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Нарушение в работе калиевых потенциал-зависимых каналов Kv1 приводит к ряду се-
рьёзных неврологических, аутоиммунных и кардиологических заболеваний, поэтому изу-
чение модуляторов активности этих каналов имеет большое фармакологическое значение
[3]. Цель данной работы- получение химерного белка хонготоксина 1 слитого с флуорес-
центным белком RFP (RFP-HgTx1), изучение его взаимодействия с рекомбинантными ка-
налами KcsA-Kv1 и применимости в качестве инструмента для определения аффинности
лигандов этих каналов.

Для экспрессии RFP-HgTx1 в клетках E.coli использовали плазмиду pET (Novagen).
RFP-HgTx1 очищали с помощью Ni-аффинной хроматографии. Сферопласты клеток E.
coli, на мембране которых экспонированы каналы KcsA-Kv1, получали по опубликованным
протоколам [2]. Для определения констант взаимодействия RFP-HgTx1 с каналами мето-
дом конфокальной микроскопии измеряли интенсивность флуоресценции на поверхности
сферопластов после инкубации их с RFP-HgTx1 разной концентрации [1]. Определение
констант связывания лигандов осуществляли методом конкурентного ингибирования свя-
зывания RFP-HgTx1 немечеными лигандами [1].

С использованием флуоресцентной клеточной системы установлено, что RFP-HgTx1
связывается с каналами KcsA-Kv1.x (x=1, 3) на мембране сферопластов. Связывание про-
исходит в наномолярном диапазоне концентраций RFP-HgTx1 и характеризуется насыще-
нием. Анализ концентрационных зависимостей связывания позволил рассчитать констан-
ты диссоциации комплексов. Установлено, что аффинность RFP-HgTx1 к каналу KcsA-
Kv1.3 выше, чем к KcsA-Kv1.1. На примере пептидных блокаторов Kv1-каналов ChTx,
HgTx1 и AgTx2 показано, что RFP-HgTx1 применим для выявления способности пепти-
дов взаимодействовать с Kv1-каналами и оценки аффинности этих взаимодействий.

Таким образом, в ходе работы был получен генокодируемый флуоресцентный высоко-
аффинный лиганд потенциал-зависимых калиевых Кv1.1- и Kv1.3- каналов RFP-HgTx1,
измерены константы диссоциации комплексов RFP-HgTx1 с этими каналами, а также по-
казано, что RFP-HgTx1 применим для поиска пептидных блокаторов каналов Кv1.1 и
Kv1.3 и оценки их аффинности к этим каналам.
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