
383

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ, 2024, том 41, № 5-6, с. 383–399

УДК 577.25

СТРУКТУРНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ИОННЫХ КАНАЛОВ: 
ДОСТИЖЕНИЯ, ПРОБЛЕМЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ

© 2024 г.    Б. С. Жоровa, b, Д. Б. Тихоновa, *
aИнститут эволюционной физиологии и биохимии им. И. М. Сеченова РАН, Санкт-Петербург, 194223 Россия

bОтдел биохимии и биомедицинских наук, Университет МакМастер, Гамильтон, Канада
*e-mail: denistikhonov2002@yahoo.com

Поступила в редакцию 26.03.2024
После доработки 07.05.2024
Принята к печати 08.05.2024

Семейство мембранных белков, известное как P-loop-каналы, включает в себя калиевые, натри-
евые и кальциевые каналы, а также TRP-каналы и ионотропные глутаматные рецепторы. Бы-
стро растущее число кристаллических и криоэлектронных структур раскрывает как общие, так 
и специфические особенности этих каналов. В настоящее время твердо установлены основные 
принципы их укладки, расположение структурных сегментов, ключевые остатки, которые влия-
ют на ионную селективность, активацию и сайты связывания токсинов и лигандов, имеющих от-
ношение к медицине. Появление моделей AlphaFold2 представляет собой еще один важный шаг 
в компьютерном прогнозировании структур белков. Сравнение экспериментальных структур ка-
налов P-loop с соответствующими моделями показывает, что в экспериментально разрешенных 
областях наблюдаются согласованные закономерности укладки. Несмотря на этот значительный 
прогресс, многие структурные детали, особенно важные для прогнозирования результатов му-
таций и разработки новых медицински значимых лигандов остаются нерешенными. Ряд мето-
дологических проблем в настоящее время препятствует прямой оценке таких деталей. Пока не 
произойдет следующего методологического прорыва, перспективный подход к более глубокому 
анализу структур ионных каналов предполагает интеграцию различных экспериментальных и 
теоретических методов. 

Ключевые слова: ионные каналы, рентгеновские структуры, криоэлектронные структуры, ком-
пьютерные модели

DOI: 10.31857/S0233475524050033, EDN: cbwmyt

ОБЗОРЫ

ВВЕДЕНИЕ

Ионные каналы – это трансмембранные бел-
ки, которые образуют водные поры и позволяют 
ионам проходить через мембрану в соответствии 
с электрохимическим градиентом. Они участвуют 
в реализации многих физиологических функций 
особенно в возбудимых клетках. Перенос ионов по 
каналам происходит с очень высокой скоростью 
(более миллиона ионов в секунду). В результате 
они опосредуют большинство быстрых нейро-
физиологических процессов, таких как установ-
ление мембранного потенциала покоя, генера-
ция и формирование потенциалов действия, си-
наптическое высвобождение нейромедиаторов, 
постсинаптические реакции, сокращение мышц, 
доставка кальция и т. д. Многочисленные ток-
сины, вырабатываемые пауками, скорпионами, 

змеями, рыбами, пчелами, морскими улитками 
и другими организмами, имеют своими мишеня-
ми ионные каналы. В медицине ионные каналы 
являются одними из наиболее важных мишеней 
для фармакологического воздействия. Многие 
запрещенные препараты также воздействуют на 
ионные каналы. Множественные наследственные 
(генетические) нарушения, которые называют-
ся каналопатиями, связаны с мутациями в генах 
ионных каналов, а также в белках (субъединицах), 
которые регулируют эти каналы. Дисфункции 
ионных каналов имеют катастрофические послед-
ствия для организма.

КЛАССИФИКАЦИЯ ИОННЫХ КАНАЛОВ

Традиционно ионные каналы классифи-
цируются по типу управляющих воздействий 
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сосредоточено на значительном и разнообразном 
подмножестве ионных каналов, известных как 
каналы P‑loop.

ТЕТРАМЕРНЫЕ P-LOOP-КАНАЛЫ

Тетрамерные P‑loop-каналы выделяются сре-
ди различных семейств ионных каналов из-за их 
функционального и структурного разнообразия 
и значимости в физиологии, патофизиологии, фар-
макологии и токсикологии. Эта группа включает 
в себя потенциал- и лиганд-управляемые калие-
вые каналы, потенциал-управляемые натриевые 
и кальциевые каналы, TRP‑каналы и ионотроп-
ные рецепторы глутамата [6–13]. Каналы P‑loop 
бывают гомо- или гетеро-тетрамерами (рецепто-
ры глутамата, TRP и калиевые каналы), псевдо-
тетрамерами (кальциевые и натриевые каналы 
эукариот) и димерами димеров (двухпоровые ка-
налы) [14]. В псевдотетрамерных каналах крупные 
порообразующие субъединицы образуют одно-
полипептидную цепь из четырех гомологичных 
повторов. Фундаментальной структурной осо-
бенностью, общей для всех P‑loop-каналов, явля-
ется порообразующий домен, который включает 
внутреннюю (выстилающую пору) и внешнюю 
трансмембранные спирали, соединенные P‑петлей. 
Концы четырех P‑спиралей сходятся к оси пор, об-
разуя сужение селективного фильтра. Ориентация 
P‑петель в мембране не является консервативной: 
P‑петли в глутаматных рецепторах входят в мем-
брану со стороны цитоплазмы, а в других типах 
P‑петли входят в мембрану со стороны внеклеточ-
ного пространства  [15, 16]. Механизмы активации 
каналов P‑loop значительно различаются из-за 
отличительных структурных и функциональных 
характеристик доменов, управляющих активацией 
порообразующего домена [17–22]. Разнообразие 
топологии и доменной организации среди различ-
ных членов суперсемейства P‑loop, как показано 
на рис. 1, сочетается с консервативным характером 
укладки в порообразующем домене. Субъединица 
тетрамерных потенциал-активируемых каналов 
содержит чувствительный к напряжению домен, 
состоящий из трансмембранных сегментов S1–S4, 
а также сегментов S5, S6 и P‑петли, составляющих 
четверть порообразующего домена. Последний 
окружает центральную пору, в то время как по-
тенциал-чувствительные домены расположены по 
периферии. Такая архитектура была обнаружена 
задолго до того, как стали доступны кристалли-
ческие структуры. Расположение активационных 
ворот в цитоплазматической части поры [23], рас-
положение селективного фильтра на поворотах 
P‑петель [24] и расположение по часовой стрелке 

(потенциал-зависимые, лиганд-зависимые) или 
по типу проникающих ионов (натриевые, каль-
циевые, калиевые, хлорные). Однако некоторые 
каналы проводят различные ионные токи. Напри-
мер, NMDA‑рецепторы, являющиеся подтипом 
ионотропных глутаматных рецепторов, прони-
цаемы для ионов натрия, калия и кальция. Они 
играют важнейшую роль в синаптической передаче 
и пластичности центральной нервной системы. 
Рецепторы P2X представляют собой лиганд-за-
висимые ионные каналы, которые активируются 
внеклеточным ATP и проницаемы для натрия, ка-
лия и кальция  [1]. Каналы TRP образуют разно-
образное семейство, поры которых проницаемы 
для различных катионов, включая кальций, натрий 
и магний. Они участвуют в сенсорной трансдукции 
и регуляции внутриклеточной кальциевой сиг-
нализации [2]. Некоторые каналы регулируются 
несколькими механизмами. Так, каналы TRPV1 
активируются множеством раздражителей, вклю-
чая температуру (> 43оC), протоны (низкий рН) 
и различные эндогенные и экзогенные лиганды, 
такие как капсаицин [3]. Каналы семейства ASIC 
активируются изменениями внеклеточного рН или 
другими факторами, такими как механические раз-
дражители и определенные липидные молекулы [4]. 
Калиевые каналы большой проводимости регули-
руются как изменениями мембранного потенциала, 
так и внутриклеточной концентрацией кальция [5].

В целом, классификации, основанные на функ-
циональных характеристиках, обычно не коррели-
руют со структурной организацией и эволюцией 
этих белков, поскольку структурно сходные гомо-
логичные каналы часто демонстрируют различные 
функциональные свойства, и наоборот, сходные 
свойства часто наблюдаются у структурно отлича-
ющихся каналов, например, у пентамерных нико-
тиновых рецепторов ацетилхолина и тетрамерных 
ионотропных рецепторов глутамата. Никотино-
вые рецепторы ацетилхолина структурно схожи 
с ГАМКа-рецепторами, в то время как каналы глу-
таматных рецепторов структурно похожи на натри-
евые, калиевые и кальциевые каналы, управляемые 
потенциалом. За последние два десятилетия были 
достигнуты значительные успехи в структурных 
исследованиях ионных каналов. Однако было бы 
преждевременно утверждать, что наше понимание 
сложных взаимосвязей между структурой и функ-
цией ионных каналов, особенно в отношении их 
взаимодействия с фармакологическими препара-
тами и токсинами, является полным.

В силу большой структурной изменчивости, 
наблюдаемой в различных типах ионных каналов, 
всесторонний обзор этой группы белков был бы не 
рациональным. В данной статье наше внимание 
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Рис. 1. Разнообразие структурной организации P-loop-каналов и консервативность их порообразующих доменов. 
а – Трансмембранная топология субъединицы TRP и 6-TM калиевого канала (KV) отличается от топологии субъе-
диницы глутаматного рецептора (GluR), включая противоположную ориентацию Р-петли. б – Общая архитектура 
и доменная организация TRP, глутаматных рецепторов и 6-TM калиевых каналов совершенно различны. PD – по-
рообразующий домен. в –Наложение порообразующих доменов показывает их высокое сходство. Структуры 6dm0, 
6ebk и 6bcj показаны синим, красным и зеленым.
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повторов I, II, III и IV в натриевых каналах [25] 
были выявлены с помощью различных экспери-
ментальных методов, включая мутагенез, электро-
физиологию и анализ воздействия специфических 
лигандов.

КРИСТАЛЛИЧЕСКИЕ 
И КРИОЭЛЕКТРОННЫЕ СТРУКТУРЫ 

P-LOOP-КАНАЛОВ

Рентгеновская кристаллография произвела 
революцию в нашем понимании ионных кана-
лов, поскольку до 1998 года не было данных об 
их структурах на атомарном уровне. Технические 
препятствия, в частности проблемы с кристал-
лизацией мембранных белков, препятствовали 
получению рентгеноструктурных данных. Таким 
образом, наши знания в значительной степени 
основывались на косвенных данных, таких как 
стехиометрия субъединиц, локализация сегмен-
тов, пронизывающих мембрану, и мутационный 
анализ остатков, влияющих на свойства каналов 
и их взаимодействия с лигандами. Компьютерные 
модели в доструктурную эпоху были ограниченны-
ми и спекулятивными, однако некоторые важные 
аспекты были успешно предсказаны [26]. Прорыв 
в решении проблемы нехватки структурных дан-
ных высокого разрешения произошел благодаря 
новаторской работе Родерика Маккиннона, ко-
торый опубликовал первое рентгеноструктурное 
исследование калиевого канала бактерии [27]. Это 
достижение стало поворотным моментом, подго-
товившим почву для нескольких последовательных 
публикаций, разъясняющих тонкости архитекту-
ры калиевых каналов. Коллективное признание 
значимости этих работ привело к присуждению 
Нобелевской премии в 2003 году.

Структурный анализ ионных каналов осложня-
ется тем, что они имеют несколько функциональ-
но и структурно различных состояний, которые 
обычно подразделяются на закрытые, открытые 
и инактивированные (называемые «десенсити-
зированными» в лиганд-управляемых каналах). 
Хотя многочисленные мутационные исследования, 
особенно с использованием метода цистеинового 
сканирования, показали, что сегменты S6 являются 
ключевым элементом воротного механизма, и рас-
крыли принципиальный механизм, управляющий 
активацией и инактивацией, структурное понима-
ние этих различных состояний отсутствовало. Кри-
сталлическая структура открытого кальций-зависи-
мого калиевого канала MthK продемонстрировала, 
что при активации С‑части внутренних спиралей, 
которые в закрытом состоянии образуют плот-
ную связку, расходятся радиально и формируют 

широкий «вестибюль» [28]. Несмотря на различную 
конфигурацию спиралей S6 в открытых состояниях 
MthK и в потенциал-управляемом Kv1.2, основ-
ной механизм активации остается неизменным. 
В обоих каналах раскрытие включает радиаль-
ное смещение и скручивание С‑концевых частей 
спиралей за счет конформационных изменений 
в консервативных остатках глицина, играющих роль 
«активационного шарнира». Сравнение структур 
открытого канала Kv1.2 и закрытого бактериального 
канала MlotiK1, регулируемого циклическими ну-
клеотидами [29], выявило решающую роль линкер-
ных спиралей S4–S5, образующих манжету вокруг 
пучка спиралей S6, что ограничивает их движение 
при активации. В дальнейшем было показано, что 
активационный механизм, характеризующийся рас-
хождением внутренних спиралей, является общей 
чертой всех P‑loop-каналов. Рис. 2 иллюстрирует 
ключевую особенность активационного механиз-
ма. N‑части сегментов S6 остаются неизменными 
в разных состояниях, в то время как C‑части пере-
мещаются радиально.

Было показано, что область селективного филь-
тра канала KcsA также служит в качестве воротного 
механизма при медленной инактивации [30, 31]. 
Перестройки в области селективности фильтра, 
способные препятствовать потоку ионов, также 
наблюдались в других каналах, включая Nav1.4  [32], 
Cav1.2 [33], Kv7.1 [34], TRPV1 [35] и GluR [36].

К середине 2000-х годов был достигнут значи-
тельный прогресс в изучении нескольких ключевых 
структур P‑loop-каналов. Однако для значитель-
ной части каналов структур высокого разрешения 
по-прежнему не имелось. Этот пробел в знаниях 
стимулировал использование гомологического 
моделирования. В этом теоретическом методе 
структура известного белка (шаблона) использу-
ется для построения модели другого родственного 
белка, структура которого точно неизвестна. Гомо-
логическое моделирование сыграло важную роль 
в углублении понимания структуры ионных кана-
лов. Кристаллические структуры гомотетрамерных 
калиевых каналов были использованы в качестве 
шаблонов для моделирования эукариотических 
натриевых, кальциевых каналов и каналов глу-
таматных рецепторов [37–44]. Сходство между 
калиевыми каналами и другими каналами часто 
служило основой для интерпретации эксперимен-
тальных данных (таких как мутационный анализ 
и действие фармакологических препаратов), даже 
в отсутствие гомологических моделей [45–47]. За 
последние два десятилетия были опубликованы 
экспериментальные структуры многих различ-
ных P‑loop-каналов. Эти структуры подтвердили 
консервативность общей архитектуры различных 
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каналов семейства. Несмотря на различия в функ-
циональных свойствах, ионной селективности, 
конкретных активационных механизмах, длине 
и укладке внутри- и внеклеточных петель, было 
показано, что укладка и расположение сегментов 
в порообразующем домене высоко консерватив-
ны. Это общее структурное сходство наблюдается 
даже тогда, когда гомология последовательностей 
низкая и их выравнивание не очевидно.

Большинство экспериментальных структур дают 
потенциал-управляемые каналы в их энергетически 
выгодном состоянии, при этом порообразующий 
домен предположительно находится в инактивиро-
ванном состоянии, а потенциал-чувствительный – 
в активированном [48]. Среди исключений – криоэ-
лектронные структуры эукариотических натриевых 
каналов с открытыми порами [49] или потенци-
ал-чувствительными доменами, которые становят-
ся неактивными из-за белковых токсинов [50, 51]. 
Кристаллические структуры канала NavAB с дис-
ульфидными мостиками, которые стабилизируют 
порообразующий домен в закрытом или открытом 
состояниях [52] или потенциал-чувствительный 
домен в деактивированном состоянии [53], служат 
важными шаблонами для моделирования эукарио-
тических каналов в статистически малозаселенных, 
но функционально значимых состояниях. Эти струк-
туры сыграли особенно важную роль в построении 
моделей каналов, имеющих отношение к медицине, 
таких как hCav1.2 и hNav1.5, в различных состояниях, 
выявлении зависящих от состояния взаимодействий 
с лигандами и в изучении структурных механизмов, 
лежащих в основе дисфункции различных вариантов 
каналов [54–56]. Доступность трехмерных структур 
открыла путь для вычислительных исследований 
важнейших проблем, которые в настоящее время 
не поддаются экспериментальному разрешению. 
Например, моделирование молекулярной динамики 
было использовано для изучения проникновения ио-
нов через калиевые каналы [57–59]. В компьютерных 
исследованиях также изучалась ионная селективность 
калиевых [60–62] и натриевых каналов [63–66], за-
полняя критические пробелы в нашем понимании 
этих процессов.

Экспериментальные трехмерные структуры вы-
явили не только общие черты, но и отличительные 
признаки различных каналов P‑loop, значительно 
улучшив наше понимание механизмов проник-
новения ионов, селективности, активации и чув-
ствительности к фармакологическим препаратам 
и токсинам [8, 67–69]. В частности, в то время как 
P‑петля калиевых каналов содержит одну спираль 
(мембранно-нисходящая P‑спираль), натриевые 
и кальциевые каналы имеют P‑петли с двумя спи-
ралями, разделенными областью селективного 
фильтра: мембранно-нисходящая P1-спираль 
в N‑концевой части и восходящая к поверхности 
мембраны спираль P2. Кроме того, выяснилось, 
что зазоры между субъединицами в натриевых 
каналах заметно шире, чем в калиевых каналах. 
Это различие определяет возможность доступа 
низкомолекулярных лигандов в закрытые натри-
евые и кальциевые каналы.

à

S6

S6

S6

P

á

Рис. 2. Разнообразие активационных перестроек 
во внутренних спиралях. а – Вид в плоскости мем-
браны, б – боковая проекция. Закрытое состояние 
KcsA (1bl8) показано красным. В открытых состоя-
ниях MthK (1lnq), KvAP (1orq), AMPA-типа рецеп-
тора глутамата (5weo), Kv1.2 (2r9r) и TRPV6 (6bo8), 
внутренние спирали показаны фиолетовым, оран-
жевым, желтым, синим и зеленым соответственно.
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Экспериментальные 3D‑структуры привели 
к существенному пересмотру некоторых струк-
турных концепций. Например, «шариковый» ме-
ханизм, предложенный для быстрой инактивации 
потенциал-зависимых калиевых и натриевых ка-
налов, предполагает участие инактивирующей 
частицы, попадающей в открытую пору из цито-
плазматической области канала, чтобы физически 
преградить путь проникновения ионов [70–72]. 
Однако криоэлектронные структуры канала элек-
трического угря Nav1.4 [73] и других эукариоти-
ческих натриевых каналов показали, что частица 
быстрой инактивации (IFM- или LFM‑мотив во 
внутриклеточном линкере между повторами III 
и IV) не блокирует пору. Она связывается в зазоре 
между спиралями S4–S5 и S6, удерживая послед-
ние в конформации, соответствующей закрытому 
состоянию. Другой пример относится к трехмер-
ным структурам каналов глутаматных рецепторов. 
Ранние рентгеновские структуры показали суще-
ственные различия с калиевыми каналами. Однако 
более поздние исследования с использованием 
усовершенствованных экспериментальных методов 
продемонстрировали высокую степень сходства 
между этими подсемействами P‑loop-каналов [74].

СТРУКТУРЫ P-LOOP-КАНАЛОВ 
С ФАРМАКОЛОГИЧЕСКИМИ 

ПРЕПАРАТАМИ И ТОКСИНАМИ

Каналы семейства P‑loop являются мишеня-
ми для широкого спектра природных токсинов, 
средств медицинского назначения, как легальных, 
так и запрещенных [75, 76], а также инсектици-
дов  [77]. Сайты связывания и механизмы действия 
лигандов каналов очень разнообразны (рис. 3). Те-
оретические и экспериментальные исследования 
значительно продвинули наше понимание того, 
как ионные каналы реагируют на различные ли-
ганды. До появления экспериментальных структур 
комплексов лиганд–канал исследователи полага-
лись на гомологические модели, основанные на 
кристаллических структурах калиевых каналов, 
и компьютерные методы докинга лигандов для 
интерпретации в структурных терминах огромного 
объема данных, накопленных за десятилетия экс-
периментальных исследований. Для построения 
моделей связывания лигандов с каналами в вы-
числительных экспериментах учитывали данные 
мутационных исследований, электрофизиологиче-
ских экспериментов для определения областей свя-
зывания лигандов и важнейших взаимодействий 
лиганд–канал, как описано в [41, 78]. Следующее 
поколение более совершенных моделей основано 
на кристаллографических и криоэлектронных 

структурах соответствующих каналов или их близ-
кородственных гомологов. Эти модели не толь-
ко служат для рационализации существующих 
экспериментальных результатов, но и облегчают 
прогнозирование структур для новых лигандов 
(см. в [79, 80]).

Экспериментальные структуры комплексов 
лиганд–канал позволили оценить точность про-
гнозирования ранних моделей. Например, гомоло-
гические модели каналов глутаматных рецепторов 
NMDA и AMPA со связанными лигандами были 
опубликованы раньше, чем появились эксперимен-
тальные структуры соответствующих комплексов, 
которые подтвердили ключевые аспекты прогно-
зов, сделанных с помощью моделирования, как 
описано в обзоре [74].

Первоначально исследователи использовали 
гомологические модели, основанные на кристал-
лических структурах калиевых каналов для анализа 
связывания важных препаратов, включая местные 
анестетики и антиконвульсанты. В частности, было 
высказано предположение, что низкомолекуляр-
ные лиганды могут получать доступ к участку свя-
зывания во внутренней поре через щель между 
соседними спиралями S6 [81, 82]. Эти модели дали 
структурное представление о том, как местные ане-
стетики и другие низкомолекулярные лекарствен-
ные препараты могут проникать во внутреннюю 
пору закрытого натриевого канала по гидрофоб-
ному пути доступа [83]. Впоследствии кристал-
лическая структура канала NavAb показала, что 
зазоры между спиралями S6 в натриевых каналах 
значительно шире, чем в калиевых каналах [84], что 
обеспечивает доступ лигандов в закрытый канал. 
Экспериментальные структуры натриевых каналов 
были затем использованы для разработки моделей 
нового поколения, направленных на изучение 
действия местных анестетиков и родственных 
препаратов [85–88]. Недавние кристаллографи-
ческие и криоэлектронные структуры натриевых 
каналов с лигандами, связанными во внутренней 
поре [48, 89], согласуются с ранее предложенными 
моделями взаимодействий лиганд–канал.

Природные токсины, такие как тетродотоксин, 
сакситоксин и mu-конотоксины, которые связыва-
ются с внешними порами натриевых каналов, по-
служили ценным инструментом для картирования 
мест их связывания и понимания фундаменталь-
ных аспектов взаимодействия токсинов и каналов. 
Ранние модели, основанные на данных о структуре 
и активности токсинов и мутационном анализе 
каналов, успешно предсказывали сайты связы-
вания токсинов и их ориентацию в канале Nav1.4 
[26, 42, 90]. После публикации кристаллической 
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структуры канала NavAB [84] были разработаны 
более совершенные модели каналов, связанных 
с токсинами [78, 91–94]. Криоэлектронные струк-
туры связанных с токсинами эукариотических 
натриевых каналов продемонстрировали как до-
стоинства, так и ограничения гомологических 
моделей [95–97].

Препараты, нацеленные на кальциевые каналы 
L‑типа, такие как фенилалкиламины, бензодиа-
зепины и дигидропиридины, играют важную роль 
в лечении сердечно-сосудистых заболеваний [98]. 
Мутационные исследования выявили специфиче-
ские аминокислотные остатки, мутации которых 
влияют на эффективность препаратов [47, 99]. 

Тетрабутиламмоний в KcsA (2hvj) à

â

ã ä

á

P

S5

S3

S2

S5 (M1)
S6
(M3)

P (M2)

PI

PII
PIII

PIV

S1

S4

S6

Токсин

Тетродотоксин в NavPaS (6а95) 

Nav1.5 с токсином скорпиона (7k18) 

Флекаинид в Nav1.5 (6uz0) IEM-1460 в АМРА рецепторе (6dm0) 

Рис. 3. Связывание лигандов в P-loop-каналах. а – Тетрабутиламмоний связывается в центральной полости KcsA. 
б – Пептидный токсин яда скорпиона связывается с потенциал-чувствительным доменом натриевого канала. в – 
Тетродотоксин связывается во внешнем вестибюле натриевого канала. г – Флекаинид связывается в центральной 
полости натриевого канала. д – IEM-1460 связывается во внешнем вестибюле канала AMPA-рецептора и частично 
проникает в селективный фильтр.
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Эти результаты сыграли важную роль в постро-
ении моделей канала Cav1.2, связанного с этими 
лекарственными средствами [39, 44, 100–103]. 
Криоэлектронная структура кальциевого канала 
Cav1.1 подтвердила область связывания дигидро-
пиридинов [104], которая ранее была выяснена 
в ходе обширных мутационных исследований и ви-
зуализирована в гомологических моделях.

π-ВЫПУКЛОСТИ

Структуры атомарного масштаба выявили ин-
тригующие особенности каналов, которые ранее 
не были известны. Оказалось, что каналообра-
зующие S6 спирали в некоторых P‑loop-каналах 
не полностью α-спирали, а имеют элементы 
π-спирали. π-выпуклость, вызванная наличием 
дополнительного остатка на виток спирали, вы-
зывает переориентацию остатков вверх или вниз 
по белковой цепи на ~90° по сравнению с клас-
сической α-спиралью (рис. 4). Это значительное 
изменение ориентации существенно влияет на 
структуру межсегментных контактов и изменяет 
расположение остатков, обращенных внутрь поры, 
и соответственно, взаимодействия с лигандами 
внутри поры. π-выпуклости были обнаружены 
в натриевых, кальциевых и TRP‑каналах, где в S6 
имеется высоко консервативный остаток аспара-
гина, появившийся, вероятно, в результате встав-
ки [105]. Наличие π-выпуклостей позволяет при 
вставке сохранить ориентацию остатков за преде-
лами π-спирального элемента и их межсегментные 
контакты, обеспечивая, таким образом, исходную 
структурную толерантность для вставки.

Различные структуры одного и того же канала 
могут различаться по наличию π-выпуклостей, что 
указывает на их динамическую природу. В ряде 
случаев наблюдались структурные перестройки, 
связанные с π-выпуклостями, которые могут быть 
вызваны связыванием лиганда. Например, канал 
hCav3.1 в его свободном состоянии и в комплексе 
со специфическим блокатором каналов T‑типа 
Z944, а также структуры канала Cav1.1 кролика 
с верапамилом или дилтиаземом демонстрируют 
такие перестройки. В дополнение к влиянию на 
взаимодействие лиганд–канал π-выпуклости могут 
существенно изменять контакты между спиралями 
S6, S5 и S4–S5, тем самым влияя на структурную 
стабильность порообразующего домена и переходы 
между функциональными состояниями канала.

Спирали S6 TRP‑каналов демонстриру-
ют большое разнообразие π-выпуклостей [106, 
107]. Интересно, что спирали в разных струк-
турах одного и того же канала могут либо не 
иметь π-выпуклостей, либо обладать ими. Эта 

изменчивость предполагает, что динамические 
π-выпуклости могут регулировать конформа-
ционные перестройки в канале. Действительно, 
анализ структур каналов TRPM6 показывает, что 
сегменты S6 претерпевают конформационный 
переход от α-спирали к π-выпуклой спирали при 
открытии канала [108]. В каналах TRPV1 и TRPV2 
наличие α-спиральных сегментов S6 по сравнению 
со спиралями S6 с энергетически менее выгод-
ными π-выпуклостями может отражать различ-
ные функциональные состояния каналов [109]. 
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Рис. 4. Полностью α-спиральные сегменты TRPV3 
(6mh0, красный) и сегменты с элементами π-спи-
рали (6uw4, зеленый). а – π-спиральный элемент в 
спирали выглядит как выпуклость. б, в – Поскольку 
π-спираль имеет дополнительный остаток на виток, 
наличие такого элемента вызывает переориентацию 
остатков в С-части спирали. CA и CB атомы консер-
вативных остатков аспарагина показаны сферами.



	 СТРУКТУРНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ИОННЫХ КАНАЛОВ...� 391

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ	 том 41	 № 5-6	 2024

Сравнение структур класса II и класса III канала 
Cav1.1 кролика позволяет предположить, что пере-
ход спирали S6III из конформации с π-спиральным 
элементом в α-спиральную связан с движением 
спирали наружу и осевым вращением [110]. Исчез-
новение π-выпуклостей связано с расширением 
ворот активации в Cav1.1, но с сужением в TRPV6. 
Таким образом, четкая взаимосвязь между разме-
рами поры в области активационных ворот и на-
личием π-выпуклостей не очевидна. Вероятно, 
π-выпуклости увеличивают гибкость спиралей 
S6 в каналах, в которых отсутствуют глициновые 
шарниры, присутствующие в калиевых каналах.

Обнаружение зависящих от состояния и вы-
званных связыванием лигандов π-выпуклостей 
в некоторых структурах наводит на мысль об инте-
ресном механизме, с помощью которого лиганды 
могут влиять на процесс активации. Например, 
было показано, что активаторы натриевых кана-
лов, такие как батрахотоксин и вератридин, наряду 
с агонистами дигидропиридина и антагонистами 
кальциевых каналов L‑типа, изменяют вероятность 
открытия и закрытия каналов [47, 111–114]. Однако 
криоэлектронные структуры канала Cav1.1 пока-
зывают, что изменения в области активационных 
ворот минимальны и не позволяют полностью 
объяснить основной механизм действия этих важ-
нейших лигандов [104]. Появление вызванных свя-
зыванием лигандов π-выпуклостей потенциально 
может переориентировать остатки S6, тем самым 
влияя на стабильность конформаций с открыты-
ми и закрытыми воротами [115]. Этот механизм 
предлагает новый взгляд на то, как лиганды могут 
влиять на активацию каналов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТРУКТУРЫ 
И МОДЕЛИ

Недавний прорыв в структурной биологии был 
обусловлен вычислительными подходами, которые 
объединяют искусственный интеллект и методы 
оптимизации энергии. Исключительным достиже-
нием является нейронная сеть AlphaFold2, которая 
успешно предсказывает трехмерные структуры 
многих белков [116, 117]. Другим важным ресурсом 
является сервер RoseTTAFold [118], который также 
основан на методах искусственного интеллекта. 
Несмотря на то что рекомендуется соблюдать осто-
рожность при интерпретации моделей белков из-за 
потенциальных ограничений в точности, наложение 
криоэлектронной структуры hNav1.5 и структуры, 
предсказанной AlphaFold2, выявляет значительное 
сходство в трансмембранных сегментах и внекле-
точном домене. Кроме того, структура AlphaFold2 
показывает некоторые структурированные сегменты 

в цитоплазматических областях, которые отсут-
ствуют в криоэлектронной структуре. Ниже мы 
сравним некоторые экспериментальные структуры 
с соответствующими моделями, подробный анализ 
которых можно найти в недавнем обзоре [119].

Сравнение пяти экспериментальных структур 
натриевых каналов (hNav1.2, hNav1.7, hNav1.4 
и rNav1.5), с семью структурами AlphaFold2 
(hNav2.1, hNav1.4, hNav1.5, rNav1.5, mNav1.5, 
hNav1.4 и hNav1.9) выявило высокую степень 
структурного сходства. Различия между моделями 
AlphaFold2 и экспериментальными структурами 
того же порядка, что и различия эксперименталь-
ных структур между собой. Наложение кристалли-
ческой структуры открытого канала Kv1.2 на струк-
туры AlphaFold2 каналов hKv1.2, hKv1.6, hKv2.1 
и hKv3.1 показывает, что конформации калиевых 
каналов в этих структурах в значительной степени 
схожи. Основные детали, включая конфигурацию 
S6-спиралей с открытыми воротами, точно пред-
сказаны в моделях. Модели AlphaFold2 для каналов 
hKv1.6, hKv2.1 и hKv3.1 также полностью соответ-
ствуют экспериментальным структурам [119].

Наложение экспериментальных структур и мо-
делей калиевых каналов, Kv1.2 и Kv7.1, показало, 
что, хотя укладка P‑петель сходная, потенциал-
чувствительные домены демонстрируют заметные 
различия. Кроме того, конформации активацион-
ных ворот также значительно различаются между 
двумя каналами. Интересно, что, несмотря на эти 
различия, модели AlphaFold2 очень похожи на экс-
периментальные структуры для каждого канала.

КАНАЛОПАТИИ

Различные наследственные нарушения, извест-
ные как каналопатии, являются результатом мута-
ций, происходящих как в генах ионных каналов, 
так и в генах белков, участвующих в регуляции 
этих каналов. Дисфункция ионных каналов мо-
жет иметь серьезные последствия для организма. 
Понимание молекулярных механизмов канало-
патий и разработка новых медицинских подходов 
и препаратов требуют точного знания структуры 
ионных каналов. Ниже приведены несколько при-
меров каналопатий, связанных с P‑loop-каналами.

Синдром удлиненного интервала QT – это за-
болевание, характеризующееся удлинением интер-
вала QT на электрокардиограмме, что предраспо-
лагает к опасным для жизни аритмиям, таким как 
резкие сокращения и внезапная остановка сердца. 
В синдром вовлечено несколько генов, в том числе 
те, которые кодируют калиевые ионные каналы 
(например, KCNQ1, KCNH2) и натриевые ионные 
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каналы (например, SCN5A), которые играют ре-
шающую роль в реполяризации. Мутации в этих 
генах нарушают нормальную функцию ионных 
каналов, приводя к нарушению электрической 
активности сердца и повышенной восприимчи-
вости к аритмиям [120].

Синдром Бругада – редкое, но потенциально 
опасное для жизни генетическое нарушение сер-
дечного ритма. Оно может привести к быстрому 
сердцебиению, известному как желудочковая та-
хикардия, или даже внезапной остановке серд-
ца. Синдром часто вызывается мутациями в гене 
SCN5A, который кодирует натриевые каналы 
Nav1.5 в сердце. Симптомы варьируются в широких 
пределах и могут включать обморок, учащенное 
сердцебиение, нерегулярное сердцебиение. Од-
нако у некоторых людей это заболевание может 
протекать бессимптомно. Лечение направлено 
на предотвращение опасных сердечных ритмов 
и снижение риска внезапной остановки сердца. 
Может включать медикаментозное лечение, уста-
новку имплантата дефибриллятора или изменение 
образа жизни. Кроме того, людям с синдромом 
Бругада и членам их семей может быть полезно 
генетическое консультирование и скрининг для 
оценки риска и выработки эффективного лече-
ния [121]. Структурные обоснования дисфункций 
Nav1.5, вызванных различными генетическими 
мутациями, можно найти в [55].

Эпилепсия – это неврологическое заболевание, 
характеризующееся повторяющимися припадка-
ми, которые возникают в результате аномальной 
возбудимости и синхронизации активности ней-
ронов мозга. Хотя эпилепсия имеет разнообразную 
этиологию, включая приобретенные повреждения 
и структурные аномалии, часть случаев обусловле-
на генетическими факторами, в частности мутаци-
ями в генах ионных каналов. Например, мутации 
генов потенциал-управляемых натриевых каналов 
(SCN1A, SCN2A) связаны с различными формами 
эпилепсии, такими как синдром Драве и генетиче-
ская эпилепсия с фебрильными припадками. Эти 
мутации приводят к повышенной возбудимости 
кортикальных нейронов, способствуя возникно-
вению судорожных припадков [122, 123].

ПРОБЛЕМЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ

Несмотря на значительные достижения в струк-
турной биологии P‑loop-каналов, определенные 
проблемы сохраняются. Одна из важнейших 
проблем заключается в том, что статические 
кристаллические и криоэлектронные структу-
ры описывают низкоэнергетическое состояние, 
получаемое в нефизиологических условиях, что 

дает ограниченное представление о механизмах 
перехода между функциональными состояниями 
и зависящим от состояния связыванием фармако-
логических агентов. Например, криоэлектронные 
структуры кальциевых каналов L‑типа с агони-
стами и антагонистами дигидропиридина прак-
тически идентичны, что не позволяет объяснить 
принципиально различное действие этих типов 
лигандов [104]. Другим ограничением экспери-
ментальных структур является потенциальное 
влияние ионов, молекул воды, липидов и молекул 
детергента, которые не всегда поддаются опреде-
лению и состояние которых может отличаться от 
физиологических условий. Например, в криоэлек-
тронной структуре кальциевого канала L‑типа с ве-
рапамилом [110] молекулы липидов и детергента 
сильно взаимодействуют с лигандом в поре канала, 
потенциально влияя на наблюдаемую картину 
связывания (рис. 5). В результате физиологическая 
значимость экспериментальных структур может 
оказаться сомнительной, а некоторые выводы, сде-
ланные на их основе, могут быть спекулятивными.

Существенная проблема, что большинство экс-
периментальных структур изображают каналы 
в энергетически выгодных состояниях, полученных 
в нефизиологических условиях, также отражена 
в моделях AlphaFold2. Модели предсказывают 
только одну структуру для каждого белка, не имея 
возможности предложить различные структуры 
для состояний покоя, открытого и инактивиро-
ванного. Кроме того, остается неясным, какое 
состояние канала предсказывает модель и что за 
этим стоит. Мы не можем получить модели для 
различных напряжений на мембране, температур 
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Рис. 5. Молекулы липида и детергента взаимодейству-
ют с молекулой верапамила в поре кальциевого канала. 
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или в присутствии лигандов, что затрудняет нашу 
способность моделировать, как эти важнейшие 
факторы влияют на структуру каналов.

Например, экспериментальные структуры кана-
лов Nav1.2, Nav1.4, Nav1.5 и Nav1.7 демонстрируют 
π-выпуклости в спиралях S6I и S6II. Большинство 
моделей для каналов hNav1.1, hNav1.2, hNav1.4, 
hNav1.5 и hNav1.9 демонстрируют π-выпуклости 
в спиралях S6I, S6III и S6IV, тогда как в экспе-
риментальных конструкциях отсутствует π-вы-
пуклость в S6IV. Модели каналов Nav1.5 мыши 
и Nav1.9 человека имеют π-выпуклости во всех 
четырех повторах, что соответствует паттерну π-вы-
пуклостей, наблюдаемому в экспериментальной 
структуре нефункционального канала NavPaS. 
Интересно, что несмотря на очень похожие по-
следовательности каналов Nav1.5 мыши, крысы 
и человека, модель AlphaFold2 для Nav1.5 мыши 
отличается от моделей для канала крысы и человека. 
Экспериментальные структуры кальциевых кана-
лов также подразделяются на несколько классов 
в зависимости от наличия или отсутствия π-выпу-
клостей в спиралях S6 [124]. Структуры класса I не 
имеют π-выпуклостей, структуры класса II имеют 
π-выпуклости в повторах I, II и III, в то время как 
структуры класса III имеют выпуклости в повто-
рах I и II. Модель AlphaFold2 кальциевого канала 
T‑типа hCav3.1 точно воспроизводит π-выпукло-
сти, наблюдаемые в экспериментальной структуре 
класса II. И наоборот, модель кальциевого канала 
Cav1.1 демонстрирует π-выпуклость только в по-
вторе I. Модели Cav1.3, Cav1.4, Cav2.1 и Cav2.2 
демонстрируют выпуклости в повторах I и III, что 
чаще наблюдается в экспериментальных структурах 
натриевых, а не кальциевых каналов. Кроме того, 
модели hCav3.2 и hCav3.3 имеют π-выпуклости во 
всех четырех повторах.

Таким образом, паттерны выпуклостей π-спи-
рали в спиралях S6 демонстрируют значительное 
разнообразие как в экспериментальных структу-
рах, так и в моделях. Причины, лежащие в основе 
этих различий, остаются неясными. Вероятно, 
что существуют альтернативные конформации со 
сходными энергиями и возможны переходы меж-
ду этими конформациями. Однако структурные 
детерминанты, ответственные за такие переходы, 
остаются неизвестными, что представляет собой 
интригующую проблему в области структурной 
биологии P‑loop-каналов. Для решения этих важ-
ных проблем, связанных со структурой каналов, 
AlphaFold2 и аналогичные системы не обеспечи-
вают прорыва.

Каналы P‑loop регулируются множеством вспо-
могательных субъединиц и многочисленными 

цитоплазматическими белками [125–128]. В то 
время как в некоторых структурах обнаружены 
комплексы каналов со вспомогательными субъе-
диницами, трехмерные структуры обширных цито-
плазматических доменов многих каналов, которые 
взаимодействуют с различными белками, остаются 
неразрешенными как в экспериментальных струк-
турах, так и в моделях. Предсказание структуры 
каналов в комплексе с цитоплазматическими бел-
ками имеет решающее значение для расшифров-
ки того, как мутации в этих цитоплазматических 
белках приводят к дисфункции ионных каналов.

Вычислительные методики могут быть исполь-
зованы для преобразования энергетически выгод-
ных экспериментальных структур в функциональ-
но значимые, но статистически малозаселенные 
состояния. Модели разных функциональных со-
стояний играют важную роль в раскрытии меха-
низмов, лежащих в основе дисфункции каналов 
из-за болезнетворных мутаций и воздействия ли-
гандов на каналы [54, 56, 129]. Вычислительные 
исследования, включающие моделирование мо-
лекулярной динамики и высокопроизводитель-
ный докинг лигандов, могут извлечь выгоду из 
множественности доступных экспериментальных 
структур и моделей каналов P‑loop. Компьютерные 
исследования позволяют изучить динамическое 
поведение каналов и предсказать взаимодействия 
между белками каналов и различными лигандами.

Мутационные исследования, выясняющие 
остатки, участвующие в межбелковых взаимо-
действиях, дают ценную информацию, служа-
щую основой для прогнозирования межбелковых 
комплексов с использованием нейронных сетей 
или программного обеспечения для стыковки 
белок–белок на основе физики взаимодействий. 
Дальнейшее изучение каналов P‑loop в различных 
состояниях и в комплексе с различными лигандами 
необходимо для решения сложных вопросов, осо-
бенно касающихся механизмов, лежащих в основе 
мутаций, связанных с заболеваниями. Несмотря 
на замечательные прогностические возможности 
AlphaFold2, он не может последовательно предви-
деть последствия миссенс-мутаций, что подчерки-
вает необходимость комбинированного экспери-
ментального и теоретического подхода [115, 130]. 
Только объединяя экспериментальные данные 
с расчетными прогнозами, исследователи могут 
получить более глубокое представление о функ-
ционировании и регуляции каналов семейства 
P‑loop, прокладывая путь для разработки новых 
терапевтических стратегий, нацеленных на эти 
каналы при различных заболеваниях.
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The superfamily of membrane proteins known as P-loop channels encompasses potassium, sodium, 
and calcium channels, as well as TRP channels and ionotropic glutamate receptors. An increasing 
number of crystal and cryo-EM structures are uncovering both general and specific features of these 
channels. Fundamental folding principles, the arrangement of structural segments, key residues that 
influence ionic selectivity, gating, and binding sites for toxins and medically relevant ligands have now 
been firmly established. The advent of AlphaFold2 (AF2) models represents another significant step in 
computationally predicting protein structures. Comparison of experimental P-loop channel structures 
with their corresponding AF2 models shows consistent folding patterns in experimentally resolved 
regions. Despite this remarkable progress, many crucial structural details, particularly important for 
predicting the outcomes of mutations and designing new medically relevant ligands, remain unresolved. 
Certain methodological challenges currently hinder the direct assessment of such details. Until the next 
methodological breakthrough occurs, a promising approach to analyzing ion channel structures in greater 
depth involves integrating various experimental and theoretical methods.
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