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Основну увагу в цьому огляді приділено
визначенню структури і властивостей іон�
провідних олігомерів цитолітичних β� і θ�
токсинів Clostridium perfringens та RTX�
токсину актинії Radianthus macrodactilus
[1] методом їх реконструкції у штучних
ліпідних бішарах плоских бімолекулярних
мембран (БЛМ) або ліпосом. Оскільки пред�
метом досліджень є іонпровідні канали, які
утворюються за олігомеризації непровідних
мономерів цитотоксичних протеїнів у ліпід�
ному бішарі, зазначений метод можна вва�
жати типовим прикладом нанотехнології
[2], призначеної для використання у фунда�
ментальних біологічних дослідженнях кла�
сичної та медичної біохімії або біофізики.

Враховуючи те, що β�токсин бактерії Clostri?
dium perfringens реалізує свій токсичний
ефект, впливаючи на епітеліальні тканини
та нервову систему хребетних, що призво�
дить до появи некрозів [3, 4], підвищення
кров’яного тиску, зниження ритму серце�
биття, спастичних судом та раптової смерті
жертви [5], а θ�токсин бактерії Clostridium
perfringens є основним вірулентним чинни�
ком, який спричиняє гангрену [6], вибір за�
значених об’єктів досліджень також ви�
дається досить актуальним для прикладного
розділу біомедичних наук. 

В останні 10�річчя для реконструкції де�
далі ширше застосовують рекомбінантні
форми цитолітичних токсинів, тому можна
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Особливу роль за патологій, які виникають унаслідок утворення цитолітичними протеїновими
токсинами іонних каналів у плазматичній мембрані уражених клітин, відіграє пасивне транспорту�
вання каналами токсинів неорганічних іонів та органічних сполук, які беруть участь в обміні речо�
вин або є важливими складовими клітини. Тому дослідження процесу утворення і функціонування
іонних каналів цитолітичними токсинами є важливим для визначення будови канального олігоме�
ра в плазматичній мембрані клітини�мішені та механізмів лізису клітини. 

Цитолітична дія розглянутих у роботі протеїнових токсинів реалізується шляхом збільшення без�
посереднього транспортування неорганічних іонів через нативні мембрани уражених клітин і вивіль�
нення їхніх внутрішніх складових (протеїнів, органічних кислот тощо). Це пов’язано з утворенням
токсинами іонпровідних олігомерів — каналів у ліпідному бішарі плазматичної мембрани. Рекон�
струкція іонних каналів цитолітичних протеїнів у штучних бішарових ліпідних мембранах і ліпосо�
мах дає можливість досліджувати їх утворення і функціонування, що важливо для визначення струк�
тури іонпровідного олігомера і механізму його токсичної дії для лікування токсичних уражень
шляхом блокування струму іонів через канали токсинів. Основну увагу в огляді приділено обговорен�
ню закономірностей утворення і властивостей нещодавно реконструйованих іонпровідних олігомерів
нейро� і дерматоксичного β�токсину бактерії Clostridium perfringens та гемолітичних 
θ�токсину бактерії Clostridium perfringens і RTX�токсину актинії Radianthus macrodactilus.
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вважати, що науковці, зокрема біохіміки,
біофізики та молекулярні біологи, мають
справу не лише з процесами, які відбувають�
ся в просторових ділянках нанометрових
розмірів, але й шляхом генетичного мутаге�
незу маніпулюють окремими атомами і мо�
лекулами для побудови іонпровідних струк�
тур із наперед заданими властивостями.
Серед таких властивостей слід зазначити ут�
ворення олігомерних протеїнових структур
з різними іонпровідними характеристиками
в штучних ліпідних шарах завтовшки в дві
молекули, що певною мірою відтворює ре�
альні процеси в плазматичних мембранах
уражених токсинами клітин. 

Незважаючи на те, що технологію рекон�
струкції іонних каналів у ліпідних бішарах
було в основному впроваджено й модифіко�
вано в 60–80�х роках ХХ ст., сучасні нау�
ковці дедалі частіше здійснюють дослідження
каналів, які утворені окремими протеїнами
в ході складних ліпідно�протеїнових вза�
ємодій, адже ще й дотепер не з’ясовано низ�
ку ключових питань стосовно будови
і функціонування окремих каналів. До них
можна віднести питання про конформацій�
ну перебудову розчиненого у водному сере�
довищі протеїну в разі проникнення в ліпід�
ний бішар мембрани та формування іонного
каналу, структуру водної порожнини ка�
налів, вплив різних природних і штучних
чинників на утворення каналів та їхні іон�
провідні властивості тощо. Окрім цього, ви�
користання БЛМ або ліпосом для рекон�
струкції очищених каналоформерів дає
змогу створювати особливі умови проведен�
ня наноекспериментів з окремим типом ка�
налів, які не завжди є можливими під час
роботи з біологічними мембранами, а саме:
симетричність ліпідного складу і водно�
сольового оточення по обидва боки ліпідного
бішару, заданий склад мембрани, постійний
мембранний потенціал, відсутність інших
інтегральних протеїнів мембран тощо, чим
досягається зменшення кількості неврахо�
ваних чинників впливу на об’єкти дослі�
дження й індуковану ними провідність
мембрани. Значення іонних каналів для біо�
хімічних процесів, залежних від пасивного
транспортування речовин in vivo, підтверд�
жується порівняльним аналізом властивос�
тей каналів у штучних ліпідних бішарах
з безпосереднім транспортуванням речовин
та зв’язаними з ним процесами на різних
рівнях структурної організації живих орга�
нізмів.

Загальні властивості RTXaтоксину 
актинії Radianthus macrodactilus 

та ββa і θθaтоксинів бактерії 
Clostridium perfringens

Токсин актинії RTX належить до високо�
молекулярних актинопоринів Radianthus,
які виявляють цитолітичну активність. Пока�
зано, що мішенями для RTX та інших кана�
лоформувальних цитотоксинів актиній є ци�
топлазматичні мембрани клітин евкаріотів
[1]. Згідно з поділом на основі ліпідної спе�
цифічності та деяких фізико�хімічних влас�
тивостей RTX належить до групи цитолізи�
нів актинії, які інгібуються сфінгомієліном
(СМ). У даному разі гемолітична активність
актинопоринів цієї групи інгібується преін�
кубацією з екзогенним СМ. RTX, подібно до
інших актинопоринів із фракції отрути
морської актинії з високою гемолітичною
активністю є поліпептидом з молекулярною
масою близько 20 кДа. Для амінокислотного
складу RTX характерний високий вміст ос�
новних і гідрофобних амінокислот, тирози�
ну, а також наявність чотирьох залишків
триптофану, як і для більшості інших акти�
нопоринів. Відсутність цистеїну в складі ви�
сокомолекулярних Radianthus�цитолізинів
вказує на їх належність до актинопоринів.
Серед токсинів цієї групи тільки Radianthus
RTX має N�кінцевий залишок аланіну, що
зумовило наявність ще однієї назви (RTX�A)
для цього токсину. Інші Radianthus?токсини
з високою гемолітичною активністю, на�
приклад RTX�S або RTX�G, мали N�кінцеві
залишки серину чи гліцину, відповідно [1].
Амінокислотні послідовності, визначені для
вивчених Radianthus�актинопоринів, досить
подібні. Ідентичність послідовностей RTX та
іншого актинопорину RTX�S становить 89%,
а з урахуванням консервативних замін —
95%. Такий самий високий ступінь гомо�
логії було виявлено між послідовностями
актинопоринів актинії Radianthus macro?
dactylus, Hetaractis magnifica і Stichodactila
helianthus, що можна пояснити належністю
їх до однієї родини Stichodactylidae. Резуль�
тати порівняльного аналізу стрічкових діа�
грам просторових структур різних актино�
поринів також свідчать про високий ступінь
їх подібності. 

Показано, що молекула RTX складаєть�
ся з жорстко сформованого β�кору, утворе�
ного за допомогою 12 антипаралельних лан�
цюжків β�складчастостей і двох коротких
α�спіралей, розташованих на протилежних бо�
ках β�кору. На петлі, яка з’єднує 6�й і 7�й β�
ланцюжки на С�кінцевій спіралі, розташована
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ділянка, збагачена залишками триптофану
і тирозину, що входить до складу сайту зв’я�
зування актинопорину з мембраною. Основ�
ні розбіжності у візуалізованих просторових
структурах актинопоринів можна побачити
в частково спіралізованих N�кінцевих фрагмен�
тах молекул. Унікальний механізм токсичної
дії актинопоринів, спрямований на руйну�
вання мембран клітин�мішеней через процес
утворення каналів, зумовлений специфіч�
ною комбінацією структурних елементів ак�
тинопоринів — N�кінцевої мелітиноподібної
амфіфільної α�спіралі та складки β�сендвіча
з ароматичним кластером [1]. 

Слід зазначити, що до сьогодні процес ут�
ворення канального олігомера актинопо�
ринів, включно з RTX, остаточно не встанов�
лено і тому невідомо, які саме фрагменти
мономерa токсину беруть участь у процесі
олігомеризації. Не існує також одностай�
ності серед дослідників стосовно кількості
мономерів RTX, які формують канальний
олігомер. Згідно з найбільш прийнятними
даними у формуванні актинопоринового ка�
налу беруть участь щонайменше чотири ок�
ремих мономери протеїну [1, 7]. 

Токсична дія актинопоринів базується
на їхній мембранолітичній активності, в ос�
нові якої лежить здатність RTX та інших
цитолізинів Radianthus до специфічного
зв’язування з ліпідним матриксом мембран,
унаслідок чого формуються потенціалза�
лежні катіонселективні іонні канали. Пока�
зано, що швидкість утворення RTX�каналів
у мембрані залежить від присутності в її
ліпідному складі СМ. Навіть дуже високі
концентрації RTX та інших актинопоринів
не спричинюють помітного збільшення про�
никності мембран, що не мають у своєму
складі СМ, тоді як введення лише 5% СМ до
складу мембран значно підсилює спромож�
ність RTX до утворення каналів, а відтак
й іонну проникність мембран. Існує багато
різних припущень щодо специфічності
впливу СМ на швидкість утворення каналів
RTX та каналів інших актинопоринів, серед
яких можна окремо виділити два напрями:
особливий вплив СМ на плинність ліпідного
бішару та специфічне протеїно�ліпідне роз�
пізнавання у разі взаємодії RTX з СМ.

Вихід К+ із ліпосом, модифікованих
RTX, залежить від рН середовища. Збіль�
шення виходу К+ із ліпосом при рН вище 4
може бути пов’язано з протонуванням нега�
тивно заряджених карбоксильних груп у по�
рожнині каналів RTX та нейтралізацією по�
зитивно заряджених залишків лізину
й аргініну, які також експоновані всередину

сформованої даним каналом водної по�
рожнини.

Зв’язування RTX та інших високомоле�
кулярних актинопоринів з мембраною не�
зворотне, на відміну від низькомолекуляр�
них цитолізинів Radianthus, взаємодія яких
з мембраною має зворотний характер, а ка�
налформувальна активність виявляється за
концентрацій, у 100 раз вищих за діючі кон�
центрації RTX та інших високомолекуляр�
них актинопоринів [1].

Отвори каналів, які формує RTX в ліпід�
ному бішарі штучних мембран та мембран
еритроцитів, мають діаметр від 0,6 нм до 1,0 нм
[8]. Серед інших фізіологічно важливих
іонів такі канали є проникними переважно
для К+ та Na+. Варто зазначити, що окрім
ліпідно�протеїнових взаємодій, які призво�
дять до утворення RTX�каналів у мембра�
нах, фармакологічна дія RTX та інших
актинопоринів Radianthus може бути зумов�
лена протеїн�протеїновими взаємодіями цих
токсинів з компонентами біологічних мемб�
ран і цитоскелета клітин�мішеней [1]. Мож�
ливо, загальний механізм формування ка�
нального олігомера RTX, а також його
структура неістотно відрізняються від опи�
саного раніше для родини каналформуваль�
них цитолізинів, до яких належить 
β�токсин бактерії Clostridium perfringens
[9, 10], що робить RTX зручною моделлю
для досліджень утворення і функціонування
каналів у мембрані. 

Відомо, що β�токсин є основним леталь�
ним фактором у штамів типу С, який вражає
більшість сільськогосподарських тварин на
початкових стадіях їхнього розвитку, хоча
дорослі тварини також можуть бути інфіко�
вані. Вважають, що β�токсин вражає кишеч�
ник молодих тварин на стадіях розвитку,
коли його мікрофлора ще остаточно не сфор�
мувалась [5]. Порівняльним аналізом первин�
них структур β�токсину з іншими токсинами
показано, що амінокислотна послідовність
β�токсину виявляє 28% гомологічності з та�
кою α�токсину Staphylococcus aureus [11].
Беручи до уваги високу ідентичність пер�
винних структур цих токсинів, деякі дослід�
ники вважають, що їхні мономери та оліго�
мери також подібні між собою [3, 12].
Молекулярна маса мономера β�токсину ста�
новить 35–38 кДа [3, 13]. Функціональний
олігомер β�токсину, утворений у мембранах
культури клітин HL 60 має молекулярну ма�
су 228 кДа і складається переважно із семи
субодиниць, хоча може також існувати
у формі гексамера (191 кДа) в рафтах
клітинних мембран [3].
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За допомогою кристалографічного аналі�
зу було показано, що олігомер α�токсину
складається із чотирьох доменів [10] і в по�
перечному перетині нагадує за формою гриб.
Перший домен утворює «капелюшок» гри�
ба, складений із семи β�сендвічів та N�тер�
мінального регіону. Другий домен міститься
в «ніжці» гриба, яка утворює трансмембран�
ний іонний канал. Третій домен формує так
званий обідок, який звисає з «капелюшка»
гриба і частково проникає у верхній шар
бішарового ліпідного матриксу мембрани
з позаклітинного боку. Четвертий домен ут�
ворений трикутним регіоном, через який
відбувається зв’язування протомерів, з яких
сформовано канальний олігомер протеїну.
Відповідно до розташування консерватив�
них амінокислотних послідовностей, харак�
терних для α� та β�токсинів, β�токсин також
має домени, тотожні за структурою і функ�
ціями з тими, що їх було описано для α�ток�
сину [3]. 

Подібно до токсинів родини холестерол�
залежних цитолізинів (ХЗЦ), до яких нале�
жить θ�токсин бактерії Clostridium perfrin?
gens, β�токсин також має тільки один
цистеїновий залишок у позиції 265 [14], хо�
ча, на відміну від θ�токсину, заміна цього за�
лишку не впливала на активність β�токсину
[15]. Більш того, послідовність амінокислот
первинної структури β�токсину в проміжку
між позиціями 255–276, де міститься цис�
теїн�265, гомологічна консервативній послі�
довності амінокислот α�токсину між залиш�
ками в позиціях 245–267, яка бере участь
у зв’язуванні окремих протомерів α� і β�ток�
синів у олігомерну структуру [3]. Показано,
що тирозин�266 та лейцин�268, які належать
цій ділянці, також беруть участь у зв’язу�
ванні β�токсину з рецептором. Рецептором
β�токсину виступає тахікінін НК1 [16].
Зв’язування β�токсину із цим рецептором
може спричинити появу дерманекрозу дор�
зальної шкіри тварин.

Вважають, що основну роль в реалізації
токсичності β�токсину, який ще недостатньо
досліджений, відіграє його олігомерна
структура [3, 12]. Олігомери β�токсину
можуть утворюватися на нативних і штуч�
них мембранах. Формування олігомерів β�
токсину на мембранах клітин ендотелію
ініціює вивільнення арахідонової кислоти
та інозитолу [12].

Беручи до уваги те, що дотепер ще дуже
мало відомо про механізм формування оліго�
мерів β�токсину та взаємозв’язок між їх утво�
ренням і біологічною активністю, можна при�
пустити, що використання модельних систем

зі штучними ліпідними мембранами для вив�
чення олігомеризації і можливого утворення
каналів та порівняльний аналіз цих резуль�
татів з тими, які вже наявні в літературі, мо�
же дати важливу інформацію про зв’язок ле�
тальної активності токсину з утворенням
канальних олігомерів у мембранах клітин.

Попри те, що β�токсин і θ�токсин проду�
куються й виділяються назовні однією
й тією самою бактерією Clostridium perfrin?
gens і належать до токсинів, здатних утво�
рювати іонні канали у мембранах клітин�
мішеней, їхня структура та механізм
токсичної дії відрізняються. θ�токсин бак�
терії Clostridium perfringens належить до ро�
дини холестеролзалежних цитолізинів, які
продукуються багатьма іншими грампози�
тивними патогенними бактеріями. Первин�
на структура ХЗЦ виявляє близько 40–70%
гомологічності, що свідчить про високий
ступінь ідентичності членів цієї родини ток�
синів. Виділені бактеріями назовні, ХЗЦ
легко розчиняються у водних розчинах, де
існують переважно у формі мономерів. Мо�
номери ХЗЦ здатні швидко утворювати ве�
ликі гомоолігомерні асоціати в матриксі
ліпідного бішару клітин�мішеней та штуч�
них мембран. Токсини родини ХЗЦ є першо�
рядним об’єктом структурних досліджень,
тому що їх вже досить повно охарактеризо�
вано за допомогою біохімічних та молеку�
лярнобіологічних методів. Однією з найваж�
ливіших причин такої уваги є те, що ХЗЦ
виділяють таксономічно різні види бакте�
рій, які можуть спричинити смертельні за�
хворювання. Дотепер охарактеризовано
близько 20 представників родини ХЗЦ [17].
Найбільш дослідженими з них є лістеріо�
лізин О, суттєвий вірулентний фактор Liste?
ria monocytogenes, який спричинює менінгіт
і може призвести до передчасного припи�
нення вагітності, θ�токсин, вірулентний
фактор Clostridium perfringens, що зумов�
лює газову гангрену, та пневмолізин, основ�
ний вірулентний фактор Streptococcus pneu?
moniae, який може викликати пневмонію і
менінгіт. Кожен із мономерів токсинів скла�
дається з одного поліпептидного ланцюжка
з молекулярною масою від 50 кДа до 80 кДа.
Високий ступінь гомологічності їхніх пер�
винних структур дає підстави припустити,
що всі ці протеїни мають дуже подібні три�
вимірні структури. θ�токсин Clostridium per?
fringes є високомолекулярним поліпепти�
дом з молекулярною масою 53 кДа, який
складається з 500 амінокислотних залишків
[17]. За геометричною будовою θ�токсин
є незвичайно видовженою молекулою
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у вигляді палички. Мономер θ�токсину
у водному розчині збагачений β�складчасти�
ми структурами. У складі мономера θ�токси�
ну також є дев’ять α�спіралей. Загалом,
молекула цього токсину складається із чо�
тирьох доменів. Перший домен містить α� та
β�структури; другий домен має чотири 
β�структури; третій домен, подібно до пер�
шого, складається з α�спіралей та β�склад�
частостей; четвертий домен складений
у компактний сандвіч, який має тільки лан�
цюжки β�структур. 

Відомо, що холестерол є високоспеци�
фічним рецептором для θ�токсину та інших
ХЗЦ (Кдис = 10–9 М), дію якого пов’язують
з концентруванням мономерів токсину нав�
коло збагачених на холестерол ділянок
мембран клітин�мішеней, що полегшує про�
цес взаємодії мономерів та утворення ка�
нального олігомера [18]. Це припущення
підтверджується тим, що ступінь зв’язуван�
ня мономерів та кількість їх в олігомерній
структурі залежать від концентрації холес�
теролу в мембрані. Незважаючи на те, що
дотепер серед дослідників існують проти�
лежні точки зору щодо локалізації в моле�
кулі θ�токсину сайту, відповідального за
зв’язування з холестеролом, є досить пере�
конливі докази того, що холестерол зв’язує�
ться зі збагаченою на триптофан консерва�
тивною послідовністю амінокислотних
залишків четвертого домену. У четвертому
домені θ�токсину також міститься єдиний на
всю молекулу консервативний залишок цис�
теїну в позиції 459, заміна або хімічна модифі�
кація якого викликає інактивацію токсину.
Згідно з результатами досліджень крис�
талічної структури мономера θ�токсину,
цистеїн�459 розташований між одним із β�
стрендів та збагаченою триптофаном пет�
лею, що належить до четвертого домену. За�
міна або хімічна модифікація цистеїну�459
руйнує укладку щільно упакованих β�струк�
тур, серед яких він міститься, що призво�
дить до зміни конформації петлі, збагаченої
триптофаном. Такі зміни ведуть до втрати
здатності цієї петлі взаємодіяти з холестеро�
лом. Таким чином, мономер θ�токсину втра�
чає можливість зв’язуватись із холестеро�
лом, що не дозволяє мономерам токсину
концентруватись у збагачених на холестерол
ділянках мембран та формувати канальний
олігомер. Той факт, що залишок цистеїну та
збагачена на триптофан С�термінальна по�
слідовність є консервативними, свідчить
про те, що аналогічні зміни відбуваються
з усіма представниками родини ХЗЦ. Про�
цес олігомеризації θ�токсину передує лізису

клітин�мішеней і є його необхідною перед�
умовою. Багато олігомерів різних ХЗЦ про�
дукують подібні арко� та кільцеподібні струк�
тури, які близькі за розміром і кількістю
субодиниць [18]. За результатами електрон�
но�мікроскопічних досліджень було запро�
поновано унітарну модель каналу, утворено�
го різними ХЗЦ. Згідно з нею зовнішній
діаметр вбудованого в мембрану олігомера
лежить у межах від 30,0 нм до 45,0 нм за�
лежно від кількості мономерів у структурі,
яка може налічувати 40–50 одиниць.
Товщина стінки олігомера становить близь�
ко 6,5 нм. Олігомер має два домени. Один із
них — це компактний внутрішній домен,
у якому один мономер формує контакти
з відповідними ділянками іншого, а дру�
гий — видовжений зовнішній домен зі знач�
но меншою кількістю контактів між еквіва�
лентними ділянками сусідніх мономерів.
Внутрішній домен повторюється кожні
2,4 нм уздовж внутрішньої стінки каналу.
У поперечному розтині олігомер θ�токсину
має форму гриба заввишки 9,0–10,0 нм.
Ніжка гриба, до якої належить четвертий
домен з холестеролзв’язувальними структу�
рами, пронизує ліпідний матрикс бішару
і функціонально відповідає за процес лізису
клітин. Перший домен кожного мономера
утворює контакт з аналогічним доменом
сусіднього мономера назовні мембрани та,
разом з другим і четвертим доменами, розта�
шовується у циліндричній ніжці гриба,
а третій домен розміщений у капелюшку
[19]. Показано, що 50 мономерів θ�токсину
утворюють гомоолігомерну іонпровідну
структуру з радіусом отвору 15,0 нм [17, 18].
Таким чином, утворення каналів з великим
розміром отвору в плазматичній мембрані
клітин�мішеней, найімовірніше, є основною
причиною токсичної дії всіх ХЗЦ.

Слід зазначити, що існують альтерна�
тивні припущення, згідно з якими θ�токсин
формує отвори значно меншого внутрішньо�
го діаметра — такого, як діаметр каналів,
утворених полієновими антибіотиками
амфотерицином В, ністатином і філіпіном,
що становить близько 0,6–0,8 нм [19]. Бе�
ручи до уваги те, що на електронних мікро�
фотографіях олігомери θ�токсину та інших
ХЗЦ окрім замкнутих кільцевих структур
також формують незамкнені аркоподібні
утворення, можна припустити, що порож�
нини каналів θ�токсину відрізняються від
водних порожнин на зразок щільного β�ба�
рильця, внутрішня поверхня якого з усіх
боків вистелена ланцюжками β�складок
протеїну. Натомість, порожниною каналу 
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θ�токсину може бути вузька щілина між β�
складками, що пронизують клітинну мемб�
рану, та молекулами матриксу її ліпідного
бішару. 

Механізми токсичної дії актинопорину
RTX та бактерiальних ββa і θθaтоксинів

Clоstridium perfringens

Для цитолітичних токсинів, до яких на�
лежать токсин актинії Radianthus macrodac?
tylus, а також β� і θ�токсини бактерії Clostri?
dium perfringens, цитотоксична функція
здійснюється переважно через зв’язування
токсину з плазматичною мембраною клітин�
мішеней і наступним формуванням транс�
мембранного канального олігомера. Лізис
клітинної мембрани і смерть клітини відбу�
ваються завдяки протіканню іонів, води
й інших фізіологічно важливих речовин
всередину і назовні клітини через водні по�
рожнини канальних олігомерів, які утвори�
лись у мембрані.

Основними мішенями для RTX є цито�
плазматичні мембрани клітин евкаріотів.
Найбільш специфічне зв’язування з RTX
відбувається за присутності СМ у ліпідному
шарі зовнішньої мембрани клітин�мішеней
[1]. Згідно із сучасними поглядами на роль
СМ у процесі взаємодії RTX з ліпідним біша�
ром мембран уведення цього ліпіду до скла�
ду мембран, які містять холестерол (що ха�
рактерно для евкаріотів), має призводити до
щільнішого упаковування ліпідів і форму�
вання ліпідних мікродоменів, рафтів, що
сприяють розділенню фаз у мембрані. Існує
припущення, що утворені при цьому дефек�
ти ліпідного бішару мембрани полегшують
контакт токсину з ліпідом, унаслідок чого
концентрація поліпептиду, необхідна для
формування канального олігомера, може
знижуватися. Окрім цього, за допомогою ка�
лориметричних досліджень було показано,
що й СМ також здатен до специфічного не�
опосередкованого зв’язування з молекулою
RTX. В експериментах з модифікації тіней
еритроцитів людини і собаки шляхом оброб�
лення з RTX показано, що крім ліпідів цей
токсин ще зв’язується з протеїновими ком�
понентами еритроцитарної мембрани [20].
Залежна від процесу денатурації певних
мембранних протеїнів форма кривих, які бу�
ло одержано на калориметрі від препаратів
тіней еритроцитів собак і людини, змінюва�
лась після оброблення цих препаратів цито�
лізином RTX. Одним з протеїнів, для якого
було визначено денатурацію, є актин, струк�

турний протеїн еритроцитарного цитоскеле�
та. Можливо, локальні деформації ліпідного
бішару, які мають місце в процесі утворення
каналів RTX у мембранах еритроцитів,
призводять до змін в організації їхнього
ліпідного матриксу, в результаті чого відбу�
вається порушення зв’язку актину з мембра�
ною. Не виключено, що вбудовування RTX
в еритроцитарну мембрану прискорює транс�
мембранну міграцію амінофосфоліпідів із
внутрішнього шару в зовнішній, що також
призводить до порушення зв’язку актину
з мембраною. Це порушення та поява ло�
кальних дефектів у матриксі ліпідного
бішару мембран є факторами, які доповню�
ють деструкцію мембран евкаріотів, зумов�
лену утворенням водних порожнин актино�
порину, що є основою його токсичної дії.
Згідно з результатами, одержаними на штуч�
них і нативних мембранах, канал RTX має
діаметр близько 0,6–1,0 нм [1, 8]. Вольт�ам�
перна характеристика одиничного каналу
в асиметричних умовах, за яких вхідний
струм утворювали іони калію, а вихідний —
іони натрію, має лінійний характер, що
свідчить про близьку для К+ і Na+ селек�
тивність RTX�каналу. 

Таким чином, після зв’язування RTX
з біологічною мембраною утворюються дов�
гоживучі іонпровідні канали, що призво�
дить до зникнення градієнта К+ на мембрані.
Наслідком цього процесу є те, що червона
кров’яна клітина�мішень втрачає потенціал
спокою і стає проникною для гемоглобіну,
і це стає причиною деструкції плазматичної
мембрани. 

θ�токсин бактерій Clоstridium perfrin?
gens є іншим цитолізином, який також вра�
жає клітини евкаріотів. Подібно до актино�
поринів основою токсичної дії θ�токсину
є формування каналів у плазматичній мемб�
рані клітин�мішеней [17]. Слід зазначити,
що холестерол, який виступає однією з ос�
новних характерних складових мембран ев�
каріотів, у випадку θ�токсину відіграє бага�
тофункціональну роль. Окрім того, що цей
ліпід визнано високоспецифічним рецепто�
ром для θ�токсину і всіх інших представників
родини ХЗЦ, він ініціює олігомеризацію та
вбудовування канального олігомера в мемб�
рану, а також стабілізує структуру трансме�
мбранного каналу, сформованого токсином.
Відомо, що всі ХЗЦ, до яких належить 
θ�токсин, мають схожі механізми токсичної
дії. Після взаємодії з холестеролом, що
міститься в плазмалемі клітин�мішеней,
відбувається олігомеризація мономерів токси�
ну з наступним вбудовуванням сформованого
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на мембрані канального олігомера в товщу
матриксу її ліпідного бішару, супроводжу�
ваним утворенням трансмембранного іон�
провідного каналу, що призводить до ушко�
дження мембрани. Первинне зв’язування
мономерів токсину з мембраною відбуваєть�
ся в збагачених на холестерол ділянках, що
ініціює процес зближення протомерів і їх
взаємодію з утворенням олігомерної струк�
тури на поверхні мембрани. Причому ступінь
взаємодії мономерів токсину та розмір утво�
реного ними олігомера залежить від конце�
нтрації холестеролу в ліпідному бішарі
мембрани [18, 19]. Отвори каналів θ�токсину
та інших ХЗЦ мають діаметри, які переви�
щують 15 нм, що дозволяє широко викорис�
товувати ці токсини як мембрано�пер�
меалізуючі агенти для потреб клітинної
біології [17]. 

Слід зазначити, що дотепер не існує од�
ностайності серед дослідників стосовно
структури водної порожнини каналу θ�ток�
сину та її розмірів. За даними електронної
мікроскопії внутрішній діаметр кільцепо�
дібних структур, утворених олігомером θ�
токсину в мембранах ліпосом, які містять
холестерол, становить близько 20 нм [19],
що підтверджується високою іонною провід�
ністю одиничних каналів θ�токсину в плоских
бішарових мембранах аналогічного ліпідно�
го складу [21]. Натомість, діаметр провідних
структур, утворених θ�токсином у мембра�
нах фібробластів людини, не перевищує той,
що його було визначено для каналів полієно�
вих антибіотиків, амфотерицину В та ніста�
тину, — 0,6–0,8 нм, що приблизно дорівнює
розміру молекули сахарози [19]. Беручи до
уваги явну розбіжність провідностей θ�ток�
синових каналів, визначену на нативних
мембранах фібробластів і плоских бішаро�
вих мембранах, а також наявність незамк�
нених аркоподібних олігомерів, які виявля�
ються разом з кільцевими на електронних
мікрофотографіях, можна припустити, що
окрім великих водних порожнин, утворених
цим токсином, існує й інший тип іонпровід�
них структур, у яких трансмембранний
струм іонів проходить через щілини в мат�
риксі ліпідного бішару на межі ліпіду і β�
складчастостей трансмембранного домену θ�
токсину.

Цитотоксичний механізм β�токсину,
який також продукує бактерія Clоstridium
perfringens, дотепер остаточно не визначено.
Більш того, незрозуміло, чи β�токсин взагалі
діє як цитолізин для всіх типів біологічних
мембран, які він може модифікувати. До
2003 р. існувала лише одна публікація,

в якій висловлювалось припущення про те,
що вплив β�токсину на клітини 407 кишеч�
ника хребетних може бути результатом його
цитолітичної дії [12]. Деякі дослідники вва�
жають, що така дія β�токсину насправді є ре�
зультатом незначних домішок у його препа�
раті й не пов’язана із самим токсином [5].
Думка про те, що β�токсин, подібно до ци�
толізинів, здатен до каналоутворення, ви�
словлювались на підставі досить слабкої
10%�ї ідентичності його первинної структу�
ри з такою, що була визначена для α� і γ�ге�
молізину та лейкоцидину із Stafilococcus
aureus [10, 11]. 

Нещодавно було показано, що β�токсин
зумовлює вивільнення арахідонової кислоти
та інозитолу із клітин ендотелію людини,
що супроводжується утворенням різного
розміру отворів трансмембранних каналів
у плазматичній мембрані клітин�мішеней
[12]. Беручи до уваги невизначеність біль�
шості дослідників щодо цитолітичної актив�
ності β�токсину, а також те, що із впливом β�
токсину пов’язують некроз певних тканин
людей і хребетних тварин, у пізніших робо�
тах було досліджено дію токсину на культу�
ру клітин HL 60 [3]. Виявилось, що β�токсин
спричинює набрякання і лізис цих клітин.
Оброблення клітин β�токсином призводило
до витоку К+ назовні, натомість іони Са2+,
Na+ i Cl– надходили всередину клітин. Зазна�
чені події досягали свого максимального
розвитку перед лізисом плазмалеми. За до�
помогою інкубації клітин HL 60 з β�токси�
ном було доведено утворення двох типів олі�
гомерів — гептамеру і гексамеру —
в ділянках плазматичних мембран, які за�
довольняли критеріям рафтів. Блокування
зв’язування β�токсину з мембранними
рафтами з використанням метил�β�циклоде�
кстрану або холестеролоксидази унемож�
ливлювало появу вхідного струму К+, інду�
кованого β�токсином, і наступне розбухання
та лізис зовнішньої мембрани клітин HL 60.
Таким чином, зв’язування β�токсину з раф�
тами клітинних мембран і вбудовування йо�
го канального олігомеру в плазматичну
мембрану є необхідними умовами цитолі�
тичної дії. Високоспецифічна взаємодія β�
токсину з нативною мембраною відбуваєть�
ся опосередковано через механізм, в якому
задіяний тахікініновий рецептор НК1 [16].
Зважаючи на те, що вхідний потік Са2+ все�
редину клітин�мішеней повністю блокував�
ся молекулами поліетиленгліколю 600
і 1 000, було зроблено висновок, що діаметр
отвору каналу, утвореного β�токсином
у мембрані клітин HL 60, становить близько
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1,3 нм. Показано, що з двох типів олігоме�
рів, які β�токсин утворює в рафтах цих клі�
тин, тільки гептамер здатен формувати
функціональний іонний канал у біологічній
мембрані [3].

Дослідження іонних каналів природних
або рекомбінантних цитолітичних 

токсинів та їхньої можливої ролі у лізисі 
уражених токсинами клітин 
за допомогою реконструкції 
в штучних ліпідних бішарах 

Оскільки дія всіх розглянутих в цьому
огляді цитотоксинів може бути опосередко�
ваною через утворення іонних каналів
у плазматичних мембранах клітин�міше�
ней, для перевірки цього припущення і виз�
начення впливу низки фізіологічно важливих
чинників на вбудовування та функціонуван�
ня іонпровідних каналів зазначених токси�
нів у ліпідному бішарі мембрани дослі�
джували їхню взаємодію зі штучними
ліпідними бішарами БЛМ і ліпосом. З огля�
ду на те, що утворення катіонних каналів
у ліпідному бішарі плазматичної мембрани
є одним з необхідних етапів, які передують
лізису враженої токсинами клітини, особли�
вий інтерес становлять дослідження іонселек�
тивних властивостей каналів, реконструйованих
у плоску бімолекулярну ліпідну мембра�
ну, — БЛМ. Дослідження іонпровідних
властивостей модифікованих токсинами БЛМ
є простим та інформативним методом визна�
чення утворення і властивостей різних іон�
провідних протеїнових олігомерів. Для
дослідження взаємодії плоского ліпідного
бішару з очищеними каналоформерами час�
то використовують електронейтральні БЛМ,
сформовані з розчину фосфатидилхоліну
в суміші з холестеролом у співвідношенні
2:1, відповідно. Суміш ліпідів розчиняють
у неполярному розчиннику, наприклад в де�
кані або н�гептані, а потім наносять на отвір
діаметром 0,18–0,6 мм у тефлоновому або
делриновому стаканчику, розміщеному
в комірці зі скла чи плексигласу. Окрім за�
значеного типу БЛМ дослідники також ви�
користовують так звану «суху» БЛМ, сфор�
мовану із двох ліпідних моношарів по різні
боки отвору стаканчика [22]. Для запобіган�
ня ефекту поляризації у водно�сольових роз�
чинах провідність мембрани вимірюють
хлоросрібними електродами, які занурені
у водний розчин 2 М КСl з агаровими міст�
ками, розміщеними з різних боків БЛМ. По�
тенціал зовні тефлонового або делринового

стаканчика (цис�сторона) зазвичай задаєть�
ся відносно потенціалу внутрішнього об’єму
(транс�сторона), який приймають рівним
віртуальному 0 мВ (рис.). 

Для досліджень будови зв’язаного
з мембраною олігомера θ�токсину викорис�
товують також штучний бішар ліпосом,
утворених обробленням ультразвуком або
пропусканням суміші ліпідів через мемб�
ранні фільтри з певним розміром пор, що 
зумовлює уніфікований розмір отриманих
на ньому ліпосом [18]. Враховуючи те, що
в разі плоского бішару БЛМ або шаропо�
дібного замкнутого бішару ліпосом молеку�
ли цитолітичних протеїнів вбудовуються
і потім функціонують у нанопросторі ліпід�
ного бішару, можна вважати, що модифіко�
вані олігомерами цитолітичних токсинів
ліпосоми, як і БЛМ, є об’єктами порівнян�
них методів досліджень. 

Хоча більшість досліджень гемолітично�
го RTX�токсину проводили на препаратах
токсину, ізольованих із гомогенату тканин
актинії Radianthus macrodactylus [1, 7],
у випадках β� і θ�токсинів бактерії Clostri?
dium perfringens досить часто дослідники
послуговуються рекомбінантними формами
цих протеїнів. Так, у роботах [23–25] реком�
бінантні β� і θ�токсини бактерії Clostridium
perfringens отримували експресією в елект�
рокомпетентних клітинах бактерії Escheri?
chia coli. Для цього у разі досліджень будови

Рис. Схема експериментального приладу 
для визначення провідності плоских 
бішарових мембран, модифікованих
каналоформувальними сполуками:

1 — джерело напруги;
2 — електроди;
3 — бішарова мембрана у водно�сольовому роз�

чині;
4 — прилад для електричних вимірів;
5 — самописець
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зв’язаного з мембраною олігомеру θ�токсину
ген його безцистеїнового похідного, в якому
цистеїн�459 було замінено на аланін, клонува�
ли у вектор експресії рТrcHisA (Invitrogen,
CША) з використанням сайтів BamHI та
ЕсоRI. Похідні θ�токсину, у яких методом точ�
кового мутагенезу досліджувану амінокислоту
заміняли на цистеїн, мітили флуоресцентним
барвником йодоацетамід�N,N′�диметил�N�
(йодоацетил)�N′�(7�нітробенз�2�oксо�1,3�
діазоліл)етилендіамін — NBD (Molecular
probes, Eugene, США), який утворював ко�
валентні зв’язки з цистеїном. Якщо після
вбудовування в бішар ліпосом замінена на
цистеїн амінокислота міченого барвником
мутанта θ�токсину містилась поза ліпідним
оточенням, флуоресценція барвника знижу�
валась під дією молекул водно�сольового
оточення мембрани. У протилежному разі,
коли досліджувана амінокислота була в товщі
бішару, флуоресценція, навпаки, збільшу�
валась. Таким чином, метод точкового мута�
генезу давав змогу визначати структурні пе�
ретворення певних ділянок розчиненого
у водному середовищі мономера рекомбі�
нантного θ�токсину під час взаємодії з ліпід�
ним бішаром мембрани ліпосом. 

Ще одним прикладом поєднаного вико�
ристання точкового мутагенезу і БЛМ було
розглянуте в роботі дослідження іонпровід�
них властивостей рекомбінантного β�токси�
ну бактерії Clostridium perfringens, для яко�
го зменшення здатності до каналоутворення
після заміни залишку аргініну�212 на аспар�
тат супроводжувалось значним збільшен�
ням LD50, визначеної на мишах. У цьому
разі поєднання двох наукових методів дослі�
дження допомогло дійти висновку про тісний
зв’язок іонпровідної спроможності дослі�
джуваного протеїну з його токсичністю [25].

Вбудовування іонних каналів 
цитолітичних токсинів у ліпідний бішар 

і фактори впливу на каналоутворення 

Окрім важливого значення для подаль�
ших досліджень будови і функцій каналу,
факт реконструкції є також досить інформа�
тивним сам по собі. Так, уперше проведена
реконструкція каналів RTX�токсину актинії
Radianthus macrodactilus та β�токсину бак�
терії Clostridium perfringens у БЛМ довела
здатність цих токсинів до утворення іонних
каналів у ліпідному бішарі плазматичних
мембран і дозволила припустити, що утво�
рення каналів може бути причиною токсич�
ної дії цих протеїнів [8, 25]. Це припущення

дістало подальше підтвердження у вже роз�
глянутому вище випадку з реконструкцією
рекомбінантного β�токсину в БЛМ, для яко�
го заміна аргініну 212 на аспартат в гені β�
токсину зумовила значне підвищення LD50

рекомбінантного токсину в мишей і майже
позбавляла його здатності формувати канал
[25]. Таким чином, хімічний склад β�токси�
ну є важливим чинником впливу на його ка�
налоутворення і токсичну дію. 

Збіг форми найбільшого піку провіднос�
тей гістограми одиничних каналів θ�токси�
ну Clostridium perfringens з формою піку на
денситометричній трасі розподілу його
олігомерів, одержаній на SDS�агарозному
гелі, дає підстави вважати, що іонпровідним
є саме олігомер токсину, а не розчинені
у воді мономери або невеликі олігомери на
зразок димерів [18]. Причому, з огляду на
те, що олігомер θ�токсину Clostridium per?
fringens збільшував провідність БЛМ стриб�
коподібно, а не поступово, було зроблено
висновок, що олігомеризація цього токсину
на поверхні мембрани передує вбудовуван�
ню готового олігомеру через всю товщу
бішару, яке супроводжується появою мемб�
ранного струму. 

Виходячи з одержаних результатів мож�
на стверджувати, що двовалентні катіони
значно прискорюють підвищення трансме�
мбранного струму переважно через збіль�
шення швидкості вбудовування в БЛМ ка�
налів, утворених RTX� та β�токсинами [8,
25]. Оскільки іонпровідні структури цих
токсинів утворені олігомерами, можна при�
пустити, що двовалентні катіони сприяють
змінам структури непровідних мономерів,
які полегшують процес утворення четвер�
тинної структури в ліпідному бішарі мемб�
рани. Також можливо, що двовалентні
катіони здатні індукувати або підсилювати
розділення фаз у ліпідному бішарі. При цьо�
му зростає кількість динамічних дефектів,
чим може полегшуватися вбудовування про�
теїну в мембрану. Враховуючи отримані на
БЛМ дані, активуючим впливом двовалент�
них катіонів на утворення каналів можна
пояснити сприяння вивільненню арахідоно�
вої кислоти з клітин HUVEC, яке відбува�
лось під впливом β�токсину в середовищі
з Са2+ [12], та активацію двовалентними
катіонами гемолізу еритроцитів токсином
RTX [25].

Ще одним чинником істотного впливу на
швидкість утворення RTX�каналів є наяв�
ність сфінгомієліну (СМ) у ліпідному складі
бішару. Оскільки відомо, що мембрани, які
містять СМ, характеризуються вираженим
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розділенням фаз, то вважають, що в основі
дії двовалентних катіонів і СМ на вбудову�
вання RTX у мембрану лежать подібні про�
цеси [8].

Іншим фактором, який впливав як на
швидкість вбудовування поодиноких ка�
налів цитолітичних токсинів, так і на їхню
провідність, був мембранний потенціал. 
β�Токсин значно інтенсивніше вбудовувався
в мембрану за негативного потенціалу [25],
що може свідчити про існування в трансме�
мбранному домені цього протеїну негативно
зарядженої іоногенної групи, яка стимулює
процес залежного від потенціалу утворення
каналів. 

Ріст провідності БЛМ, індукованої утво�
ренням каналів RTX, відбувається незалеж�
но від знака потенціалу, хоча кількість ка�
налів, вбудованих в БЛМ за одиницю часу,
збільшувалась зі зниженням абсолютної ве�
личини потенціалу [8].   

Молекулярний механізм вбудовування
в бішарову мембрану і формування каналу
для θ�токсину бактерії Clostridium perfrin?
gens досить детально було показано на ліпо�
сомах [17]. Для безпосереднього визначення
оточення, в якому міститься та чи інша
амінокислота у зв’язаному з мембраною
олігомері цього токсину, залишок досліджу�
ваної амінокислоти було заміщено на цистеїн
і ковалентно модифіковано, щоб з’єднати
сульфгідрильну групу цистеїну з флуоресцент�
ним барвником NBD [23]. Такий підхід ви�
магав безцистеїнового мутанта θ�токсину.
Тому в таких роботах використовували ре�
комбінантний протеїн — безцистеїнове
похідне, у якому єдиний природний цис�
теїн�459 замінено на аланін, що не спричи�
нило змін у функціональному стані про�
теїну. NBD було вибрано як флуоресцентний
зонд тому, що інтенсивність його емісії
і тривалість життя суттєво зростали з пере�
ходом з водного оточення в гідрофобне сере�
довище ліпідного бішару. Після порівняння
інтенсивності флуоресценції зв’язаних
з мембраною і мічених NBD мутантів θ�ток�
сину і їхніх водорозчинних мономерів було
виявлено палітру значень інтенсивності, які
узгоджуються з розгортанням α�спіралі
ділянки у проміжку між залишками 288
і 311 в амфіпатичну β�шпильку в матриксі
ліпідного бішару мембрани холестерол�
вмісних ліпосом [24]. Отримані результати
дають підстави вважати, що амінокислоти
зазначеної ділянки утворюють у мембрані
амфіпатичну β�складчастість, один бік якої
повернутий у водне середовище порожнини
каналу, а другий — у ліпідний бішар. Більш

того, ці результати збігалися з результатами
аналогічних експериментів, проведених
раніше з іншою ділянкою θ�токсину між
серином�190 і аспарагіном�217 [23], що свід�
чить про участь обох цих ділянок у процесі
утворення трансмембранних шпильок. От�
же, мономер θ�токсину розгортає дві пари α�
спіралей у дві пари β�складок при вбудову�
ванні в ліпідний бішар мембрани, на відміну
від відомих дотепер каналоформувальних
токсинів інших родин, у трансмембранному
домені яких міститься лише одна пара амфі�
патичних α�спіралей [26] або одна β�шпиль�
ка [27]. Оскільки основні властивості, ха�
рактерні для амфіпатичної β�шпильки,
є консервативними у всіх ХЗЦ зі встановле�
ною первинною структурою, вірогідно, що
наявність двох β�шпильок, що пронизують
бішар мембрани, буде показано для усіх
представників цієї родини токсинів.

Іонпровідні властивості 
цитотоксинових каналів і чинники, 

які на них впливають

Відомо, що механізм дії багатьох канало�
формуальних токсинів залежить від іонпро�
відних властивостей каналів, утворених ци�
ми токсинами в плазматичній мембрані
клітин�мішеней. Тому наступним етапом
досліджень цитолітичних токсинів після
вбудовування було визначення іонпровід�
них властивостей утворених в ліпідному
бішарі каналів під дією різних факторів се�
редовища і штучних чинників впливу. Для
з’ясування ролі токсинових каналів у біохі�
мічних процесах, які відбуваються на різ�
них рівнях структурної організації враже�
ного токсином організму, особливу увагу
приділяли впливу змін хімічного складу
токсинів, що досліджувалось за допомогою
рекомбінантних форм токсинів на модифі�
кованих токсинами біологічних і штучних
мембранах та тваринах. 

Дослідження залежності провідності
каналів RTX�токсину від температури нав�
колишнього водно�сольового середовища по�
казали, що енергія активації провідності ка�
налів RTX у БЛМ, оточеній розчином 100 мМ
КСl, практично не залежала від співвідно�
шення компонентів мембрани і були близькі
до такої для провідності каналів α�латро�
інсектотоксину із отрути каракурта [28, 29].
Останній факт може свідчити про схожі
розміри отворів каналів, утворених RTX та
α�латроінсектотоксином в БЛМ, що дістало
подальше підтвердження при визначенні
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впливу коркових блокаторів метонієвого
ряду та новітнього блокатора пасивного
транспортування іонів — хлориду 3�децило�
ксикарбонілметил�4�метил�5�(β�гідроксі�
етил)тіазолію (ДМГТ) [28]. 

Безпосереднє транспортування іонів ка�
налами RTX� та β�токсину залежало від
мембранного потенціалу та іонного складу
середовища навколо модифікованого токси�
нами БЛМ. Гемолітичний токсин актинії
RTX утворював у мембрані катіонні канали,
переважно селективні до К+ та Na+, що може
мати наслідком збільшення пасивного
транспортування цих іонів через плазма�
тичні мембрани еритроцитів у разі вбудову�
вання RTX�каналів [8]. Деякі дослідники
вважають, що вихід іонів калію з еритро�
цитів каналами RTX�токсину спричинює
значне збільшення осмотичного тиску на
плазматичну мембрану ураженої клітини,
що призводить до її розриву і є основною
причиною індукованого RTX гемолізу [1]. 

Безпосереднє транспортування іонів β�
токсиновими каналами також є вибірковим
тільки для одновалентних катіонів (Na+, К+),
що може спровокувати незворотну деполяри�
зацію збудливої мембрани автономних і пе�
риферичних нервово�м’язових сполучень
хребетних після утворення в них каналів 
β�токсину. Як і в разі з RTX�токсином, утво�
рення β�токсинових каналів у плазматичній
мембрані клітин культури HL 60 також
збільшувало трансмембранні потоки К+

і Na+ і призводило до набрякання та лізису
клітини, що може бути причиною некротич�
ного ентериту у свійських тварин [3].

Той факт, що на відміну від RTX та низ�
ки інших токсинів β�токсиновий канал мож�
на було заблокувати лише іонами цинку
[25], свідчить про певну відмінність струк�
тури катіонселективного сайту цього каналу
від інших. 

Окрім цього, причиною певних розбіж�
ностей вибірковості до іонних блокаторів
і провідності токсинових каналів у БЛМ мо�
жуть бути різні геометричні розміри їхніх
водних порожнин. Тому важливу роль віді�
гравали дослідження впливу різних молекул
неелектролітів (поліетиленгліколі, сахароза
тощо) на провідність каналів цитолітичних
токсинів з метою визначення і порівняння
розміру отворів іонпровідних олігомерів
у мембрані. 

Препарати β�токсину утворювали в БЛМ
два основних піки провідності — при 110
і 60 пСм [25]. Було показано, що пасивне
транспортування K+ через пори β�токсино�
вих каналів з провідністю 110 і 60 пСм най�

краще блокувалось молекулами поліетилен�
гліколів з приблизними гідродинамічними
радіусами 1,27 і 1,11 нм [25] відповідно або,
згідно з іншими джерелами, 1,3 і 1,6 нм [3].
Це свідчить про утворення двох типів ка�
нальних олігомерів (гепта� і гексамерів), ха�
рактерних для цитолітичних токсинів на
зразок α�гемолізину. Причому, лише біль�
ший за розміром гептамер з молекулярною
масою 228 кДа вбудовується в ліпідний
бішар клітин внутрішнього епітелію хребет�
них HL 60, тоді як менший за молекулярною
масою і, ймовірно, розміром отвору каналу
гексамер (191 кДа) не функціональний через
те, що залишається в ліпідному рафті кліти�
ни [3]. Варто зазначити, що досить великі
розміри отворів обох олігомерів β�токсину
дозволяють відбуватись не лише деполяри�
зації плазматичної мембрани вражених
клітин завдяки безпосередньому транспор�
туванню іонів (К+, Na+), але також і вивіль�
ненню з них вторинних посередників арахі�
донової кислоти та інозитолу, що може
впливати на зміну внутрішньоклітинної
концентрації Са2+ і внаслідок цього на нерво�
ву передачу в автономній і периферійній
нервових системах хребетних [5, 25]. Серед
симптомів враження β�токсином нервової
системи хребетних, що пов’язані з деполя�
ризацією нервових тканин або дефіцитом
інозитолу, — раптові передсмертні скоро�
чення м’язів у мишей, зміна артеріального
тиску і ритму серцебиття. Окрім цього, нес�
тача арахідонової кислоти та інозитолу, що
в зміненому вигляді входять до складу фос�
фоліпідів клітинної мембрани, порушує
обмін ліпідів і може спричинити порушення
цілісності епітеліальних клітин, викликаю�
чи появу різних некрозів.  

Радіус вхідного отвору каналу RTX було
визначено шляхом аплікації блокаторів ме�
тонієвого ряду на індукований токсином
трансмембранний потік К+. Оскільки з усьо�
го ряду використаних алкіламоніїв тетрабу�
тиламоній з радіусом молекули 0,55 нм був
найефективнішим, можна вважати, що
внутрішній радіус каналу RTX такий самий
[8]. Паралельно проведене визначення роз�
мірів отвору α�латроінсектотоксинового ка�
налу (0,53 нм) [28] підтвердило зроблене
раніше припущення про те, що іони калію
долають однаковий активаційний бар’єр
у порожнинах каналів α�латроінсектотокси�
ну і RTX через подібний розмір їхнього внут�
рішнього діаметра. З огляду на розмір моле�
кули гемоглобіну ефективний радіус отвору
каналу, здатного забезпечити вихід гемогло�
біну з еритроцита через внутрішню порож�
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нину каналу, має бути не меншим, ніж
3,35 нм [8], що набагато перевищує визначе�
ний розмір отвору каналу RTX. Дані про
розмір отвору каналу RTX підтверджують
гіпотезу про те, що спричинений RTX лізис
еритроцитів, найімовірніше, пов’язаний
з осмотичним шоком внаслідок виходу К+ із
враженої клітини [1] або руйнуванням плаз�
матичної мембрани в результаті вбудовуван�
ня багатьох каналів [8], що також порушує
цитоскелет клітини [1]. 

Натомість, іонні канали ще одного гемо�
літичного протеїну — θ�токсину бактерії
Clostridium perfringens утворювали в плос�
кій фосфоліпідній мембрані з холестеролом
майже не вибіркові одиничні канали дуже
високої провідності — 4−6 нСм [18, 21], що
свідчить про великий розмір їхніх отворів.
Останнє припущення підтверджувалось да�
ними електронної мікроскопії, згідно з яки�
ми радіус внутрішнього отвору кільцеподіб�
ної гомоолігомерної іонпровідної структури
становить приблизно 15 нм [17, 18]. Той
факт, що канальний олігомер θ�токсину
складений з багатьох (50) мономерів, також
свідчить про утворення цим токсином іон�
них каналів з великим розміром отвору,
який згідно з даними [17, 18] у 5 разів біль�
ший за розмір молекули гемоглобіну. Імо�

вірно, значний розмір отвору θ�токсинового
каналу і є основною причиною його цитолі�
тичної дії. Останнє припущення підтверд�
жується тим, що цей протеїн може значно
ефективніше за гемолітичні токсини з мен�
шим розміром отворів каналу руйнувати
еритроцити, спричинюючи порушення кро�
вообігу, внаслідок чого швидше утворюються
глибокі некротичні зміни уражених тканин,
які можуть стати причиною хірургічного
втручання [17].

Таким чином, реконструкція або відтво�
рення процесів побудови і функціонування
іонних каналів природного токсину RTX ак�
тинії Radianthus macrodactilus та ре�
комбінантних, генетично змінених шляхом
внесення точкових мутацій, β� і θ�токсинів
бактерії Clostridium perfringens дала мож�
ливість визначити механізми утворення ци�
ми протеїнами каналів у ліпідному бішарі
мембрани, їхню структуру та можливу роль
у процесах, що зумовлюють лізис клітин або
впливають на нервово�м'язову передачу.
Окрім цього, реконструкція іонних каналів
цитолітичних токсинів, є важливим етапом,
що необхідний для створення засобів ліку�
вання токсичних уражень шляхом блоку�
вання струму іонів через канали токсинів.
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ИОНПРОВОДЯЩИХ КАНАЛОВ 
ЦИТОЛИТИЧЕСКИХ ПРОТЕИНОВ 

ПРИ РЕКОНСТРУКЦИИ 
В ИСКУССТВЕННЫХ 

ЛИПИДНЫХ БИСЛОЯХ 
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Особую роль при патологиях, возникаю�
щих вследствие образования цитолитически�
ми токсинами протеинов ионных каналов в
плазматической мембране пораженных кле�
ток, играет пассивная транспортировка кана�
лами токсинов неорганических ионов и орга�
нических соединений, которые принимают
участие в обмене веществ или являются важ�
ными составляющими клетки. Поэтому
исследование процесса образования и функ�
ционирования ионных каналов цитолитичес�
кими токсинами является важным для опре�
деления строения канального олигомера
в плазматической мембране клетки�мишени
и механизмов лизиса клетки.

Цитолитическое действие рассмотренных
в работе протеиновых токсинов осуществляет�
ся путем увеличения непосредственной транс�
портировки неорганических ионов через
нативные мембраны пораженных клеток
и высвобождения их внутренних компонен�
тов (протеинов, органических кислот и т. п.).
Это связано с образованием токсинами ион�
проводящих олигомеров — каналов в липид�
ном бислое плазматической мембраны. Реко�
нструкция ионных каналов цитолитических
протеинов в искусственных бислойных ли�
пидных мембранах и липосомах дает возмож�
ность исследовать их образование и функцио�
нирование, что важно для определения
структуры ионпроводящего олигомера и ме�
ханизма его токсического действия с целью
лечения токсических поражений путем блоки�
рования тока ионов через каналы токсинов.
Основное внимание в обзоре уделено обсужде�
нию закономерностей образования и свойств
сравнительно недавно реконструированных
ионпроводящих олигомеров нейро� и дерма�
токсичного β�токсина бактерии Clostridium
perfringens, а также гемолитических θ�токси�
на бактерии Clostridium perfringens и RTX�
токсина Radianthus macrodactilus.

Ключевые слова: бислойная липидная мембрана,
ионные каналы, β� и θ�токсины Clostridium per?
fringens, RTX�токсин Radianthus macrodactilus.
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Passive transporting of inorganic ions and
organic compounds, that take part in metabo�
lism or are the important cell constituents
plays a special role in pathologies resulting
from cytotoxic proteins channel creation into
a target cells plasma membrane. Therefore,
research of cytotoxic proteins channel cre�
ation and functioning is important for deter�
mination of a channel oligomer structure in a
target cells plasma membrane and the mecha�
nisms of cell destruction.

Cytolytic effect of protein toxins reviewed
is carried out via direct transporting increase
of inorganic ions through the native mem�
branes of the target cells and release of their
interior components (toxic protein channels).
It is associated with formation of ion�conduc�
ting oligomers — channels in lipid bilayer of
plasma membrane — by toxins. These pore�
forming proteins reconstruction into bilayer
lipid membranes and liposomes allows to
research their channel formation and func�
tioning that provides a possibility to investi�
gate the cytolytic protein pore structure and
action mode aiming cells lysis prevention via
blocking of ionic current across toxin chan�
nels. Most of the review is focused on regula�
rity of creation and properties for relatively
recent reconstructed ion�conductive oligomers
of neuro� and dermatoxic β�toxin from bac�
teria Clostridium perfringens, another
haemolytic θ�toxin of Clostridium perfringens
and actoporine RTX of Radianthus macrodac?
tilus.

Key words: bilayer lipid membrane, ion channel,
Clostridium perfringens β� and θ�toxin,
Radianthus macrodactilus RTX toxin.




