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Потенциал-управляемый калиевый канал Kv1.3 участвует во многих процессах воз-
будимых и невозбудимых клеток: поддержании потенциала покоя, переносе сигнала, 
апоптозе, регуляции клеточного объёма, активации и пролиферации лейкоцитов. Бло-
кирование этого канала является эффективным подходом для лечения аутоиммунных, 
онкологических, хронических воспалительных и метаболических заболеваний. Одними 
из наиболее перспективных блокаторов канала Kv1.3 являются токсины, выделенные из 
яда скорпионов. Знание молекулярных аспектов процесса связывания пептидных блока-
торов с каналом является важным условием для создания высокоэффективных и селек-
тивных лигандов. В работе с помощью моделирования по гомологии и применения мо-
лекулярной динамики были построены комплексы гибридного канала KcsA-Kv1.3 
с аджитоксином 2. Анализ образуемых контактов позволил выявить полную картину взаи-
модействий, а также идентифицировать ключевые остатки, ответственные за аффин-
ность связывания токсина. Результаты вычислительного эксперимента согласуются 
с экспериментальными данными и могут быть важны для разработки лекарств.
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Потенциал-управляемые калиевые каналы ре-
гулируют проницаемость клеточной мембраны для 
ионов K+ в ответ на изменение мембранного по-
тенциала. Канал Kv1.3 в основном экспрессируется 
в нейронах, главным образом — в гипоталамусе и 
обонятельной луковице, и клетках иммунной сис-
темы, включая Т- и В-лимфоциты, клетки микро-
глии, дендритные клетки и макрофаги [1]. 

Нарушения функционирования Kv1.3 канала 
связаны с нарушениями метаболизма и развитием 
таких заболеваний, как хронические воспалитель-
ные, аутоиммунные и онкологические. Лечение ука-
занных заболеваний возможно путем коррекции 
активности каналов. Так, блокаторы канала Kv1.3 
являются потенциальным фармакологическим 
инструментом для ослабления Т-клеточно-опосре-
дованных аутоиммунных расстройств [2], что спо-
собствует лечению рассеянного склероза, сахарного 
диабета 1 типа, ревматоидного артрита, псориаза 
и хронической астмы [3]. Маргатоксин показал 
свою эффективность против аденокарциномы [4]. 
Блокирование канала Kv1.3 улучшает дифференци-
ровку и созревание нервных клеток-предшествен-
ников, что может способствовать самовосстановле-
нию нервных тканей [5]. В то же время блокаторы 
канала Kv1.3 подавляют пролиферацию и диффе-
ренцировку бурых адипоцитов [6], что позволяет 
рассматривать его как мишень при терапии ожи-
рения и инсулинорезистентности. 

Среди различных типов пептидных ингибито-
ров токсины α-KTx, обладающие консервативным 
цистеин-стабилизированным альфа-бета мотивом 
(CSα/β), блокируют калиевые каналы с высокой 
аффинностью и специфичностью [7]. Наиболее 
исследованным токсином является выделенный 
из яда скорпиона Centuroides margaritatus маргаток-
син (MgTx). Этот пептид длиной 39 а.о. блокирует 
канал Kv1.3 c пикомолярной аффинностью [8]. 
К активно исследуемым блокаторам канала Kv1.3 
относятся также харибдотоксин (ChTx), токсины Pi1, 
Pi2, Pi3, ShK, мауротоксин (MTx), ноксиустоксин 
(NTx), калиотоксин (KTx), аджитоксин-2 (AgTx2), 
хонготоксин (HgTx), BgK, HsTx1 и другие [1]. 

Благодаря небольшому размеру, компактной 
структуре, высокой эффективности и селективности 
токсины широко используются как фармакологи-
ческие пробы для определения и характеристики 
структуры каналов [9]. Ограничением для приме-
нения пептидных блокаторов в терапевтических 
целях является их невысокая селективность в от-
ношении родственных потенциал-управляемых 
калиевых каналов. Усиление аффинности и селек-
тивности природных блокаторов проводят путем 
ввода замен в аминокислотные последовательно-
сти. Для рационального отбора точечных замен на 
основе отличий во взаимодействиях исследуемого 
токсина со схожими Kv-каналами используются 
методы молекулярного моделирования. Успешными 
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примерами являются введение замен K9S и S11R 
в последовательность токсина OSK1 [10], создание 
токсина ADWX-1 (замены G11R, I28T и D33H в ток-
сине BmKTX) [11], OSK1-K16, D20 и OSK1-P12, 
K16, D20 [12].

В настоящей работе предложен алгоритм для 
оценки взаимодействия, возникающего в макро-
молекулярных комплексах. Для исследования ин-
терфейса взаимодействия канала Kv1.3 построен 
его комплекс с аджитоксином-2 (AgTx2). Молеку-
лярно-динамические расчеты позволили сделать 
предположение о молекулярных основах селектив-
ности связывания токсинов, что может в дальней-
шем быть использовано при разработке специфич-
ных блокаторов каналов.

Материалы и методы

Аминокислотная последовательность гибрид-
ного канала KcsA-Kv1.3 получена путём замещения 
остатков 50–65 KcsA на остатки 225–240 гомоло-
гичной области P-петли канала Kv1.3. Структура 
токсина AgTx2 была получена из базы данных бел-
ковых структур PDB (pdb-код 1AGT) и уравнове-
шена с помощью молекулярной динамики (МД) в 
течение 5 нс.

Модель комплекса гибридного канала KcsA-
Kv1.3 с токсином AgTx2 была построена с помощью 
моделирования по гомологии в программе Modeller 
[13] по шаблону калиевого канала Kv1.2-2.1 в комп-
лексе с ChTx (pdb-код 4JTA). Затем модельная 
структура токсина в комплексе была заменена на 
экспериментально полученную и предварительно 
уравновешенную с помощью МД. 

Готовые комплексы были помещены в расчет-
ную ячейку 7×7×9 нм, заполненную 11 000 моле-
кулами воды (модель точечных зарядов) и около 
100 ионами натрия и хлора для воспроизведения 
физиологических условий. Минимальное расстоя-
ние от комплекса до границы ячейки составляло 
1 нм. Ион K+, окруженный молекулами воды, был 
помещен в сайт S3 селективного фильтра канала. 

Для проведения расчетов был использован 
программный пакет Gromacs (www.gromacs.org) 
с силовым полем opls-AA [14]. Методы наиско-
рейшего спуска и сопряжённых градиентов были 
применены для проведения минимизации потен-
циальной энергии системы. Затем системы были 
уравновешены в каноническом (NVT) и изотермо-
изобарическом (NPT) ансамбле при температуре 
27°C и давлении 1 бар. Расчеты МД были произве-
дены в течение 5 нс при условии заморозки Cα-
атомов остатков трансмембранных цепей канала 
для имитации мембранного окружения.

На основе распределения углов поворота мо-
лекулы AgTx2 в сайте связывания канала в течение 
траектории МД комплексов была выбрана пред-
почтительная ориентация токсина. Анализ гидро-
фобных и стэкинг-взаимодействий, водородных и 
ионных связей токсина с каналом был произведен 

с помощью расширенной версии программы Plati-
num (www.model.nmr.ru/platinum) [15] для 70 выбран-
ных кадров траектории МД, в течение которых сис-
тема была уравновешена (период 3–5 нс расчета 
МД). Под сильно взаимодействующими остатками 
понимались те, что удовлетворяют хотя бы одному 
условию: обладают существенной площадью гидро-
фобного контакта (> 0,2 Å2), образуют сильную 
водородную связь (значение параметра HB > 0,5) 
и/или короткодействующее ионное взаимодействие 
(расстояние между ионами < 6 Å) после усредне-
ния параметров по 70 отобранным для анализа кад-
рам. Эти остатки были отнесены к интерфейсу взаи-
модействия и представлены в сводной таблице для 
анализа.

Результаты и обсуждение

Гибридный канал KcsA-Kv1.3 представляет со-
бой гомотетрамер, каждая субъединица которого 
включает две пронизывающие мембрану спирали, 
соединённые частично структурированным полипеп-
тидом. Полипептид, включающий в себя P-петлю, 
поровую спираль и фрагмент K+-селективного 
фильтра, обращен во внеклеточную часть мембраны. 
Замена фрагмента P-петли бактериального канала 
KcsA на соответствующий участок эукариотиче-
ского канала Kv1.3 увеличивает уровень гомологии 
внеклеточных доменов KcsA-Kv1.3 и Kv1.3 на 32% 
и приводит к формированию сайта связывания бло-
каторов канала Kv1.3 в гибридном канале KcsA-Kv1.3 
[16, 17]. Гибридный канал KcsA-Kv1.3, так же, как 
и KcsA, не содержит потенциал-чувствительного 
домена, который не участвует в связывании поро-
вых блокаторов [18, 19]. 

Экспериментальные структуры канала Kv1.3 и 
его комплексов с поровыми блокаторами до сих пор 
не получены, однако известна кристаллографиче-
ская структура калиевого канала Kv1.2-2.1 в комп-
лексе с ChTx с разрешением 2,5 Å (pdb-код 4JTA) 
[19]. Эта структура является хорошим шаблоном 
для моделирования по гомологии, так как уровень 
гомологии между поровыми доменами KcsA-Kv1.3 
и Kv1.2-2.1, а также между AgTx2 и ChTx составляет, 
соответственно, 31% и 44%. Известно, что уровень 
гомологии более 30% между белковыми последо-
вательностями является приемлемым для постро-
ения достоверных структур [20]. Дополнительным 
преимуществом применения моделирования по го-
мологии является схожесть структур AgTx2 и ChTx.

В результате анализа стабильного участка тра-
ектории структуры комплекса гибридного канала 
KcsA-Kv1.3 с AgTx2 было обнаружено, что пептид 
поворачивается в сайте связывания канала KcsA-
Kv1.3 на 12° (в плоскости мембраны при наблюде-
нии с внеклеточной стороны) относительно ис-
ходного положения. Отметим, что ChTx не меняет 
своей ориентации относительно канала Kv1.2-2.1 
в течение траектории МД по идентичному алго-
ритму (данные не показаны). Поворот AgTx2 может 
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считаться характерным для взаимодействия с Kv1.3-
каналом.

В уравновешенном комплексе AgTx2 ассимет-
рично связывается с плато, образованным субъеди-
ницами канала вокруг поры и окруженным четырьмя 
выступами P-петель (рисунок). Вторичная струк-
тура AgTx2 не изменяется в комплексе по сравнению 
со структурой в свободном состоянии (среднеквад-
ратичное отклонение (СКО) < 1,2 Å). Первый β-тяж 
и α-спираль AgTx2 обращены в противоположную 
от канала сторону, в то время как второй и частично 
третий β-тяжи образуют контакты с поверхностью 
канала. Площадь соприкосновения AgTx2 состав-
ляет примерно треть поверхности канала. Второй 
β-тяж образует бóльшую часть контактов с порой 
канала, в то время как α-спираль преимущественно 
связывается с одной из P-петель канала. Во время 
моделирования МД структура канала адаптируется 
к токсину в основном в регионах P-петель, в то 
время как структура поровых спиралей, K+ селек-
тивного фильтра и петель D80-T85 не изменяется. 
Так, среднеквадратичное отклонение Cα-атомов 
консервативного K+ селективного фильтра (после-
довательность TVGYG) составляет < 1 Å после опти-
мизации. Жесткость большинства структурных эле-
ментов области поры гибридного канала KcsA-Kv1.3 
и структуры AgTx2 в комплексе отражает общее 
свойство комплексов между токсинами α-KTx и 
Kv1-каналами [19, 21].

В результате проведенного анализа было вы-
явлено 16 остатков AgTx2 и 11 остатков канала 
KcsA-Kv1.3, образующих контакты (таблица). Остат-

ки токсина, участвующие во взаимодействии, об-
разуют бóльшую часть контактов за счет второго и 
третьего β-тяжей и α-спирали преимущественно 
с третьей субъединицей канала. Сеть образованных 
контактов сложна и включает в себя 12 гидрофоб-
ных взаимодействий, 21 водородную и 7 ионных 
связей.

Поровый домен канала Kv1.3 обогащен ани-
онными остатками, в то время как AgTx2 имеет 
7 катионных и только 1 анионный остаток. Большое 
число противоположно заряженных аминокислот 
позволяет предположить, что многоточечные элек-
тростатические взаимодействия играют важную роль 
в узнавании и связывании токсина каналом. Ион-
ные взаимодействия рассматриваются как ключе-
вые при образовании и стабилизации комплексов 
AgTx2 с другими каналами Kv1 [21, 22].

Среди катионных остатков AgTx2, участвую-
щих во взаимодействии с поровым доменом, Lys27 
играет особую роль как остаток, закупоривающий 
пору. Взаимодействие Lys27 с порой является иден-
тичным для комплексов AgTx2 с родственными 
Kv1-каналами. Это экспериментально показано 
для комплекса с каналом Shaker [23], Kv1.3 [24], а 
также in silico для Kv1.6-канала [21]. Предполага-
ется, что сила взаимодействия Lys27 с селектив-
ным фильтром канала характеризует стабильность 
образуемого комплекса [25]. В случае комплекса 
AgTx2 с каналом KcsA-Kv1.3 Lys27 образует водо-
родные связи со всеми 4 боковыми группами 
остатков Tyr78 селективного фильтра.

Риснок. Модель комплекса гибридного канала KcsA-Kv1.3 с AgTx2: вид с внеклеточной стороны (А) и в плоскости мембраны 
(Б, В). Боковые цепи субъединиц канала и токсина показаны в ленточном представлении. Номера субъединиц указаны арабскими 

цифрами. На видах в плоскости мембраны для удобства восприятия показаны только две субъединицы канала

МОЛЕКУЛЯРНОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ
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Таблица

Контакты, образующиеся в комплексе гибридного канала 
KcsA-Kv1.3 с AgTx2*

AgTx2 KcsA-Kv1.3

Gly1 Asp80(4):HB, ION

Thr9 Thr56(2):HB
Gly58(2):HB
Tyr82(2):HB

Ser11 Gly79(2):HB
Asp80(2):HPC, HB

Tyr82(3):HPC

Pro12 Tyr82(3):HPC
Val84(3):HPC

Ile15 Tyr82(3):HPC
Val84(3):HPC

Lys19 Pro55(3):HB

Arg24 Asp64(3):HB, ION
Asp80(3):ION
Thr56(3):HB

Phe25 Leu81(3):HPC
Tyr82(3):HPC

Lys27 Tyr78(1, 2, 3, 4):HB

Met29 Asp80(4):HPC
Tyr82(1):HPC

Asn30 Ser57(1):HB
Asp80(1):HB

Tyr82(1):HB, ION

Arg31 Ser57(1):HB
Asp64(1):ION

Asp80(1):HB, ION
Tyr82(2):HB

His34 Tyr82(1):HB

Thr36 Tyr82(4):HB
Val84(4):HPC

Pro37 Val84(4):HPC

Lys38 Asp64(3):ION

* Номер субъединицы канала указан в скобках. HPC — 
гидрофобный контакт, HB — водородная связь, ION — ион-
ная связь.

Значительный вклад в образование водород-
ных связей также вносят остатки токсина Thr9 и 
Arg31. За образование гидрофобных взаимодействий 
отвечают Ser11, Pro12, Ile15, Phe25, Met29, Pro37. 
Взаимодействия остатков Arg24, Phe25, Lys27 и 
Asn30 являются ключевыми для образования комп-
лекса с каналом Kv1.3, а также с каналами Shaker и 
Kv1.6, согласно результатам лабораторных и вычис-
лительных экспериментов [21–24]. Эти остатки 
могут рассматриваться как основа высокой аффин-
ности AgTx2 к каналам Shaker и Kv1.x (x = 3, 6). 

Со стороны канала взаимодействующие остатки 
находятся в P-петле, поровой спирали, селективном 
фильтре и на плато канала. Остатки поровой спи-
рали (Asp64), селективного фильтра (Tyr78, Gly79) 
и плато (Asp80, Leu/Met81) являются инвариант-
ными для каналов Kv1.x (x = 1–3, 6) и участвуют 
в связывании AgTx2 [21]. Значительное число инва-
риантных остатков, участвующих в процессе связы-
вания AgTx2, возможно, является причиной высокой 
аффинности и низкой селективности взаимодей-
ствий AgTx2 с Kv1-каналами. В силу того, что Glu56, 
His58 и частично Tyr82 варьируют в ряду Kv1-ка-
налов, остатки AgTx2, взаимодействующие с ними, 
могут рассматриваться как точки введения возмож-
ных мутаций, повышающих селективность взаимо-
действия. 

Предложенный в данной работе алгоритм 
компьютерного моделирования комплекса потен-
циал-управляемого калиевого канала Kv1.3 с AgTx2 
является эффективным способом построения до-
стоверной структуры комплекса, а также получения 
полной картины образуемых между молекулами кон-
тактов. Проведенное моделирование показывает, 
что блокаторы, и в частности, AgTx2, способны 
адаптироваться к жесткой структуре каналов путем 
небольшого вращения в сайте связывания. Наи-
больший вклад в образование контактов с каналом 
вносят остатки токсина, расположенные на плато, 
которое образовано β-листом. Созданная нами мо-
дель выявляет детали взаимодействия Kv1.3 с AgTx2 
и характеризует общие принципы связывания 
блокаторов с CSα/β-структурой с Kv1-каналами.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект № 14-14-00239).
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MOLECULAR MODELING OF INTERACTIONS OF AGITOXIN 2 
WITH VOLTAGE-GATED POTASSIUM CHANNEL Kv1.3
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Department of Bioengineering, School of Biology,
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Voltage-gated potassium channel Kv1.3 is involved in a number of processes in excitable and 
non-excitable cells: maintenance of resting membrane potential, transfer of signals, apoptosis, 
regulation of cell volume, activation and proliferation of white blood cells. Blocking this channel 
is an effective approach for the treatment of autoimmune, oncological, chronic inflammatory 
and metabolic diseases. The most prospective blockers of Kv1.3 are toxins isolated from the ven-
om of scorpions. Knowledge of the molecular aspects of binding of peptide blockers with chan-
nel is an important condition for the creation of highly effective and selective ligands. In the 
present work a complex of hybrid channel KcsA-Kv1.3 with agitoxin 2 was built using homology 
modeling and molecular dynamics simulation. Analysis of formed contacts allowed us to reveal 
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a complete pattern of interactions and to identify key residues that are responsible for the toxin 
binding affinity. Results of computational experiment are consistent with the experimental data 
and important for drug development.

Keywords: voltage-gated potassium channel Kv1.3, peptide blockers, toxin, molecular modeling, 
molecular dynamics, complex structure.
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