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У млекопитающих обнаружено порядка 40 изоформ потенциал-чувствитель-
ных калиевых каналов (KV). Для изучения такого разнообразия KV необходи-
мы вещества, которые способны селективно с ними связываться и изменять
их свойства. Ранее мы сообщали о выделении и фармакологической характе-
ристике MeKTx13-3 – пептидного токсина из яда скорпиона Mesobuthus eu-
peus. Этот токсин обладал высокой аффинностью к ряду KV с незначительной
селективностью в отношении изоформы KV1.1. В настоящей работе мы доклады-
ваем о получении методом рационального дизайна искусственного производного
MeKTx13-3, названного MeKTx13-3_RMRH. Селективность MeKTx13-3_RMRH
по отношению к KV1.1 была увеличена на порядок, что делает его одним из са-
мых специфичных лигандов данной изоформы KV. Наконец, используя компью-
терное моделирование, мы продемонстрировали, что избирательность нового
лиганда KV1.1 может реализовываться за счет специфического положения токси-
на в комплексе с каналом.
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ВВЕДЕНИЕ

Потенциал-чувствительные калиевые каналы (KV) – трансмембранные (ТМ)
белки, обеспечивающие пассивный селективный ток ионов калия через мембрану

Список обозначений: KV – потенциал-чувствительные калиевые каналы; ChTx – харибдотоксин из яда
скорпиона Leiurus quinquestriatus hebraeus; IC50 – концентрация полуингибирования; Trx — тиоредок-
син; ТМ — трансмембранный; ПЦР – полимеразная цепная реакция; Трис-HCl – трис(гидроксиме-
тил)аминометан гидрохлорид; ОФ-ВЭЖХ – обращенно-фазовая высокоэффективная жидкостная
хроматография; МАЛДИ – матрично-активированная лазерная десорбция/ионизация; МД – молеку-
лярная динамика.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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в ответ на изменение мембранного потенциала [1]. Зрелый ионный канал пред-
ставляет собой тетрамер α-субъединиц, каждая из которых сформирована шестью
ТМ сегментами (S1–S6) с одним поровым участком (P) между S5 и S6 [2]. Поровый
домен канала образуется сближенными S5 и S6 всех четырех α-субъединиц. Кроме
того, в составе KV могут быть вспомогательные β-субъединицы, которые способны
модифицировать свойства канала [3]. Отличительной особенностью KV является на-
личие потенциал-чувствительных доменов, образованных четырьмя ТМ сегментами
(S1–S4) каждой из α-субъединиц [4, 5]. Согласно последнему руководству Междуна-
родного союза фундаментальной и клинической фармакологии (IUPHAR), у человека
известно порядка 40 генов α-субъединиц KV, которые называют изоформами [6].
В зависимости от локализации, а также выполняемых функций, KV могут быть
сформированы одинаковыми или разными α-субъединицами, то есть представлять
собой гомо- или гетеромеры [7, 8].

Изучение структурных особенностей, физиологических и фармакологических
характеристик KV тесно сопряжено с применением их лигандов [9–11], которые
можно разделить на несколько групп. Перечислим основные: (а) ионы металлов,
например Cs+ и Ba2+ [12, 13]; (б) небольшие органические молекулы, такие как
4-аминопиридин и тетраэтиламмоний [14]; и (в) полипептидные токсины, на-
пример, харибдотоксин (ChTx) и дендротоксин [15]. Пожалуй, самым богатым ис-
точником лигандов KV выступают яды различных животных, таких как змеи, мор-
ские анемоны, улитки конусы, пауки и скорпионы [16]. Токсины скорпионов, не-
сомненно, сыграли ключевую роль в изучении KV: от пионерских работ по
ингибированию калиевого тока в гигантском аксоне кальмара с помощью нокси-
устоксина из яда скорпиона Centruroides noxius [17, 18] до получения кристаллической
структуры комплекса KV c ChTx из яда скорпиона Leiurus quinquestriatus hebraeus [19,
20]. В настоящий момент, согласно базе данных Kalium (https://kaliumdb.org/), из-
вестно и охарактеризовано приблизительно 350 полипептидных лигандов калие-
вых каналов, более половины (~200) из которых – это токсины, выделенные из яда
скорпионов [21, 22].

Большинство токсинов скорпионов, действующих на KV, состоят из 30–50 ами-
нокислотных остатков, 6 или 8 из которых – остатки цистеина, образующие 3 или 4
внутримолекулярные дисульфидные связи соответственно [16, 23]. При этом в
пространстве формируется характерная укладка, получившая название CSα/β (ци-
стеин-стабилизированные α-спираль и β-слой) [24, 25]. Несмотря на общность
пространственной структуры, токсины могут проявлять различные фармакологи-
ческие характеристики, избирательно действуя на ту или иную изоформу KV. Счи-
тается, что селективность определяется конкретными аминокислотными остатками
токсина, которые формируют специфические контакты с поровым доменом кана-
ла [26–28]. В свою очередь, эти особенности могут быть использованы для рацио-
нального дизайна искусственных производных с заданными свойствами на базе
общего молекулярного каркаса [29–31].

Ранее мы сообщали об идентификации и характеристике токсина MeKTx13-3
(Kalium ID: α-KTx 3.19, UniProt ID: C0HJQ6, 37 аминокислотных остатков, три ди-
сульфидные связи) из яда среднеазиатского скорпиона Mesobuthus eupeus [32]. Мы
провели фармакологическую характеристику этого полипептида и с помощью
электрофизиологических методов установили, что он способен ингибировать ка-
лиевый ток через некоторые гомотетрамерные KV, а именно: KV1.1, 1.2, 1.3 и 1.6 c
концентрациями полуингибирования (IC50) ~ 2, 100, 10 и 60 нМ соответственно.
У этого токсина была обнаружена селективность действия в отношении KV1.1, а не
KV1.2 или 1.3, что является достаточно редким свойством полипептидных лигандов
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KV [23]. Теперь мы докладываем, что внесение ряда замен в аминокислотную по-
следовательность MeKTx13-3 позволило нам получить более селективный по отно-
шению к KV1.1 пептид – MeKTx13-3_RMRH. С помощью методов молекулярного
моделирования структуры и динамики комплексов этого производного MeKTx13-3
с гомотетрамерами KV1.1–1.3 мы установили, что избирательность его действия
может реализовываться за счет специфического положения токсина в комплексе с
каналом.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Заявление об этике. Наше исследование строго соответствовало Международ-
ным методическим рекомендациям по биомедицинским исследованиям с исполь-
зованием животных Всемирной организации здравоохранения. Исследование про-
водилось в организации, аккредитованной AAALAC, в соответствии со стандартами
Руководства по уходу и использованию лабораторных животных (8-е издание, Ин-
ститут лабораторных исследований животных). Лягушки Xenopus laevis использова-
лись в лаборатории токсикологии и фармакологии в соответствии с лицензией
LA1210239, что было одобрено этическим комитетом по экспериментам на живот-
ных Лёвенского университета (P186/2019). Уход за животными и эксперименталь-
ные процедуры проводились в соответствии с методическими рекомендациями
Европейской конвенции по защите позвоночных животных, используемых в экс-
периментальных и других научных целях (Страсбург, 18.III.1986).

Получение рекомбинантных пептидов. Рекомбинантный MeKTx13-3_RMRH был
получен по общей схеме, использованной нами ранее [31]. Целевой пептид получа-
ли в бактериальной системе экспрессии в виде слитного белка с тиоредоксином
(Trx) [33], который расщепляли рекомбинантной легкой цепью энтеропептидазы
человека [34]. Последовательность ДНК, кодирующая MeKTx13-3_RMRH, была
сконструирована из частично комплементарных синтетических олигонуклеотидов
с помощью ПЦР за два этапа. Сначала в течение пяти циклов использовали четыре
олигонуклеотида (F1, F2, R1 и R2, см. табл. 1) для сборки полной последовательно-
сти гена. Затем с использованием краевых олигонуклеотидов (F1 и R1) и разбав-
ленной реакционной смеси из первого раунда в качестве матрицы во втором раунде
ПЦР был амплифицирован целевой фрагмент ДНК.

Полученный в результате ПЦР фрагмент клонировали в экспрессионный вектор
pET-32b (Novagen) по сайтам рестрикции KpnI и BamHI. Штамм Escherichia coli
SHuffle T7 Express (New England Biolabs) трансформировали вектором со вставкой
целевого гена и культивировали при 30°C в среде LB до OD600 ~ 0.6. Экспрессию
трансгена индуцировали добавлением 0.2 мМ изопропил-β-D-1-тиогалактопира-
нозида. Культуру культивировали при комнатной температуре (24°C) в течение но-
чи (16 ч), после чего клеточную массу осаждали центрифугированием. Осадок кле-
ток ресуспендировали в буферном растворе, содержащем 300 мМ NaCl и 50 мМ

Таблица 1. Список олигонуклеотидов, использованных для конструирования гена MeKTx13-3_RMRH

Сайты рестрикции выделены жирным шрифтом; стоп-кодон выделен курсивом; кодоны, кодирующие
сайт расщепления энтеропептидазой, подчеркнуты; кодоны, различающиеся с MeKTx13-3, показаны на
сером фоне.

Название Последовательность 5'–3'

F1  
F2  
R1  
R2  
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Трис-HCl (pH 8.0), и обрабатывали ультразвуком. Лизат наносили на металл-хе-
латную колонку HisPur (ThermoFisher Scientific); слитный белок с Trx очищали в
соответствии с протоколом производителя.

Очищенный слитный белок растворяли в 50 мМ Трис-HCl (pH 8.0) в концентра-
ции 1 мг/мл и гидролизовали в течение ночи (16 ч) при 37°C легкой цепью энтеропеп-
тидазы человека (1 ед. фермента на 1 мг субстрата). MeKTx13-3_RMRH очищали обра-
щенно-фазовой (ОФ) ВЭЖХ в линейном градиенте концентрации ацетонитрила
(0–60% за 60 мин) в присутствии 0.1%-ной трифторуксусной кислоты на колонке
Jupiter C5 (4.6 × 250 мм; Phenomenex). Чистоту целевого пептида проверяли с ис-
пользованием масс-спектрометрии и аналитической хроматографии на колонке
Vydac C18 (4.6 × 250 мм; Separations Group) в том же градиенте ацетонитрила.

Масс-спектрометрия. Измерение молекулярной массы пептида проводили с ис-
пользованием МАЛДИ масс-спектрометрии с времяпролетным масс-анализатором
на приборе Ultraflex TOF-TOF (Bruker Daltonik), как описано ранее [35]. В качестве
матрицы была использована 2,5-дигидроксибензойная кислота (Sigma-Aldrich). Из-
мерения проводили как в линейном, так и в рефлекторном режимах. Масс-спек-
тры анализировали с помощью программного обеспечения Data Analysis 4.3 и Data
Analysis Viewer 4.3 (Bruker).

Экспрессия ионных каналов. Подробно общий подход к экспрессии ионных ка-
налов в ооцитах был описан ранее [36]. Для экспрессии генов KV (крысы (r)KV1.1,
rKV1.2, человека (h)KV1.3, rKV1.4, rKV1.5 и rKV1.6) в ооцитах X. laevis линеаризован-
ные плазмиды, содержащие соответствующие нуклеотидные последовательности генов,
были транскрибированы с использованием набора T7 mMESSAGE-mMACHINE (Am-
bion). 50 нл раствора кРНК (1 нг/нл) вводили в ооциты с помощью микроинжекто-
ра (Drummond Scientific). Ооциты инкубировали в растворе ND96, содержащем: (мМ)
96 NaCl, 2 KCl, 1.8 CaCl2, 2 MgCl2 и 5 HEPES, pH 7.4, с добавлением сульфата ген-
тамицина (50 мг/л).

Электрофизиологические исследования. Измерения токов через мембрану ооци-
тов проводились методом двухэлектродной фиксации потенциала при комнатной
температуре (18–22°C) с использованием усилителя Geneclamp 500 (Molecular De-
vices) под управлением системы сбора данных pClamp (Axon Instruments), как опи-
сано ранее [36]. В качестве омывающего раствора использовали ND96, потенциал
покоя выставляли равным –90 мВ. Токи, опосредованные KV, индуцировали депо-
ляризацией до 0 мВ в течение 250 мс, после чего потенциал удерживали при –50 мВ
в течение 250 мс. Для исследования вольтамперной характеристики токи вызывали
последовательной деполяризацией мембраны с шагом в 10 мВ. Для оценки кон-
центрационной зависимости эффектов были построены кривые доза–эффект, где
процент ингибирования тока выражен как функция концентрации токсина. Кри-
вые были построены по уравнению Хилла:

где y – доля ингибированного тока, IC50 – концентрация токсина, при которой до-
стигается полумаксимальное ингибирование, [токсин] – концентрация токсина, h –
коэффициент Хилла. Сравнение двух выборочных средних было выполнено с ис-
пользованием парного критерия Стьюдента (р = 0.05 использовалось в качестве
порога значимости). Все данные были получены как минимум в трех независимых
экспериментах (n ≥ 3) и представлены как среднее значение ± стандартная ошибка
среднего. Обработка полученных результатов проводилась с использованием про-
граммы Origin (OriginLab Corporation).

Молекулярное моделирование. Структурная модель MeKTx13-3_RMRH была по-
строена в программе PyMOL Molecular Graphics System, версия 1.8 (Schrödinger,

[ ]( ) =  
 50100 1 + IC токсин ,hy
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LLC), с использованием процедуры in silico мутагенеза. Поскольку аминокислот-
ная последовательность MeKTx13-3 идентична BmKTX [37], пространственная
структура последнего (PDB ID: 1BKT) [38] была использована в качестве шаблона.
Модели KV1.1 и 1.3 были сгенерированы ранее [31, 39–41] в программе MODELLER
[42] с использованием структуры KV1.2 (3LUT) [43] в качестве шаблона.

Комплексы MeKTx13-3_RMRH с калиевыми каналами моделировали согласно
процедуре, описанной в предыдущих работах [31, 39–41], предполагая, что токсин вза-
имодействует с KV аналогично ChTx [44]. Модель комплекса MeKTx13-3_RMRH с
KV1.2 была построена на основе структуры комплекса KV1.2/2.1–ChTx (4JTA) [20]:
пептид пространственно выравнивали со структурой ChTx в комплексе с каналом,
затем удаляли ChTx, оставляя выровненный токсин. Комплексы с KV1.1 и 1.3 были
созданы аналогичным образом, однако первым шагом было пространственное вы-
равнивание моделей каналов с химерой KV1.2/2.1 [31, 39–41].

Молекулярная динамика. Подготовку исследуемых молекулярных систем к моде-
лированию молекулярной динамики (МД) проводили автоматически, с использовани-
ем оригинального программного пакета IMPULSE (Крылов и др., готовится к печати).
Процедура включала несколько этапов. Полученные комплексы MeKTx13-3_RMRH с
KV помещали внутрь липидного бислоя, имитирующего мембрану нейронов. Был
использован предварительно уравновешенный фрагмент бислоя (7.0 × 7.0 × 13.5 нм3;
1-пальмитоил-2-олеил-sn-глицеро-3-фосфохолин/1-пальмитоил-2-олеил-sn-гли-
церо-3-фосфоэтаноламин/холестерин, POPC : POPE : Chl; 100 : 50 : 50 молекул со-
ответственно, сольватированных 14172 молекулами воды), что подробно описано в
предыдущих работах [41, 45, 46]; некоторые молекулы фосфолипидов и холестери-
на были удалены, чтобы освободить место для белка. Для сольватации использова-
ли модель воды TIP3P [47] и ионы Na+/Cl– в количестве, необходимом для поддер-
жания электронейтральности системы.

Все системы были уравновешены (нагреты до 37°C) в течение 100 пс моделиро-
вания МД. Положения Cα-атомов остатков канала, не формирующих вестибюль
его поры, а также Nε-атом остатка Lys26 у MeKTx13-3_RMRH фиксировали во
время уравновешивания для предотвращения дестабилизации исходного ком-
плекса. Затем рассчитывали МД систем длительностью 500 нс. Все молекулярно-дина-
мические эксперименты были выполнены с помощью программного обеспечения
GROMACS [48] (версия 2018) с использованием набора параметров AMBER99SB-ILDN
[49]. Моделирование проводили с шагом по времени 2 фс с использованием трех-
мерных периодических граничных условий, в изотермическом-изобарическом
(NPT) ансамбле с полуизотропным давлением 1 бар и при температуре 37°C. Ис-
пользовали алгоритмы баростата Берендсена [50] и термостата V-rescale [51]. Ван-
дер-ваальсовы взаимодействия рассчитывали с применением сферической функ-
ции обрезания потенциала с отсечкой 1.4 нм. Электростатические взаимодействия
учитывали с помощью алгоритма PME. Во время моделирования положение Nε-атома
остатка Lys26 токсина в каждом комплексе фиксировали внутри поры канала.

Анализ межмолекулярных контактов и оценку вкладов аминокислотных остатков в
энергию межмолекулярного взаимодействия в ходе МД выполняли с использованием
программного пакета IMPULSE (Крылов и др., готовится к печати) аналогично
процедурам, подробно описанным в предыдущих исследованиях [31, 41]. Водородные
связи оценивали с использованием параметров утилиты hbond пакета GROMACS [48]
(расстояние D–A ≤ 0.35 нм и угол D–H–A ≥ 150° для водородной связи D–H···A,
где D и A – донор и акцептор водородной связи соответственно); солевые мостики,
π-катионные и стэкинг-взаимодействия, а также гидрофобные контакты рассчи-
тывали, как описано ранее [52, 53]. Оценку энергии межмолекулярных невалентных
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взаимодействий осуществляли с использованием силового поля AMBER99SB-ILDN
[49] с отсечкой по расстоянию 1.4 нм. Для визуализации молекул использовали
программу PyMOL. Графики профилей энергии взаимодействия строили с помо-
щью стандартных библиотек Python и пакета NumPy.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Стратегия создания нового лиганда KV. Благодаря ряду предыдущих исследований
были выявлены ключевые аминокислотные остатки токсинов семейства α-KTx 3,
обусловливающие высокое сродство к изоформе KV1.3. Так, мутагенез BmKTX,
имеющего ту же аминокислотную последовательность, что и MeKTx13-3, показал,
что замена Asp33His в несколько раз усиливает его активность в отношении KV1.3
[54]. Другой мутантный вариант BmKTX, названный ADWX-1 и содержащий
остатки Arg11 и His33, блокирует KV в субнаномолярных концентрациях [29], тогда
как замена этих остатков (Arg11Ala или His33Ala) приводит к значительному сни-
жению активности. Кроме того, AgTx-2 [30, 55], OSK-1 [56] и некоторые другие
токсины, которые имеют остатки Arg12, Met29, Arg31 и His34 (соответствуют Arg11,
Met28, Arg30 и His33 в токсинах α-KTx 3, лишенных N-концевого остатка глици-
на), также были описаны как высокоэффективные блокаторы KV1.3 (табл. 2). Мы
решили внести соответствующие четыре замены в структуру MeKTx13-3 (Gly11Arg,
Ile28Met, Gly30Arg и Asp33His), ожидая получить при этом новый высокоселектив-
ный блокатор KV1.3. Неожиданно полученный пептид MeKTx13-3_RMRH проде-
монстрировал высокое сродство к KV1.1, в то время как его активность в отноше-
нии KV1.3 не изменилась.

Получение рекомбинантного токсина. Рекомбинантный MeKTx13-3_RMRH по-
лучали в штамме E. coli SHuffle B по нашему стандартному протоколу. Кодирующую
токсин последовательность ДНК клонировали в экспрессионный вектор pET-32b по
сайтам рестрикции KpnI и BamHI. Trx был использован в качестве белка-помощ-
ника для обеспечения правильного расположения дисульфидных связей. После
гидролиза слитного белка целевой пептид был очищен с помощью ОФ-ВЭЖХ
(рис. 1) и идентифицирован с использованием МАЛДИ масс-спектрометрии и
сравнения расчетной и экспериментально установленной молекулярной массы.
Конечный выход пептида составил ~3.5 мг с одного литра бактериальной культуры.

Электрофизиологическое исследование MeKTx13-3_RMRH. Характеристика
фармакологической активности MeKTx13-3_RMRH проводилась посредством
электрофизиологического исследования на ряде изоформ KV методом двухэлек-
тродной фиксации потенциала. На рис. 2 приведены записи токов через гомотет-
рамерные калиевые каналы различных изоформ (KV1.1–1.3) до и после добавления
токсина в концентрации 1 нМ. Хорошо видно, что MeKTx13-3_RMRH проявляет
высокую селективность в отношении KV1.1. В бóльших концентрациях он также
ингибировал изоформы KV1.2, 1.3 и 1.6, в то время как на KV1.4 и 1.5 эффект отсут-
ствовал вплоть до концентрации 1 мкМ (данные не показаны). Для всех изоформ KV,
на которых наблюдался эффект, были построены кривые концентрационной зави-
симости ингибирования (рис. 2, снизу) и рассчитаны значения IC50, составившие
0.11 ± 0.02, 10.7 ± 0.8, 8.1 ± 0.2 и 16.3 ± 1.0 нМ для KV1.1, 1.2, 1.3 и 1.6 соответственно.

Молекулярное моделирование. В нашем недавнем исследовании, посвященном
молекулярному дизайну селективного блокатора KV1.3, были проанализированы
структурные и динамические детали взаимодействия MeKTx13-3 с KV [31]. В теку-
щей работе мы выполнили компьютерное исследование комплексов мутированно-
го варианта этого пептида, названного MeKTx13-3_RMRH, с калиевыми канала-
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Таблица 2. Аминокислотные последовательности токсинов семейства α-KTx 3, их мутантов
и синтетических аналогов с активностью, изученной на KV

a – нумерация остатков для пептидов с N-концевым остатком глицина показана над последовательно-
стями, нумерация для остальных пептидов показана под последовательностями; –NH2 указывает на
C-концевое амидирование природного токсина. Консервативные остатки цистеина показаны жирным
шрифтом; остатки, которые отличают пептиды от MeKTx13-3, показаны на сером фоне; наиболее ча-
стые замены выделены жирным шрифтом на сером фоне. b – значения показаны в следующих форма-
тах: X – значение Kd, Ki или IC50 в нМ; >X – токсин не действовал до значения X; X/Y – означает, что
токсин в концентрации X снижает ионный ток через канал на Y процентов. Тип данных: c – полумакси-
мальная ингибирующая концентрация (IC50); d – константа диссоциации (Kd); i – константа ингибиро-
вания (Ki). Примененные экспериментальные методы: v – электрофизиология с использованием метода
двухэлектродной фиксации потенциала; р – электрофизиология с использованием техники локальной
фиксации потенциала. Данные об аминокислотных последовательностях, N-концевом амидировании и
активности токсинов получены с использованием базы данных Kalium [22].

Токсин Аминокислотная последовательность и нумерация 

остатковa  

Активность, нМb  

Название и источник данных

 

1.1d,v 20d,v 0.1d,v  

0.044i,v 3.4d,v  0.004i,v 0.037i,v

>750c,v  10.4c,v 1.1c,v   

136i,v 1.7i,v 149i,v

0.6c, p  5.4c, p  0.014c, p  >1000c, p  

550/50c,v  550/50 

>35c,v  >35c,v 7.2c,v  >35c,v

90.3c,v 2677.7c,v  311.7c,v 266.3c,v 

0.203c,v 8.92c,v 0.172c,v 2000/93c,v 

1.9c,v  105c,v 8.9c,v 63.4c,v

541.5c,v 218.2c,v  9.1c,v 1522.3c,v 

0.11c,v 10.7c,v 8.1c,v 16.3c,v

2000/100i,v 2000/73i,v 0.090c, p  2000/91i,v

0.437c, p 

0.581c, p 

0.410c, p 

2.140c, p 

0.930c, p 

0.055c, p  

3.898c, p 

0.454c, p 

175.706c, p 

9.700c, p 

5.457c, p 

0.821c, p 

0.134 c, p

1.460c, p 

0.015c, p 

27.218c, p 

20.998c, p 

4.555c, p 

0.721c, p 

6.164c, p 

0.430c, p 

0.340c, p 

0.65c, p  >100c, p 0.002c, p 

0.336c, p 

7.344c, p 

4.013c, p 

9.674c, p 

0.058c, p 

0.454c, p 

0.077c, p 

GVEINVKCSGSPQCLKPCKDAGMRFGKCMNRKCHCTPK 
GVPINVSCTGSPQCIKPCKDAGMRFGKCMNRKCHCTPK 
GVEINVKCTGSHQCIKPCKDAGMRFGKCINRKCHCTPK-NH2
GVPINVKCTGSPQCLKPCKDAGMRFGKCINGKCHCTPK
GVIINVKCKISRQCLEPCKKAGMRFGKCMNGKCHCTPK 
GVPINVKCRGSRDCLDPCKKAGMRFGKCINSKCHCTP- 
GVPTDVKCRGSPQCIQPCKDAGMRFGKCMNGKCHCTPK 
-REIPVKCKGSKQCLQSCKEAGMTYGKCMNGKCNCTPK-NH2
-VGINVKCKHSGQCLKPCKDAGMRFGKCMNGKCDCTPK-NH2
-VGINVKCKHSGQCLKPCKDAGMRFGKCINGKCDCTPK-NH2
-VGINVKCKHSGACLAPCADAGMRFGKCINGKCRCTPK
-VGINVKCKHSRQCLKPCKDAGMRFGKCMNRKCHCTPK 
-VGINVKCKHSGQCLKPCKDAGMRFGKCINGKCDCTPK-NH2
-VGIAVKCKHSGQCLKPCKDAGMRFGKCINGKCDCTPK
-VGINVACKHSGQCLKPCKDAGMRFGKCINGKCDCTPK 
-VGINVKCAHSGQCLKPCKDAGMRFGKCINGKCDCTPK 
-VGINVKCKASGQCLKPCKDAGMRFGKCINGKCDCTPK 
-VGINVKCKHSGACLKPCKDAGMRFGKCINGKCDCTPK 
-VGINVKCKHSGQCLAPCKDAGMRFGKCINGKCDCTPK 
-VGINVKCKHSGQCLKPCADAGMRFGKCINGKCDCTPK 
-VGINVKCKHSGQCLKPCKDAGARFGKCINGKCDCTPK 
-VGINVKCKHSGQCLKPCKDAGMAFGKCINGKCDCTPK 
-VGINVKCKHSGQCLKPCKDAGMRAGKCINGKCDCTPK 
-VGINVKCKHSGQCLKPCKDAGMRFGACINGKCDCTPK 
-VGINVKCKHSGQCLKPCKDAGMRFGKCINGACDCTPK 
-VGINVKCKHSGQCLKPCKDAGMRFGKCINGKCDCAPK 
-VGINVKCKHSGQCLKPCKDAGMRFGKCINGKCDCTAK 
-VGINVKCKHSGQCLKPCKDAGMRFGKCINGKCHCTPK 
-VGINVKCKHSGQCLKPCKDAGMAFGKCINGKCHCTPK 
-VGINVKCKHSGQCLKPCKDAGMRAGKCINGKCHCTPK 
-VGINVKCKHSGQCLKPCKDAGMRFGACINGKCHCTPK 
-VGINVKCKHSGQCLKPCKDAGMRFGKCANGKCHCTPK 
-VGINVKCKHSGQCLKPCKDAGMRFGKCIAGKCHCTPK 
-VGINVKCKHSGQCLKPCKDAGMRFGKCINGKCACTPK 
-VGINVKCKHSGQCLKPCKDAGMRFGKCINGKCHCAPK 
-VGINVKCKHSRQCLKPCKDAGMRFGKCTNGKCHCTPK 
-VGINVKCKHSAQCLKPCKDAGMRFGKCTNGKCHCTPK
-VGINVKCKHSRQCLKPCKDAGMAFGKCTNGKCHCTPK 
-VGINVKCKHSRQCLKPCKDAGMRAGKCTNGKCHCTPK 
-VGINVKCKHSRQCLKPCKDAGMRFGACTNGKCHCTPK 
-VGINVKCKHSRQCLKPCKDAGMRFGKCANGKCHCTPK 
-VGINVKCKHSRQCLKPCKDAGMRFGKCTAGKCHCTPK 
-VGINVKCKHSRQCLKPCKDAGMRFGKCTNGKCACTPK 
-VGINVKCKHSRQCLKPCKDAGMRFGKCTNGKCHCAPK 0.028c, p 

KTX-1 [30]  

AgTx-2 [30, 55] 

Aam-KTX [57] 

AgTx-1 [55] 

OsK-1 [56] 

BoiTx1 [58] 

OdK2 [59] 

MeKTx13-2 [32, 60] 

MeuKTx-3 [61] 

MeKTx13-3 [32, 60] 

MeKTx13-3_AAAR [31] 

MeKTx13-3_RMRH (эта работа)

BmKTX [54, 61] 

BmKTX (N4A) [54] 

BmKTX (K6A) [54] 

BmKTX (K8A) [54] 

BmKTX (H9A) [54] 

BmKTX (Q12A) [54] 

BmKTX (K15A) [54] 

BmKTX (K18A) [54] 

BmKTX (M22A) [54] 

BmKTX (R23A) [54] 

BmKTX (F24A) [54] 

BmKTX (K26N) [54] 

BmKTX (K31A) [54] 

BmKTX (T35A) [54] 

BmKTX (P36A) [54] 

BmKTX-D33H [54] 

BmKTX-D33H (R23A) [54] 

BmKTX-D33H (F24A) [54] 

BmKTX-D33H (K26A) [54] 

BmKTX-D33H (I28A) [54] 

BmKTX-D33H (N29A) [54] 

BmKTX-D33H (H33A) [54] 

BmKTX-D33H (T35A) [54] 

ADWX-1 [29] 

ADWX-1 (R11A) [29] 

ADWX-1 (R23A) [29] 

ADWX-1 (F24A) [29] 

ADWX-1 (K26A) [29] 

ADWX-1 (T28A) [29] 

ADWX-1 (N29A) [29] 

ADWX-1 (H33A) [29] 

ADWX-1 (T35A) [29] 

Kv1.1 Kv1.2 Kv1.3 Kv1.6

 01 25 30 35 3805 10 15 20     

01 25 30 35 3705 10 15 20     
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ми, для выяснения причин неожиданной специфичности к KV1.1. Мы построили
модели пространственной структуры комплексов MeKTx13-3_RMRH с KV1.1–1.3,
рассчитали траектории МД комплексов, встроенных в липидный бислой, проана-
лизировали межмолекулярные контакты и вклады остатков в энергию взаимодей-
ствия канал–токсин, а также сравнили результаты с данными для MeKTx13-3 (см.
рис. 3, 4b–d, 5, табл. 3).

Согласно результатам компьютерного исследования, замена Ile28Met не приводит
к заметному изменению межмолекулярных контактов или энергии межмолекуляр-
ных взаимодействий (рис. 3). Число и качество межмолекулярных контактов, обра-
зованных остатком 28 в комплексах MeKTx13-3 и MeKTx13-3_RMRH, различаются
незначительно (табл. 3). Это наблюдение хорошо согласуется с экспериментальными
данными, демонстрирующими, что мутация Ile28Met не приводит к функциональ-
ным изменениям токсина при переходе от BmKTx к MeuKTx-3 (табл. 2) [61].

Как было отмечено в нашей предыдущей работе [31], остаток Asp33 у MeKTx13-3
вносит значительный положительный вклад в энергию взаимодействия (снижает аф-
финность) (рис. 3) из-за электростатического отталкивания от консервативного отри-
цательно заряженного остатка в вестибюле канала (Asp377/375/399 у KV1.1/1.2/1.3, см.
рис. 4a). Неудивительно, что замена Asp33His в MeKTx13-3_RMRH нивелирует не-
благоприятный энергетический вклад. Кроме того, His33 образует водородную
связь в комплексе с KV1.1 (His33-Gly376, см. рис. 4c). Таким образом, преимуще-
ства замены Asp33His для стабилизации комплекса MeKTx13-3_RMRH–KV1.1 не
подлежат сомнению. Однако маловероятно, что этот остаток является существенным
для увеличения специфичности к KV1.1, наблюдаемом при переходе от MeKTx13-3 к
MeKTx13-3_RMRH, поскольку (а) His9 образует две водородные связи с KV1.2, что
может вносить вклад в увеличение сродства к этому каналу (табл. 2); (б) замена
Asp33Arg в MeKTx13-3_AAAR [31] (привносит благоприятный вклад в энергию взаи-
модействия и обеспечивает множество возможностей для образования полярных кон-
тактов) не предотвратила уменьшение сродства к KV1.1, вызванное другими заменами.

Другие замененные остатки у MeKTx13-3_RMRH, Arg11 и Arg30, вносят значи-
тельный благоприятный вклад в энергию взаимодействия (рис. 3). Более того, эти
модификации приводят к образованию двенадцати (четверть от общего числа)

Рис. 1. Получение MeKTx13-3_RMRH. (a) – ОФ-ВЭЖХ: выделение рекомбинантного MeKTx13-3_RMRH
из гидролизата слитного белка, расщепленного легкой цепью энтерокиназы человека. (b) – очистка целе-
вого пептида с помощью ОФ-ВЭЖХ.
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Рис. 2. Фармакологическая характеристика MeKTx13-3_RMRH. (a) – записи тока через мембрану ооци-
тов X. laevis, опосредованного каналами KV, в контроле (черные кривые) и после добавления 1 нМ пеп-
тида (красные кривые). (b) – зависимость уровня ингибирования каналов KV1.1–1.3 и 1.6 от концентра-
ции токсина по результатам электрофизиологических экспериментов.
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межмолекулярных контактов (табл. 3): трех водородных связей и трех солевых мости-
ков (Arg11–Asp361, Arg11–Asp377, Arg30–Asp361, см. рис. 4c, d), а также трех π-π- и
трех π-катионных взаимодействий (Arg11–His355, Arg11–Phe356, Arg30–Phe356) в
комплексе с KV1.1. Стоит отметить, что аналогичные контакты невозможны в ком-
плексах MeKTx13-3 с KV, поскольку остатки Gly11 и Gly30 не имеют боковых цепей.

Тем не менее, контакты, образованные Arg11 и Arg30, сами по себе не объясняют
высокую специфичность MeKTx13-3_RMRH к KV1.1. Эти замены не вызывают
столь значительного увеличения сродства к KV1.2 и 1.3, хотя они также участвуют
во множестве взаимодействий с этими двумя каналами. Очевидно, что контакты
Arg11 и Arg30 способствуют оптимальному положению токсина и ориентации
участков канала для возникновения других взаимодействий в комплексе с KV1.1,
что в конечном итоге и обусловливает специфичность пептида. В частности, кон-
такты Arg30–Asp361 и Arg30–Phe356 фиксируют участок канального белка между
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Рис. 3. Профили энергии взаимодействия пептидных токсинов в комплексах с KV1.1–1.3. (a) – профиль
MeKTx13-3; (b) – MeKTx13-3_RMRH. Гистограммы показывают вклады остатков в энергию взаимодей-
ствия, усредненные по траектории МД. Планки погрешностей отражают стандартные отклонения.
Аминокислотные последовательности показаны над номерами остатков; замены в MeKTx13-3_RMRH
показаны красным шрифтом. Данные для MeKTx13-3 были описаны в предыдущем исследовании [31].
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остатками Phe356 и Asp361 рядом с токсином в комплексе MeKTx13-3_RMRH–
KV1.1. Такая фиксация может ограничивать подвижность соседнего фрагмента ка-
нала между остатками Glu353 и His355, обеспечивая оптимальное положение
Glu353 для образования водородной связи и солевого мостика с остатком пептида
Lys31 (рис. 4, 5). Аналогичные контакты не реализуются в комплексах с KV1.2/1.3,
поскольку боковые цепи соответствующих остатков Asp351/Thr375 не могут до-
стичь ε-аминогруппы Lys31.

Контакт Pro36–Tyr379 также возникает благодаря особому положению токсина
в комплексе с KV1.1. Основная цепь Pro36 у MeKTx13-3_RMRH образует водород-
ную связь с боковой цепью KV1.1-специфичного остатка Tyr379 (рис. 4c), чего не
происходит в комплексе MeKTx13-3–KV1.1. Аналогичные контакты не наблюдают-
ся в комплексах с другими каналами: боковая цепь Val377 у KV1.2 слишком коротка
и не имеет соответствующей функциональной группы, а боковая цепь His401 у
KV1.3 не может достичь основной цепи Pro36.

Очевидно, что формирование двух водородных связей и двух солевых мости-
ков Lys37–Asp361 и Lys37–Asp377, а также “среднеживущих” водородных связей
His9–Glu353 и Gln12–Glu353 (рис. 4d) также становится возможными в комплек-
се MeKTx13-3_RMRH–KV1.1 в результате особого пространственного расположе-
ния токсина относительно канального белка. Следует отметить, что аналогичные
контакты, образованные Lys37, наблюдаются в комплексе MeKTx13-3 с KV1.3
(Lys37–Asp383, Lys37–Asp399), и такие же контакты, образованные His9 и Gln12,
обнаружены в комплексе MeKTx13-3 с KV1.2 (His9–Asp351, Gln12–Asp351) [31], но
не в комплексах MeKTx13-3_RMRH с любым из этих двух каналов. Потеря этих
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контактов также может быть объяснена несколько различающимся положением
токсина дикого типа и его мутанта в комплексах с KV1.2 и 1.3.

Особое расположение MeKTx13-3_RMRH, стабилизируемое взаимодействиями
Arg11 и Arg30 в исследуемых комплексах, приводит не только к исчезновению не-
которых контактов, наблюдаемых в комплексах токсина дикого типа, но и появле-
нию новых взаимодействий. Так, в комплексах MeKTx13-3_RMRH с KV1.1, 1.2 и 1.3
наблюдаются 45, 29 и 23 специфичных контакта соответственно, и лишь 10, 8 и 3 из
них идентичны для MeKTx13-3 и MeKTx13-3_RMRH. По-видимому, при переходе
от MeKTx13-3 к MeKTx13-3_RMRH увеличение числа контактов приводит к увели-
чению сродства к KV1.1 и 1.2 (поскольку мутант образует больше контактов в этих
двух комплексах), но не влияет на сродство к KV1.3. (табл. 2, 3).
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Рис. 5. (a, b) – изменение расстояния между фрагментами канала и токсинов в течение МД: (a) – между
фрагментом Phe356–Asp361 KV1.1 и остатком Gly30/Arg30 у MeKTx13-3/MeKTx13-3_RMRH, (b) – меж-
ду фрагментом Glu353–His355 KV1.1 и остатком Lys31 токсинов. Расстояние рассчитано между геомет-
рическими центрами полипептидных фрагментов канала и атомами основной цепи соответствующих
остатков токсинов. (c, d) – среднеквадратичное отклонение (RMSD) положения фрагментов Kv1.1 в
комплексе с MeKTx13-3/MeKTx13-3_RMRH в течение МД: (c) – RMSD фрагмента Phe356–Asp361
KV1.1, (d) – фрагмента Glu353–His355.
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Рис. 4. Модель структуры MeKTx13-3_RMRH в комплексе с KV1.1. (a) – выравнивание аминокислотных
последовательностей внеклеточных участков поры каналов KV1.1–1.3. Индексы “h” и “r” перед назва-
ниями каналов указывают на организм – источник (человек и крыса соответственно). Нумерация
остатков указана над каждой последовательностью; отличающиеся остатки показаны на сером фоне.
(b) – общая структура комплекса KV1.1–MeKTx13-3_RMRH в гидратированном липидном бислое по-
сле 500 нс МД. Субъединицы KV1.1 показаны в виде ленточной модели (серым, коричневым, голубым и
синим); спирали порового домена субъединицы канала на переднем плане и потенциал-чувствитель-
ный домен соседней субъединицы, а также длинные внеклеточные петли не показаны для ясности ви-
зуального восприятия. Липиды показаны в виде полупрозрачных шаровых моделей; цвета атомов: кис-
лород – красный; фосфор – оранжевый; азот – синий; водород амино- и гидроксигруппы – белый; уг-
лерод POPC – светло-желтый; углерод POPE – желтый; углерод холестерина – бежевый. Некоторые
липиды не показаны для ясности визуального восприятия. MeKTx13-3_RMRH показан розовым цве-
том; остаток Lys26 (закупоривает пору канала) показан в виде стержневой модели. (c, d) – крупный
план (вид слева и справа соответственно) вестибюля поры канала, показанной на панели b. Канал пока-
зан в полупрозрачном виде. Липиды не показаны. Боковые цепи Lys26 и других остатков, участвующих
в межмолекулярных контактах, показаны в виде стержневых моделей; для остатков Pro36, Lys37 и
Gly376 показаны некоторые атомы основной цепи. Полярные контакты (водородные связи и солевые
мостики) показаны зелеными пунктирными линиями. В момент, показанный на панели d, His9 не об-
разует контакт с Glu353.
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Согласно результатам компьютерного анализа межмолекулярных контактов,
MeKTx13-3_RMRH образует 23 специфических и 245 гидрофобных контактов с
KV1.3, а MeKTx13-3 – 30 и 263 соответственно. Однако число долгоживущих водо-
родных связей и солевых мостиков в комплексе с MeKTx13-3_RMRH (10 и 5 соот-
ветственно) больше, чем в комплексе с токсином дикого типа (8 и 4). Предположи-
тельно, сходная активность токсинов в отношении KV1.3 связана с перераспреде-
лением количества и качества контактов (табл. 3).

Обобщая результаты вычислительного анализа, можно сделать вывод, что Arg11
и Arg30 играют существенную роль в селективном связывании MeKTx13-3_RMRH
с KV1.1. В комплексах с KV эти остатки стабилизируют специфическое положение
токсина относительно канального белка за счет большого количества межмолеку-
лярных взаимодействий. Особое расположение токсина обеспечивает формирова-
ние дополнительных контактов (остатками Lys31, Pro36, Lys37, а также His9 и
Gln12) в комплексе с KV1.1, что, как мы полагаем, лежит в основе высокого срод-
ства к этой изоформе.

Селективные лиганды KV1.1 редко встречаются среди токсинов животных. В ре-
зультате анализа имеющихся данных об известных лигандах калиевых каналов,
проведенного с использованием базы данных Kalium [22], было установлено, что
лишь небольшое число природных полипептидных токсинов обладает селективно-
стью к KV1.1. Среди них всего три токсина скорпионов: хонготоксин-1 (HgTX1;
α-KTx 2.5, P59847) из яда Centruroides limbatus, MeKTx13-2 (α-KTx 3.18, C0HJQ4) и
MeKTx13-3 (α-KTx 3.19, C0HJQ6) из яда M. eupeus [32, 62]. В яде других животных
KV1.1-селективные токсины также являются весьма редкими компонентами. Были
обнаружены и выделены лишь две такие молекулы: BgK (κ-actitoxin-Bgr1a, P29186)
и APEKTx1 (κPI-actitoxin-Ael3a, P86862) из морских анемон Bunodosoma granu-
liferum и Anthopleura elegantissima соответственно [36, 63]. В настоящее время APEK-
Tx1 является бесспорным лидером среди KV1.1-селективных лигандов, демонстри-
руя значение IC50 около 1 нМ и не проявляя перекрестной активности на других
изоформах KV вплоть до концентрации 1 мкМ [36].

Для количественной оценки специфичности лиганда в отношении различных
изоформ ионных каналов, в частности KV1.1, был использован коэффициент се-
лективности: соотношение значений IC50 (или Kd) для двух каналов [40]. Этот па-
раметр наглядно отражает специфичность каждого токсина в отношении KV1.1
(табл. 4). Как и предполагалось, APEKTx1 имеет самый высокий коэффициент
селективности (более 1000 для каждой пары калиевых каналов). MeKTx13-2 и
MeKTx13-3 – природные токсины из яда скорпиона, демонстрирующие специ-
фичность к KV1.1 по сравнению с KV1.3, но для MeKTx13-3_RMRH этот параметр
на порядок выше. Таким образом, в настоящее время MeKTx13-3_RMRH является
наиболее селективным лигандом KV1.1, созданным на основе структуры токсина из
яда скорпиона (табл. 4).

Подавляющее большинство полипептидных лигандов могут ингибировать не-
сколько сходных изоформ гомотетрамерных калиевых каналов [16, 64, 65]. Иногда
у токсинов наблюдают специфичность в отношении одной или двух определенных
изоформ. Например, OSK1 (α-KTx 3.7, P55896) из яда скорпиона Orthochirus scrobiculosus
селективен по отношению к KV1.3, тогда как OSK3 (α-KTx 8.8, A0A1L2FZD4) из яда то-
го же скорпиона действует на KV1.2 и 1.3 в сопоставимых концентрациях [39, 56].
Большинство работ по идентификации и дизайну селективных полипептидов, дей-
ствующих на калиевые каналы, сосредоточено на лигандах KV1.3 [10]. Эта изоформа
KV считается одной из важнейших фармакологических мишеней в развитии ряда
аутоиммунных заболеваний [66], поэтому селективные пептидные ингибиторы,
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например moka1 [30], ShK-186 [67] и HsTX1 [R14A] [68], рассматриваются в каче-
стве потенциальных терапевтических средств [69]. Ряд пептидов, таких как коно-
токсин κM-RIIIJ (κ-conotoxin RIIIJ, P0CG45) [70] и актинотоксин BcsTx1 (κ-acti-
toxin-Bcs3a, C0HJC2) [71], а также токсины скорпионов MeKTx11-1 (α-KTx 1.16,
C0HJQ7) [40] и MMTX (α-KTx 26.4, P0DL65) [72], обладают высокой селективно-
стью в отношении KV1.2. Для родственной изоформы KV1.1 список селективных
лигандов намного короче (см. выше).

Существует несколько общих ограничений для исследований, направленных на
создание и характеристику новых изоформ-специфичных лигандов, включая про-
изводные токсинов. Во-первых, субъединичный состав тетрамеров KV может быть
весьма различным, а гетеромерные каналы гораздо чаще экспрессируются in vivo,
включая каналы, содержащие комплексы KV1.1 и 1.2 [73]. При этом стехиометрия
подобных комплексов пока не установлена и неизвестно, где конкретно в организ-
ме происходит их экспрессия. Второе ограничение связано с недостатком фарма-
кологических данных для большого количества известных лигандов. К сожалению,
полномасштабные измерения, включая определение IC50 и Kd, к настоящему вре-
мени были выполнены для небольшого числа полипептидных токсинов. Наконец,
дальнейшая разработка новых лигандов KV в значительной степени связана с ис-
следованиями пространственной структуры комплексов канал–токсин [20], по-
этому решение задач этого направления структурной биологии имеет приоритет-
ное значение. Стоит отметить, что KV1.1 и 1.2 считаются одними из наиболее рас-
пространенных изоформ KV в центральной нервной системе, где они локализуются
преимущественно в аксонах и окончаниях нейронов [7]. Использование селектив-
ных лигандов, подобных описанному нами MeKTx13-3_RMRH, позволит разо-
браться в специфических функциях этих каналов.
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Таблица 4. Пептидные токсины с наибольшей селективностью в отношении KV1.1. Для пере-
численных токсинов соотношение IC50 (или Kd) показано для указанных пар каналов

Токсин Kv1.2/Kv1.1 Kv1.3/Kv1.1

Токсины скорпионов

MeKTx13-3_RMRH (эта работа) 79 57

MeKTx13-2 [32] 30 4

MeKTx13-3 [32] 56 5

HgTX1 [62] 6 3

Токсины морских анемон

APEKTx1 [36] >1111 >1111

BgK [63] 2 3
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In mammals, about 40 isoforms of voltage-gated potassium channels (KVs) have been
found. To study such a variety of KVs, substances are needed that are able to selectively
bind to them and change their properties. We have previously reported on the isolation
and pharmacological characterization of MeKTx13-3, a peptide toxin from the venom of
the scorpion Mesobuthus eupeus. This toxin has shown high affinity to a number of KVs,
with little selectivity for the KV1.1 isoform. In this paper, we describe the production of
an artificial derivative of MeKTx13-3, named MeKTx13-3_RMRH, using rational de-
sign. The selectivity of MeKTx13-3_RMRH in relation to KV1.1 is increased by an order
of magnitude making it one of the most specific ligands of this KV isoform. Finally, us-
ing computer simulations, we demonstrate that the preference of the new ligand to KV1.1
can be realized through a specific positioning of the toxin in complex with the channel.

Keywords: neurotoxin, voltage-gated potassium channel, potassium channel blocker,
scorpion venom, molecular modeling, molecular dynamics
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