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Разработана методика получения рекомбинантных функционально-активных пептидов 
Ce1 и Ce4 из яда скорпиона Centruroides elegans в системе экспрессии Escherichia coli.  
Выходы Ce1 и Ce4 составили соответственно 6,5 и 12 мг с литра культуры (плотность 
клеток около 5 оптических единиц). Свойства полученных пептидов исследованы с при-
менением биоинженерных систем на основе гибридных каналов KcsA-Kv1.x (х = 1, 3, 6), 
содержащих сайты связывания блокаторов соответствующих эукариотических калиевых 
каналов семейства Kv1. Показано, что рекомбинантные Ce1 и Ce4 вплоть до микромо-
лярных концентраций не проявляют сродства к сайтам связывания каналов Kv1.1 и Kv1.6 
и, подобно природным пептидам, селективно взаимодействуют с сайтом связывания ка-
нала Kv1.3: кажущиеся константы диссоциации комплексов KcsA-Kv1.3 с рекомбинант-
ными Ce1 и Ce4 равны, соответственно, 50±10 и 200±30 нМ (среднее ± стандартная 
ошибка среднего). 
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Потенциал-зависимые калиевые каналы се-
мейства Kv1 – сложные тетрамерные мембранные 
белки, в которых каждая субъединица содержит 
N- и С-концевые цитоплазматические домены, 
а также шесть трансмембранных альфа-спиралей, 
окружающих центральный ион-проводящий ка-
нал [1]. В ответ на изменение трансмембранного 
потенциала каналы Kv переходят из закрытого 
в  открытое состояние, обеспечивая транспорт  
ионов калия через клеточную мембрану. Каналы 
Kv1 участвуют в реполяризации клеточной мем-
браны и регулируют процессы проведения нерв-
ного импульса и мышечного сокращения [1], про-
цессы пролиферации и миграции клеток, 
секреции гормонов и нейромедиаторов [2, 3]. 

Усиление активности и/или повышение уров-
ня экспрессии Kv1-каналов играет ключевую роль 
в патогенезе ряда заболеваний, а ингибирование 
их активности рассматривается в качестве воз-
можной терапии данных заболеваний [4]. Гипе-
рактивность Kv1.1 при рассеянном склерозе 
и  травматическом повреждении спинного мозга 
может быть терапевтически значимо снижена бло-
каторами этого канала [5]. Повышенная экспрес-
сия канала Kv1.3 способствует развитию аутоим-

мунных заболеваний [6] и играет роль в процессах 
нейровоспаления, характерных для ишемического 
инсульта, болезни Альцгеймера, болезни Паркин-
сона и черепно-мозговой травмы [7]. Повышен-
ную экспрессию канала Kv1.6 в интернейронах 
связывают с возникновением эпиактивности, 
а  его ингибирование позволяет нормализовать 
проводимость нейронов [3]. 

Многие пептидные токсины из ядов живот-
ных (скорпионов, змей, морских анемон и улиток 
семейства конусов) способны с высокой аффин-
ностью и селективностью связываться с опреде-
ленными типами Kv1-каналов, блокируя их [8]. 
Пептидные блокаторы широко используют для 
изучения структуры, свойств и механизмов функ-
ционирования Kv1-каналов, картирования их тка-
невой локализации [9–11]. Высокая избиратель-
ность взаимодействия с каналами-мишенями 
и низкая токсичность позволяют рассматривать не-
которых представителей этих пептидов в качестве 
перспективных лекарственных средств [12–14].

Взаимодействие пептидных блокаторов 
с  внешним сайтом связывания Kv1-каналов со-
провождается закупориванием их поры, а также 
образованием множественных межмолекулярных 
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контактов, включающих гидрофобные и электро-
статические взаимодействия, а также водородные 
связи, что определяет специфичность и устойчи-
вость образующегося комплекса [15–17]. Изуче-
ние пептидов-блокаторов, определение их аффин-
ности к разным типам Kv1-каналов и уточнение 
роли отдельных аминокислотных остатков в ста-
билизации комплексов с каналами открывает  
возможность направленного дизайна пептидов  
с заданными свойствами с потенциальным лекар-
ственным действием.

Обнаруженные в яде скорпиона Centruroides 
elegans Ce-пептиды из подсемейства α-KTx2 были 
охарактеризованы как блокаторы канала Kv1.3 че-
ловека, не взаимодействующие с кальций-активи-
руемым каналом KCa3.1, калиевым каналом Shaker 
и каналом Kv2.1 крысы [18]. Пептидные блокато-
ры могут проявлять кросс-активность в отноше-
нии ряда каналов семейства Kv1, однако взаимо-
действия Се-пептидов с другими Kv1-каналами, 
в  частности, с каналами Kv1.1 и Kv1.6, имеющими 
важное физиологическое значение в центральной 
нервной системе [19, 20], не исследовались. Изуче-
ние активности Ce-пептидов в отношении Kv1-ка-
налов важно для выявления молекулярных детер-
минант, определяющих аффинность и  селектив- 
ность пептидов семейства α-KTx2 по отношению 
к отдельным представителям Kv1-каналов. 

В настоящей работе представлены результаты 
изучения свойств пептидов Ce1 и Ce4, которые 
первыми из пяти известных Ce-пептидов удалось 
получить в рекомбинантной форме (далее rCe1 
и rСe4). Эти пептиды (рисунок, А) длиной 39 а.о. 
с  тремя дисульфидными связями имеют высокую 
гомологию с известными блокаторами Kv1-кана-
лов семейства α-KTx2 – хонготоксином 1 (HgTx1) 
[21], маргатоксином (MgTx) [22] и ноксиустокси-
ном (NTx) [23]. Природные Се1 и Се4 имеют 
сходную субнаномолярную аффинность к  каналу 
Kv1.3, но отличаются семью аминокислотными 
остатками (гомология 82%) и аминогруппой на 
С-конце Се4 [18].

Свойства rCe1 и rCe4 были исследованы 
с применением разработанных нами ранее анали-
тических систем на основе гибридных каналов 
KcsA-Kv1.x (x = 1, 3, 6), содержащих сайты связы-
вания блокаторов соответствующих эукариотиче-
ских каналов [17, 24, 25].

Материалы и методы
В работе использовали реагенты фирмы Merck 

(Германия), эндонуклеазы рестрикции KpnI 
и HindIII, Taq-ДНК-полимеразу, ДНК-лигазу, мар-
керы молекулярных масс белков фирмы Thermo 
Fisher Scientific (США), Ni-Сефарозу (Ni Sepharose 
Fast Flow, США) и колонки для обессоливания бел-
ков PD-10 фирмы GE Healthcare (США), штаммы 
клеток Escherichia coli BL21(DE3) и Rosetta-gami 
B(pLysS) фирмы Novagen (Merck, Германия). 

Цистеиновую протеазу вируса гравировки та-
бака (протеазу TEV) выделяли, как описано ранее 
[26]. Рекомбинантные пептиды хонготоксин 1 
(HgTx1), агитоксин 2 (AgTx2) и харибдотоксин 
(ChTx) были получены по описанной ранее мето-
дике [27], основанной на экспрессии в E. coli це-
левого пептида в составе гибрида с мальтоза-свя-
зывающим белком (MBP). HgTx1, меченный по 
N-концу флуорофором Atto488 (A-HgTx1), был 
получен методом химического синтеза фирмой 
Smartox Biotechnology (Франция). AgTx2, мечен-
ный карбокситетраметилродамином (R-AgTx2), 
был получен, как описано ранее [24].

Гены пептидов Ce1 и Ce4, слитых на N-конце 
с сайтом расщепления протеазой TEV (CSTEV), 
были получены методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) с использованием олигонуклео-
тидных праймеров, содержащих 5’-концевые сай-
ты рестрикции KpnI и 3’-концевые сайты HindIII. 
После гидролиза эндонуклеазами рестрикции 
KpnI и HindIII ПЦР-фрагменты ДНК клонирова-
ли по соответствующим сайтам в экспрессионную 
плазмиду pET-23d-MalE, также обработанную 
KpnI и HindIII [27]. Нуклеотидную последова-
тельность целевых генов в составе плазмид pET-
23d-MalE-CSTEV-Ce1 и pET-23d-MalE-CSTEV-Ce4 
подтверждали секвенированием. Секвенирование 
выполнялось компанией «Евроген» (Россия). 

Экспрессию и выделение пептидов проводи-
ли, как описано в работе [27]. Клетки E. coli 
Rosetta-gami B(DE3)pLysS, трансформированные 
полученными плазмидами, выращивали в среде 
LB (так называемая лизогенная среда), содержа-
щей ампициллин (100 мкг/мл), канамицин 
(15  мкг/мл), хлорамфеникол (34 мкг/мл) и тетра-
циклин (12,5 мкг/мл). Культуру, выращенную при 
37 °С до оптической плотности ОП560 = 1,0–1,5 о.е., 
индуцировали изопропил-β-D-1-тиогалактопира-
нозидом (100 мкг/мл) и продолжали выращивать 
при 20 °С в течение 22 ч. Клеточную биомассу раз-
рушали ультразвуком, нерастворимую фракцию 
удаляли центрифугированием при 36000g в тече-
ние 20 мин, а гибридный белок выделяли из рас-
творимой фракции клеточного лизата хроматогра-
фией на колонке Ni Sepharose Fast Flow 
и обессоливали на колонке PD-10 в фосфатно-со-
левом буфере (pH 7,4). Для контроля процедуры 
выделения целевых белков проводили электрофо-
рез в 12%-ном полиакриламидном геле в присут-
ствии додецилсульфата натрия (рисунок, Б, В). 
Выделенные гибридные белки MBP-CSTEV-Ce1 
и  MBP-CSTEV-Ce4 гидролизовали TEV-протеазой 
в присутствии 0,5 мМ дитиотреитола при 20 °С 
в  течение 16 ч. Концентрация гибридного белка 
в реакционной смеси составляла 2 мг/мл, концен-
трация TEV-протеазы – 0,5 мг/мл. Пептиды очи-
щали методом обращенно-фазовой высокоэффек-
тивной хроматографии (ОФ ВЭЖХ) на колонке 
Discovery Bio Wide Pore C18 (15 см × 4,6 мм, 5 мкм, 
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Supelco, США) с использованием линейного гра-
диента ацетонитрила (0–35%) в 0,1%-ной трифто-
руксусной кислоте (рисунок, Г, Д), лиофилизова-
ли, растворяли в воде и хранили при -18 °C.

Массы rCe1 и rCe4 измеряли методом 
MALDI-TOF-спектрометрии. Концентрацию 
пептидов измеряли методом спектрофотометрии 
в  растворе 20%-ного ацетонитрила и 0,1%-ной 
трифторуксусной кислоты на длине волны 214 нм, 
используя рассчитанные по ранее опубликованно-

му методу [28] коэффициенты молярной экстинк-
ции 55787 и 54719 М-1см-1 для rCe1 и rCe4 соответ-
ственно. 

Выращивание клеток E. coli, экспрессирую-
щих гибридные каналы KcsA-Kv1.x (x = 1, 3, 6), 
и  приготовление сферопластов проводили, как 
описано ранее [17, 24]. Полученные сферопласты 
хранили в растворе 10 мМ Трис-HCl, рН 8,0, 
0,25 М сахарозы, 10 мМ MgCl2 при +4°С и исполь-
зовали для измерений в течение двух недель. 

Рисунок. Получение и свойства рекомбинантных пептидов rCe1 и rCe4. 
А. Сравнение аминокислотных последовательностей HgTx1, rCe1 и rCe4. Красным выделен закупоривающий пору канала а.о. ли-
зина. Синим выделены образующие дисульфидные связи цистеины. * и # – идентичные и вариабельные а.о. пептидов rCe1 и rCe4. 
Б, В. Анализ выделения MBP-CSTEV-Ce1 (Б) и MBP-CSTEV-Ce4 (В) из биомассы клеток E. coli методом электрофореза в денату-
рирующих условиях. М – белки-стандарты, Дорожки: 1 – клеточный лизат, 2 – очищенный целевой продукт. Стрелка отмечает 
положение целевого продукта. 
Г, Д. Очистка rCe1 (Г) и rСе4 (Д), полученных гидролизом MBP-CSTEV-Ce1 и MBP-CSTEV-Ce4 TEV-протеазой, методом обра-
щенно-фазовой высокоэффективной хроматографии. Время выхода пептидов rCe1 и rСе4 (обозначены стрелкой) – 26 и 36 мин 
соответственно.
Е. Концентрационная зависимость конкурентного ингибирования связывания A-HgTx1 (20 нМ) c KcsA-Kv1.3-пептидами rСe1, 
rСe4, HgTx1, AgTx2 и ChTx. 
Ж. Анализ способности пептидов HgTx1 (100 нМ), rCe1 (7 мкМ) и rCe4 (6 мкМ) вытеснять A-HgTx1 (100 нМ) из комплекса 
с KcsA-Kv1.1. 
З. Анализ способности пептидов AgTx2 (10 нМ), rCe1 (9 мкМ) и rCe4 (10 мкМ) вытеснять R-AgTx2 (0,5 нМ) из комплекса 
с KcsA-Kv1.6. 
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Конкурентное связывание немеченых пепти-
дов с KcsA-Kv1.x в присутствии флуоресцентно-
меченых лигандов A-HgTx1 или R-AgTx2 прово-
дили в соответствии с описанным ранее 
протоколом [24]. Концентрация A-HgTx1 в реак-
ционной смеси с каналами KcsA-Kv1.1 и KcsA-
Kv1.3 составляла 100 нМ и 20 нМ соответственно. 
Концентрация R-AgTx2 в экспериментах с KcsA-
Kv1.6 составляла 0,5 нМ. Растворы немеченых 
пептидов готовили методом двукратных разведе-
ний в буфере C (20 мM Трис-HCl, 0,25 M сахаро-
за, 0,3 мM этилендиаминтетрауксусной кислоты, 
4 мM KCl, 10 мM MgCl2, 0,1% бычьего сывороточ-
ного альбумина, pH 7,5), смешивали с суспензией 
сферопластов в буфере С (до конечной концен-
трации 104 клеток на мкл) и с флуоресцентно-ме-
ченым пептидом. Смеси инкубировали в течение 
1 ч при 37 °C на шейкере (350 об./мин) и перено-
сили в 12-луночные силиконовые кюветы 
flexiPERM (Perbio, Бельгия), прикрепленные 
к  покровному стеклу. Кюветы центрифугировали 
при 15 °C и 200g в течение 5 мин для иммобилиза-
ции сферопластов на стекле. Концентрации пеп-
тидов варьировали в диапазоне: 16 нМ – 10 мкМ 
(rСe1), 0,1–10 мкМ (rСe4), 1–100 нМ (AgTx2), 
0,9–230 нМ (HgTx1), 0,3–20 нМ (ChTx).

Измерения проводили на инвертированном 
лазерном сканирующем микроскопе LSM710 
(Zeiss, Германия) с использованием масло-иммер-
сионного объектива αPlan-Apochromat (×100, NA 
1,46) с латеральным и аксиальным разрешением 
0,2 и 2 мкм соответственно. Флуоресценцию 
A-HgTx возбуждали на длине волны 488 нм и ре-
гистрировали в диапазоне 493–600 нм. Флуорес-
ценцию R-AgTx2 возбуждали на длине волны 
543 нм и регистрировали в диапазоне 550–685 нм.

Полученные изображения анализировали, как 
описано ранее [24]: рассчитывали показатели ин-
тенсивности флуоресценции для лигандов, свя-
занных с каналами на поверхности сферопластов, 
и усредняли по выборке из 80–100 клеток для 
каждого измеренного образца. По средним значе-
ниям интенсивности строили зависимости вытес-
нения флуоресцентных лигандов из комплексов 
с  KcsA-Kv1.x от концентрации конкурирующих 
немеченых пептидов и определяли концентрации 
пептидов, вытесняющих флуоресцентные лиган-
ды из комплексов на 50% (IC50).

Значения кажущихся констант диссоциации 
комплексов немеченых пептидов с KcsA-Kv1.x 
(Kap) рассчитывали по формуле Ченга-Прусоффа:

=
+

50 ,
1ap

d

IC
K

L K 	
(1)

где L – концентрация флуоресцентного лиганда, 
а  Kd – константа диссоциации его комплекса 
с  сайтом связывания исследуемого канала  
KcsA-Kv1.x. Соответствующие константы Kd были 

определены для A-HgTx1 или R-AgTx2 ранее 
[29,  17]. Величины Kd комплексов A-HgTx1 
с  KcsA-Kv1.1 и  KcsA-Kv1.3 составили 44±6 нМ 
и  8,4±0,7 нМ соответственно [29]. Значение Kd 
комплекса R-AgTx2 с KcsA-Kv1.6 определено как 
0,14 ± 0,04 нМ [17] (среднее ± стандартная ошиб-
ка среднего).

Исследования проводили в трех независи-
мых повторностях. Рассчитанные по результа-
там экспериментов константы Kap усредняли 
и  представляли как среднее значение ± стан-
дартная ошибка среднего. 

Результаты и обсуждение
Пептиды rCe1 и rCe4 были получены в реком-

бинантной форме путем экспрессии в клетках E. 
coli гибридных белков MBP-CSTEV-Ce1 и MBP-
CSTEV-Ce4 по разработанному нами методу [27]. 
Он позволяет обеспечить высокий уровень экс-
прессии целевых пептидов в растворимой форме 
с правильно замкнутыми дисульфидными связями 
и исключить процедуру ренатурации пептидов in 
vitro. Эффективной экспрессии rCe1 и rCe4 спо-
собствовали использование шапероноподобного 
белка-партнера MBP, снижение температуры 
культивации до 20 °С, а также использование 
штамма Rosetta-gami B(pLysS), в котором облегче-
но замыкание дисульфидных связей в цитоплазме. 
В этих условиях был обеспечен высокий уровень 
продукции гибридных белков (рисунок, Б и В) – 
около 200 мг с 1 л культуры (плотность около  
5 оптических единиц)

При разделении реакционной смеси после 
TEV-гидролиза методом ОФ ВЭЖХ пики пепти-
дов на хроматограмме имели симметричную фор-
му и характерные для ренатурированных пептидов 
времена выхода – 26 и 36 мин для rCe1 и rCe4 со-
ответственно (рисунок, Г, Д). Наличие множе-
ственных пиков на хроматограмме rCe1 с време-
нами выхода более 26 мин свидетельствует 
о присутствии в гидролизате TEV денатурирован-
ных форм пептида, образующихся, по-видимому, 
из-за чувствительности rCe1 к дитиотреитолу – 
компоненту реакции гидролиза. 

Выходы rCe1 и rCe4 составили 6,5 и 12 мг со-
ответственно с литра культуры клеток. Молекуляр-
ные массы rCe1 и rCe4, измеренные методом 
MALDI-TOF-спектрометрии, были равны 4253 Да 
и 4296 Да, что с точностью до 1 Да соответствовало 
их расчетным массам (4252 и 4295 Да соответ-
ственно) с 3 дисульфидными связями. Таким обра-
зом, результаты ОФ ВЭЖХ пептидов и измерения 
их молекулярной массы свидетельствуют о получе-
нии rCe1 и rCe4 в ренатурированной форме.

Для изучения способности rСе1 и rСе4 взаи-
модействовать с внешними сайтами связывания 
блокаторов каналов Kv1.1, Kv1.3 и Kv1.6 применя-
ли биоинженерные тест-системы [24], основан-
ные на экспрессии гибридных каналов KcsA-Kv1.x 
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(x = 1, 3, 6) в плазматической мембране E. coli 
и использовании флуоресцентно меченого лиган-
да. Удаление клеточной стенки обеспечивает до-
ступ лигандов к гибридным каналам на поверхно-
сти мембраны. Образование комплексов лигандов 
с гибридными каналами в условиях конкурентно-
го связывания позволяет провести сравнение аф-
финностей меченого и изучаемого (немеченого) 
лиганда. Надежность такого подхода подтвержде-
на ранее в сравнительных исследованиях метода-
ми электрофизиологии [25, 30]. 

Взаимодействие rСе1 и rСе4 с каналом  
KcsA-Kv1.3 изучали с помощью гомологичного 
флуоресцентно-меченого A-HgTx1 и сравнивали 
с  активностью известных пептидных блокаторов 
AgTx2, ChTx и HgTx1. Обнаружено, что rСе1 
и  rСе4 вытесняют A-HgTx1 из комплексов  
с KcsA-Kv1.3, но уступают по активности блокато-
рам AgTx2, ChTx и HgTx1 (рисунок, Е). Измере-
ния показали, что кажущиеся константы диссо-
циации комплексов KcsA-Kv1.3 с rCe1 и rCe4 
равны соответственно 50±10 и 200±30 нМ.  
Аналогичные константы для AgTx2, ChTx 
и  HgTx1, измеренные в  параллельных экспери-
ментах, составили соответственно 0,6±0,1, 
1,1±0,1 и 1,07±0,03 нМ. 

Для природных пептидов Ce1 и Се4 констан-
ты Kd, измеренные на эукариотическом канале 
Kv1.3, равны 0,7 и 0,98 нМ соответственно [18]. 
Измеренные в электрофизиологических экспери-
ментах Kd комплексов ChTx с каналом Kv1.3 со-
ставляют 0,19 нМ при экспрессии Kv1.3 в ооцитах 
лягушки [31] и 2,6 нМ при его экспрессии в клет-
ках млекопитающих [32]. Для AgTx2 значение Kd 
по данным электрофизиологических исследова-
ний на канале Kv1.3 равно 0,2 нМ [33]. Соответ-
ствующая Кd для HgTx1, измеренная методом ра-
диолигандного анализа при низкой ионной силе, 
равна 0,086 нМ [21]. Таким образом, при связыва-
нии с гибридными каналами значения Кd для ток-
синов ChTx и AgTx2 сопоставимы со значениями, 
измеренными другими методами, а Кd пептидов 
Ce1, Ce4 и HgTx1 – представителей семейства 
токсинов α-KTx 2 – существенно отличаются. 

Известно, что на величину измеренных Кd 
пептидов могут влиять выбор системы экспрессии 
Kv1.3-канала (ооциты лягушки, линия эукариоти-
ческих клеток), условия реакции связывания 
(ионная сила, температура) и метод измерений 
(методы электрофизиологии или радиолигандный 
анализ [24]). Причина отличий, измеренных нами 
и опубликованных ранее [18] величин Кd пептидов 
rCe1 и rCe4 пока не ясна. Для уточнения этих ве-
личин планируется провести исследования аль-
тернативными методами. Снижение аффинности 
rСе4 по сравнению с природным пептидом может 
быть связано также с отсутствием С-концевой 
аминогруппы у rСе4. Известно, что посттрансля-
ционное амидирование может значительно влиять 

на аффинность пептидных блокаторов калиевых 
каналов [34]. 

Изучение взаимодействия rСе1 и rСе4 с сай-
том связывания Kv1.1 показало, что rCe4 не вы-
тесняет A-HgTx1 (100 нМ) из комплексов  
с KcsA-Kv1.1 при концентрациях до 6 мкМ, а rСе1 
при концентрации 7 мкМ вытесняет лишь 40% 
A-HgTx1 (рисунок, Ж). В контрольном экспери-
менте HgTx1 (100 нМ) вытеснял из комплексов 
90% A-HgTx1 (рисунок, Ж). Согласно оценке по 
формуле (1), аффинность rСе1 к сайту связывания 
Kv1.1 приблизительно в 40 раз меньше, чем к сай-
ту Kv1.3. Аналогично аффинность rСе4 к сайту 
связывания Kv1.1 более чем в 10 раз меньше, чем 
к сайту Kv1.3.

Поскольку A-HgTx1 не связывается с KcsA-
Kv1.6 [27] (как следствие низкой аффинности 
HgTx1 к каналу Kv1.6 [21]), изучение rСе1 и rСе4 
в  отношении KcsA-Kv1.6 проводили с помощью 
флуоресцентного лиганда R-AgTx2, имеющего 
высокое сродство к этому каналу [17]. Исследова-
ния показали, что rCe1 и rCe4 не конкурируют 
с  R-AgTx2 (0,5 нМ) за связывание с каналом 
KcsA-Kv1.6 вплоть до концентрации 9–10 мкМ 
(рисунок, З). В тоже время AgTx2 (10 нМ) полно-
стью вытеснял R-AgTx2 (0,5 нМ) из этих комплек-
сов (рисунок, З). Согласно оценке, показатели аф-
финности rСе1 и rCe4 к сайту связывания Kv1.6 
меньше, чем к сайту Kv1.3, по крайней мере, в 40 
и 10 раз соответственно.

По аффинности к сайтам связывания каналов 
Kv1.1 и Kv1.3 пептиды rCe1 и rCe4 качественно по-
хожи на гомологичные α-KTx2-блокаторы MgTx 
и NTx, для которых показано повышенное, соот-
ветственно, в 400 и в более чем 25 раз сродство 
к  Kv1.3, чем к Kv1.1 [22, 23]. Однако для гомоло-
гичного HgTx1 аффинность к Kv1.1, наоборот, 
в  3  раза выше, чем к Kv1.3 [21]. К Kv1.6-каналу 
HgTx1 имеет очень низкую аффинность, что со-
гласуется со свойствами rCe1 и rCe4. Сродство 
MgTx и NTx к Kv1.6 по информации в базе данных 
Kaliumdb (https://kaliumdb.org) неизвестно. 

Полученные результаты дополняют данные 
о  свойствах пептидных блокаторов потенциал-
зависимых калиевых каналов, относящихся 
к  подсемейству α-KTx2. Выявленная селектив-
ность пептидов rCe1 и rCe4 к сайту связывания 
канала Kv1.3, возможно, связана с наличием 
в  центральной петле пептидов отрицательно за-
ряженных аминокислотных остатков D19 у Ce1 
и  E19 у Ce4, затрудняющих взаимодействие 
с KcsA-Kv1.1. 

Отметим, что E19 присутствует также в NTx, 
который уступает HgTx1 по аффинности к каналу 
Kv1.3 и не взаимодействует с Kv1.1. Еще одним 
фактором, способным модулировать аффинность 
α-KTx2-пептидов к Kv1-каналам, могут быть от-
личия в аминокислотной последовательности 
С-концевых участков пептидов (рисунок, А). 
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По  данным молекулярного моделирования 
С-конец играет важную роль при взаимодействии 
пептидов α-KTx2 с каналом Kv1.3 [35]. 

Планируемые в дальнейшем исследования 
свойств Се-пептидов методом сайт-направлен-
ного мутагенеза позволят выяснить роль конкрет-
ных аминокислотных остатков и их комбинаций 
в  специфике взаимодействия изучаемых блокато-
ров с Kv1-каналами. 
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Recombinant peptides Ce1 and Ce4 from venom  
of scorpion Centruroides elegans and their interactions  

with hybrid channels KcsA-Kv1.x (x = 1, 3, 6)
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A technique has been developed for obtaining recombinant functionally-active peptides Ce1 and 
Ce4 from the venom of the scorpion Centruroides elegans in the E. coli expression system. The 
yields of peptides Ce1 and Ce4 were 6.5 and 12 mg per liter of culture, respectively. The 
properties of the obtained peptides were studied using bioengineered systems based on hybrid 
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ПЕПТИДОВ CE1 И CE4 С КАНАЛАМИ KV1

channels KcsA-Kv1.x (x=1, 3, 6) containing blocker binding sites of the corresponding 
eukaryotic potassium channels of Kv1-family. It has been shown that recombinant Ce1 and Ce4 
do not exhibit affinity to the binding sites of Kv1.1 and Kv1.6 channels up to micromolar 
concentrations and, like natural peptides, selectively interact with the binding site of Kv1.3 
channel: the apparent dissociation constants of KcsA-Kv1.3 complexes with recombinant Ce1 
and Ce4 are 50±10 and 200±30 nM, respectively.

Keywords: potential-dependent potassium channels, Kv1, hybrid potassium channel KcsA-Kv1.3, 
laser confocal microscopy, peptide blockers, affinity
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