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α-Гарпинины – недавно открытое семейство пептидов, обладающих единым типом пространственной 
укладки полипептидной цепи – две α-спирали, соединенные двумя дисульфидными связями, но при этом 
имеющих широкий спектр биологических активностей. Теоретически, взяв этот структурный мотив за 
основу, можно с помощью компьютерного дизайна и последующего синтеза создавать искусственные пеп-
тиды с желаемыми биологическими функциями. 

В этой работе с помощью компьютерных расчетов исследовали молекулярную динамику модели био-
инженерного пептида Tk-hefu2, структура которого неизвестна. Установлены два возможных состояния 
Tk-hefu2 в водном растворе и описаны их структурно-динамические параметры. Проведен анализ со-
ответствия каждой из полученных моделей пептида функционально активному состоянию, способно-
му связываться с потенциал-чувствительным калиевым каналом и блокировать его работу. Полученные 
результаты создают основу для понимания количественных структурно-функциональных взаимосвязей 
α-гарпининов и рационального проектирования на их основе новых высокоэффективных блокаторов/
модуляторов калиевых каналов.
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Название пептида Функция PDB ID1 Аминокислотная последовательность2

Tk-AMP-X2 АМП 2M6A ADDRCERMCQRYHDRREKKQCMKGCRYG

Tk-hefu1 Блокатор 

K-канала

(*)3 ADDRCYRMCQRYHDRREKKQCKEGCRYG

Tk-hefu2 Блокатор 

K-канала

ADDRCYRMCQRYHDRREKKQCKKGCRYG

Таблица 1. Аминокислотные последовательности природного антимикробного пептида 

Tk-AMP-X2 и двух биоинженерных пептидов — Tk-hefu1 и Tk-hefu2

1 PDB ID — четырехзначный идентификатор для пространственных структур биомолекул, опубликованных в банке 

данных 3D структур белков и нуклеиновых кислот Protein Data Bank (PDB)
2 Жирным шрифтом и нижним подчеркиванием обозначены те замены, которые были внесены в структуру Tk-AMP-X2
3 Структура Tk-hefu1 получена в Лаборатории биомолекулярной ЯМР-спектроскопии ИБХ РАН, но на данный момент 

не опубликована в PDB

1.1.     Tk-hefu2 
   Tk-hefu1  Tk-AMP-X2  -

     -    [1]. 
 Tk-hefu1 ,       PDB.   PDB-

    10   ,   -
      ( ).   

         -
,  10  Tk-AMP-X2  4  Tk-hefu1 (  6 -

    ).    Tk-hefu2, -
     ,   , ,  

 ,    ,     
, ,    - ,   -
      .    Tk-

hefu2    in silico       
   PyMol [7].    Tk-AMP-X2   

    (E6Y  M22K),    Tk-hefu1 – -
  (E23K).  ,      14  

    Tk-hefu2.  . 1    
  ,     Tk-AMP-X2  Tk-hefu1. 

 
1.2.    

        -  Tk-AMP-X2 
       : GROMOS45A3 

[8] (        ), AMBER99SB-
ILDN [9], CHARMM36-NOV-2014-MOD [10]  AMBER99SBNMR1-ILDN [11] ( -

   . 2).   –   ,   -
  -    .   -
           

 ( ),    (   
 ),       -

  Glu-6 ( )  Lys-18 (+)   .    
  ,   ,   .  
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Рис. 1. Пример двух отличающихся стартовых моделей пептида Tk-hefu2. Красным цветом изобра-
жен пептид, построенный на основе шаблона Tk-hefu1, зеленым — на основе Tk-AMP-X2. Справа 
изображены основные параметры, отличающиеся у этих моделей — дисульфидные связи, рас-
стояние между аминокислотными остатками Tyr-6 и Lys-22, углы скрещивания спиралей (спирали 
аппроксимированы векторами, изображенными пунктирными стрелками).

1.3.   
       Tk-AMP-X2  

           7  
. 2.   – leap-frog [12],    

    v-rescale [13],  -
        [14].  

  Tk-hefu2       GROMACS 
(  4.5.2  5.0) [15,16]. 

 
1.4.     

         -
       -

:  
   (  )   -

 -     .    -
 g_rms  GROMACS.       -

 Tk-hefu2   -   5-10  14-25. 
     ,     -

 .      g_cluster GROMACS, -
 gromos,     -  (   5-10  14-25), 
      0,2 . 

         Glu-6 
( )  Lys-18 (+)   .      
g_dist  GROMACS. 

   ,     .  -
    gmx gangle  GROMACS. 

  -      g_hbond  
GROMACS. 
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No T1, нс V2, нм3 N
s 
/ N

mol
3 Силовое поле

Модель 

воды

Coulomb 

type4 dt5, фс n6

1 100 Куб (63) 12242/325 gromos45a3 spc
reaction 

field
2 6

2 100 Куб (53) 12387/470 amber99sb-ildn tip3p pme 2 5

3 65
Параллел7. 

(4.84.34.3)
11738/470 amber99sb-ildn tip4p pme 2 1

4 7
Параллел. 

(8.88.38.4)
80594/470 amber99sb-ildn tip4p pme 4 1

5 100
Октаэдр 

(6.15.75…)
22242/470 amber99sb-ildn tip4p pme 2 3

6 200
Додекаэдр 

(6.46.45…)
24476/470

charmm36-

nov2014-mod
tip4p pme 2 4

7 200
Додекаэдр 

(6.46.45…)
24476/470

amber99sbn-

mr1-ildn
tip4p pme 2 4

Таблица 2. Параметры расчетов МД

1 Длительность траектории МД
2 Форма и размер ячейки
3 N

s
 — число атомов в системе с учетом воды, N

mol
 — число атомов в молекуле пептида

4 Алгоритм учета электростатических взаимодействий
5 Шаг интегрирования
6 Число рассчитанных траекторий МД
7 Параллелепипед
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No1 Число 

кластеров
Среднее СКО

Ионный мостик2

(0.521 нм)

Угол скрещивания 

-спиралей, град. (143°)

1 4 0.201 0.765±0.478 130±3, 152±10

1 2 0.207 1.249±0.139 161±7, –165±4

1 3 0.229 0.983±0.229 112±7, 149±9

1 3 0.234 1.167±0.269 –159±10

1 3 0.250 1.332±0.128 –160±9

1 3 0.205 1.305±0.176 162±7, –166±4

2 8 0.195 0.936±0.335 151±15

3 1 0.192 1.065±0.216 153±8

4 1 0.115 0.775±0.174 153±7

4 3 0.225 1.113±0.238 –164±8

4 4 0.217 0.765±0.286 159±7

5 3 0.199 1.066±0.372 153±10

5 1 0.135 0.547±0.236 139±9

5 6 0.213 0.845±0.457 137±7, 163±6

5 1 0.185 1.033±0.223 153±8

5 1 0.114 0.760±0.203 148±7

6 1 0.168 1.024±0.216 163±4, –166±4

6 1 0.177 1.188±0.164 172±5, –169±6

6 1 0.200 1.124±0.193 164±7

6 1 0.095 1.027±0.165 162±8

7 5 0.177 1.002±0.271 151.8±10, –160±7

7 1 0.198 1.172±0.214 168±7, –157±10

7 1 0.187 1.155±0.156 169.6±5, –166±9

7 1 0.096 0.822±0.178 153±7

Таблица 3. Результаты расчета параметров траекторий МД пептида Tk-AMP-X2.

В скобках указаны значения для ЯМР-структуры

1 Номер группы из табл. 2.
2 Среднее расстояние между центрами масс заряженных групп Lys-18(+) и Glu-6(–)

       ,    
    . ,    

      ,   Tk-AMP-X2,   
    7  . 2,    , -

   - .      
. 3.  
 
2.2.          Tk-
hefu2 

      .   – Tk-hefu2(Tk-
AMP-X2) –    Tk-hefu2,     
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Шаблон СКО1, нм 
3
 (9-21/5-25)2, град.

Число 

клас-

теров

Среднее 

расстояние 

Lys-22-Tyr-6, нм

Конформа-

ционный 

переход

Tk-AMP-X2 0.20±0.02 86.6±9 (95.0)/ 75.4±9 (101.1) 5 1.06±0.13 –

Tk-AMP-X2 0.27±0.06 99.0±10 (96.0)/ 80.1±8 (101.3) 8 0.98±0.16 –

Tk-AMP-X2 0.15±0.02 92.6±10 (96.9)/ 83.5±8 (100.0) 9 1.02±0.12 –

Tk-AMP-X2 0.22±0.04 80.1±12 (95.0)/ 84.8±10 (101.1) 11 0.90±0.17 –

Tk-AMP-X2 0.22±0.03 –73.7±9 (96.9)/ 90.4±10 (100.0) 8 1.03±0.12 –

Tk-AMP-X2 0.07±0.01 –82.6±9 (–93.8)/ –84.8±8 (–95.9) 2 0.52±0.01 +

Tk-AMP-X2 0.10±0.02 –86.5±8 (–89.0)/ 97.3±12 (101.3) 3 0.88±0.11 –

Tk-AMP-X2 0.11±0.01 –87.0±7 (–93.7)/ –83.5±8 (–92.5) 3 0.42±0.09 +

Tk-AMP-X2 0.09±0.02 –83.7±8 (–93.8)/ –82.3±10 (–95.9) 5 0.67±0.21 +

Tk-AMP-X2 0.13±0.02 –86.6±7 (–93.7)/ –82.6±8 (–92.5) 1 0.86±0.09 –

Tk-AMP-X2 0.07±0.02 –81.8±8 (–93.7)/ –84.7±7 (–92.5) 4 0.54±0.05 +

Tk-hefu1 0.07±0.01 –80.7±7 (–86.1)/ –76.4±8 (–80.2) 1 0.45±0.07 –

Tk-hefu1 0.06±0.01 –82.2±7 (–91.3)/ –82.4±7 (–74.4) 1 0.52±0.05 –

Tk-hefu1 0.07±0.01 –80.8±7 (–74.7)/ –77.2±8 (–78.3) 1 0.48±0.07 –

Tk-hefu1 0.08±0.02 –83.1±8 (–68.2)/ –83.4±9 (113.1) 2 0.50±0.07 –

Таблица 4. Результат расчета траекторий МД пептида Tk-hefu2, построенного по двум 

структурным шаблонам. Для траекторий, в которых наблюдали конформационный 

переход, показаны результаты расчета после перехода

1 СКО от стартового состояния.
2 Среднее значение угла 

3
 для двух дисульфидных связей Cys-9-Cys-21 и Cys-5-Cys-25. В скобках указаны значения 

углов для начального состояния.

.  ,     -
    . 
       ,    Tk-

hefu2(Tk-hefu1)    (  . 4),       
 Tk-hefu2(Tk-AMP-X2),       -

  ( . . « »),   - ,     
 .          -

 ,     Tk-hefu2(Tk-hefu1),  
,     Tk-hefu2(Tk-AMP-X2)    Tk-

hefu2(Tk-hefu1)       ( . 2),    
    Tk-hefu2(Tk-AMP-X2). -

          -
   Tyr-6-Lys-22,   - ,   

. ,    « » -    Tk-
hefu1    5-10,      Tyr-6-
Lys-22,       -  ( . 3),   -

  .  
 ,   -    Tk-hefu2. 

  ,     .  
   Tk-hefu2(Tk-AMP-X2),    -

 ,    ,     
 ,   ,     . 
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Рис. 2. Зависимость величины СКО от времени МД для четырех траекторий МД пептида Tk-
hefu2(Tk-AMP-X2) от наиболее часто встречающегося состояния в траекториях Tk-hefu2(Tk-hefu1). 
C течением времени величина СКО уменьшается, а, значит, эти четыре модели Tk-hefu2(Tk-
AMP-X2) в динамике начинают «приближаться» к моделям Tk-hefu2(Tk-hefu1).

Рис. 3. Конформационный переход, наблюдаемый в молекуле Tk-hefu2 в ходе МД в воде. Слева изо-
бражена молекула Tk-hefu2 до перестройки, справа — после приближения к структуре, близкой к 
Tk-hefu1. Голубым цветом выделены дисульфидные связи, которые меняют конфигурацию в момент 
перестройки. Обозначены остатки Lys-22 и Tyr-6, которые после перестройки заметно сближаются, 
за счет чего увеличивается число контактов белок-белок.

       Tk-hefu2(Tk-
AMP-X2)         Cys-9-Cys-21.   -

         ,  
          .  , 

      Tk-hefu2(Tk-AMP-X2)  
       .   

,   -  Tk-AMP-X2   ,   -
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α-Hairpinin peptides is the novel family of defense peptides that adopt a common fold – two α-helices stabilised 
by two disulphide bonds – carrying out a variety of functions. Theoretically, universal α-hairpinin scaffold 
could be used for rational design and further construction of novel molecules with desired biological functions. 
In this research, we explored the dynamics of the model of bioengineered α-hairpinin peptide Tk-hefu2, which 
spatial structure is unsolved. Computer modelling reveals two major conformational states of Tk-hefu2 in wa-
ter. Structural and dynamic parameters are described. Further analysis identifi es one of the states as probably 
functionally active, exhibiting potassium channel blocking activity. This result provides basis for understanding 
the quantitative structure–function relationships of α-hairpinins and therefore for the rational design of novel 
blockers/modulators of voltage-gated potassium channels.
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