Изменение специфичности α-подобного токсина скорпиона ВеМ9
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В рамках данной работы мы сосредоточились на изучении α-токсинов скорпионов – пептидных ингибиторов инактивации потенциал-чувствительных натриевых каналов. α‑Токсины скорпионов разделяют на группы по селективности действия: млекотоксины, инсектотоксины, α-подобные токсины, действующие и на насекомых, и на млекопитающих.
Мы сконструировали несколько производных α-подобного токсина BeM9 и получили их в бактериальной системе экспрессии; для увеличения выхода производных токсина были подобраны оптимальные условия культивирования бактерий и индукции экспрессии трансгенов. С помощью метода двухэлектродной фиксации потенциала мы протестировали активность полученных мутантов BeM9 на трех потенциал-чувствительных натриевых каналах млекопитающих rNav1.4, hNav1.5 и mNav1.6 (встречающихся в скелетных мышцах крысы, сердечной мускулатуре человека и нервной системе мыши соответственно) и на канале таракана Blattella germanica BgNav.
α-Токсины скорпионов состоят из двух динамических модулей: консервативного сердцевинного модуля, который отвечает за распознавание натриевого канала и определяет эффект токсина, и вариабельного модуля специфичности, топология которого, как считается, ответственна за таксономическую селективность α-токсинов скорпионов. Недавние исследования показывают, что не только рельеф вариабельного модуля определяет специфичность действия α-токсинов. Модули специфичности токсинов трех разных групп отличаются также распределением гидрофобности и подвижностью. Для получения лигандов, избирательных к различным изоформам потенциал-чувствительных натриевых каналов, мы использовали α-подобный токсин BeM9 из яда скорпиона Mesobuthus eupeus, который обладает широким профилем селективности. Аминокислотные замены вносили таким образом, чтобы изменить гидрофобность модуль специфичности, его подвижность или топологию.
В бактериальной системе экспрессии получены и очищены BeM9, изотопно-меченый BeM9 и его производные с выходом ~10 мг с 1 л культуры. Была получена пространственная структура BeM9, а также изучена активность полученных производных BeM9 в отношении некоторых изоформ ПЧНК. Полученные нами данные свидетельствуют о том, что каждый из рассмотренных нами факторов (гидрофобность модуля специфичности, его подвижность и топология) вносит важный, но не определяющий вклад в избирательность действия токсина.
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