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Ìåòîäàìè ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñóïåðêîìïüþòåðà ÌÃÓ “Ëîìîíî-
ñîâ” èññëåäîâàíà èîííàÿ ïðîâîäèìîñòü ïîòåíöèàë-çàâèñèìîãî êàëèåâîãî êàíàëà KcsA â ïîë-
íîàòîìíîé ìîäåëè íà ñóáìèêðîñåêóíäíûõ âðåìåíàõ. Èñïîëüçîâàëàñü ñòðóêòóðà KcsA â îòêðû-
òîì ñîñòîÿíèè, ïîëó÷åííàÿ ìåòîäîì ðåíòãåíîñòðóêòóðíîãî àíàëèçà (pdb êîä 3fb7). Ïîêàçàíî,
÷òî ïðè ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ ïðîâîäèìîñòü êàíàëà îñóùåñòâëÿåòñÿ ïî êîîïåðàòèâíî-
ìó ìåõàíèçìó è íàèáîëåå âåðîÿòíûì ÿâëÿåòñÿ ïðîõîæäåíèå “ïà÷êè” èç òðåõ èîíîâ êàëèÿ.
Èññëåäîâàíî òàêæå âçàèìîäåéñòâèå ãîìîëîãè÷íîãî èîííîãî êàíàëà Kv1.2 c íåéðîòîêñèíîì.
Ïîêàçàíî, ÷òî ìåæèîííîå âçàèìîäåéñòâèå îòíîñèòåëüíî ìàëî âëèÿåò íà ñâÿçûâàíèå êàíàëà
ñ òîêñèíîì.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ïîòåíöèàë-çàâèñèìûå êàëèåâûå êàíàëû, íåéðîòîêñèí, ìîëåêóëÿðíàÿ äè-
íàìèêà, ìåæèîííûå âçàèìîäåéñòâèÿ.

Ïîòåíöèàë-çàâèñèìûå êàëèåâûå êàíàëû (Kv) ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé íàèáîëåå îáøèðíóþ è ðàçíîîáðàç-
íóþ ãðóïïó èîííûõ êàíàëîâ. Îíè èãðàþò êëþ÷åâóþ
ðîëü â ôóíêöèîíèðîâàíèè âîçáóäèìûõ êëåòîê è âàæ-
íû â êà÷åñòâå ìèøåíåé äëÿ ëåêàðñòâåííûõ àãåíòîâ
ïðè ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèÿõ è íàñëåäñòâåííûõ ðàñ-
ñòðîéñòâàõ. Â ñâÿçè ñî çíà÷èìîñòüþ ýòîé ÷àñòè ïðî-
òåîìèêè äëÿ áèîìåäèöèíû áîëüøîå çíà÷åíèå èìååò
ðàçâèòèå ôóíäàìåíòàëüíûõ ïðåäñòàâëåíèé î ñòðóê-
òóðå èîííûõ êàíàëîâ, ìåõàíèçìàõ èõ ôóíêöèîíèðî-
âàíèÿ è âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ëèãàíäàìè/áëîêàòîðàìè.
Ñîâðåìåííûå ìåòîäû ìîëåêóëÿðíîãî ìîäåëèðîâà-
íèÿ [1] ñ èñïîëüçîâàíèåì ñóïåðêîìïüþòåðíûõ òåõ-
íîëîãèé ïîçâîëÿþò ïîëó÷èòü êîëè÷åñòâåííûå äàííûå
î äèíàìèêå èîííûõ êàíàëîâ è ïðîöåññîâ èîííîãî
òðàíñïîðòà (âåëè÷èíà ïðîâîäèìîñòè è åå çàâèñèìîñòü
îò âíåøíèõ óñëîâèé [2], çàâèñèìîñòü ñâîáîäíîé ýíåð-
ãèè èîíà îò åãî ïîëîæåíèÿ â êàíàëå [3], ñòðóêòóð-
íûå è ýíåðãåòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ñòàäèé ïðî-
õîæäåíèÿ èîíîâ ÷åðåç ñåëåêòèâíûé ôèëüòð (ÑÔ)
êàíàëà [2, 4], ýôôåêòû èîí-èîííûõ âçàèìîäåéñòâèé
â êàíàëå è ò.ä.).

Ó÷èòûâàÿ âûñîêóþ ñòåïåíü ãîìîëîãèè, ìîæíî
îæèäàòü, ÷òî îñíîâíûå çàêîíîìåðíîñòè ñâÿçûâàíèÿ
ëèãàíäîâ è ìåõàíèçìû èîííîãî òðàíñïîðòà ñõîäíû
ó âñåé ãðóïïû Kv êàíàëîâ, âêëþ÷àÿ ýóêàðèîòè÷å-
ñêèå [5] è ïðîêàðèîòè÷åñêèå [6]. Ñïåöèôèêà ôóíê-
öèîíèðîâàíèÿ èîííûõ êàíàëîâ çàêëþ÷àåòñÿ â îáåñ-
ïå÷åíèè äîñòàòî÷íî òîíêîãî áàëàíñà ýëåêòðîñòàòè÷å-
ñêèõ âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó çàðÿæåííûìè ãðóïïàìè
áåëêà, èîíàìè è äèïîëÿìè âîäû. Â ñòàòüå ìåòîäà-
ìè ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè èçó÷àåòñÿ ôóíêöèîíè-
ðîâàíèå êàíàëà íà ïðèìåðå áàêòåðèàëüíîãî êàëèå-

âîãî êàíàëà KcsA è ðîëü ìåæèîííûõ âçàèìîäåéñòâèé
â äèíàìèêå ïðîõîæäåíèÿ èîíîâ ÷åðåç ïîðó êàíàëà,
à òàêæå ðîëü ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ ñèë ïðè âçàèìî-
äåéñòâèè ýóêàðèîòè÷åñêîãî êàëèåâîãî êàíàëà Kv1.2
ñ áëîêàòîðîì (àäæèòîêñèíîì) â ðàñòâîðàõ ñ ðàçëè÷-
íîé èîííîé ñèëîé.

Ìåòîäû

Ìîäåëèðîâàíèå äèíàìèêè èîííîãî òðàíñïîðòà â
ïîòåíöèàë-çàâèñèìûõ êàëèåâûõ êàíàëàõ ïðîâîäèëîñü
íà ïðèìåðå áàêòåðèàëüíîãî êàíàëà KcsA. Äëÿ ñîçäà-
íèÿ ìîëåêóëÿðíî-äèíàìè÷åñêîé ìîäåëè KcsA èñïîëü-
çîâàëàñü ñòðóêòóðà â îòêðûòîì ñîñòîÿíèè, ïîëó÷åí-
íàÿ íåäàâíî ìåòîäîì ðåíòãåíîñòðóêòóðíîãî àíàëèçà
(pdb êîä 3fb7) [7]. Ðàçðåøåíèå ñòðóêòóðû ñîñòàâëÿ-
åò 0,33 íì, ðàäèóñ ïîðû íà óðîâíå âîðîò êàíàëà —
0,5 íì (ðàäèóñ ïîðû îïðåäåëÿëñÿ ñ ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììû HOLE [8]). ÑÔ è ïîëîñòü ïåðåä ÑÔ áûëè
çàïîëíåíû èîíàìè êàëèÿ è ìîëåêóëàìè âîäû. Â ïî-
ëó÷åííîé ñòðóêòóðå äâà èîíà áûëè ðàñïîëîæåíû â
S4 è S2 ñàéòàõ, îäèí èîí íàõîäèòñÿ â ïîëîñòè êàíà-
ëà â Scav ñàéòå, ìîëåêóëû âîäû áûëè ðàñïîëîæåíû
â S3 è S1 ñàéòàõ. Äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ KcsA èñïîëü-
çîâàëè ñèëîâîå ïîëå AMBER03 [9]. Èîíèçèðóåìûå
îñòàòêè KcsA áûëè âçÿòû â ñîîòâåòñòâèè ñ èõ ñòàí-
äàðòíûì ñîñòîÿíèåì ïðè pH = 7, çà èñêëþ÷åíèåì E71.
Ýòîò îñòàòîê áûë òàêæå âçÿò â ïðîòîíèðîâàííîé ôîð-
ìå. Ïðîòîíèðîâàííûé E71 îáðàçóåò âîäîðîäíûå ñâÿ-
çè, êîòîðûå ó÷àñòâóþò â ïîääåðæàíèè ñòðóêòóðû ÑÔ
êàíàëà [10].

Ìîäåëü ôîñôîëèïèäíîé ìåìáðàíû áûëà ïî-
ñòðîåíà íà îñíîâå äèïàëüìèòîèëôîñôàòèäèëõîëèíà
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(ÄÏÔÕ) [3, 10]. Ðàçìåð ðàñ÷åòíîé ÿ÷åéêè ñîñòàâëÿë
9 ½ 9 ½ 10 íì. Äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ ìåìáðàíû èñïîëü-
çîâàëè òÿæåëîàòîìíîå ïðèáëèæåíèå. Ïàðàìåòðû ñè-
ëîâîãî ïîëÿ è ôîðìóëû äëÿ îïèñàíèÿ äèíàìèêè
òîðñèîííûõ óãëîâ áûëè âçÿòû â ñîîòâåòñòâèè ñ [11].
Áåëîê âñòðàèâàëè â îòðåëàêñèðîâàííûé ôîñôîëèïèä-
íûé áèñëîé ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû G_MEMBED ïà-
êåòà GROMACS [12]. Ïðèìåíÿëàñü ñòóïåí÷àòàÿ ðåëàê-
ñàöèÿ ñîáðàííîé ìîëåêóëÿðíîé ñèñòåìû. Íà ïåðâîì
ýòàïå ðåàëèçîâûâàëñÿ ðåæèì ëàíæåâåíîâñêîé äèíà-
ìèêè (ïðîãðàììíûé ïàêåò AMBER [13]) ïðè óñëîâèè
îãðàíè÷åííîé ïîäâèæíîñòè áåëêà è èîíîâ. Â íà÷àëü-
íûé ïåðèîä ðåëàêñàöèè öåíòð ìàññ ìîëåêóëû áåëêà è
èîíû êàëèÿ âíóòðè ÑÔ ôèêñèðîâàëè óïðóãèì ïîòåí-
öèàëîì ñ êîíñòàíòîé æåñòêîñòè 0,1 êêàë/(ìîëü · íì2).
Äëèíà òðàåêòîðèè â íà÷àëüíîì ðåæèìå ðåëàêñàöèè ñî-
ñòàâëÿëà 2 íñ â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè [12].
Äëÿ ðàñ÷åòà ýíåðãèè ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ âçàèìîäåé-
ñòâèé èñïîëüçîâàëñÿ ìåòîä PME ñ ðàäèóñîì îáðåçà-
íèÿ â ïðÿìîì ïðîñòðàíñòâå 1 íì. ß÷åéêó ñ êàëèåâûì
êàíàëîì, ìåìáðàíîé è âîäîé çàïîëíÿëè äîïîëíèòåëü-
íî èîíàìè êàëèÿ è õëîðà äî êîíöåíòðàöèé 150 ìÌ
è 70 ìÌ. Äàëåå áåëîê îñâîáîæäàëè è ïðîâîäèëè ðå-
ëàêñàöèþ â òå÷åíèå 10 íñ ïðè òåõ æå çíà÷åíèÿõ îñòàëü-
íûõ ïàðàìåòðîâ.

Äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ ïðîöåññà ïðîâåäåíèÿ èîíîâ
÷åðåç êàëèåâûé êàíàë ïîä äåéñòâèåì òðàíñìåìáðàí-
íîãî ïîòåíöèàëà èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììíûé ïàêåò
NAMD [14]. Ìîäåëèðîâàëèñü ñèñòåìû ïðè øåñòè
çíà÷åíèÿõ íàïðÿæåííîñòè òðàíñìåìáðàííîãî ýëåêò-
ðè÷åñêîãî ïîëÿ 1,500, 2,250, 3,000, 3,750, 4,500 è
6,000 êêàë/ìîëü/íì/e ñîîòâåòñòâåííî ïðè êîíöåíò-
ðàöèÿõ ñîëè êàëèÿ 70 è 150 ìÌ. Äëèíà òðàåêòîðèè
ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè ñîñòàâëÿëà 100 íñ äëÿ êàæ-
äîãî çíà÷åíèÿ íàïðÿæåííîñòè âíåøíåãî ïîëÿ è êîí-
öåíòðàöèè ñîëè êàëèÿ. Ïàðàìåòðû ïðîòîêîëà ðàñ÷åòà
âûáèðàëèñü àíàëîãè÷íî èñïîëüçîâàííûì ïðè çàêëþ-
÷èòåëüíîé ñòàäèè ðåëàêñàöèè ìåìáðàíû.

Äëÿ ñîçäàíèÿ ìîëåêóëÿðíî-äèíàìè÷åñêîé ìîäåëè
êîìïëåêñà êàíàëà Kv1.2 ñ áëîêàòîðîì [15] èñïîëüçî-
âàëèñü îòêðûòîå ñîñòîÿíèå ñòðóêòóðû êàëèåâîãî êà-
íàëà Kv1.2 (pdb êîä 2a79) [16] è ñòðóêòóðà àäæèòîê-
ñèíà (pdb êîä 1agt) [17]. Ïîñêîëüêó â îáðàçîâàíèè
ïîðû êàíàëà è ñâÿçûâàíèè ñ òîêñèíîì ïðèíèìàþò
ó÷àñòèå òîëüêî ñåãìåíòû S5 è S6, òî ñåãìåíòû S1—S4
áûëè óäàëåíû äëÿ óïðîùåíèÿ ðàñ÷åòîâ. Ñòàðòîâûå
êîíôèãóðàöèè êîìïëåêñîâ òîêñèíà ñ êàíàëàìè êîíñò-
ðóèðîâàëè âðó÷íóþ ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîëåêóëÿðíîãî
ðåäàêòîðà Maestro [18]. Íà÷àëüíîå ïîëîæåíèå òîêñè-
íà îòíîñèòåëüíî êàíàëà áûëî âûáðàíî àíàëîãè÷íî
ðàáîòå [19]. Äëÿ èñêëþ÷åíèÿ ïåðåêðûâàíèÿ èîíîâ,
ïðèñóòñòâóþùèõ â ñòðóêòóðå êàíàëà, ñ ìîëåêóëîé
òîêñèíà èç ïîëîñòè êàíàëà áûëè óäàëåíû äâà èîíà
êàëèÿ (â ïîëîæåíèÿõ S0 è S1). Îñòàëüíûå èîíû êà-
ëèÿ (S2, S3, S4 è Scav) îñòàâëåíû áåç èçìåíåíèÿ.

Êîìïëåêñ êàíàë—òîêñèí ïîìåùàëè â ëèïèäíûé
áèñëîé, ñîñòîÿùèé èç 288 ìîëåêóë ïàëüìèòîèëôîñ-
ôàòèäèëõîëèíà [20]. Äàëåå îñòàâøèéñÿ îáúåì ðàñ÷åò-

íîé ÿ÷åéêè çàïîëíÿëè ìîëåêóëàìè âîäû è èîíàìè.
Â ðàñ÷åòíîé ÿ÷åéêå îáúåìîì 9,62 ½ 9,62 ½ 10,0 íì3

íàõîäèëñÿ 1 êîìïëåêñ êàíàëà ñ òîêñèíîì, îêîëî 210 ìî-
ëåêóë ëèïèäîâ, ïîðÿäêà 13 500 ìîëåêóë âîäû è äî-
ñòàòî÷íîå ÷èñëî èîíîâ íàòðèÿ è õëîðà, íåîáõîäèìûõ
êàê äëÿ êîìïåíñàöèè çàðÿäà áåëêà, òàê è äëÿ ñîçäà-
íèÿ èîííîé ñèëû ðàñòâîðà.

Ðàñ÷åòû ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè âûïîëíÿëèñü ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî ïàêåòà GROMACS 4.0
â òÿæåëîàòîìíîì ñèëîâîì ïîëå ffG43a2 [21]. Øàã èí-
òåãðèðîâàíèÿ ñîñòàâëÿë 2 ôñ. Â ðåçóëüòàòå ðàñ÷åòîâ
áûëè ïîëó÷åíû äèíàìè÷åñêèå òðàåêòîðèè äëèíîé
5 íñ ïðè òåìïåðàòóðå 300°C. Ðàñ÷åò õàðàêòåðèñòèê ñèñ-
òåì ïðîâîäèëè âñòðîåííûìè ôóíêöèÿìè ïðîãðàììû
GROMACS. Äëÿ âèçóàëèçàöèè ìîëåêóëÿðíûõ ñòðóê-
òóð è ðàñ÷åòà ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà èñïîëü-
çîâàëè ïðîãðàììó VMD [22]. Ðàñ÷åò ïàðöèàëüíûõ çà-
ðÿäîâ íà àòîìàõ áûë âûïîëíåí ñ ïîìîùüþ âåá-èí-
òåðôåéñà ê ïðîãðàììå PDB2PQR [23].

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ìîäåëèðîâàíèå äèíàìèêè èîííîãî òðàíñïîðòà
÷åðåç ÑÔ êàíàëà KcsA ïðîâîäèëîñü â óñëîâèÿõ, ïðè-
áëèæåííûõ ê ôèçèîëîãè÷åñêèì. Ñðåäíåêâàäðàòè÷-
íîå îòêëîíåíèå (ÑÊÎ) ðàññìàòðèâàåìîé ñòðóêòóðû
îò ñòàðòîâîé âûõîäèò íà ïëàòî çà âðåìÿ ïîðÿäêà
4 íñ. Ïðè÷åì ìàêñèìàëüíîå çíà÷åíèå ÑÊÎ ëåæèò â
ïðåäåëàõ ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ ÑÊÎ, õàðàêòåðíîãî äëÿ
ìåìáðàííûõ áåëêîâ (0,20 íì), è ñîñòàâëÿåò 0,17 íì,
÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñòàáèëüíîñòè ðàçðàáîòàííîé
ìîäåëè êàíàëà. Öèòîïëàçìàòè÷åñêàÿ ÷àñòü êàíàëà â
èñïîëüçóåìîé íàìè äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ ñòðóêòóðå îò-
ñóòñòâîâàëà. Îäíàêî ðåçóëüòàòû ìîäåëèðîâàíèÿ ïîêà-
çûâàþò, ÷òî ÷àñòè÷íîå ðàçðóøåíèå âòîðè÷íîé ñòðóê-
òóðû íà C-òåðìèíàëüíûõ ó÷àñòêàõ íå ñêàçûâàåòñÿ
íà âåëè÷èíå ñðåäíåãî äèàìåòðà ïîðû íà óðîâíå âî-
ðîò êàíàëà (0,50 íì). Äëÿ îïòèìèçàöèè ðàñ÷åòíîé ïðî-
öåäóðû òîðñèîííûå óãëû îñíîâíîé öåïè ñåëåêòèâíî-
ãî ôèëüòðà (ÑÔ) ôèêñèðîâàëè óïðóãèì ïîòåíöèàëîì
ñ êîíñòàíòîé æåñòêîñòè 1,5 êêàë/(ìîëü · ðàä2) (ÑÊÎ
òîðñèîííîãî óãëà ðàâíî 51°) â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêî-
ìåíäàöèÿìè, ñôîðìóëèðîâàííûìè â [4]. Äàííóþ ìî-
äåëü èñïîëüçîâàëè â äàëüíåéøèõ ðàñ÷åòàõ.

Òðàíñïîðò èîíîâ êàëèÿ ÷åðåç KcsA. Âîëüò-àìïåð-
íàÿ õàðàêòåðèñòèêà êàëèåâîãî êàíàëà. Â ðåçóëüòàòå
òåïëîâîãî äâèæåíèÿ âî âíåøíåì ýëåêòðè÷åñêîì ïîëå
èîíû êàëèÿ ïðîõîäÿò ÷åðåç ïîðó êàíàëà â íàïðàâ-
ëåíèè áîëåå íèçêèõ çíà÷åíèé ïîòåíöèàëà. Ïðîöåññ
ïðîíèêíîâåíèÿ ÷åðåç êàíàë íà÷èíàåòñÿ ñ âõîæäåíèÿ
èîíà êàëèÿ â îáëàñòü âîðîò êàíàëà. Äàëåå ïîïàâ-
øèé â ïîëîñòü êàíàëà èîí âõîäèò â ïðåääâåðèå ÑÔ.
Ïðè îòíîñèòåëüíî âûñîêèõ çíà÷åíèÿõ íàïðÿæåííî-
ñòè ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ â ÑÔ íàõîäÿòñÿ äâà èîíà
êàëèÿ, ðàçäåëåííûå ìîëåêóëàìè âîäû: èîíû êàëèÿ
ðàñïîëîæåíû â S4 è S2 ñàéòàõ, ìîëåêóëû âîäû ðàñ-
ïîëîæåíû â S3 è S1 ñàéòàõ. Ïîä äåéñòâèåì âíåø-
íåãî ïîëÿ èîí ïðîòàëêèâàåò ðÿä èç èîíîâ êàëèÿ è
ìîëåêóë âîäû, íàõîäÿùèõñÿ â ÑÔ, ïî íàïðàâëåíèþ
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ê âíåøíåé ñðåäå. Ïðè ýòîì â ÑÔ ñíà÷àëà âõîäèò
ìîëåêóëà âîäû èç ïîëîñòè êàíàëà, à çàòåì èîí êà-
ëèÿ. Â ïåðåõîäíîì ñîñòîÿíèè äâà èîíà êàëèÿ ðàñïî-
ëîæåíû â S3 è S1 ñàéòàõ (ïðè÷åì îäèí èîí êàëèÿ
ïðè âõîäå â ÑÔ), äâå ìîëåêóëû âîäû ðàñïîëîæåíû
â S4 è S2 ñàéòàõ. Ïðè âõîäå â ÑÔ èîí êàëèÿ òåðÿåò
ãèäðàòíóþ îáîëî÷êó çà èñêëþ÷åíèåì äâóõ ìîëåêóë
âîäû, ðàñïîëîæåííûõ ñâåðõó è ñíèçó èîíà. Ýíåðãèÿ
äåãèäðàòàöèè èîíà êîìïåíñèðóåòñÿ ýíåðãèåé ñâÿçû-
âàíèÿ èîíà ñ êàðáîíèëüíûìè àòîìàìè êèñëîðîäà,
ðàñïîëîæåííûìè â âåðøèíàõ êóáè÷åñêîé àíòèïðèç-
ìû è îáðàçóþùèìè àíàëîã ñîëüâàòíîé îáîëî÷êè.
Íà ýòîì ýòàïå óæå òðè èîíà êàëèÿ ðàñïîëîæåíû â
S4, S2 è S0 ñàéòàõ, à äâå ìîëåêóëû âîäû — â S3 è S1
ñàéòàõ. Èîí êàëèÿ èç S0 ñàéòà âîññòàíàâëèâàåò ãèä-
ðàòíóþ îáîëî÷êó è óõîäèò â ðàñòâîð. Â ïîëîñòü êàíà-
ëà èç öèòîïëàçìû âõîäèò äðóãîé èîí êàëèÿ, è öèêë
ïîâòîðÿåòñÿ. Ïîëó÷åííûé â ðåçóëüòàòå ìîäåëèðîâà-
íèÿ ìåõàíèçì èîííîãî òðàíñïîðòà íàõîäèòñÿ â ñî-
ãëàñèè ñ ìåõàíèçìîì, èçâåñòíûì èç ëèòåðàòóðíûõ
äàííûõ [2—4].

Âîëüò-àìïåðíûå õàðàêòåðèñòèêè KcsA äëÿ 70 è
150 ìÌ êîíöåíòðàöèè KCl íîñÿò S-îáðàçíûé õà-
ðàêòåð (ðèñ. 1). Â îêðåñòíîñòè 150 ìÂ èìååòñÿ òî÷êà
ïåðåãèáà, ãäå ñèëà òîêà âîçðàñòàåò áîëåå ðåçêî. Âûøå
300 ìÂ çàâèñèìîñòü âûõîäèò íà ïëàòî. Îòìåòèì, ÷òî
S-îáðàçíàÿ ôîðìà âîëüòàìïåðíîé õàðàêòåðèñòèêè îáó-
ñëîâëåíà èçìåíåíèåì õàðàêòåðà ïðîõîæäåíèÿ èîíîâ
êàëèÿ ÷åðåç ÑÔ êàíàëà. Ïðè âûñîêèõ íàïðÿæåíèÿõ
èîíû ïðîõîäÿò ÷åðåç ÑÔ êàíàëà ñîãëàñíî ìåõàíèç-
ìó, îïèñàííîìó âûøå. Ïðè óìåíüøåíèè íàïðÿæåí-
íîñòè âíåøíåãî ïîëÿ ìåõàíèçì ïðîõîæäåíèÿ èîíîâ
ìåíÿåòñÿ: ìîëåêóëû âîäû íå âõîäÿò â ÑÔ, à èîíû
êàëèÿ, íàõîäÿùèåñÿ â ÑÔ, íå ðàçäåëåíû ñàéòîì ñâÿ-
çûâàíèÿ. Íà óðîâíå ÑÔ ìîãóò íàõîäèòüñÿ áîëåå äâóõ
èîíîâ êàëèÿ îäíîâðåìåííî. Ñèëà òîêà ïðè ýòîì ðåç-
êî óìåíüøàåòñÿ.

Òàêèì îáðàçîì, èîí êàëèÿ ñ íåêîòîðîé âåðîÿò-
íîñòüþ ìîæåò âõîäèòü â ÑÔ, íå ïðîïóñêàÿ ïåðåä
ñîáîé ìîëåêóëó âîäû. Âåðîÿòíîñòü ýòîãî ñîáûòèÿ
óâåëè÷èâàåòñÿ ïðè óìåíüøåíèè íàïðÿæåíèÿ íà ÑÔ.
Ìîæíî îæèäàòü, ÷òî âõîäÿùèå òàêèì îáðàçîì èîíû
áëîêèðóþò KcsA íà íåêîòîðîå âðåìÿ, ÷òî è ïðèâî-
äèò ê óìåíüøåíèþ ñèëû òîêà. Ãèïîòåçà îá èíàêòè-
âàöèè KcsA èîíàìè êàëèÿ, âõîäÿùèìè èç ðàñòâîðà,
âûñêàçûâàëàñü ðàíåå òàêæå â [24].

Ìàêñèìàëüíûå çíà÷åíèÿ ñèëû òîêà, ïðåäñêàçû-
âàåìûå ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêîé, ïðåâûøàþò ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûå çíà÷åíèÿ â 4—5 ðàç [25]. Âûõîä íà
ïëàòî ýêñïåðèìåíòàëüíûõ âîëüò-àìïåðíûõ õàðàêòå-
ðèñòèê ïðîèñõîäèò ïðè áîëåå âûñîêèõ íàïðÿæåíèÿõ
(îêîëî 400 ìÂ). Çàìåòèì, ÷òî äëÿ íàñûùàþùåãî íà-
ïðÿæåíèÿ ñèëà òîêà ÷åðåç êàíàë áóäåò îãðàíè÷èâàòü-
ñÿ êîíöåíòðàöèåé ñîëè êàëèÿ â ðàñòâîðå è çíà÷åíèåì
êîýôôèöèåíòà äèôôóçèè â âîäå. Äàííûå ðàñõîæäå-
íèÿ ìîãóò áûòü îáóñëîâëåíû íåäîñòàòêàìè ìîäåëè
âîäû TIP3Ð.

Ïðîôèëè ñâîáîäíîé ýíåðãèè äëÿ èîíîâ êàëèÿ â êà-
íàëå. Îñîáûé èíòåðåñ äëÿ ïîíèìàíèÿ ìåõàíèçìà
èîííîãî òðàíñïîðòà ïðåäñòàâëÿåò îïðåäåëåíèå ïðî-
ôèëåé ñâîáîäíîé ýíåðãèè îäíîãî è íåñêîëüêèõ èîíîâ
êàëèÿ â ÑÔ êàíàëà.

Íàáëþäàåìûé ïðîôèëü ñâîáîäíîé ýíåðãèè äëÿ
îäíîãî èîíà êàëèÿ â êàíàëå (ðèñ. 2, À) ÷åòêî îáî-
çíà÷àåò ÷åòûðå ñàéòà ñâÿçûâàíèÿ, îäèí èç êîòîðûõ
íàõîäèòñÿ íà óðîâíå âîäíîé ïîëîñòè êàíàëà è ñîîò-
âåòñòâóåò Scav ñàéòó, äâà — íà óðîâíå ÑÔ, ñîîòâåò-
ñòâóþò S3 è S2 ñàéòàì, è îäèí — âî âíåøíåé ñðå-
äå, ñîîòâåòñòâóåò Sext. Âûñîòà áàðüåðà äëÿ âûõîäà èç
ñàéòà â âîäíîé ïîëîñòè ñîñòàâëÿåò 3,3 êêàë/ìîëü,
äëÿ âûõîäà èç S3 íà óðîâíå ÑÔ — 4,0 êêàë/ìîëü è
61,9 êêàë/ìîëü äëÿ âûõîäà èç S2, âî âíåøíåé ñðå-
äå — 3,6 êêàë/ìîëü. Òàêèì îáðàçîì, âåðîÿòíîñòü
òîãî, ÷òî èîí çà ðàñ÷åòíîå âðåìÿ ñìîæåò ïîêèíóòü
ÑÔ, ïðåîäîëåâ áàðüåð, âûñîòà êîòîðîãî áîëåå 100 kT,
î÷åíü ìàëà. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî
ïîïàâøèé â ÑÔ èîí êàëèÿ îñòàåòñÿ â êàíàëå äî èç-
ìåíåíèÿ âíåøíèõ óñëîâèé: âõîæäåíèÿ äîïîëíèòåëü-
íûõ èîíîâ â ïîëîñòü èç öèòîïëàçìû èëè ïîÿâëåíèÿ
ìîùíîãî âíåøíåãî ïîëÿ. Îòìåòèì, ÷òî êàíàë KcsA
âñåãäà çàïîëíåí èîíàìè êàëèÿ, è äëÿ ýôôåêòèâíîãî
ïðîâåäåíèÿ èîíîâ ÷åðåç ÑÔ íåîáõîäèìî, ÷òîáû îíè
äâèãàëèñü íå ïî îäíîìó, à “ïà÷êàìè” ïî äâà è áîëåå
èîíà (â àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå òàêîå äâèæåíèå
èîíîâ îïèñûâàåòñÿ òåðìèíîì “single file mechanism”).

Íà ïðîôèëå ñâîáîäíîé ýíåðãèè äëÿ òðèïëåòà
èîíîâ êàëèÿ íà óðîâíå ÑÔ (ðèñ. 2, Á) îáíàðóæèâà-
åòñÿ ïåðåõîä ìåæäó äâóìÿ ñîñòîÿíèÿìè ÑÔ: äâà èîíà
êàëèÿ íàõîäÿòñÿ â ñàéòàõ S3 è S1, îäèí èîí êàëèÿ —
ïðè âõîäå â ÑÔ; òðè èîíà êàëèÿ íàõîäÿòñÿ â ñàéòàõ
S4, S2 è S0. Âûñîòà ýíåðãåòè÷åñêîãî áàðüåðà äëÿ ïåðå-
õîäà ìåæäó äâóìÿ ñîñòîÿíèÿìè óìåíüøàåòñÿ ñ âîç-
ðàñòàíèåì íàïðÿæåíèÿ íà ÑÔ: 9,6, 5,9 è 4,5 êêàë/ìîëü
ïðè 0 ìÂ, 80 è 150 ìÂ ñîîòâåòñòâåííî. Ïðè îòñóò-
ñòâèè âíåøíåãî ïîëÿ òðèïëåòó èîíîâ íåîáõîäèìî
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Ðèñ. 1. Âîëüò-àìïåðíàÿ õàðàêòåðèñòèêà KcsA â äâóõ ñèñòåìàõ ñ

êîíöåíòðàöèåé ñîëè êàëèÿ: 150 ìÌ (êðóæêè) è 70 ìÌ (òðå-

óãîëüíèêè)
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Ðèñ. 2. Ïðîôèëè ïîòåíöèàëà ñðåäíåé ñèëû äëÿ: (À) îäíîãî èîíà êàëèÿ â ÑÔ. Scav, S3, S2, Sext — ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ
äëÿ èîíà êàëèÿ â KcsA.; (Á) òðèïëåòà èîíîâ â ÑÔ. Âåðõíÿÿ êðèâàÿ ñîîòâåòñòâóåò íàïðÿæåíèþ íà ÑÔ 150 ìÂ, ñðåä-
íÿÿ — 80 ìÂ, íèæíÿÿ ñîîòâåòñòâóåò ñèñòåìå áåç âíåøíåãî ïîëÿ. Öèôðàìè îáîçíà÷åíû ýíåðãåòè÷åñêèå áàðüåðû äëÿ

ïðîäâèæåíèÿ èîíà êàëèÿ âäîëü ïîðû êàíàëà. Ñëåâà íàõîäÿòñÿ âîðîòà êàíàëà, ñïðàâà íàõîäèòñÿ ÑÔ

Ðèñ. 3. Ñðåäíåêâàäðàòè÷íûå ôëóêòóàöèè ïîëîæåíèÿ Ñà-àòîìîâ â êîìïëåêñå áåëîê—òîêñèí. (À) Ïî îñè àáñöèññ îòëî-
æåí íîìåð Ñà-àòîìà (íîìåð îñòàòêà), ïî îñè îðäèíàò — åãî ôëóêòóàöèè. Òîêñèíó ñîîòâåòñòâóþò íîìåðà ñ 445 ïî 482.
(Á) Ôëóêòóàöèè àòîìîâ òîêñèíà. Îñòàòîê ëèçèíà, èãðàþùèé êëþ÷åâóþ ðîëü â ñâÿçûâàíèè, èìååò íîìåð 27. (Â—Å)
Ýêâèïîòåíöèàëüíûå ïîâåðõíîñòè ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà, êàíàëà Kv1.2 áåç èîíîâ êàëèÿ (Â, Ä) è ïðè íàëè-
÷èè 6 èîíîâ â ïîðå è ñåëåêòèâíîì ôèëüòðå (Ã, Å) (èîíû ïîêàçàíû øàðèêàìè). Âèä ñ âíåêëåòî÷íîé ñòîðîíû (Â, Ã)
è â ïëîñêîñòè ìåìáðàíû (Ä, Å). Äëÿ íàãëÿäíîñòè èçîáðàæåíû òîëüêî äâå ñóáúåäèíèöû êàíàëà èç ÷åòûðåõ. Èçîïîâåðõ-
íîñòè ïðîâåäåíû äëÿ çíà÷åíèé ïîòåíöèàëà, ðàâíûõ 0,8 MIN + 0,2 MAX (îòðèöàòåëüíûé ïîòåíöèàë, ïîêàçàí òåìíûì)

è 0,2 MIN + 0,8 MAX (ïîëîæèòåëüíûé ïîòåíöèàë, ïîêàçàí ñâåòëûì)



ïðåîäîëåòü áàðüåð â 16 kT. Ýòî ïðèìåðíî â øåñòü
ðàç ìåíüøå, ÷åì ìàêñèìàëüíàÿ âûñîòà áàðüåðà äëÿ
åäèíè÷íîãî èîíà. Ïðè íàïðÿæåíèè 150 ìÂ âûñîòà
áàðüåðà äëÿ òðèïëåòà èîíîâ óìåíüøàåòñÿ äî 7,5 kT.
Òàêèì îáðàçîì, ïðîõîä èîíîâ ÷åðåç ÑÔ “ïà÷êàìè”
ïî òðè (“single file mechanism”) ïðåäñòàâëÿåòñÿ çíà-
÷èòåëüíî áîëåå âåðîÿòíûì, ÷åì ïðîâåäåíèå åäèíè÷-
íîãî èîíà.

Âçàèìîäåéñòâèå ýóêàðèîòè÷åñêèõ ïîòåíöèàë-çà-
âèñèìûõ êàíàëîâ ñ áëîêàòîðîì. Â äàííîì ðàçäåëå
èçó÷àëîñü âëèÿíèå ìåæèîííûõ âçàèìîäåéñòâèé â ïî-
ðîâîé îáëàñòè (âêëþ÷àþùåé ñåãìåíòû S5 è S6) ýóêà-
ðèîòè÷åñêîãî èîííîãî êàíàëà Kv1.2 íà îáðàçîâàíèå
åãî êîìïëåêñà ñ áëîêàòîðîì (íåéðîòîêñèíîì). Ñòðóê-
òóðà ïîðîâîé îáëàñòè ýòîãî êàíàëà ãîìîëîãè÷íà
ñòðóêòóðå ðàññìîòðåííîãî âûøå áàêòåðèàëüíîãî êà-
íàëà KcsA.

Â ðåçóëüòàòå àíàëèçà äåéñòâèÿ ðàñòâîðîâ ñ ðàç-
ëè÷íîé èîííîé ñèëîé áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ïîäâèæ-
íîñòü îñòàòêîâ êîìïëåêñà îïðåäåëÿåòñÿ èñêëþ÷èòåëü-
íî òèïîì âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû, à èçìåíåíèå èîííîé
ñèëû ðàñòâîðà íå îêàçûâàåò çàìåòíîãî âîçäåéñòâèÿ
íè íà ïîäâèæíîñòü îñòàòêîâ, ðàñïîëîæåííûõ â òîëùå
áèñëîÿ, íè íà îñòàòêè, íàõîäÿùèåñÿ â âîäíîì îêðó-
æåíèè (ðèñ. 3, À). Îòìåòèì, ÷òî îñòàòîê ëèçèíà, èãðà-
þùèé êëþ÷åâóþ ðîëü âî âçàèìîäåéñòâèè ñ àòîìàìè
êèñëîðîäà îñíîâíîé öåïè îñòàòêîâ, âõîäÿùèõ â ÑÔ
êàíàëà (Y445, G444), äåìîíñòðèðóåò ìåíüøóþ ïîäâèæ-
íîñòü (ðèñ. 3, Á) âî âñåì äèàïàçîíå ðàññìîòðåííûõ
çíà÷åíèé èîííîé ñèëû [26]. Ïî íàøèì äàííûì, â ðå-
çóëüòàòå ôëóêòóàöèé áîêîâàÿ öåïü ëèçèíà âûõîäèò
èç ïîðû ÑÔ. Ýòîò ðåçóëüòàò îòëè÷àåòñÿ îò [19], â êî-
òîðîì áîêîâàÿ öåïü ëèçèíà îñòàâàëàñü â ïîðå íà âñåé
òðàåêòîðèè ÌÄ. Ïî-âèäèìîìó, ýòî âûçâàíî òåì, ÷òî
èîí êàëèÿ â ìîäåëè [19] áûë óäàëåí, òîãäà êàê â íà-
øåé ìîäåëè èîí Ê+ îñòàâàëñÿ â ïîëîæåíèè S2 è
èìåëîñü ýëåêòðîñòàòè÷åñêîå îòòàëêèâàíèå ìåæäó íèì
è ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûì àòîìîì àçîòà áîêîâîé
öåïè ëèçèíà Ê27. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî âäîëü âñåé
òðàåêòîðèè íàáëþäàëñÿ ïëîòíûé êîíòàêò ìåæäó òîê-
ñèíîì è êàíàëîì. Ïðè ýòîì áîëüøàÿ ÷àñòü êîíòàê-
òîâ, ïîêàçàííûõ ðàíåå â ðàáîòå [19], ñîõðàíÿåòñÿ.

Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ ïðèñóòñòâèÿ èîíîâ êàëèÿ
â ÑÔ è öåíòðàëüíîé ïîðå íà ñâÿçûâàíèå c àäæèòîê-
ñèíîì ñòðîèëè êàðòèíû ðàñïðåäåëåíèÿ ýëåêòðîñòà-
òè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà, ñîçäàâàåìîãî ìîëåêóëîé êà-
íàëà â îêðóæàþùåì ïðîñòðàíñòâå â ïðèñóòñòâèè è
ïðè îòñóòñòâèè èîíîâ êàëèÿ (ðèñ. 3, Â—Å). Â ïðè-
ñóòñòâèè èîíîâ êàëèÿ îáëàñòü âûñîêîãî îòðèöàòåëü-
íîãî ïîòåíöèàëà âûòåñíÿåòñÿ èç ÑÔ è ðàñøèðÿåò-
ñÿ íà âñþ ïîâåðõíîñòü êàíàëà (ðèñ. 3, Ä). Â òî æå
âðåìÿ îáëàñòü âûñîêîãî ïîëîæèòåëüíîãî ïîòåíöèàëà
ñìåùàåòñÿ ñ ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûõ îñòàòêîâ ïå-
ðèôåðèè êàíàëà íà èîíû êàëèÿ â öåíòðàëüíîé ïîðå
(ðèñ. 3, Å). Òàêèì îáðàçîì, çàïîëíåíèå êàíàëà èîíà-
ìè êàëèÿ, ïî-âèäèìîìó, óìåíüøàåò íåñåëåêòèâíîå
ñðîäñòâî ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííîãî òîêñèíà è ñàéòà
ñâÿçûâàíèÿ, êîòîðîå ïðîÿâëÿåòñÿ íà áîëüøèõ ðàññòî-

ÿíèÿõ. Â òî æå âðåìÿ íà ìàëûõ ðàññòîÿíèÿõ, êîãäà
òîêñèí è ñàéò ñâÿçûâàíèÿ îêàçûâàþòñÿ â íåïîñðåä-
ñòâåííîì êîíòàêòå, îñíîâíóþ ðîëü èãðàþò âàí-äåð-
âààëüñîâû âçàèìîäåéñòâèÿ.

Îòìåòèì, ÷òî ñóììàðíàÿ ýíåðãèÿ ñèñòåì çàêîíî-
ìåðíî âîçðàñòàåò ïî àáñîëþòíîé âåëè÷èíå ñ óâåëè÷å-
íèåì èîííîé ñèëû (ðèñ. 4), ÷òî îáóñëîâëåíî ïðîñòûì
óâåëè÷åíèåì âêëàäà â íåå êóëîíîâñêèõ âçàèìîäåé-
ñòâèé ìåæäó èîíàìè â ðàñòâîðå. Ïðè ýòîì ýíåðãèÿ
êóëîíîâñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó áåëêîâûìè ñóáú-
åäèíèöàìè, â òîì ÷èñëå è ìåæäó òîêñèíîì è êàíàëîì,
èçìåíÿåòñÿ íåçíà÷èòåëüíî (ðèñ. 4).

Âûâîäû

Â ñòàòüå ðàçðàáîòàíà ïîëíîàòîìíàÿ ìîëåêóëÿð-
íî-äèíàìè÷åñêàÿ ìîäåëü ôóíêöèîíèðîâàíèÿ áàêòå-
ðèàëüíîãî ïîòåíöèàë-çàâèñèìîãî êàëèåâîãî êàíàëà
KcsA, îñíîâàííàÿ íà ïîñëåäíèõ êðèñòàëëîãðàôè÷å-
ñêèõ äàííûõ î ñòðóêòóðå êàíàëà â îòêðûòîì ñîñòîÿ-
íèè. Èçó÷åíèå äèíàìèêè ïðîõîæäåíèÿ èîíîâ ÷åðåç
êàíàë ïîêàçàëî êðèòè÷åñêóþ ðîëü èîí-èîííûõ âçàè-
ìîäåéñòâèé â êàíàëå äëÿ îáåñïå÷åíèÿ ïðîâîäèìîñòè.
Ðàññ÷èòàííûå ïðîôèëè ñâîáîäíîé ýíåðãèè äëÿ îäíî-
ãî èîíà è “ïà÷êè” èîíîâ êàëèÿ â êàíàëå îäíîçíà÷-
íî ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó ïðåîáëàäàíèÿ èîííîãî
òîêà ïî êîîïåðàòèâíîìó ìåõàíèçìó (“single file me-
chanism”). Ðàññ÷èòàííûå âîëüò-àìïåðíûå õàðàêòåðèñ-
òèêè êàíàëà íàõîäÿòñÿ â ïîëóêîëè÷åñòâåííîì ñîãëà-
ñèè ñ ýêñïåðèìåíòîì.

Èçó÷åíèå ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè êîìïëåêñà Kv
êàíàëà ñ òîêñèíîì ïîêàçàëî ñòàáèëüíîñòü ïðåäëîæåí-
íîé ìîäåëè, ïðè ýòîì äàííûå î ìåæìîëåêóëÿðíûõ
êîíòàêòàõ òîêñèíà ñ àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè êà-
íàëà íàõîäÿòñÿ â ñîãëàñèè ñ ýêñïåðèìåíòîì. Àíàëèç
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Ðèñ. 4. Èçìåíåíèå îáùåé ýíåðãèè â èçó÷àåìûõ ñèñòåìàõ êà-
íàë—òîêñèí. Âëèÿíèå èîííîé ñèëû ðàñòâîðà



èçìåíåíèÿ ýíåðãèè âçàèìîäåéñòâèÿ â ðàìêàõ ðàñ-
ñìàòðèâàåìîé ìîäåëè ïðèâîäèò ê âûâîäó, ÷òî èîí-
íàÿ ñèëà ðàñòâîðà ñëàáî âëèÿåò íà ñâÿçûâàíèå áëî-
êàòîðà ñ êàíàëàìè Kv. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñëåäóåò
ó÷èòûâàòü ïðè îöåíêå ñðîäñòâà ðàçëè÷íûõ ëèãàíäîâ
ê êàíàëàì è èõ ìóòàíòàì.
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ìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ãðàíò ¹ 10-04-01182-à)
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INFLUENCE OF INTERIONIC INTERACTIONS ON FUNCTIONAL STATE
OF KV CHANNELS AND ON BLOCKER BINDING

K.V. Shaitan, O.S. Sokolova, A.K. Shaitan, M.A. Kasimova,
V.N. Novoseletsky, M.P. Kirpichnikov

In this study we estimate the ionic current of voltage-gated potassium channel KcsA (all-atom
model) on 100 ns trajectories and interactions of mammalian voltage-gated channel Kv1.2 with neu-
rotoxin. Supercomputer “Lomonosov” has been used. Free energy profiles for one and three potassi-
um ions in the KcsA pore were calculated. At physiological conditions ions pass through the channel
pore cooperatively by files with three ions. The study of the influence of interionic interactions
on the current and the influence of ionic concentration on the blocker binding were done.

Key words: Kv ion channels, neurotoxin, molecular dynamics, inter-ion interactions.
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