медицинской фармакологии 

порядка 10% соединений имеют мишенями именно ионные каналы. Это анестетики, 

анальгетики, антиаритмики и множество других классов фармакологических агентов. 

Однако подавляющее большинство из известных блокаторов приводит к полному блоку 

ионного тока через канал, что затрудняет их использование в медицинских целях. 

Передозировка таких блокаторов, как тетродотоксин, может вызвать негативные эффекты 

вплоть до летального исхода. Используемые для обезболивания локальные анестетики — 

тоже блокаторы именно этих каналов. Их основное отличие от тетродотоксина состоит в 

том, что они действуют только в высоких концентрациях — иначе говоря, только вблизи 

места введения. Локальные анестетики препятствуют возникновению потенциалов 

действия, а значит, и передаче в мозг болевых сигналов. 

Потенциально лиганды, вызывающие неполный блок натриевых каналов, имеют 

огромную фармакологическую ценность. Применение таких препаратов позволит снижать 

чувствительность ионных каналов, не нанося непоправимых повреждений организму. 

Вероятность отрицательных эффектов от передозировки также значительно снижается. 

Современная медицина постоянно нуждается в новых активных и избирательных 

фармакологических агентах, чтобы по возможности минимизировать побочные эффекты 

применения лекарств. На разработку новых препаратов тратятся огромные деньги. Но как 

же искать новые вещества, если мы не знаем, каковы механизмы действия уже известных 

соединений? Случайный перебор слишком дорого обходится. Рациональный поиск может 

основываться только на глубоком научном понимании механизмов действия 

препаратов — во всем диапазоне от молекул до целых организмов. 

Именно поэтому столь важно было найти структурную основу для механизма 

возникновения эффекта неполного блока в потенциал-управляемых натриевых каналах 
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эукариот. Понимание механизма действия лигандов позволит в будущем искусственно 

создавать препараты, способные специфически блокировать натриевые каналы. Это 

открывает широкий простор для исследований в области фармакологии. 

Выводы 

 При выравнивании аминокислотных последовательностей p-loop каналов необходимо 

учитывать трехмерные структуры и специфические межсегментные взаимодействия. 

Исходя из такого анализа наиболее подходящей для моделирования эукариотических 

натриевых каналов является структура бактериального канала NavAb. 

 Моделирование связывание блокатора Pl1 в канале NavMs показало, что могут 

существовать различные конформационные состояния системы блокатор-канал. Показано, 

что блокада NavMs лигандом Pl1 может носить не только стерический, но и 

электростатический характер. 

 Модель, построенная на основе канала NavAb с учетом коррекции выравнивая, 

позволяет получить комплексы с µ-конотоксинами, свойства которых хорошо 

согласуются с экспериментальными данными. Это свидетельствует, что поры 

прокариотических и эукариотических натриевых каналов имеют общее строение и 

позволяет использовать данную модель для изучения механизмов блокады 

эукариотических каналов. 

 Предложена схема блокады ионных токов через натриевые каналы конотоксинами. В 

отличие от TTX и ему подобных низкомолекулярных лигандов, µ-конотоксины не 

проникают в узкую часть поры и, таким образом, не блокируют её стерически. 

Конотоксины блокируют ток путём электростатического взаимодействия и нейтрализации 

внешних карбоксилатов канала. Если все четыре внешних карбоксилата участвуют во 

взаимодействии с токсином, то канал теряет свою способность проводить ионы, что 

приводит к полному блоку. Если некоторые из внешних карбоксилатов остаются 

свободными, токсин только частично блокирует ток. 

Список работ, опубликованных по теме диссертации 

Статьи в рецензируемых журналах: 

1. Коркош В.С., Жоров Б.С., Тихонов Д.Б. Молекулярная эволюция ионных 

каналов: аминокислотные последовательности и трёхмерные структуры // 

Журнал эволюционной биохимии и физиологии. -2016. –Т. 52. -№ 1. -C. 26-33. 



24 

 

2. Korkosh V.S., Zhorov B.S. and Tikhonov D.B. Folding similarity of the outer pore 

region in prokaryotic and eukaryotic sodium channels revealed by docking of 

conotoxins GIIIA, PIIIA, and KIIIA in a NavAb-based model of Nav1.4 // J Gen 

Physiol. -2014. -V. 144. -№3. -P. 231-244. 

Тезисы докладов:  

1. Коркош В.С., Жоров Б.С., Тихонов Д.Б. Компьютерный анализ взаимодействий 

мю-конотоксинов с потенциал-управляемыми натриевыми каналами // Научные 

труды IV съезда физиологив СНГ – Сочи – С. 37. 

2. Коркош В.С., Тихонов Д.Б., Жоров Б.С. Проблемы биоинформатического подхода 

к эволюции белков ионных каналов на примере TRPV // X1 международный 

междисциплинарный конгресс «Нейронаука для медицины и психологии» - Судак 

– 2015 – С. 218-219. 

3. Korkosh V.S., Zhorov B.S, Tikhonov D.B. NavAb structure as a template to rationalize 

experimental data on Nav1.4 block by mu-conotoxins // Biophysical Journal. -2014. –V. 

106. -№2. Sup.2. –P 130A. 

 

 

 


