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РеФеРаТ Цитотоксические свойства цитотоксинов (ЦТ) из яда змей опосредованы их взаимодействием с мем-
браной клеток. Известно, что гидрофобный паттерн, включающий окончания петель I–III и окруженный по-
лярными остатками, является мембраносвязывающим мотивом ЦТ. Однако этого недостаточно для объяснения 
различий в активности среди представителей семейства ЦТ, сходных как по последовательности, так и по типу 
пространственной укладки. По-прежнему остается неясным механизм дальнейшего взаимодействия с мембра-
ной, приводящий к формированию пор и гибели клетки. Имеющиеся в литературе экспериментальные данные 
о специфическом взаимодействии ЦТ с низкомолекулярными анионными компонентами (сульфатид), входя-
щими в состав бислоя, указывают на наличие на поверхности молекулы токсина участков связывания соответ-
ствующих лигандов. В настоящей работе мембранолитические свойства ЦТ I, ЦТ II (Naja oxiana) и ЦТ 4 (Naja 
kaouthia), принадлежащих к разным структурно-функциональным типам (P и S), оценивали по интенсивности 
вытекания флуоресцентного красителя кальцеина из липосом, содержащих липид фосфатидилсерин (ФС) в ка-
честве анионного компонента. С помощью метода молекулярного докинга выявлены и охарактеризованы три 
потенциальных сайта связывания полярной головки ФС молекулами ЦТ. На основании полученных данных 
выдвинуто предположение о наличии специфического взаимодействия ЦТ с одним или несколькими анионны-
ми липидами (в частности, ФС) в составе мембраны, что может повышать эффективность взаимодействия ЦТ 
с липидным бислоем клеточной мембраны. 
КлючеВые СлоВа цитотоксины, фосфатидилсерин, липидные мембраны, молекулярный докинг, флуоресцентная 
спектроскопия. 
СПИСоК СоКРащенИй ЦТ – цитотоксин(ы), ФС – фосфатидилсерин; РКС – протеинкиназа С, Сф – сульфатид, 
ПОФХ – пальмитоилолеилфосфатидилхолин, 6-CF – 6-карбоксифлуоресцеин, L/P – соотношение липид/белок, 
ДФХ – додецилфосфохолин, ЯМР – ядерный магнитный резонанс, гФС – полярная головка липида фосфатидил-
серина, PDB – Protein Data Bank (банк данных белковых структур).

ВВеденИе
Одна из характерных особенностей молекул цитотоксинов 
из яда змей – их способность оказывать токсическое дей-
ствие на различные типы клеток [1]. Цитотоксины (реже 
кардиотоксины, ЦТ) – небольшие основные белки, при-
надлежащие семейству «трехпетельных» токсинов. Вто-
ричная структура ЦТ состоит из 2 β-слоев, включающих 
2 и 3 антипараллельных β-тяжа, и стабилизирована 4 ди-
сульфидными связями. Наибольшие различия в аминокис-
лотной последовательности и пространственной структу-
ре представителей обширного семейства ЦТ наблюдаются 
в петлевых участках с нерегулярной структурой, прежде 
всего в петлях I и II. Деление ЦТ на S- или P-тип в зависи-
мости от наличия в петле II консервативного остатка S28 

или Р30, соответственно, коррелирует с различиями в их 
функциональной активности [2]. Долгое время считалось, 
что ЦТ неспецифически взаимодействуют с клеточной 
мембраной. Способность ЦТ Р-типа сильнее взаимодей-
ствовать с бислоем (по сравнению с ЦТ S-типа) связыва-
ют с большей гидрофобностью петли II и, как следствие, 
с наличием на поверхности токсина протяженной области, 
формируемой гидрофобными окончаниями трех петлевых 
участков. Обладая амфифильными свойствами (гидрофоб-
ные окончания петель I–III фланкированы поясом поло-
жительно заряженных остатков), молекулы ЦТ встраи-
ваются в липидный бислой и образуют в нем структурные 
дефекты по типу поры [3–6], что приводит к гибели клетки. 
Ранее был предложен ряд моделей, объясняющих меха-
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низм действия ЦТ, приводящий к нарушению целостности 
бислоя и последующему лизису [7]. Позже было показано, 
что некоторые ЦТ, в том числе ЦТ А3 (Naja atra), способны 
к интернализации внутрь клетки и взаимодействию с вну-
триклеточными органеллами, митохондриями [8] и лизо-
сомами [9]. 

Ввиду широкого спектра биологической активности, 
в том числе влияния на функциональное состояние раз-
личных мембранных белков, таких, как протеинкиназа 
С (РКС), na+,K+-АТФаза, интегрины, гипотезы о суще-
ствовании специфических мишеней для ЦТ и молекуляр-
ные детали механизма взаимодействия токсинов с мем-
браной актуальны и остаются предметом дискуссий [7, 
10–12].

Поиск потенциальных мишеней действия ЦТ выявил 
ряд анионных низкомолекулярных лигандов (олигосаха-
риды на основе гепарина, производные АТФ, сульфатид), 
взаимодействие которых с определенными участками по-
верхности токсина подтверждено ЯМР и рентгенострук-
турными исследованиями [13–17]. Комплексный подход 
с использованием метода флуоресцентной спектроскопии 
на липосомах разного состава, а также экспериментов in 
vivo с применением моноклональных антител продемон-
стрировал наличие специфической мишени – полярной 
головки гликолипида сульфатида (Сф) – на поверхности 
мембраны кардиомиоцитов крыс, опосредующей токсиче-
ское действие ЦТ А3 [17]. Учитывая то, что ЦТ действуют 
на разные типы клеток, а также тот факт, что модельные 
мембраны, не содержащие гликолипиды, тем не менее, эф-
фективно лизируются токсинами [5, 18, 19], можно пред-
положить, что ЦТ способны к специфическому взаимодей-
ствию и с другими анионными мембранными липидами, 
в том числе – с наиболее широко распространенным фос-
фатидилсерином (ФС). И хотя в норме данный липид ло-
кализован почти исключительно во внутреннем монослое 
клеточной мембраны, в ряде патологических процессов, 
при повреждении бислоя, ФС присутствует во внешнем 
монослое и может быть доступен для молекул цитотокси-
на. Ряд экспериментальных данных косвенно указывает 
на возможную конкуренцию между ЦТ и другими ФС-
связывающими молекулами (PKc, тионин) за общий сайт 
на поверхности мембраны [10, 20, 21]. 

Предполагая, что ФС является специфической мише-
нью, опосредующей токсическое действие ЦТ на клетки, 
в настоящей работе мы изучили взаимодействие цито-
токсинов S- (ЦТ I из Naja oxiana) и Р-типа (ЦТ II из Naja 
oxiana и ЦТ 4 из Naja kaouthia) с пальмитоилолеилфос-
фатидилхолиновыми (ПОФХ) мембранами, в том числе 
содержащими ФС и Сф. Отметим, что ЦТ 4 (N. kaouthia) 
по первичной структуре является 100% аналогом ЦТ А3 
(N. atra). С помощью метода флуоресцентной спектроско-
пии исследована литическая активность данных ЦТ в от-
ношении липосом разного состава. Для выявления потен-
циальных сайтов связывания ФС с молекулой ЦТ проведен 
молекулярный докинг полярной головки ФС в модели про-
странственной структуры молекул токсинов, активных 
в отношении ФС-содержащих липосом. На основании по-
лученных данных выдвинута гипотеза о двухстадийном 
специфическом взаимодействии токсина с бислоем, моле-
кулярными детерминантами которого являются полярные 

головки анионных липидов, взаимодействующие с опреде-
ленными сайтами ЦТ. 

эКСПеРИМенТальная чаСТь

Флуоресцентная спектроскопия: исследование литиче-
ской активности ЦТ в отношении ФС-содержащих липо-
сом разного состава
Цитотоксины ЦТ I и ЦТ II выделяли из яда змеи N. oxiana 
по методике, описанной в работе [22], ЦТ 4 – из яда N. ka-
outhia, используя методику, описанную в работе [23], с по-
следующей очисткой токсина методом обращенно-фазовой 
хроматографии. Структуру токсина подтверждали масс-
спектрометрией с использованием метода пептидного 
картирования после гидролиза трипсином восстановлен-
ного и пиридилэтилированного производного токсина. Сф 
и ФС, выделенные из мозга быка в лаборатории химии ли-
пидов ИБХ РАН, а также синтетический ПОФХ (Avanti 
Polar Lipids, США) использовали для приготовления ли-
посом состава: ПОФХ, ПОФХ/ФС5%, ПОФХ/ФС20%, 
ПОФХ/ФС35%, ПОФХ/ФС50%, ПОФХ/ФС70%,  ПОФХ/Сф5% 
и ПОФХ/Сф62%. Растворы липидов необходимой концен-
трации в хлороформе с метанолом (1 : 1) смешивали, упари-
вали и высушивали под вакуумом. Полученные липидные 
пленки гидратировали буфером состава: 50 мМ Трис-НСl 
(рН 7.8), 30 мM nacl, 4 мM eDtA и 100 мM кальцеина. 
После инкубации в течение нескольких часов суспензия 
была подвергнута 10 циклам замораживания–оттаивания 
и затем продавлена 20 раз с помощью мини-экструдера 
(Avanti Polar Lipids, США) через поликарбонатный фильтр 
(nucleoPore, США) с размером пор 100 нм. Внешний кра-
ситель удаляли методом гель-фильтрации на сефарозной 
колонке СL-4B, уравновешенной буфером состава: 50 мM 
Трис-НСl (рН 7.8), 110 мM nacl, 4 мM eDtA. Кроме того, 
активность ЦТ 4 в отношении Сф-содержащих липосом 
(ПОФХ/Сф62%) была измерена в условиях, описанных 
в [6], состав буфера: 10 мM Трис-НСl (рН 7.4), 75 мM nacl; 
50 мM 6-карбоксифлуоресцеина (6-cF) в качестве флуоро-
фора; соотношение липид/белок (L/P) ~62. 

cтепень повреждающего действия ЦТ на липосомаль-
ную мембрану оценивали спектрофотометрически по сте-
пени выхода флуорофора (i) из внутреннего объема ли-
посом при добавлении в измеряемый объем (кварцевую 
кювету) аликвоты раствора токсина. Величину i (%) рас-
считывали по формуле: 

i = 100 x (F – F
0
) / (F

t
 – F

0
),

где F
0
 – интенсивность флуоресценции липосом без токси-

на (фоновый уровень);
F – интенсивность флуоресценции в присутствии токсина;
F

t 
– интенсивность флуоресценции после разрушения ли-

посом детергентом (Тритон Х-100). Во всех измерениях, 
если это не оговорено особо, соотношение L/P в измеряе-
мом объеме составляло 100. Интенсивность флуоресценции 
измеряли на длине волны 517 нм с возбуждением на 494 
нм. Спектральная ширина щели при возбуждении и ис-
пускании составила 3 и 5 нм соответственно. Для каждого 
эксперимента регистрировали кинетику флуоресценции 
(около 40 мин) до выхода кривой зависимости i от време-
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ни на плато. Для контроля воспроизводимости результатов 
каждое измерение повторяли 2–3 раза. Все измерения про-
водили при комнатной температуре на спектрофлуориметре 
HItAcHI F4000 (Япония).

Молекулярный докинг полярной головки ФС в ЦТ II 
и ЦТ 4
Поиск сайтов связывания ФС на молекулярной поверх-
ности ЦТ проводили методом молекулярного докинга, ис-
пользуя программу GOLD 2.0 [24].

В ходе расчетов использовали кристаллографическую 
модель пространственной структуры ЦТ А3 из яда N. atra 

(PDB код: 2BHI) [17] и ЯМР-модели ЦТ II, полученные 
в водном окружении (PDB код: 1cB9, модели: 1, 14, 18) [25] 
и в присутствии мицелл додецилфосфохолина (ДФХ) (PDB 
код: 1FFJ, модели: 1, 10) [4].

С целью учета конформационной подвижности ре-
цептора в ходе докинга для каждого из исследуемых ЦТ 
рассматривали набор пространственных моделей, харак-
теризующих динамическое поведение токсинов в средах 
разной полярности. Используя экспериментальные моде-
ли токсинов в качестве стартовых, репрезентативный на-
бор соответствующих трехмерных моделей ЦТ 4 и ЦТ II 
был получен с помощью расчета молекулярной динамики 

Рис. 1. а – Пространственная мо
дель лиганда гФС, использованная 
в расчетах молекулярного докинга. 
Функциональные группы обозначе
ны. б–з – Результаты молекулярного 
докинга ЦТ–гФС. Пространственные 
структуры комплексов белок–лиганд 
в сайте М молекул токсинов ЦТ 4 (б, г) 
и ЦТ II (в); сайте L3 ЦТ II (д) и ЦТ 4 (е); 
сайте L1 ЦТ II (ж) и ЦТ 4 (з). Трехмер
ные модели ЦТ даны в виде ленточных 
диаграмм с обозначением участков 
βструктуры в виде плоских широ
ких стрелок. Гидрофобные остатки 
петель I–III (даны римскими цифрами), 
взаимодействующие с мембраной, 
атомы основной и/или боковой цепей 
остатков, образующих сайты, а также 
одна из предпочтительных конформа
ций гФС в сайте даны в проволочном 
представлении. Для остальных решений 
докинга, входящих в ТОР10, указаны 
положения фосфатных групп гФС 
(даны в проволочном представлении), 
отражающие вариабельность локали
зации гФС в каждом из сайтов. Амино
кислотные остатки, образующие сайт 
связывания лиганда, указаны однобук
венным кодом с номером остатка. Пун
ктирными линиями указаны водородные 
связи лиганд–рецептор. Для молекул 
ЦТ окраска по типу атомов соответ
ствует общепринятой схеме. Фосфат
ная группа и атомы углерода молекулы 
гФС окрашены в розовый и голубой 
цвета соответственно. б – Несколько 
вариантов ориентации гФС в сайте 
М_Y51 ЦТ 4, найденные в ТОР10
решениях докинга. Стрелками указан 
возможный путь миграции гФС из сайта 
M_Y51 в направлении сайта М. Пока
зана предполагаемая мода связывания 
токсина с мембраной (затененная об
ласть под горизонтальной линией).

COO¯ NH
3

+

фосфатная 
группа

остаток 
глицерина

жирнокислотные остатки

а б

в г

д е

ж з
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в воде и применения метода Монте-Карло для поиска низ-
коэнергетических состояний в присутствии неявно задан-
ной мембраны (данные не опубликованы).

Полярная головка липида фосфатидилсерина (гФС), 
используемая в расчетах, включала все атомы полярной 
головки данного липида с СН

3
-группами вместо жирно-

кислотных остатков (рис. 1а). Докинг гФС осуществляли 
в 16 и 15 пространственных моделей ЦТ 4 и ЦТ II соот-
ветственно.

Для каждой модели ЦТ было получено по 50 комплек-
сов (решений докинга), из которых 10 лучших по значе-
нию оценивающей функции «gold_score» [26] использовали 
для дальнейшего анализа. Таким образом, всего для ЦТ 4 
и ЦТ II было отобрано 160 и 150 лучших решений (ТОР10) 
соответственно. Сайты связывания гФС с ЦТ выявляли, 

анализируя локализацию гФС на поверхности молеку-
лы токсина и частоту встречаемости соответствующих 
комплексов в ТОР10-решениях. Поскольку молекуляр-
ная поверхность гФС полярна, основной вклад в энер-
гию комплексов липид–токсин вносят водородные связи 
и электростатические взаимодействия. Полученные семей-
ства решений докинга анализировали по числу и характе-
ру распределения водородных связей и ионных контактов 
(с расстоянием между соответствующими заряженными 
группами меньше 6 Å), выявляя ключевые остатки сайтов, 
вовлеченные во взаимодействие с гФС в большинстве ком-
плексов. 

Наличие данных видов межмолекулярных взаимодей-
ствий оценивали с помощью программ PLAtInuM [27] 
и GrOMAcS 3.3.1 [28]. 

Рис. 2. Интенсивность вытекания флуорофора (кальцеин) из липосом состава ПОФХ (а), ПОФХ/ФС5% (б) и ПОФХ/Сф5% 
(г) в присутствии ЦТ I, ЦТ II (N . oxiana) и ЦТ 4 (N . kaouthia). в – Кинетика флуоресценции карбоксифлуоресцеина (6CF) 
в первые минуты после добавления ЦТ 4 и ЦТ II. В данном эксперименте (в) состав буфера, флуоресцентный краситель, со
отношение L/P = 62.5 и концентрация липид/токсин (10/0.16 мкМ) в измеряемом объеме повторяют условия работы [6]. 
Интенсивность флуоресценции 6CF при действии ЦТ А3 (N . atra), зарегистрированная в работе [6], отмечена (_ .. _).
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РезульТаТы

Флуоресцентные измерения: ЦТ-индуцированное выте-
кание красителя из липосом 

Зависимость активности ЦТ от вида минорного (5%) ани-
онного липида (ФС, Сф). В настоящей работе литическая 
активность ЦТ II (N. oxiana), ЦТ 4 (N. kaouthia) и ЦТ I (N. 
oxiana), относящихся к Р- и S-типу соответственно, была 
оценена по выходу органического красителя кальцеина 
из липосом состава ПОФХ, ПОФХ/ФС5% и ПОФХ/Сф5%. 
Как видно из рис. 2, ЦТ I (S-тип) практически не взаимодей-
ствует ни с нейтральными (ПОФХ), ни с содержащими ми-
норные количества анионных липидов (ФС, Сф) липосома-
ми. Интенсивность вытекания кальцеина (i) во всех случаях 
составила менее 5%. При добавлении в суспензию липосом 
ЦТ II (Р-тип) наблюдали увеличение интенсивности выте-
кания красителя (в сравнении с ЦТ I). При этом вне зави-
симости от состава липосом средние значения i составили 
не более 10% (рис. 2).

Как показали измерения флуоресценции флуорофора 
при выходе из внутреннего объема везикул, наиболее вы-
раженным повреждающим действием на все исследованные 
виды липосом обладает ЦТ 4 (рис. 2). На примере данного 
токсина наиболее отчетливо видно, что эффективность дей-
ствия ЦТ зависит от наличия и вида анионного компонента 
в составе липосомы. Так, если выход из нейтральных ли-
посом при действии данного токсина составил всего ~10%, 
то в случае Сф-содержащих везикул – 30%. Наиболее ак-
тивным ЦТ 4 оказался в отношении липосом состава ПОФХ/
ФС5%, где выход красителя достигал 50%. Следует отметить, 
что индивидуальные различия токсинов к разным анионным 
липидам в составе липосом также существенны. Так, если 
ЦТ II практически не различает ФС- и Сф-содержащие ли-
посомы, то в случае ЦТ 4 эффективность лизиса ПОФХ/ФС 
везикул почти в 2 раза выше (рис. 2б, г).

Интересно отметить, что специфического взаимодей-
ствия ЦТ 4, являющегося 100% аналогом ЦТ А3 из яда N. 
atra, с молекулами Сф не обнаружено. Более того, при по-
вторении условий эксперимента [6] (см. «Эксперименталь-
ную часть») величина i после первых минут инкубации со-
ставила менее 10% (против >70% в [6]) (рис. 2в). Отметим, 
что в работе [6] использовали флуоресцентный краситель 
6-cF, который, имея меньший заряд молекулы, способен 
к спонтанному вытеканию из липосом (А.В. Феофанов, 
частное сообщение). 

ЦТ-индуцированная пермеабилизация ПОФХ-липосом 
с разным содержанием ФС. Измеряя величину i при дей-
ствии ЦТ I, ЦТ II и ЦТ 4 на липосомы ПОФХ с разным со-
держанием ФС (20, 35, 50 и 70%), выявили определенную 
форму зависимости эффективности лизиса от концентра-
ции анионного липида, сходную для всех трех токсинов 
(рис. 3). А именно, наличие максимума i при 20% содер-
жании ФС в составе бислоя. При этом шкала токсичности: 
ЦТ 4 > ЦТ II > ЦТ I сохраняется для всех видов липосом 
при данном соотношении липид/белок (L/P = 100). Эф-
фективность действия ЦТ 4 и особенно ЦТ II резко воз-
растает в случае липосом ПОФХ/ФС20%, достигая более 
90 и 70% соответственно. При меньшем (5%) или большем 

(35% и выше) содержании ФС в составе липосомальной 
мембраны кривая активности (i) ЦТ II в сравнении с ЦТ 4 
имеет более выраженное снижение. Отметим, что ЦТ I об-
ладает слабой литической активностью во всем диапазоне 
концентраций ФС в составе липосом. Однако наблюдается 
слабый отклик на точку максимума (ФС20%) в виде повы-
шения значений i при действии ЦТ I на липосомы ПОФХ/
ФС20% (рис. 3). 

Для объяснения наблюдаемых эффектов, предпо-
лагая распределение ФС в составе липосомы равномер-
ным, мы рассчитали возможное число молекул ФС, при-
ходящихся на молекулу токсина в липосомах (диаметром 
1000 Å) разного состава. Оказалось, что число молекул ФС 
в случае липосом, в отношении которых ЦТ проявляют 
максимальную активность, совпадает с числом потенци-
альных сайтов связывания головки данного липида, вы-
явленных методом молекулярного докинга. При условии 
полного связывания токсинов при L/P = 100 компенсация 
заряда липосом как раз достигается в липосомах ПОФХ/
ФС20%. Таким образом, на каждую молекулу токсина при-
ходится 10–12 молекул ФС (из которых в среднем 3.5 ФС 
на участке связывания токсина). Всего на молекулу ЦТ 
приходится 50–60 липидов, из них 16–18 располагаются 
непосредственно в области контакта с токсином. 

Для сравнения, в липосомах ПОФХ/ФС5% компенса-
ция по заряду достигается при очень низких концентра-
циях ЦТ (L/P ~300), а значит, с увеличением содержания 
токсина (L/P = 100) часть молекул ЦТ может находиться 
в не связанном с мембраной состоянии. Но даже при усло-
вии полного связывания ЦТ с поверхностью липосомы 
ПОФХ/ФС5% в области контакта с молекулой токсина 
может не оказаться ни одной молекулы ФС (в среднем 0.8 
молекул ФС приходится на участок поверхности, занимае-
мый токсином). 

Молекулярный докинг
Методом молекулярного докинга гФС в пространственные 
модели ЦТ 4 и ЦТ II на молекулярной поверхности обоих 
токсинов выявлены три сайта связывания гФС (обозначае-

Рис. 3. Зависимость эффективности вытекания кальцеина 
от содержания ФС в составе мембраны ПОФХ/ФС в при
сутствии ЦТ 4, ЦТ I и ЦТ II. Интенсивность флуоресценции 
флуорофора измеряли спустя 10 мин после добавления 
токсина. Величины I рассчитывали и усредняли по 2–3 из
мерениям.
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мые далее как «М», «L3» и «L1»), состоящие преимуще-
ственно из консервативных остатков. Ввиду наличия не-
скольких донорных/акцепторных групп для образования 
водородных связей как в лиганде, так и в рецепторе, харак-
терной особенностью комплексов является мультивариант-
ное расположение лиганда в сайтах (рис. 1).

Сайт М. Среди ТОР10-решений докинга лидирует сайт 
М, наблюдающийся в 75 и 60% решений для ЦТ 4 и ЦТ II 
соответственно (рис. 4). Сайт М представляет собой «ли-
зиновый» кластер (К5, К12, К18, К35), который окружает 
полярную поверхность («ложе» сайта), сформированную 
атомами основной цепи остатков L6, r36, G37, c38, а также 
y22-OH (рис. 1в, г). Более 60% решений для обоих токси-
нов имеют 3 и более водородных связей между ключевыми 
остатками сайта М (K12, y22, r36, c38) и гФС и, как прави-
ло, несколько ионных контактов.

За счет подвижности боковых цепей остатков лизина сайт 
М адаптирует различные конформации гФС (рис. 1в, г). Дан-
ный сайт присутствует в десятке лучших решений докинга 
для большинства моделей как ЦТ 4, так и ЦТ II, включая 
экспериментально полученные структуры токсинов. 

В отличие от ЦТ II, в наборе ТОР10 ЦТ 4 присутствует 
группа решений (в дальнейшем «М_y51»), где в связывании 
головки липида участвует гидроксильная группа остатка 
y51 (рис. 1б, г). В большинстве решений М_y51 (10 из 16 
комплексов) хвостовая часть гФС ориентирована в сторону 
окончания петли III (рис. 1б). В остальных решениях М_y51 
глицериновая группа гФС ориентирована к петле I, при этом 
число водородных связей c лигандом меньше. Таким обра-
зом, положение лиганда в данной группе решений можно 
рассматривать в качестве промежуточного звена между по-
ложениями лиганда в сайтах M_y51 и М. При этом y22 ока-
зывается ключевым остатком, с которым лиганд сохраняет 
взаимодействие (водородную связь) вдоль предполагаемого 
пути перехода от М_y51 к сайту М (рис. 1б).

Сайты L3 и L1. Кроме основного (по числу решений) сайта 
М среди набора ТОР10 присутствуют два сайта, L1 и L3, 

локализованные на вогнутой стороне поверхности молекул 
ЦТ в районе петель I и III соответственно. В случае ЦТ II 
и ЦТ 4 данные сайты имеют разную частоту появления 
среди ТОР10-решений докинга (рис. 4).

Сайт L3 сформирован атомами основной цепи консер-
вативных остатков P43, y51, c53, а также S45, в том чис-
ле боковой цепью последнего. При этом в большинстве 
комплексов ЦТ–гФС карбонильные группы остатков P43 
и y51, а также ОН-группа S45 фиксируют положение 
nH

3
+-группы лиганда, образуя с ней водородную связь 

(рис. 1д, е). В ряде решений остаток глицерина гФС ориен-
тирован в направлении окончаний петель I–III, при этом 
боковые цепи К44 и К50 оказываются вблизи фосфатной 
группы гФС (рис. 1е).

Сайт L1 ЦТ 4/ЦТ II представляет собой участок с высо-
ким электростатическим потенциалом, включающий бо-
ковые группы остатков n4/K4, K23, r36, r58/K58, n60, 
которые образуют электростатически выгодные контак-
ты с гФС. В большинстве решений как ЦТ II, так и ЦТ 4 
nH

3
+-группа гФС располагается вблизи остатка n60, об-

разуя с карбоксильной или карбонильной группой боковой 
цепи водородную связь (рис. 1ж, з). Молекула гФС имеет 
различные ориентации относительно молекулы токсина 
и предполагаемого бислоя, в том числе соответствующие 
положению липида в составе бислоя (рис. 1ж). 

оБСужденИе
Функциональная активность цитотоксинов обусловлена их 
взаимодействием с мембраной клетки. Однако механизм 
такого взаимодействия на молекулярном уровне остается 
неизвестен. Олигомеризация ЦТ, необходимая при фор-
мировании пор в мембране [5, 6], но отсутствующая в рас-
творе, по-видимому, происходит в примембранной области. 
При этом характеристики процесса и геометрия супрамо-
лекулярного комплекса неясны. Поэтому начальные этапы 
связывания токсина с мембраной крайне важны для пони-
мания механизма цитотоксической активности ЦТ.

Полученные в настоящей работе данные по интенсив-
ности вытекания кальцеина из липосом состава ПОФХ, 
ПОФХ/ФС5%, ПОФХ/Сф5% в зависимости от типа ЦТ (Р 
или S) согласуются с представлениями о том, что характе-
ристики мембраносвязывающего мотива (окончания петель 
I–III) влияют на литическую активность ЦТ в отношении 
клеточных мембран. Известно, что представители Р-типа 
ЦТ сильнее взаимодействуют с бислоем [2, 29, 30]. Действи-
тельно, оба представителя ЦТ Р-типа, ЦТ II и ЦТ 4, обла-
дают более выраженными литическими свойствами в отно-
шении липосом (ПОФХ/ФС5%, ПОФХ/Сф5%) в сравнении 
с ЦТ I, где интенсивность вытекания красителя не превы-
шает 5%. Предполагается, что из-за наличия полярных 
остатков в петле II (S28 и D29 у ЦТ I) ЦТ S-типа имеют 
моду взаимодействия с бислоем, характеризующуюся 
вовлечением меньшего числа остатков, преимуществен-
но петли I [2, 31]. При одинаковой геометрии встраивания 
в бислой рассчитанная свободная энергия связывания ЦТ I 
выше, чем ЦТ II [30].

В ходе эксперимента также было показано, что все ис-
следуемые токсины наиболее активны в отношении ФС-
содержащих липосомальных мембран, а кривые зависи-
мости интенсивности вытекания красителя при действии 
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Рис. 4. Распределение решений молекулярного докинга 
по сайтам связывания гФС в ЦТ. Частота встречаемости 
решений докинга для ЦТ II (серый) и ЦТ 4 (черный), соответ
ствующих сайтам М, М_Y51, L3 и L1, среди лучших ТОР10
решений. 
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токсинов от содержания ФС в составе липосом имеют 
сходную колоколообразную форму с пиком интенсивно-
сти лизиса в случае липосом ПОФХ/ФС20%. Приближен-
ная оценка числа молекул ФС в липосомах диаметром 
1000 Å при соотношении липид/белок = 100 показывает, 
что указанный пик интенсивности наблюдается при на-
личии не менее трех молекул ФС на поверхности бислоя, 
оказывающейся в контакте с молекулой токсина в процессе 
встраивания. При этом различия в показателях интенсив-
ности вытекания кальцеина между ЦТ 4 и существенно ме-
нее активным ЦТ II становятся минимальными (90 и ~70%) 
в сравнении с липосомами с иным содержанием ФС. Мож-
но предположить, что оптимальное для лизиса содержа-
ние ФС в составе мембраны, обеспечивающее вовлечение 
всех трех сайтов токсина, оказывает значительное влия-
ние на эффективность его взаимодействия с мембраной. 
Слабый отклик, наблюдаемый в случае практически не-
активного ЦТ I, вероятно, связан с недостаточной глубиной 
встраивания этого токсина в бислой и/или альтернативной 
геометрией связывания с бислоем одной или двумя петля-
ми и, соответственно, меньшей доступностью сайтов свя-
зывания для ФС. 

Существенное снижение эффективности лизиса ли-
посом ПОФХ/ФС5% при действии ЦТ указывает на то, 
что связывание сильно оснóвного токсина с анионной мем-
браной, очевидно, включает стадию неспецифического 
электростатического притяжения. В результате из-за ма-
лой плотности заряда на мембране, а также отсутствия до-
статочного числа молекул потенциальных лигандов – ФС 
(меньше одного на участке контакта токсина с мембраной), 
связывание ЦТ с мембраной не приводит к эффективному 
встраиванию в бислой.

Уменьшение активности ЦТ 4 и ЦТ II в отношении ли-
посом с содержанием ФС 35% и выше, также наблюдаемое 
для обоих токсинов, видимо, связано с изменением свойств 
бислоя, в частности – повышением плотности его упаков-
ки в зоне интерфейса. Например, более вероятным стано-
вится процесс формирования мини-кластеров из молекул 
ФС. По данным расчетов молекулярной динамики бисло-
ев с содержанием ФС 20 и 50%, в последнем случае число 
водородных связей в зоне интерфейса между полярными 
головками ФС в 2 раза выше (данные не опубликованы). 

Приближенная оценка числа молекул ФС, взаимодей-
ствующих с ЦТ в липосомах ПОФХ/ФС20%, совпадает 
с числом ФС-связывающих сайтов на токсине, предска-
занных методом молекулярного докинга. Отметим также, 
что встраивание исследуемых токсинов в липидный бислой 
гидрофобными окончаниями петель I–III подтверждается 
данными ЯМР-спектроскопии по взаимодействию с мицел-
лами ЦТ II [4], ЦТ А3 (N. atra) [6].

Лидирующий по числу решений докинга сайт М (остатки 
K5, K12, K18, y22, r36, c38) совпадает с сульфатидсвязы-
вающим карманом, расположенным на «выпуклой» стороне 
молекулы токсина [17]. Действительно, по данным химиче-
ской модификации остатков лизина и тирозина, ключевые 
остатки сайта, такие, как y22, K12, существенно влияют 
на функциональную активность ЦТ [32, 33]. По числу меж-
молекулярных водородных связей и ионных контактов, на-
блюдаемых в решениях докинга, сайт M имеет наилучшие 
характеристики для образования стабильного комплекса 

с лигандом. Возможность связывания c данным сайтом 
различных анионных компонент в составе мембраны под-
тверждается наличием кристаллической структуры ком-
плекса ЦТ А3 с сульфатидом [17]. В то же время суперпо-
зиция моделей ЦТ, используемых в молекулярном докинге, 
в соответствии с модой встраивания их в бислой, указы-
вает на разную степень доступности сайтов для головки 
липида ФС. В частности, остатки сайта М непосредственно 
не взаимодействуют с бислоем. Для попадания в сайт М 
молекуле липида необходимо преодолеть энергетический 
барьер, связанный с попаданием ацильной части липида 
в полярную зону интерфейса. 

Интересно отметить, что в моделях семейства М_y51, 
полученных с помощью докинга для ЦТ 4, сайт посадки 
липида предполагает образование водородной связи nH

3
+-

группой липида с ОН-группами обоих остатков тирозина, 
y22 и y51. При этом фосфатная группа оказывается вбли-
зи поверхности мембраны. Таким образом, можно предпо-
ложить, что попадание в сайт М_y51, в отличие от сайта 
М, происходит быстрее. А наличие решений в M_y51, от-
личающихся разной степенью вовлеченности ключевых 
остатков сайта М и ориентацией остатка глицерина моле-
кулы липида, может указывать на возможный путь мигра-
ции головки липида от сайта М_y51 к сайту М. 

Прямых экспериментальных доказательств существо-
вания выявленных методом докинга сайтов L3 и L1 нет. 
В то же время сайт L3, находящийся в районе петли III, 
имеет сходный с сайтом М принцип устройства: атомы 
основной цепи остатков данного сайта (P43, y51, c53), при-
надлежащих к стабильным элементам структуры, образу-
ют водородные связи с полярной головкой липида, которая 
дополнительно электростатически удерживается заряжен-
ными группами остатков лизина (K44, K50). Кроме того, 
недавно консенсусная последовательность L/PKSSLL, вы-
веденная на основе выравнивания пептидных фрагментов 
(имеющих сродство к антителам, нейтрализующим дей-
ствие яда N. atra), выявленных методом фагового дисплея, 
предложена в качестве эпитопа, вовлеченного в цитотокси-
ческую активность ЦТ А3 из яда N. atra [34]. Данный эпи-
топ соответствует фрагменту последовательности петли 
III и включает остатки сайта L3 (P43–S45). Учитывая моду 
связывания ЦТ с мембраной, сайт L3 наименее доступен 
для ФС в составе бислоя. Можно предположить, что на бо-
лее поздних этапах встраивания, когда ЦТ погружается 
глубже и сайт становится более доступным, связывание 
дополнительного липида увеличивает эффективность вза-
имодействия ЦТ с мембраной.

Напротив, среди решений докинга с участием сайта L1 
(полярный кластер в основном заряженных остатков в осно-
вании петель I и II) присутствуют модели комплексов, где 
гФС находится в зоне интерфейса мембрана–вода (при 
условии встраивания ЦТ петлями в мембрану). Это указы-
вает на доступность данного сайта для гФС, являющейся 
частью бислоя. Ранее на основании данных спектроскопии 
ЯМР было показано, что некоторые остатки сайта L1 уча-
ствуют в связывании дезоксиаденозинтрифосфата [16].

Интересно отметить, что всего 5 аминокислотных замен 
в ЦТ II превращают его в гораздо более литически актив-
ный ЦТ 4 (рис. 5). При этом общий заряд молекулы (+9) 
одинаков для обоих ЦТ. Неудивительно, что при высокой 



100 | ActA nAturAe | ТОМ 2  № 2 (5)  2010

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Петли:
Вторич . структура:
ЦТ I N . oxiana

ЦТ II N . oxiana

ЦТ А3 N . atra

ЦТ 4 N . kaouthia

Рис. 5. Выравнивание аминокислотных последовательностей исследуемых токсинов. Участки βструктуры отмечены символа
ми «b». Аминокислотные замены, отличающие ЦТ II от ЦТ 4, отмечены подчеркиванием.

гомологии последовательности и сходстве пространствен-
ной упаковки результаты докинга также в целом совпада-
ют, различаясь лишь частотой появления соответствующих 
сайтов среди решений докинга. Большинство аминокислот-
ных замен (4 из 5) локализованы в окрестности сайта L1 
(частота наблюдения которого в случае ЦТ II выше), а три 
из них – в наиболее важных для токсина участках – пет-
лях I и II. Так, положительный заряд в ЦТ II (К4/n4 в ЦТ 
II/ЦТ 4) перемещается в петлю II (H31/K31 в ЦТ II/ЦТ 4) 
ЦТ 4. С одной стороны, это нарушает гидрофобный пат-
терн петли II, с другой – известно о способности остатков 
лизина «заякориваться» на интерфейсе, взаимодействуя 
с фосфатными группами липидов [35], что может умень-
шать константу диссоциации белка. Замечено, что наличие 
положительного заряда в окончании петли II коррелирует 
с наличием гемолитической активности у ЦТ [36]. Несмотря 
на то что замены К4/n4 и К58/r58 в токсинах локализу-
ются довольно далеко от поверхности мембраны (в предпо-
ложении, что ЦТ встраивается окончаниями петель I–III), 
оба остатка являются частью сайта L1, образуя водородную 
связь и/или ионный контакт с сериновой головкой липида 
в решениях докинга. Замена S11/y11 усиливает гидрофоб-
ные свойства петли I у ЦТ 4, так как появляются спаренные 
ароматические остатки F10 и y11, которые могут являться 
хорошим гидрофобным «якорем». Можно предположить, 
что ввиду менее благоприятных условий для связывания 
в сайте M_y51 (это отражается в отсутствии данного сай-
та среди ТОР10 ЦТ II) уменьшается доступность сайта М 
для головки анионного липида в случае ЦТ II. Локальные 
конформационные отличия ЦТ II от ЦТ 4 также могут вли-
ять на перераспределение мест связывания гФС в случае 
сайтов L1 и L3. Вместе с тем очевидно, что данных модели-
рования недостаточно для количественной оценки возмож-
ных изменений констант связывания липида в предсказан-
ных сайтах и, следовательно, для детального объяснения 
различий в активности ЦТ II и ЦТ 4.

Отметим также, что проведенные нами эксперименты 
по вытеканию кальцеина из липосом ПОФХ/Сф5%, а так-
же повторение условий эксперимента [6] с использованием 
флуорофора 6-cF не выявили более высокого сродства ЦТ 

(в частности, ЦТ 4) в отношении Сф, что противоречит дан-
ным [6]. Вместе с тем возможность связывания различных 
анионных компонент в составе мембраны подтверждается 
наличием кристаллической структуры комплекса ЦТ А3 
с Сф в сайте М, а ряд экспериментов с использованием Сф-
специфичных антител и ферментов показал зависимость 
между функциональной активностью ЦТ А3 и наличием 
Сф в составе мембраны [17]. Данный гликолипид в незначи-
тельных количествах присутствует во внешнем монослое 
мембраны клеток кардиомиоцитов крыс, чем объясняется 
пристальное внимание к Сф как потенциальной мишени дей-
ствия цитотоксинов. Отсутствие четкой воспроизводимости 
результатов на модельных мембранах, помимо важности 
технической стороны (влияние природы красителя), указы-
вает на необходимость осторожной экстраполяции результа-
тов, полученных на модельных системах, на клетки. Функци-
ональная активность токсина, вероятно, опосредована целым 
рядом факторов и далеко не исчерпывается показателями 
сродства к тому или иному компоненту мембраны. 

Резюмируя, на основании данных флуоресцентных 
измерений активности ЦТ 4, ЦТ I и II по интенсивности 
вытекания красителя из анионных липосом с разным со-
держанием анионного липида, а также результатов моле-
кулярного докинга гФС в ЦТ 4 и ЦТ II выдвинута гипотеза 
о наличии на поверхности токсина специфических липид-
связывающих сайтов с разной аффинностью. Концепция 
двухстадийного связывания ЦТ с поверхностью мембраны 
(сначала – за счет электростатических, затем – гидрофоб-
ных взаимодействий), детерминантами которого являются 
специфические комплексы токсина с полярными головка-
ми анионного липида, позволяет качественно объяснить 
характер зависимости интенсивности вытекания флуорес-
центного красителя от содержания ФС в составе липосомы 
ПОФХ.  

Работа поддержана Российским фондом 
фундаментальных исследований, Программами 
Президиума РАН «Молекулярная и клеточная 

биология» и «Основы фундаментальных исследований 
нанотехнологий и наноматериалов».
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