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Натриевые и кальциевые каналы играют фундаментальную роль в физиологии
электровозбудимых клеток. Эти каналы являются мишенями для разнообразных
природных токсинов, синтетических лекарственных веществ и инсектицидов.
Генетические мутации в натриевых и кальциевых каналах сопряжены с такими
наследственными заболеваниями, как сердечные аритмии, эпилепсия, миото-
нии, повышенная или пониженная чувствительность к боли. Неудивительно,
что создание селективных модуляторов натриевых и кальциевых каналов являет-
ся важной задачей нейрофармакологии. В последние годы опубликованы кри-
сталлические и крио-электронно-микроскопические структуры натриевых и
кальциевых каналов и их комплексов c токсинами и лекарственными вещества-
ми. В этих работах предложено структурное объяснение многочисленным экспе-
риментальным данным, накопленным в предыдущие десятилетия. В настоящем
обзоре рассмотрены комплексы натриевых и кальциевых каналов с токсинами и
лекарственными веществами. Описаны некоторые компьютерные модели таких
комплексов. Обсуждается возможная роль токонесущих катионов и мест их свя-
зывания в действии некоторых лигандов.
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ВВЕДЕНИЕ

Потенциал-зависимые натриевые и кальциевые каналы играют фундаменталь-
ную роль в физиологии электровозбудимых клеток. Вход ионов натрия обеспечи-
вает восходящую фазу потенциала действия. Вход ионов кальция запускает различ-
ные процессы, включая высвобождение нейромедиаторов, секрецию гормонов,
транскрипцию генов, и формирование памяти. Эти каналы являются мишенями
для различных природных токсинов [1], лекарственных и наркотических веществ
[2, 3] и инсектицидов [4]. Геном человека кодирует 9 изоформ натриевых каналов

Принятые сокращения: BTX – батрахотоксин; CavAb – кальций-селективный мутант канала NavAb;
Cav1.x – кальциевые каналы L-типа; μCTX – μ-конотоксин; Nav1.x – потенциал-зависимые натрие-
вые каналы эукариот; NavAb и NavMs – прокариотические натриевые каналы; NavPaS – натриевый ка-
нал таракана; PyR1, PyR2 – рецепторы пиретроидных инсектицидов; SI, SII, SIII – сайты связывания то-
конесущих ионов во внешней поре каналов; STX – сакситоксин; TTX – тетродотоксин; VTD – вератри-
дин; ПД – поровый домен; ПЧД – потенциал-чувствительный домен; ЭМ – электронная микроскопия
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(Nav1.x) и 10 изоформ кальциевых каналов (Cav1.x, Cav2.x, Cav3.x). Основной ми-
шенью для лекарств и токсинов является α-субъединица, образованная полипеп-
тидной цепью из четырех гомологичных повторов (рис. 1a), создающих пору в
мембране (рис. 1b, c), которая избирательно проницаема для соответствующих
ионов. Каждый повтор содержит шесть трансмембранных спиральных сегментов
(S1–S6), соединенных внеклеточными и внутриклеточными петлями. Внутренняя,
выстилающая пору спираль (S6), наружная спираль (S5) и частично погруженная в
мембрану внеклеточная петля (P) между S5 и S6 образуют сектор (четвертую часть)
порового домена (ПД). Р-петля содержит нисходящую (P1) и восходящую (P2)
спирали. Заместители между Р1 и Р2 вносят вклад в селективный фильтр.

Трансмембранная топология α-субъединицы натриевых и α1-субъединицы
кальциевых каналов идентична, и основные различия имеются во внеклеточной и
цитоплазматических частях. В каждом повторе спирали S1–S4 образуют потенци-
ал-чувствительный домен (ПЧД). Таким образом, α-субъединица имеет один ПД и
четыре ПЧД. Непосредственно потенциал-чувствительными элементами являются
спирали S4, содержащие положительно заряженные остатки аргинина или лизина.
Селективный фильтр натриевых каналов образован заместителями Asp, Glu, Lys и
Ala в повторах I, II, III и IV соответственно (кольцо DEKA). Второе, наружное

Рис. 1. Сайты связывания лигандов натриевых и кальциевых каналов. (a) Топология каналов (оранже-
вые сегменты в ПЧД и голубые сегменты в ПД). Римские цифры обозначают повторы в каналах эукари-
от (субъединиц в каналах прокариот). Стрелки указывают места связывания лигандов натриевых и
кальциевых (красный шрифт) каналов. (b) Вид сбоку канала NavAb без двух субъединиц. Красные
кружки обозначают С=О группы на границе внешней поры. Спирали окрашены как на (a). (c) Вид моде-
ли (b) из цитоплазмы. На панели (c) субъединицы I, II, III и IV показаны, соответственно, розовым,
желтым, зеленым и серым цветом. Такими же цветами показаны повторы I, II, III и IV на рис. 2–6.

(a)

(b) (c)

S1

IS1

IS2

IS3

IS4

NH2

S2 S3 S4 S5 S6

TTX, μ-CTX

TTX, μ-CTX

TTX, μ-CTX

Dc1a
Dc1aβ-scorpion

β-scorpion

α-scorpion

α-scorpion

TTX

μ-CTX TTX

μ-CTX

PyR2 PyR2PyR1

PyR1

L45 P1 P2

BTX

BTX, LAs, PAAs

LAs

BTX

LAs

LAs

PyR1

BTX

LAs BTX

LAs
BTZs

Repeat I

I

II

II

III IV

IV

PAAs
PAAs

PAAsDHPs

DHPs

DHPs

BTZs

BTZs

BTZs



419СТРУКТУРЫ НАТРИЕВЫХ И КАЛЬЦИЕВЫХ КАНАЛОВ

кольцо EEDD образовано заместителями Glu, Glu, Asp и Asp в повторах I, II, III и
IV соответственно. Селективный фильтр кальциевого канала образован четырьмя
остатками глутамата (кольцо ЕЕЕЕ). Пора канала делится на две части, разделен-
ные селективным фильтром: внешнюю пору, обращенную во внеклеточное про-
странство, и внутреннюю пору, которая в открытом канале соединена с цитоплаз-
мой. Во внешней поре различают по крайней мере три сайта связывания токонесу-
щих катионов: наружный сайт SI, сайт SII у селективного фильтра и сайт SIII на
границе внешней и внутренней поры, образованный карбонильными группами ос-
новной цепи.

Натриевые и кальциевые каналы могут находиться в открытом, закрытом и не-
скольких инактивированных состояниях. В невозбужденной клетке мембрана ги-
перполяризована, спирали S4 электростатически притянуты к ее цитоплазме и ПД
находится в закрытом состоянии. При деполяризации мембраны ПЧД переходят в
энергетически предпочтительные состояния со спиралями S4, смещенными во
внеклеточном направлении. Это смещение передается через линкеры S4–S5 (L45)
к спиралям S5 и плотно прилегающим к ним спиралям S6. С-концевые половины
последних расходятся так, что активационные ворота, образованные гидрофобными
заместителями, открываются, и через пору внутрь клетки идет поток ионов. Через
несколько миллисекунд после активации натриевый канал переходит в состояние
быстрой инактивации благодаря тому, что трипептид IFМ в цитоплазматическом
линкере между повторами III и IV связывается с гидрофобными заместителями
спиралей IIIS5, IIIS6, IVS5 и IVS6. Трипептид IFM не блокирует пору [5], но сме-
щает спирали IIIS6 и IVS6 так, что активационные ворота закрываются. При дли-
тельной деполяризации мембраны (сотни миллисекунд) натриевый канал перехо-
дит в состояние медленной инактивации, которая происходит за счет конформа-
ционных изменений вблизи селективного фильтра [6]. У кальциевых каналов
наблюдаются потенциал-зависимая [7] и кальций-зависимая [8] инактивация.

Архитектура потенциал-зависимых кальциевых и натриевых каналов имеет
много общего с калиевыми каналами, однако последние образованы четырьмя не-
зависимыми субъединицами. Все эти каналы относятся к суперсемейству Р-петле-
вых каналов, которое также включает ионотропные глутаматные рецепторы и дру-
гие тетрамерные каналы, имеющие общий фолдинг Р-петли. У всех этих каналов
селективный фильтр находится в наружной поре между четырьмя Р-петлями.

В отсутствие трехмерных структур ионных каналов их взаимодействия с лекар-
ствами и токсинами изучались с помощью таких методов, как анализ связи струк-
тура-активность лигандов, мутации белков и электрофизиологические измерения.
Первая кристаллическая структура прокариотического калиевого канала KcsA,
опубликованная в 1998 г. [9], показала общую архитектуру ПД у Р-петлевых кана-
лов. За эту работу и последующие структурные исследования ионных каналов в
2003 г. Мак-Киннон получил Нобелевскую премию по химии. Первая кристалли-
ческая структура бактериального потенциал-чувствительного канала NavAb опуб-
ликована в 2011 г. [10]. В 2015 г. опубликована первая крио-ЭМ структура эукарио-
тического кальциевого канала [11]. За прошедшие четыре года опубликованы де-
сятки кристаллических и крио-ЭМ структур Р-петлевых каналов с различными
лекарственными веществами и токсинами. Ниже рассмотрены некоторые экспе-
риментальные структуры и теоретическими модели натриевых и кальциевых кана-
лов с лигандами.

1. НАТРИЕВЫЕ КАНАЛЫ

1.1. Тетродотоксин. Механизм действия ТТХ и STX рассмотрен в ряде обзоров,
например [12, 13]. Исследования взаимодействий мутантов канала и производных
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TTX и STX позволили установить попарные контакты между химическими группа-
ми токсинов и заместителями в кольцах DEKA и EEDD внешней поры канала [14].
Используя эти данные, Lipkind и Fozzard предложили структурную модель рецеп-
торов TTX и STX [15] за четыре года до публикации первой кристаллической струк-
туры Р-петлевого канала КcsA [9]. В этой модели гуанидиновая группа TTX связы-
вается с селективным фильтром, а гидроксильная группа образует Н-связь со вто-
рым глутаматом кольца EEDD. При виде модели снаружи клетки повторы I, II, III
и IV расположены по часовой стрелке. Это важное предсказание было подтвержде-
но шесть лет спустя путем мутационного анализа парных взаимодействий остатков
μ-конотоксина GIIIA и канала Nav1.4 [16]. Те же экспериментальные данные позд-
нее были использованы для моделирования натриевых каналов с TTX и STX, осно-
ванного на кристаллических структурах калиевых каналов [17, 18]. При моделиро-
вании канала Nav1.4 с TTX, основанном на структуре канала NavAb, введены
вставки-делеции в выровненные последовательности NavAb и Nav1.4 [19]. Сравне-
ние с крио-ЭМ структурой канала NavPaS с TTX (рис. 2a) [11] показало, что модель [19]
правильно предсказала общую ориентацию ТТХ в канале и конформации замести-
телей, образующих контакты с токсином [20].

1.2. -Конотоксины. Модель рецептора ТТХ [19] использована для докинга пеп-
тидных токсинов GIIIA, PIIIA и KIIIA в канал Nav1.4 [21]. При докинге GIIIA ис-
пользованы энергии парных взаимодействий между заместителями канала и токсина
[22, 23]. В модели GIIIA связывается с карбоксилатами кольца EEDD, которые в от-
сутствие токсина взаимодействуют с ионами натрия [24]. В модели [21] энергии
парных взаимодействий GIIIA с Nav1.4, а также глубины погружения остатков GII-
IA во внешнюю пору коррелируют с экспериментальными данными [25].

Некоторые нативные и мутантные μ-конотоксины не полностью блокируют ток
[25–27]. Согласно модели [21], токсины полностью блокируют ток, если их остатки
Arg и Lys образуют солевые мостики со всеми карбоксилатами кольца EEDD. Ток-
сины с малым числом остатков Arg и Lys образуют солевые мостики не со всеми
карбоксилами кольца EEDD, и ионы натрия могут проходить через внешнюю по-
ру, хотя медленнее, чем в канале без токсина. Парадоксальны данные, что TTX и
KIIIA могут одновременно связываться с натриевым каналом [28]. Согласно моде-
ли [21], TTX может “обойти” связанный в канале KIIIA и достичь рецептора во
внешней поре.

Опубликованная в 2019 г. крио-ЭМ структура канала Nav1.2 c KIIIA [29] (рис. 2b)
лишь частично подтвердила модель [21]. Правильно предсказано связывание ток-
сина между внеклеточными петлями повторов I, II и III, путь для ионов натрия
между токсином и повтором IV, глубина погружения токсина во внешнюю пору и
ряд специфических контактов токсина и канала. Однако в модели и крио-ЭМ
структуре ориентации токсина отличаются. Причина в разном фолдинге наружной
части внешней поры каналов Nav1.2 и NavAb. Последний был шаблоном для по-
строения модели Nav1.4. Близкое сходство модели ТТХ:Nav1.4 с крио-ЭМ структу-
рой ТТХ:NavPaS объясняется идентичным фолдингом этих каналов на уровне ко-
лец DEKA и EEDD.

1.3. Пептидные токсины из яда пауков и скорпионов. Многие их этих токсинов
связываются с внеклеточными петлями ПЧД, являясь тонкими инструментами ис-
следований потенциал-чувствительных каналов. α-Токсины скорпионов [32–34],
пауков [35, 36] и морских анемонов [37] замедляют инактивацию, тогда как β-ток-
сины скорпионов фиксируют ПЧД-2 в активированном состоянии, замедляя деак-
тивацию канала [38–40]. Мутационные и электрофизиологические исследования
позволили построить модели, в которых α-токсин LqhII связывается в ПЧД-4
между внеклеточными петлями IVS1–S2 и IVS3–S4 [32], а β-токсин CssIV связыва-
ется между петлями IIS1–S2 и IIS3–S4 в ПЧД-4 и петлей IIIP2–S6 в ПД [34].
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В крио-ЭМ структуре гибридного канала hNav1.7/NavPaS с α-токсином из яда
скорпиона АаН2 [41] последний связывается между внеклеточными петлями IVS1–S2,
IVS3–S4 и IS5–P1, фиксируя ПЧД-4 в деактивированном состоянии (рис. 2c), ко-
торое энергетически невыгодно при отсутствии мембранного потенциала. Связыва-
ние токсина существенно смещает спираль IVS4 к цитоплазме (рис. 2c). При этом
наблюдается значительное изменение геометрии петли IVS3–S4. Подобные переме-
щения спирали IIS4 видны при связывании гибридного канала NavAb/hNav1.7 с ток-
синами из яда пауков-птицеедов Pro-Tx2 [42] и m3-HwTx-IV [43], которые фикси-
руют ПЧД-2 в деактивированном состоянии.

Рис. 2. Крио-ЭМ структуры натриевых каналов с токсинами. C=O группы на границе внешней поры
показаны сферами. (a) Канал NavPaS с ТТХ [30]. Сα атомы боковых цепей могут отклоняться от линий,
обозначающих основные цепи. (b) μ-Конотоксин КIIIA в канале Nav1.2 связан со многими заместите-
лями, в том числе двумя карбоксилатами кольца EEDD [29]. (c) Гибридный канал NavPaS/Nav1.7 без
токсина (красные цепи) и в комплексе с α-токсином скорпиона АаН2, стабилизирующем деактивиро-
ванное состояние ПЧД-4, в котором спираль IVS4, смещена к цитоплазме. Один из аргининов в IVS4
показан сферами. (d) Канал NavPaS с паучьим токсином Dc1a, стабилизирующем активированное со-
стояние ПЧД-2 [31].
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В крио-ЭМ структуре канала NavPaS c паучьим токсином Dc1a [31] последний
связывается между активированным ПЧД-2 и внеклеточной петлей IIIS5–P1, препят-
ствуя деактивации канала и, таким образом, его нормальному гэйтингу (рис. 2d).

1.4. Низкомолекулярные блокаторы. Во внутренней поре связываются различные
по структуре блокаторы, включая местные анестетики, противосудорожные и ан-
тиаритмические вещества. Катионные блокаторы включают лидокаин и объемные
полужесткие молекулы, такие как кокаин и хинидин [44, 45]. Мутационный анализ
показал, что рецептор этих веществ содержит фенилаланин в спирали IVS6 [46–48],
остатки в спиралях IS6, IIIS6, IVS6 [49] и P1 [50], а также в кольце DEKA. Типич-
ные противосудорожные средства, например, фенитоин и карбамазепин – это элек-
тронейтральные молекулы с ароматическими и полярными группами [51]. Несмотря
на принципиально разные химические структуры, катионные и электронейтральные
вещества имеют общую область связывания во внутренней поре [44, 52] и сходные
механизмы действия [53, 54]. Модели канала Nav1.4 с катионным лидокаином и
электронейтральным бензокаином позволили предположить, что последний связы-
вается с ионом натрия в поре, который не имеет прямых контактов с каналом [55].
Полностью гидратированный ион натрия в кольце из четырех карбонильных групп
(С=О) на границе внешней поры виден в кристаллической структуре прокариоти-
ческого канала NavMs [56, 57] (рис. 3a).

По результатам компьютерного докинга лигандов в основанную на NavMs мо-
дель Nav1.4 предложена схема общего рецептора катионных и электронейтральных
блокатов, содержащая электроотрицательную и гидрофобную области (рис. 3b)
[58]. Первая представляет собой вакантный сайт связывания иона натрия (SIII) а
вторая образована фенилаланином в спирали IVS6 и другими гидрофобными груп-
пами внутренней поры. Аммониевая группа катионных блокаторов связывается с
сайтом SIII, а полярные группы электронейтральных лигандов – с ионом натрия в
сайте SIII. Связывание катионных лигандов с сайтом SIII показано в последующих
расчетах методом молекулярной динамики [59, 60]. Аммониевая группа флекаини-
да в кристаллической структуре с каналом NavAb [61] и крио-ЭМ структуре с кана-
лом hNav1.5 [62] также связывается с вакантным сайтом SIII (рис. 3c, d).

Другим примером электронейтральных блокаторов внутренней поры являются
относительно новые инсектициды – метафлумизон, индоксакарб и его активный
метаболит DCJW [63]. В модели открытого натриевого канала таракана эти соеди-
нения связываются во внутренней поре, взаимодействуют с ионом натрия в фокусе
спиралей P1, выставляя ароматические группы в интерфейс III/IV [64]. Направляе-
мый моделями мутагенез позволил выявить новые остатки, в том числе, специфич-
ные для каналов насекомых [64].

В настоящее время отсутствуют экспериментальные подтверждения или опро-
вержения модели связывания электронейтральных дигандов с ионом натрия в сайте
SIII. Однако непрямое подтверждение этой концепции есть в работе [65], где отри-
цательно заряженные агонисты калиевых каналов связываются с ионом калия в
месте, аналогичном сайту SIII в натриевых каналах.

1.5. Низкомолекулярные вещества в терапии натриевых каналопатий. Известны
тысячи мутаций в каналах Nav1.х, которые связаны с различными заболеваниями
[66, 67]. Такие мутации найдены во всех сегментах каналов [3, 11]. Для большин-
ства мутаций атомные механизмы дисфункции канала неизвестны. При лечении
многих каналопатий применяют лекарства [68, 69], в том числе описанные в разде-
ле 1.4. Например, сердечные аритмии связаны с мутациями в канале Nav1.5. При
лечении синдрома удлиненного интервала QT иногда используют блокаторы кана-
ла Nav1.5, включая ранолазин [70] и мексилетин [71]. Карбамазепин, фенитоин,
ламотриджин и другие противосудорожные вещества, используемые при терапии
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эпилептических синдромов, подавляют повышенную возбудимость нейронов, ко-
торая связана с дисфункцией нейрональных каналов Nav1.1, Nav1.2, Nav1.3 или
Nav1.6. Эти же или подобные вещества применяют для лечения мигрени (мутации
в Nav1.1), каналопатий скелетных мышц (мутации в Nav1.4), повышенной или по-
ниженной чувствительности к боли (мутации в Nav1.7, Nav1.8 или Nav1.9). Экспе-
риментальные структуры и модели комплексов каналов с лигандами используют
при разработке лекарств на этапах поиска и оптимизации структур потенциальных
кандидатов. Так, in silico скрининг миллионов химических структур [72] использу-
ют при отборе молекул для последующего экспериментального тестирования. Воз-
можное участие иона натрия в связывании электронейтральных лигандов (рис. 3b)
означает, что модели каналов для компьютерного скрининга электронейтральных

Рис. 3. Лиганды во внутренней поре натриевых каналов. (a) Кристаллическая структура (PDB ID:5hvx)
прокариотического канала NavMs [57]. Ионы натрия показаны желтыми сферами. Один из ионов нахо-
дится в электроотрицательном сайте SIII, образованном кольцом С=О групп на границе внешней поры.

Боковые цепи заместителей T, V и F создают гидрофобную область во внутренней поре. (b) Схема свя-
зывания лигандов. Сайт SIII притягивает аммониевые группы катионных лигандов (верхний ряд) или

ион натрия, который, в свою очередь, притягивает полярные группы электронейтральных лигандов
(нижний ряд). Гидрофобная область во внутренней поре (серый прямоугольник) притягательна для
гидрофобных групп лигандов. Воспроизведено с изменениями из [58]. (c) Модель связывания хинидина
в канале Nav1.4 [58]. Аммониевая группа находится в сайте SIII, а гидрофобная группа связывается с

фенилаланином в спирали IVS6. (d) Крио-ЭМ структура канала rNav1.5 c флекаинидом [62]. Аммоние-
вая группа связывается в сайте SIII.
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молекул должны включать ионы, которые часто не видны в структурах низкого
разрешения. Перепрофилирование известных лекарств – еще один подход к лече-
нию каналопатий. Такие лекарства не нуждаются в дорогостоящих тестах на ток-
сичность и другие побочные эффекты, а их структурную комплементарность к из-
вестным рецепторам в ионных каналах можно проверить на компьютерных моделях.

1.6. Стероидные и синтетические агонисты. Природный стероидный агонист (ак-
тиватор) натриевых каналов, батрахотоксин (BTX), много лет используется в элек-
трофизиологических исследованиях. Считалось, что объемная стероидная молекула
связывается на границе раздела канал–липид и аллостерически активирует канал.
Однако заместители, мутации которых влияют на действие BTX, были обнаружены
во всех четырех спиралях S6, частично перекрываясь с рецептором местных ане-
стетиков [73]. Согласно расчетам, BTX и другие стероидные агонисты натриевых
каналов (вератридин и аконитин) могут связываться во внутренней поре, предот-
вращать закрытие активационных ворот, но не препятствовать ионам натрия про-
ходить между гидрофильными группами агониста и канала [74]. Модель предсказа-
ла остатки, связывающие BTX в поре, и эксперименты подтвердили этот прогноз
[75–77]. Позднее были обнаружены дополнительные остатки в спиралях S6, чув-
ствительные к BTX, и была разработана модель [78], в которой подковообразный
BTX связывается с остатками во всех четырех повторах (рис. 4a). Ионы натрия мо-
гут проходить через гидрофильную внутреннюю поверхность подковы, в то время
как объемная молекула BTX препятствует закрытию активационных ворот. В этом
смысле модель ВТХ в канале напоминает хирургический стент в кровеносном со-
суде. Недавние эксперименты с BTX в прокариотическом натриевом канале позво-
лили сделать аналогичные выводы [79]. Это свидетельствует о том, что относитель-
но простые каналы прокариот могут быть полезны в исследованиях веществ, дей-
ствующих на эукариотические каналы.

Рис. 4. Модели открытого натриевого канала с агонистами. (a) Вид из цитоплазмы на батрахотоксин
(BTX) во внутренней поре. Показаны только средние части спиралей S5 и S6. Полупрозрачные поверх-
ности спиралей и BTX окрашены серым и желтым соответственно. Оранжевый ион натрия взаимодей-
ствует с атомами кислорода BTX и остатком серина в IS6. Первоначально опубликовано в [78] © The
American Society for Biochemistry and Molecular Biology. (b) Вид сбоку на поровый домен с двумя молеку-
лами пиретроида дельтаметрина в рецепторах PyR1 и PyR2. Каждый лиганд связывается между четырь-
мя спиралями (L45, S5 и две S6). Спираль IIS6 вносит вклад как в PyR1, так и в PyR2. Первоначально
опубликовано в [84]; воспроизведено с разрешения ASPET.

(a) (b)
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Вератридин (VTD) – токсичный стероидный алкалоид из семян некоторых рас-
тений – используется в электрофизиологических исследованиях. Мутации в спи-
ралях IS6, IIIS6 и IVS6 влияют на действие VTD [80]. Эти данные использованы
при построении модели, в которой VTD образует гидрофобные контакты с рядом
заместителей в поре канала Nav1.4, включая F1579 в спирали IVS6 и F1236 (N-кон-
цевой сосед DEKA лизина), а ион натрия может проходить между полярными
группами токсина и аспарагина N784 в спирали IIS6 [74]. Недавний мутационный
и электрофизиологический анализ подтвердил связывание VTD в поре и образова-
ние контактов с F1579 и F1236. Упомянуто взаимодействие VTD с аспарагином
N784, однако о мутирования этого остатка не сообщается. Такие данные были бы
интересны, поскольку ВТХ блокирует канал Nav1.5 в котором гомологичный аспа-
рагин замещен лизином [75].

Пиретроидные инсектициды (синтетические аналоги натуральных пиретринов,
выделяемых из цветков ромашки пиретрума) являются избирательными агониста-
ми натриевых каналов насекомых. Пиретроиды широко используют в борьбе с
вредными членистоногими и комарами, переносящими малярию и лихорадку денге
[81]. Интенсивное использование ДДТ (1,1,1-трихлор-2,2-бис(4-хлорфенилэтан)) и
пиретроидов, привело к развитию устойчивости к этим инсектицидам у многих на-
секомых [4]. Этот факт стимулирует разработку новых инсектицидов. На основа-
нии экспериментальных данных построены модели натриевых каналов насекомых
с двумя рецепторами пиретроидов (PyR1 и PyR2) в интерфейсах между липидами
мембраны и повторами II/III и I/II соответственно [82–84]. Вероятно, для актива-
ции канала необходимо связывание лигандов как с PyR1, так и с PyR2 (рис. 4b).
Также предложена модель связывания ДДТ в двух сайтах, которые перекрываются
с PyR1 и PyR2 [85]. Направляемый моделями мутагенез позволил обнаружить но-
вые остатки, чувствительные к пиретроидам и ДДТ [84, 85].

1.7. Пути доступа лигандов во внутреннюю пору. Многие лиганды попадают во
внутреннюю пору натриевых каналов из цитоплазмы, и их эффект возрастает с
числом и продолжительностью открытых состояний канала (частотно-зависимое
действие). Однако такой путь исключен при тоническом блоке, когда уменьшен-
ный ток наблюдается уже после первого импульса деполяризации мембраны. Ана-
лиз структурно-функциональных отношений местных анестетиков и родственных
соединений позволил предположить, что некоторые соединения проникают в пору
закрытого канала через гидрофобный путь, минуя цитоплазму [86]. Например, по-
стоянно заряженные четвертичные соединения, которые не проходят сквозь мембра-
ну, блокируют натриевые каналы сердца [87, 88]. На основании этих данных предло-
жено, что гидрофобный путь проходит между спиралями IIIS6, IVS6 и IIIP [17].
“Протягивание” молекулы тетракаина между этими спиралями позволило постро-
ить модель тонического блока [89], при котором аммониевая группа лиганда бло-
кирует ток, а его длинная часть остается в интерфейсе между спиралями IIIS6,
IVS6 и IIIP (рис. 5a, b). В кристаллической структуре канала NavAb [10] видны ши-
рокие интерфейсы между спиралями Р1 и двумя соседними спиралями S6, которые
могут служить гидрофобным путем для лигандов. В последующих кристаллических
структурах натриевых каналов прокариот видны молекулы физиологически актив-
ных веществ, которые частично [61] или почти полностью [90] находятся в таких
интерфейсах (рис. 5c, d).

2. ЛИГАНДЫ КАЛЬЦИЕВЫХ КАНАЛОВ

Фенилалкиламины, бензотиазепины и дигидропиридины используют при лече-
нии сердечно-сосудистых заболеваний и в физиологических исследованиях. Ранее
выявлены аминокислотные остатки канала Cav1.2, мутации которых влияют на
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действие этих веществ [91, 92]. Эти данные использованы для построения моделей
канала Cav1.2 с лигандами [93–98]. Однако точность моделей, основанных на кри-
сталлических структурах калиевых каналов, ограничена.

Интересным парадоксом в действии дигидропиридинов является тот факт, что
энантиомеры (R)-Bay k 8644 и (S)-Bay k 8644 блокируют и активируют кальциевый
канал соответственно [99]. Докинг дигидропиридинов в модель канала Cav1.2 позво-
лил предположить, что антагонисты и агонисты связываются в интерфейсе III/IV и
выставляют в пору канала гидрофобную и гидрофильную группу соответственно [96].
Подобные ориентации гидрофобной и гидрофильной групп видны в крио-ЭМ
структурах канала Cav1.1 c (R)-Bay k 8644 и (S)-Bay k 8644 (рис. 6a, b) [100]. Однако в
моделях лиганды находятся дальше от оси поры, чем в крио-ЭМ структурах, и ориен-
тация дигидропиридинового кольца в моделях и крио-ЭМ структурах отличается.

В кристаллах канала CavAb с дигидропиридиновыми антагонистами нимодипи-
ном (PDB ID: 5kmf) и амлодипином (PDB ID: 5kmd) лиганды связываются в ин-
терфейсе между субъединицами, у N-концов спиралей Р1 и S6, значительно сме-

Рис. 5. Гидрофобный путь доступа лигандов в натриевый канал проходит через интерфейсы между по-
вторами (субъединицами). (a, b) Виды снаружи клетки (a) и со стороны мембраны (b) на модель канала
Nav1.5 с тетракаином в интерфейсе между повторами III и IV [89]. (c) Вид снаружи клетки на кристал-
лическую структуру канала NavMs с четырьмя молекулами каннабидиола в интерфейсах между субъ-
единицами [90]. (d) Вид со стороны мембраны на эту же структуру (три лиганда удалены для ясности).
На (c) и (d) не показаны ионы натрия во внешней поре, которые видны в кристаллической структуре.

(a) (b)

(c) (d)
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щая ион кальция в сайте SI по сравнению с положением в канале без дигидропири-
динов [101]. Предполагается, что подобная деформация селективного фильтра
объясняет аллостерический механизм модуляции кальциевых каналов дигидропи-
ридинами [101].

Место связывания дигидропиридина UK59811 в канале CavAb зависит от его
концентрации. При низкой концентрации UK59811 связывается там же, где другие
антагонисты (PDB ID: 5kls). Однако при высокой концентрации UK59811 стериче-
ски блокирует пору, а его аммониевая группа находится у С-конца спирали Р1
(PDB ID: 5klg), вблизи вакантного сайта SIII. Кристаллическая структура CavAb с
эфонидипином (PDB: ID 6juh) [102] является другим примером стерического бло-

Рис. 6. Вид снаружи клетки на крио-ЭМ структуры канала Cav1.1 с дигидропиридинами и верапамилом.
(a) У антагониста (R)-Bay k 8644 (PDB: ID 7jpw) к поре приближена гидрофобная метокси группа.
(b) У агонста (S)-Bay k 8644 (PDB ID: 7jpl) к поре приближена полярная нитро группа. У обоих лигандов
эти группы не образуют контактов с аминокислотами, но могут воздействовать на вторую гидратную
оболочку иона кальция во внутренней поре. (c, d) Аммониевые группы верапамила (c) и амлодипина (d)
образуют солевые мостики с фосфатной группой липида (сиреневые углероды) у сайта SIII, где находит-
ся ион кальция (показан точками). Ближайшие к лигандам С=О группы сайта SIII также показаны точ-
ками для ясности.

(a) (b)

(c) (d)

(R)-Bay k 8644 (S)-Bay k 8644

Verapamil Amlodipine

Ca2+ Ca2+

Ca2+

Ca2+
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ка канала производным дигидропиридина. Однако в этом комплексе у сайта SIII
находится сложноэфирная группа, что энергетически невыгодно, а ближайший
ион кальция находится в сайте SII. Не исключено, что при разрешении 3 Å ион
кальция не виден в низкоафинном сайте SIII.

Подобная ситуация видна в кристаллической структуре канала CavAb с дилтиа-
земом (PDB ID: 6keb) [103], где лиганд стерически блокирует пору, но у сайта SIII
находится его карбонильная группа, в то время как ближайший ион кальция виден
в сайте SII. В крио-ЭМ структуре канала Cav1.1 дилтиазем имеет существенно иную
ориентацию, чем в CavAb. Его аммониевая группа находится на оси поры, ниже
сайта SIII (РDB ID: 6jpb) [104], а выше сайта SIII виден ион кальция. Известно по
меньшей мере четырнадцать заместителей, мутации которых влияют на связыва-
ние бензотиазепинов [97]. В крио-ЭМ структуре четыре из них находятся пределах
5 Å от дилтиазема, а в модели [97] таких заместителей восемь. Одно из отличий в
положениях лиганда в модели [97] и крио-ЭМ структуре состоит в ориентации ме-
токсифенильного фрагмента: в крио-ЭМ структуре он приближается со стороны
поры к интерфейсу I/IV, а в модели он глубоко проникает в интерфейс III/IV, где
находятся четыре аминокислотных заместителя, мутации которых влияют на дей-
ствие дилтиазема и его аналогов. Вероятно, этот интерфейс является частью гидро-
фобного пути для четвертичных аналогов дилтиазема, которые не могут проходить
в пору со стороны цитоплазмы. Модель канала Cav1.2, построенная на основании
кристаллической структуры канала NavAb, в которой производные дилтиазема
ориентированы как в работе [97], объясняет действие фоточувствительного блока-
тора кальциевого канала [105].

В кристалле кальциевого канала CavAb с бром-верапамилом [101] лиганд принима-
ет “горизонтальную” ориентацию, аммониевая группа приближается к иону кальция
в сайте SIII (что энергетически невыгодно), а нитрильная группа, являющаяся неотъ-
емлимой частью многих фенилалкиламинов [94], не образует специфических контак-
тов с каналом. Наблюдаемая в кристалле ориентация лиганда больше согласутся с мо-
делью, в которой сайт SIII заселен не ионом кальция, а молекулой воды [106].

В крио-ЭМ структурах канала Cav1.1 с верапамилом [104] (PDB ID: 6jpa) в обла-
сти сайта SIII находятся ион кальция и фосфатная группа липида, образующая со-
левой мостик с аммониевой группой верапамила (рис. 6c). Аналогичное взаимо-
расположение у сайта SIII иона кальция, фосфатной группы липида и аммониевой
группы лиганда (рис. 6c) видно в крио-ЭМ структурах канала Cav3.1 с селективным
блокатором Z944 [107] (PDB ID: 6kzp) и канала Cav1.1 с амлодипином [100] (рис. 6d;
PDB ID: 5kmd). И хотя последняя структура получена в нанодисках, которые в
определенной мере имитируют физиологические условия, маловероятно, что в жи-
вой клетке липиды могут проникать столь глубоко в пору канала и принимать не-
посредственное участие в блокаде тока. Такой сценарий не согласуется с многочис-
ленными данными о связи структуры и активности лигандов кальциевых каналов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Тетродотоксин, сакситоксин и пептидные токсины образуют множественные
специфические контакты с каналами, и поэтому крио-ЭМ структуры, вероятно,
близки таковым in vivo. Однако для низкомолекулярных лигандов возможны раз-
личные позы связывания [104]. Поэтому не исключены отличия эксперименталь-
ных структур и структур in vivo. Молекулы липидов и детергентов видны во многих
кристаллических и крио-ЭМ структурах, однако в физиологических условиях свя-
зывание этих молекул в поре маловероятно: такие каналы не проводили бы ток.
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Несмотря на сравнительно низкое разрешение и возможные артефакты, кристал-
лические и крио-ЭМ структуры значительно продвигают понимание механизмов
действия лигандов в ионных каналах. Будущие структуры более высокого разреше-
ния и основанные на них компьютерные модели лиганд-рецепторных комплексов
будут способствовать созданию новых лекарственных веществ и инсектицидов.
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Structures of Sodium and Calcium Channels with Ligands
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Sodium and calcium channels play a fundamental role in the physiology of electroexcit-
able cells. These channels are targets for a variety of natural toxins, synthetic drugs and
insecticides. Genetic mutations in sodium and calcium channels are associated with he-
reditary diseases such as cardiac arrhythmias, epilepsy, myotonia, increased or decreased
sensitivity to pain. It is not surprising that the development of selective modulators of so-
dium and calcium channels is an important goal of neuropharmacology. In recent years,
the crystal and cryo-electron microscopic structures of sodium and calcium channels
and their complexes with toxins and drugs have been published. In these studies, a struc-
tural explanation was proposed for the numerous experimental data accumulated in pre-
vious decades. This review considers the complexes of sodium and calcium channels
with toxins and drugs. Some computer models of such complexes are described. The
possible role of current-carrying cations and their binding sites in the action of some li-
gands is discussed.

Keywords: agonists, antagonists, crystallography, cryo-EM structures, ligand-receptor
interactions, molecular models, toxins



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth 8
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth 8
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /RUS ()
    /ENU <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


