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ВВЕДЕНИЕ

Никотиновые ацетилхолиновые рецепторы 
(холинорецепторы, нАХР) представляют собой 
лиганд-зависимые пентамерные ионные каналы, 
которые открываются в ответ на связывание нейро- 
медиатора ацетилхолина [1–3]. Традиционно со- 
гласно локализации в тканях организма и фарма- 
кологическим свойствам нАХР делятся на мы- 
шечные и нейрональные изоформы, которые 
опосредуют нервно-мышечную передачу и участ- 

вуют в быстрой синаптической передаче соот- 
ветственно; кроме того, нейрональные субъеди- 
ницы нАХР экспрессируются и в других тканях, 
например, в клетках иммунной системы [4, 5]. 
Исторически изучение структуры и функций 
нАХР идет рука об руку с использованием поли- 
пептидных нейротоксинов, которые высокоаф- 
финно и селективно связываются с этими транс- 
мембранными белками, в качестве молекуляр- 
ных исследовательских инструментов [6]. Первый 

УДК 577.3+577.112+579.6

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ЗОНДЫ ДЛЯ ВИЗУАЛИЗАЦИИ 
НИКОТИНОВОГО АЦЕТИЛХОЛИНОВОГО 

РЕЦЕПТОРА НА ОСНОВЕ ТРЕХПЕТЕЛЬНЫХ 
ТОКСИНОВ ЗМЕЙ И КРАСНОГО 

ФЛУОРЕСЦЕНТНОГО БЕЛКА
© 2025 г. А. И. Кузьменков*, #, И. С. Чудецкий*, Д. С. Кудрявцев*, И. Е. Кашеверов*, 

В. И. Цетлин*, А. А. Василевский*

* ФГБУН ГНЦ “Институт биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова” РАН, 
Россия, 117997 Москва, ул. Миклухо-Маклая, 16/10

Поступила в редакцию 26.04.2025 г. 
После доработки 02.05.2025 г. 

Принята к публикации 03.05.2025 г.

Визуализация макромолекулярных комплексов – важная задача современной биоорганической 
химии, которая может быть реализована с помощью различных методологических подходов. 
Наиболее широко используются методы с применением радиоактивно- и флуоресцентно-меченых 
лигандов. В рамках данного проекта разработаны молекулярные зонды, которые представляют 
собой гибридные конструкции, включающие один из трех змеиных токсинов (α-бунгаротоксин, 
α-кобратоксин или нейротоксин NT-II) в сочетании с красным флуоресцентным белком mKate2. Эти 
химерные белки были получены в бактериальной системе экспрессии и очищены с использованием 
гель-фильтрации. С помощью конкурентного радиолигандного анализа с радиоактивно-меченым 
α-бунгаротоксином установлено, что полученные зонды обладают высоким сродством к никотиновому 
ацетилхолиновому рецептору электрического органа ската Torpedo californica: значения концентраций 
полумаксимального ингибирования находятся в наномолярном диапазоне. Флуоресцентные зонды 
были успешно использованы для визуализации ацетилхолиновых рецепторов на поверхности клеток 
линии SH-SY5Y.

Ключевые слова: ионный канал, ацетилхолиновый рецептор, холинорецептор, лиганд, нейротоксин, 
радиолигандный анализ, флуоресцентная микроскопия

DOI: 10.31857/S0132342325050107

Сокращения: α-BTX – α-бунгаротоксин; α-CbTx – α-кобратоксин; eGFP – улучшенный зеленый флуоресцентный белок; 
6×His – гексагистидиновая метка; IC50 – концентрация полумаксимального ингибирования; NT-II – нейротоксин II из средне-
азиатской кобры Naja oxiana; нАХР – никотиновый ацетилхолиновый рецептор (холинорецептор).
# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 336-65-40; эл. почта: aleksey.kuzmenkov@gmail.com). 



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 51          № 5          2025

854 КУЗЬМЕНКОВ и др.

подобный токсин, получивший название α-бун- 
гаротоксин (α-BTX), был выделен из яда много- 
полосного крайта Bungarus multicinctus [7]. Даль- 
нейшие исследования показали, что яд других  
змей тоже содержит десятки подобных молекул, 
включая α-кобратоксин (α-CbTx) из моноклевой 
кобры Naja kaouthia [8], нейротоксин NT-II из 
среднеазиатской кобры Naja oxiana [9] и многие 
другие [10]. Все эти полипептиды имеют общую 
топологическую структуру: три петли (β-шпильки) 
выступают из небольшого гидрофобного ядра,  
содержащего четыре консервативные дисуль- 
фидные связи, – в результате чего данные токсины 
и получили название трехпетельных [11, 12].

Помимо непосредственного использования 
трехпетельных токсинов змей для изучения 
нАХР, их модифицированные производные по- 
зволили выполнить ряд впечатляющих работ [13]. 
Например, производные α-BTX с включением 
трития или радиоизотопа йода использовали для  
идентификации и очистки нАХР [14], а также вы- 
явления локализации и распределения рецепторов 
в мозге крысы. Кроме того, изотопно-меченые 
производные успешно применяются для радио- 
лигандного анализа и часто используются для 
поиска и характеристики новых лигандов нАХР 
[15]. Другой способ модификации полипептидов 
с целью создания меченых производных состо- 
ит в их конъюгации с флуорофором [16]. Такие  
молекулярные зонды показали высокую эффектив- 
ность для визуализации распределения нАХР в  
скелетных мышечных волокнах [17, 18]. Флуорес- 
центные производные NT-II были также успешно 
применены для исследования связывания и карти- 
рования мышечных холинорецепторов [19]. В до- 
полнение к модификации полипептидных токси- 
нов низкомолекулярными флуоресцентными 
метками, такими как флуоресцеин, тетраметил- 
родамин и многими другими, молекулярные зонды  
могут быть получены в качестве гибридов флуо- 
ресцентных белков и токсинов [20]. Флуоресцент- 
ные белки нашли широкое применение в качестве 
молекулярно-биологических инструментов, хотя в 
большинстве случаев они выступают в роли меток 
для изучения экспрессии клеточных белков [21, 
22]. Ранее было показано, что флуоресцентный 
зонд, который представляет собой продукт слия- 
ния α-CbTx и улучшенного зеленого флуорес- 
центного белка (eGFP), сохраняет способность 
связываться с нАХР. Используя eGFP–α-CbTx, 

удалось визуализировать нАХР, экспрессирован- 
ные на поверхности клеток Neuro2a, а также была 
показана возможность использования подобных 
конструктов в проточной цитометрии [23].

Целью данного исследования была разработка 
флуоресцентных молекулярных зондов на основе 
одного из трехпетельных токсинов змей (α-CbTx, 
α-BTX или NT-II), действующего на нАХР, и 
красного флуоресцентного белка mKate2 [24]. Для  
реализации этой цели были поставлены следую- 
щие задачи: конструкция гибридных генов, ко- 
дирующих данные зонды, получение и очистка 
химерных белков, физико-химическая и физиоло- 
гическая характеристика полученных соединений, 
а также оценка возможности использования 
разработанных зондов в качестве инструментов 
для флуоресцентной микроскопии.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Молекулярный дизайн и получение флуорес- 
центных зондов. В основе структуры исполь- 
зованных нами молекулярных зондов лежит еди- 
ная полипептидная цепь, содержащая несколько 
функциональных модулей: N-концевую гекса- 
гистидиновую метку (6×His) для выделения и 
очистки конечных продуктов, флуоресцентный 
белок, линкерный участок, состоящий из че- 
редующейся последовательности 3×(GGGGS), 
и трехпетельный токсин (лигандный модуль) в  
С-концевой области. Гибридные гены сконструи- 
рованы таким образом, чтобы позволить осущест- 
вить замену любого функционального участка  
ДНК с использованием специально предусмот- 
ренных сайтов рестрикции. Ранее нами было 
показано, что подобные химерные зонды могут 
быть получены [23]. В качестве флуоресцентного 
модуля был опробован наиболее изученный флуо- 
ресцентный белок eGFP (FPbase ID: R9NL8) [25], 
а место лигандного модуля занял α-CbTx (UniProt 
ID: P01391) [8].

В данной работе, сохраняя описанную мо- 
лекулярную топологию, были получены химерные 
зонды на основе красного флуоресцентного белка  
mKate2 (FPbase ID: DBBO8) и одного из трех ток- 
синов, действующих на нАХР: α-CbTx, α-BTX 
(UniProt ID: P60615) или NT-II (UniProt ID: 
P01427). Данные токсины относятся к семейству 
трехпетельных токсинов змей и характеризуются 
высокой активностью по отношению к различным 
изоформам нАХР. Если нейротоксины длинного 
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типа α-CbTx и α-BTX действуют на мышечные и 
нейрональные рецепторы α7, α9 и α9/α10 [26], то 
нейротоксин короткого типа NT-II характеризуется 
селективностью в отношении мышечной изо- 
формы [27, 28].

Все три флуоресцентные химеры были полу- 
чены путем экспрессии гибридных генов в 
Escherichia coli, выделены из лизата бактериаль- 
ной культуры с помощью аффинной хроматогра- 
фии и дополнительно очищены с использованием 
эксклюзионной хроматографии, как показано на  
примере mKate2–NT-II (рис. 1а). Спектры воз- 
буждения и испускания флуоресценции этих 
гибридных белков оказались идентичными спек- 
трам нативного белка mKate2 (максимумы воз- 
буждения и испускания были при 588 нм и 633 нм 
соответственно; рис. 1б). Выход рекомбинантных 
белков составил ≈10 мг на 1 л бактериальной 
культуры, а чистота конечных продуктов во всех 
трех случаях была не менее 90–95% (рис. 1в). На 
рис. 1 представлены данные для mKate2–NT-II, 
для двух других конструктов были получены 
аналогичные результаты.

С точки зрения получения и очистки подобные 
гибридные белки имеют ряд преимуществ по 
сравнению с другими типами молекулярных 
зондов на основе полипептидных токсинов, на- 
пример изотопно-мечеными производными или 
лигандами, модифицированными классическими 
низкомолекулярными флуоресцентными мет- 
ками. Во-первых, такие химеры могут быть с 

легкостью получены в большинстве доступных 
систем гетерологической экспрессии. При этом  
не требуются дополнительные стадии химичес- 
кой модификации и исключается работа с радио- 
активностью. Во-вторых, выход продуктов в таких 
системах, как правило, сравнительно высокий, 
что значительно снижает стоимость получаемых 
зондов. И наконец, возможность выбора из боль- 
шого множества лигандных и флуоресцентных 
модулей позволяет получать химерные молекулы, 
селективные к различным мишеням и имеющие 
разнообразные спектральные свойства [13, 20, 23].

Конкурентный радиолигандный анализ.  
Было оценено сродство полученных флуорес- 
центных зондов к нАХР электрического органа 
ската Torpedo californica, относящегося к мы- 
шечной изоформе холинорецептора. Измерения 
проводили посредством конкурентного анализа 
с [125I]-меченым α-BTX, используемым в ка- 
честве радиолиганда. При тестировании всех 
трех флуоресцентных химер в параллельных 
экспериментах также использовали нативные 
трехпетельные токсины, входящие в их сос- 
тав. Кривые вытеснения показаны на рис. 2,  
соответствующие значения концентрации полу- 
максимального ингибирования (IC50) приведены 
как для флуоресцентных зондов, так и для не- 
меченых токсинов. Было обнаружено, что модифи- 
кация токсинов флуоресцентным белком mKate2  
приводит к снижению их активности. Установлен- 
ные значения IC50 для mKate2–α-CbTx, mKate2–α-

Рис. 1. Получение и характеристика флуоресцентного зонда mKate2–NT-II. (а) – Эксклюзионная хроматография 
mKate2–NT-II на колонке TSK 2000SW в 0.1-кратном натрий-фосфатном буфере (pH 7.4); (б) – спектры возбуждения 
(пунктирная линия) и испускания (сплошная линия) флуоресценции mKate2–NT-II; (в) – препарат очищенного 
флуоресцентного зонда mKate2–NT-II с концентрацией 50 мкМ в натрий-фосфатном буфере.

(а) (б) (в)
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BTX и mKate2–NT-II составили 180 ± 15, 46 ± 2  
и 9.8 ± 0.4 нМ соответственно, в то время как 
нативные токсины, входящие в их состав, характе- 
ризуются более низкими значениями: 2.2 ± 0.1, 
1.00 ± 0.05 и 0.15 ± 0.01 нМ для α-CbTx, α-BTX 
и NT-II соответственно, которые находятся в 
диапазоне сродства нейротоксинов змей короткого 
и длинного типа к мышечным изоформам нАХР 
(10−11–10−9 М), описанном в литературе [29].

Падение аффинности было также отмечено 
для флуоресцентной химеры eGFP–α-CbTx, 
описанной ранее [23]. Действительно, внедре- 
ние объемной флуоресцентной метки может при- 
вести к снижению активности лигандного мо- 
дуля или/и изменению профиля селективности 
токсинов. Стоит отметить при этом, что струк- 
тура ацетилхолинового рецептора T. californica 
в комплексе с α-BTX, изученная методом крио- 
электронной микроскопии [30], показывает, что 
ни N-, ни C-конец трехпетельного токсина не 
вовлечены в непосредственное взаимодействие 
с мишенью. Кроме того, снижение активности 
может быть связано с неправильной укладкой 
трехпетельного токсина в составе флуоресцентного 
зонда [23]. Несмотря на то, что сродство полу- 
ченных флуоресцентных производных к нАХР 
снижено в 40–90 раз, их активность все же на- 
ходится на достаточно высоком уровне для даль- 
нейшего применения.

Визуализация нАХР на поверхности кле- 
ток. Для того чтобы проверить возможность 
использования флуоресцентных зондов для ви- 
зуализации нАХР на клеточной мембране, два 
гибридных белка mKate2–α-CbTx и mKate2–NT-II 
были добавлены в среду к клеткам нейроблас- 
томы человека SH-SY5Y в концентрации 1 мкМ. В 
качестве отрицательного контроля служил флуо- 
ресцентный белок mKate2 без токсина. Известно, 
что α-CbTx – высокоаффинный конкурентный 
антагонист α7, α9, α9/α10 и мышечных нАХР [28]. 
В то же время NT-II избирательно связывается с 
мышечными нАХР, игнорируя другие подтипы 
рецепторов [31].

Известно, что клетки SH-SY5Y экспрессируют 
нАХР изоформы α7 и полностью лишены мы- 
шечного подтипа [32]. Поэтому флуоресцентное 
окрашивание, представленное на рис. 3а, наблю- 
далось только в случае mKate2–α-CbTx. На рис. 3б  
и 3в показано оптическое изображение клеток, а 
также наложение на него флуоресцентного сиг- 

Рис. 2. Ингибирование связывания радиоактивного 
α-BTX с нАХР T. californica природными токсинами 
и их рекомбинантными химерами с флуоресцентным 
белком. (а) – α-CbTx и mKate2–α-CbTx; (б) – α-BTX 
и mKate2–α-BTX; (в) – NT-II и mKate2–NT-II. 
Каждая точка представляет собой среднее значение ± 
стандартную ошибку для трех измерений. Приведены 
расчетные значения IC50 для немеченых токсинов и 
их флуоресцентных аналогов.

(а)

(б)

(в)
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нала. Для подтверждения специфичности ме- 
чения α7 нАХР с помощью mKate2–α-CbTx до- 
бавляли 10-кратный молярный избыток неме- 
ченого α-CbTx и наблюдали значительное сни- 
жение флуоресцентного сигнала (рис. 3г). Как  
и ожидалось, применение отдельного флуорес- 
центного белка mKate2 и химеры mKate2–NT-II не  
продемонстрировало специфического окраши- 
вания поверхности клеток SH-SY5Y (рис. 3д, е).

Ранее для визуализации нАХР была разра- 
ботана серия производных различных токси- 
нов, модифицированных низкомолекулярными 
флуоресцентными метками. Так, например, α-бун- 
гаротоксин, меченный тетраметилродамином, при- 
меняли для маркировки рецепторов α7 нАХР и 
визуализации нервно-мышечных соединений [33]. 
Аналогичным образом, флуоресцентно-меченые  
конотоксины [34] использовали для визуализации 
α3β2 нАХР у крыс, а также для изучения распре- 
деления подтипа α9α10 в клетках RAW264.7 [35].  
Подобные флуоресцентные токсины, наряду с раз- 
работанными в данной работе молекулярными хи- 
мерами, представляют собой мощные инструменты 
для исследования тканевой локализации и функ- 
циональных особенностей различных подтипов 
нАХР.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение векторных конструкций, коди- 
рующих флуоресцентные зонды. Подробно под- 
ход к созданию генетических конструкций, коди- 
рующих химеры флуоресцентных белков и поли- 
пептидных токсинов, был описан в предыдущих 
работах [13, 20]. Общая схема получения и 
структурно-функциональные особенности гиб- 
ридного гена представлены на рис. 4. Для полу- 
чения экспрессионных векторов, кодирующих 
mKate2–α-CbTx, mKate2–α-BTX и mKate2–NT-
II, за основу была взята плазмида pET-28a- 
eGFP–α-CbTx, полученная нами ранее [23]. На 
первом этапе производили замену участка ДНК, 
кодирующего eGFP, на ген, кодирующий mKate2. 
Этот ген, фланкированный необходимыми сайта- 
ми рестрикции, получали путем ПЦР-ампли- 
фикации соответствующего участка плазмиды 
pmKate2-N (Евроген, Россия) с использованием 
олигонуклеотидов mKate2-f1 и mKate2-r1. Рес- 
трикцию данного фрагмента ДНК и его лигиро- 
вание с плазмидной ДНК проводили по сайтам 
NdeI и BamHI. В результате был получен плаз- 
мидный вектор pET-28a-mKate2–α-CbTx. После- 
довательности ДНК, кодирующие α-BTX и NT-II,  
были получены также с помощью ПЦР и после- 

Рис. 3. Визуализация нАХР на поверхности клеток SH-SY5Y с использованием флуоресцентных зондов. (а) – Окра- 
шивание клеток SH-SY5Y с помощью зонда mKate2–α-CbTx в концентрации 1 мкМ; (б) – оптический сигнал от ок- 
рашенных клеток SH-SY5Y; (в) – наложение оптического и флуоресцентного сигналов; (г) – вытеснение флуоресцентного 
зонда mKate2–α-CbTx немеченым α-CbTx в концентрации 10 мкМ; (д) – отрицательный контроль, полученный с 
применением флуоресцентного белка mKate2; (е) – mKate2–NT-II не окрашивает клетки SH-SY5Y, поскольку на их 
поверхности нет мышечной изоформы нАХР. Масштабный отрезок – 100 мкм.

(а) (б) (в)

(г) (д) (е)
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дующего клонирования по сайтам рестрикции 
EcoRI и SalI вместо α-CbTx. В результате 
получили векторы pET-28a-mKate2–α-BTX и pET-
28a-mKate2–NT-II.

Олигонуклеотиды mKate2-f1 и mKate2-r2 ис- 
пользовали для амплификации гена mKate2 со 
стоп-кодоном. Этот ген подвергали рестрикции и 
лигированию непосредственно в плазмиду pET-
28a(+) (Novagen, США) для получения отдельного 
белка mKate2 без токсина. Последовательности 
всех олигонуклеотидов, использованных в данной 
работе, приведены в табл. 1, а схема получения 
флуоресцентных зондов представлена на рис. 4. 
Корректность полученных последовательностей 
ДНК в составе вектора была подтверждена секве- 
нированием по Сэнгеру.

Получение и очистка флуоресцентных хи- 
мер. Все этапы получения и очистки гибридных 
белков были описаны ранее [20, 23]. Коротко, 
клетки E. coli BL21(DE3), трансформированные 
соответствующими векторами (pET-28a-mKate2– 
α-CbTx, pET-28a-mKate2–α-BTX или pET-28a- 
mKate2–NT-II), культивировали при 37°C в среде 
LB в присутствии канамицина в концентрации 
50 мкг/мл до достижения культурой оптической 

плотности 0.5 при длине волны 600 нм. Экспрес- 
сию целевых продуктов инициировали добавле- 
нием 0.5 мМ изопропил β-D-1-тиогалакто- 
пиранозида, после чего культуру дополнительно ин- 
кубировали при 25°C в течение 20 ч. Клетки осаж- 
дали центрифугированием, разрушали ультра- 
звуком, химерные белки выделяли из растворимой 
фракции с помощью аффинной хроматографии 
на Co2+-содержащем сорбенте (Thermo Fisher  
Scientific, США) согласно протоколу произво- 
дителя. Дальнейшую очистку проводили методом 
эксклюзионной хроматографии на колонке TSK 
2000SW (600 × 7.5 мм, размер пор 12.5 нм, размер 
частиц 10 мкм; Toyo Soda Manufacturing, Япония) 
в 0.1-кратном натрий-фосфатном буферном 
растворе, pH 7.4.

Определение концентрации белков. Концент- 
рации химерных белков определяли с помощью  
УФ-спектрофотометрии на приборе UV-1800 (Shi- 
madzu, Япония). Поскольку все белки содержали 
mKate2 в своем составе, поглощение измеряли при  
588 нм, а концентрацию рассчитывали с исполь- 
зованием молярного коэффициента экстинкции  
ε588 = 62 500 М–1 см–1.

Рис.  4. Получение и строение гибридных генов, кодирующих флуоресцентные молекулярные зонды. (а) – По- 
лучение участка ДНК, кодирующего красный флуоресцентный белок mKate2. В качестве матрицы выступала 
плазмида pmKate2-N, содержащая этот ген, амплификацию проводили с использованием двух олигонуклеотидов;  
(б) – получение синтетических генов, кодирующих α-BTX и NT-II, из нескольких олигонуклеотидов с помощью ПЦР; 
(в) – структура химерного гена в составе вектора pET-28a. Указаны фрагменты, кодирующие гексагистидиновый участок, 
флуоресцентный белок mKate2, гибкий линкер и токсин. Отмечены стартовый и стоп-кодон, а также сайты рестрикции.

(а) (б)

(в)
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Конкурентный радиолигандный анализ. Для 
экспериментов по конкурентному связыванию 
суспензию мембран электрического органа ската  
T. californica (в конечной концентрации 1.2 нM 
α-BTX-связывающих участков) в буфере 20 мM 
Tris-HCl, pH 8.0, содержащем бычий сывороточ- 
ный альбумин в концентрации 1 мг/мл, инкуби- 
ровали 3 ч с различными концентрациями флуо- 
ресцентных зондов и немеченых токсинов. Затем  
добавляли радиоактивный [125I]-меченый α-BTX  
(500 Ки/ммоль) до получения конечной кон- 
центрации 0.5 нM и инкубировали еще 5 мин. 
Определение неспецифического связывания, 
фильтрацию образцов и подсчет связавшейся 
радиоактивной фракции проводили, как описано 
ранее [36].

Флуоресцентная микроскопия. Клетки нейро- 
бластомы человека SH-SY5Y (ATCC CRL-2266) вы- 
ращивали в 96-луночных планшетах в среде DMEM  
(ПанЭко, Россия), дополненной 5%-ной феталь- 
ной бычьей сывороткой, при 37°С, в атмосфере 
5% CO2. Ростовую среду заменяли внеклеточным 
буфером (140 мМ NaCl, 2 мМ CaCl2, 2.8 мМ KCl,  
4 мМ MgCl2, 20 мМ HEPES и 10 мМ глюкозы, 
pH 7.4), затем в каждую лунку добавляли 1 мкМ  
отдельного флуоресцентного белка mKate2 или  
соответствующего флуоресцентного зонда и ин- 
кубировали в течение 1 ч. Несвязанный флуорес- 
центный белок удаляли, а клетки визуализиро- 
вали с помощью эпифлуоресцентного микроскопа 
Olympus IX71 с соответствующей комбинацией 
фильтров и охлаждаемой CCD-камерой CAM- 
XM10 (Olympus, Япония). Для проведения экс- 
периментов по вытеснению клетки сначала инку- 
бировали с 10 мкМ α-CbTx до добавления mKate2– 
α-CbTx. Изображения обрабатывали с помощью 
программного обеспечения CellA Imaging Soft- 
ware (Olympus Soft Imaging Solutions, Германия). 
Вычитание фона, корректировку и анализ данных  
проводили с помощью открытого программного 
обеспечения ImageJ (NIH, США). Для всех изобра- 
жений, представленных в данной статье, выпол- 
няли один и тот же набор корректировок.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе были получены три флуо- 
ресцентных зонда схожего строения, для которых 
в качестве флуоресцентной метки был выбран 
красный флуоресцентный белок mKate2. За Та
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взаимодействие с нАХР в составе зондов отвечает 
один из трех классических трехпетельных ток- 
синов, а именно: два нейротоксина длинного типа 
(α-CbTx, α-BTX), которые содержат дополни- 
тельный пятый дисульфидный мостик в централь- 
ной петле, а также удлиненную C-концевую об- 
ласть, и один нейротоксин короткого типа (NT-II). 
Полученные гибридные белки были очищены, 
охарактеризованы и успешно апробированы для 
визуализации ацетилхолиновых рецепторов на 
поверхности клеток линии SH-SY5Y. 

Полученные флуоресцентные зонды могут ис- 
пользоваться в качестве молекулярных инстру- 
ментов для флуоресцентной микроскопии. 
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Molecular Probes for Visualization of Nicotinic Acetylcholine 
Receptors Based on Snake Three-Finger Toxins  

and a Red Fluorescent Protein
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The visualization of macromolecular complexes is an important task in modern bioorganic chemistry, which 
can be addressed using various methodological approaches. The most widely used techniques involve radio-
active- and fluorescent-labeled ligands. In this study, molecular probes were developed in the form of hybrid 
constructs combining one of three snake toxins (α-bungarotoxin, α-cobratoxin, or neurotoxin NT-II) with the 
red fluorescent protein mKate2. These chimeric proteins were produced in a bacterial expression system and 
purified via gel filtration. Using competitive radioligand binding assay with radiolabeled α-bungarotoxin, 
it was demonstrated that the obtained probes exhibit high affinity for the nicotinic acetylcholine receptor 
of the electric organ from Torpedo californica, with half-maximal inhibitory concentration values in the 
nanomolar range. The fluorescent probes were successfully employed for the visualization of acetylcholine 
receptors on the surface of SH-SY5Y cells.

Keywords: ion channel, acetylcholine receptor, cholinoreceptor, ligand, neurotoxin, radioligand assay, 
fluorescence microscopy


