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Исследование структуры белков играет важную роль в понимании их биохимических и
биофизических свойств. Объектом исследования данной работы является потенциал зави-
симый канал человека hERG (Kv11.1). Известно, что каналопатии, вызванные мутациями
по данному каналу, приводят к аритмиям, являются одной из причин развития синдрома
удлиненного интервала QT. Кроме того, с данным каналом связывается широкий круг
фармакологических агентов, вызывая LQTdi [1][2]. Таким образом, получение структуры
канала в закрытом состоянии имеет фармакологическое значение.

В 2017 году группой исследователей под руководством Р. Маккиннона была получе-
на структура с разрешением близкому к атомному с использованием криоэлектронной
микроскопии канала в открытой конформации [3], а в 2021 г. была получена структура с
ионом калия в поре [4]. До сих пор нет исследования, посвященного изучении его струк-
туры в закрытой конформации. В нашей работе планируется получить структуру канала
в закрытой конформации.

Был предложен способ фиксации hERG в закрытом состоянии: при введении цистеинов
в линкер S4-S5 и C-конец S6 в окислительных условиях образуются дисульфидные связи,
фиксирующие контакт. Так, для мутантного варианта D540C-L666C hERG было показано,
что в присутствии tbHO2 он не проводит ток при подаче ступенек напряжения [5].

В ходе данной работы последовательность мутантного варианта D540C-L666C hERG
была переклонирована в вектор pIRES2-EGFP, при этом к С-концу канала через линкер
был присоединен 1D4 tag для очистки белка. Однако, возникли проблемы с экспресси-
ей в HEK293. Для оптимизации экспрессии были созданы три генетические конструкции
с удалением фрагмента линкерной области, С-концевой области и обеих областей из по-
следовательности исследуемого канала. Подобные модификации позволили улучшить экс-
прессию в более ранних исследованиях, в ходе которых были получены структуры канала
в открытом состоянии и с калием в поре [1][2].
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