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ОБРАЗОВАНИЕ ГЕТЕРОТЕТРАМЕРНЫХ КАЛИЕВЫХ КАНАЛОВ Kv1.1–
Kv1.2 В КЛЕТКАХ NEURO-2A: АНАЛИЗ МЕТОДОМ ФЁРСТEРОВСКОГО 
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Субъединицы потенциал-зависимых калиевых каналов Kv1.1 и Kv1.2 могут формировать в клетках
как гомо-, так и гетеротетрамерные каналы, функциональные свойства и локализация которых зна-
чительно отличаются. Методом конфокальной микроскопии на основе фёрстеровского резонанс-
ного переноса энергии проведено исследование образования Kv1-каналов при совместной экспрес-
сии в клетках нейробластомы мыши Neuro-2а субъединиц Kv1.1(S369T) и Kv1.2(S371T), слитых со-
ответственно с флуоресцентным белком mKate2 и TagCFP и обладающих благодаря мутации
усиленным выносом на мембрану. Установлено, что TagCFP-Kv1.1(S369T) и mKate2-Kv1.2(S371T)
эффективно формируют гетероканалы, которые локализуются как на мембране, так и в цитоплазме
клеток. При отсутствии мутации S369T гетероканалы в мембрану не встраиваются, что указывает на
необходимость вспомогательных факторов для переноса нативных гетероканалов в мембрану кле-
ток. Помимо гетероканалов в клетках Neuro-2a формируются и гомотетрамерные каналы, но эф-
фективность образования гетероканалов намного выше. 
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ный перенос энергии, конфокальная микроскопия.
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Представители семейства потенциал-зависи-
мых калиевых Kv1-каналов Kv1.1 и Kv1.2 важны
для нормального функционирования Т-лимфо-
цитов, β-клеток поджелудочной железы, клеток
гладкой мускулатуры сосудов, периферической
нервной системы и головного мозга [1–6]. Кана-
лы Kv1.1 и Kv1.2 формируются путем сборки че-
тырех одинаковых α-субъединиц в гомотетрамер-
ные структуры. В то же время субъединицы Kv1.1
и Kv1.2 могут объединяться в гетеротетрамерные
каналы (в том числе и с другими близкородствен-
ными α-субъединицами из семейства Kv1) с раз-
ным соотношением двух типов субъединиц [1, 7].
Гетеротетрамеризация с участием субъединиц
Kv1.1 и Kv1.2 влияет как на активность каналов,
так и на их субклеточное распределение [1, 7]. 

Показано, что вспомогательные бета-субъеди-
ницы Kvβ1 и Kvβ2, взаимодействуя с каналами

Kv1, способствуют их переносу в мембрану клеток
млекопитающих, а также обеспечивают направ-
ленный транспорт в аксоны в нейронах [8, 9].
Субъединичный состав гетероканалов, содержа-
щих Kv1.2, также является важным фактором
мембранного транспорта. Гетеротетрамеризация
α-субъединиц Kv1.2 и Kv1.4 способствует мем-
бранной экспрессии каналов, в то время как
субъединица Kv1.1 оказывает доминантно-нега-
тивное влияние на мембранное нацеливание ка-
нала Kv1.2 [8]. 

В то же время при гетерологической экспрес-
сии в клетках млекопитающих гомотетрамерные
каналы Kv1.1 и Kv1.2, эффективно собираясь в эн-
доплазматическом ретикулуме, слабо транспор-
тируются в плазматическую мембрану [10–13],
что значительно затрудняет их исследования на
клетках в культуре. Ранее, используя данные о
мутациях, которые усиливают вынос каналов
Kv1.1 и Kv1.2 на мембрану [12, 13], нами были
созданы химерные белки, содержащие в своем

Сокращения: FRET – фёрстеровский резонансный перенос 
энергии, ПЦР – полимеразная цепная реакция. 

УДК 577.352.332, 577.352.465

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОФИЗИКА



БИОФИЗИКА  том 70  № 1  2025

ОБРАЗОВАНИЕ ГЕТЕРОТЕТРАМЕРНЫХ КАЛИЕВЫХ КАНАЛОВ 79

составе α-субъединицу Kv1.1 или Kv1.2 c единич-
ной заменой S369T (для Kv1.1) или S371T (для
Kv1.2), слитую с флуоресцентным белком TagCFP
или mKate2 [14, 15]. Эти химерные белки форми-
руют функционально активные каналы, которые
эффективно транспортируются в мембрану кле-
ток, а их флуоресценция обеспечивает возмож-
ность исследования каналов методами флуорес-
центной микроскопии [14, 15]. 

В данной работе методом флуоресцентной
конфокальной микроскопии на основе фёрсте-
ровского резонансного переноса энергии (FRET)
исследуется способность флуоресцирующих хи-
мерных белков mKate2-Kv1.1 и TagCFP-Kv1.2
формировать в клетках нейробластомы мыши
Neuro-2a гетероканалы, а также взаимное влия-
ние субъединиц Kv1.1 и Kv1.2 на мембранную ло-
кализацию этих каналов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Плазмиды для экспрессии в клетках эукариот

белковых конструкций mKate2-Kv1.1 и mKate2-
Kv1.1wt получали, как описано ранее [14]. 

Для получения плазмиды, кодирующей α-субъ-
единицу канала Kv1.2 человека, слитую с флуорес-
цирующим белком TagCFP, использовали получен-
ную ранее плазмиду pmKate2-KCNA2, кодирую-
щую эту субъединицу, слитую с флуоресцирующим
белком mKate2 (mKate2-Kv1.2) [15]. В этом белке
последовательности белка mKate2, занимающего
N-концевое положение, и α-субъединицы Kv1.2
разделены полипептидным линкером L1 (GGGGS-
GLRS), а в структуре α-субъединицы Kv1.2 содер-
жится единичная замена S371T, способствующая
более эффективному переносу канала в клеточную
мембрану. Для получения аналогичной генетиче-
ской конструкции TagCFP-Kv1.2, которая содержит
на N-конце голубой флуоресцентный белок Tag-
CFP, методом полимеразной цепной реакции
(ПЦР) был получен ген белка TagCFP. В ПЦР в ка-
честве матрицы использовали плазмиду pTagCFP-C
(«Евроген», Россия), амплификацию гена проводи-
ли с помощью следующих олигонуклеотидных
праймеров: прямой 5'-TTCTTCGCTAGCGCTAC-
CGGTCGCCACC-3' (C-f1) и обратный
5'-TCTAGATCTGAGTCCAGACCCTCCGCCACCGC-
GGTACAGCTCGTCCA-3' (C-r1). В структуре
праймеров подчеркнуты сайты рестрикции NheI и
BglII, по которым проводилось клонирование, а в
праймере C-r1 жирным шрифтом обозначен уча-
сток ДНК, кодирующий линкер L1. В результате
клонирования полученного ПЦР-фрагмента ДНК в
плазмиду pmKate2-KCNA2 по сайтам рестрикции
NheI и BglII была получена плазмида pTagCFP-KC-
NA2, кодирующая белок TagCFP-Kv1.2. Нуклеотид-
ная последовательность целевого гена в составе
плазмиды pTagCFP-KCNA2 подтверждена секвени-
рованием («Евроген», Россия).

Клетки нейробластомы мыши Neuro-2a были
получены из Российской коллекции клеточных
культур (Институт цитологии РАН, Санкт-Пе-
тербург, Россия) и культивировались, как описа-
но ранее [14]. Трансфекцию клеток плазмидами
проводили с помощью реагента GenJector-U
(Molecta, Москва, Россия) в соответствии с про-
токолом производителя. Со-трансфекцию двумя
плазмидами выполняли, смешивая их в соотно-
шении 1 : 1. Клетки к измерениям готовили, как
описано ранее [14–16]. 

Исследования методом конфокальной микро-
скопии проводили с помощью лазерного скани-
рующего конфокального микроскопа SP2 (Leica
Microsystems GmbH, Германия) с водоиммерси-
онным объективом 63× (HCX PL APO, NA = 1.2).
Разрешение в осевом и поперечном направле-
ниях составляло 0.6 и 0.2 мкм. Флуоресценцию
TagCFP-Kv1.2 возбуждали светом с длиной волны
(λвозб) 458 нм и регистрировали в диапазоне 470–
570 нм. Для прямого возбуждения флуоресцен-
ции mKate2-Kv1.1 и mKate2-Kv1.1wt использова-
ли λвозб = 561 нм, а сигнал регистрировали в диа-
пазоне 680–750 нм. Во FRET-экспериментах
флуоресценцию возбуждали с λвозб = 458 нм, а ре-
гистрировали в двух диапазонах – 470–570 нм
(сигнал TagCFP) и 680–750 нм (сигнал mKate2 в
результате FRET). 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Для изучения формирования в клетках млеко-
питающих гетеротетрамерных каналов α-субъ-
единицами Kv1.1 и Kv1.2 нами были использова-
ны химерные белки mKate2-Kv1.1, mKate2-
Kv1.1wt и TagCFP-Kv1.2, транзиентно экспресси-
руемые в клетках Neuro-2a с помощью кодирую-
щих их плазмид. Эти химерные белки на N-конце
содержат флуоресцирующий белок TagCFP или
mKate2, слитый с соответствующей α-субъедини-
цей канала через полипептидный линкер GG-
GGSGLRS. Поскольку ранее было установлено,
что экспрессируемые в клетках α-субъединицы
Kv1.1 или Kv1.2 человека с природной аминокис-
лотной последовательностью, а также соответ-
ствующие химерные белки очень слабо выносят-
ся в составе гомотетрамерных каналов на плазма-
тическую мембрану [10–15], в α-субъединицы
Kv1.1 и Kv1.2 были соответственно введены еди-
ничные замены S369T и S371T, способствующие
эффективному переносу гомотетрамерных кана-
лов (в том числе и в составе белковых химер Tag-
CFP-Kv1.2 и mKate2-Kv1.1) в клеточную мембра-
ну [12–15]. В химере mKate2-Kv1.1wt природная
аминокислотная последовательность Kv1.1 была
сохранена. Как показано ранее, химерные белки,
содержащие Kv1.1 или Kv1.2 с указанными еди-
ничными заменами, полностью сохраняют спо-
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собность  к  образованию  функционально-актив-
ных гомотетрамерных каналов [14, 15].

В согласии с ранее полученными результатами
[14, 15] TagCFP-Kv1.2 и mKate2-Kv1.1 эффектив-
но  экспрессируются  в  клетках  и  встраиваются  в
плазматическую  мембрану  соответственно  через
24 и 48 ч после трансфекции, на что указывает яр-
кая  флуоресценция  на  границах  клеток
(рис. 1а,в).  При этом через 24 ч после трансфек-
ции mKate2-Kv1.1 преимущественно локализован
в  цитоплазме,  а  его  присутствие  в  плазматиче-
ской мембране незначительно (рис. 1б). 

Способность α-субъединиц Kv1.1 или Kv1.2 об-
разовывать гетеротетрамерные каналы была изу-
чена нами методом лазерной сканирующей кон-
фокальной микроскопии на основе FRET в усло-
виях  совместной  экспрессии  в  клетках  TagCFP-
Kv1.2  и  mKate2-Kv1.1  или  TagCFP-Kv1.2  и
mKate2-Kv1.1wt.  Условия  измерения  эффекта
FRET и диапазоны регистрации флуоресценции
были  подобраны  так,  чтобы  при  возбуждении
TagCFP-Kv1.2 (λвозб = 458 нм) его сигнал не пере-
крывался  с  диапазоном  регистрации  сигнала
mKate2-Kv1.1  (рис.  2а,б),  а  прямое  возбуждение
mKate2-Kv1.1 при длине волны 458 нм не проис-
ходило  (рис.  2г,д).  Таким  образом,  появление
флуоресценции mKate2-Kv1.1 при λвозб = 458 нм в
условиях со-экспрессии TagCFP-Kv1.2 и mKate2-
Kv1.1  однозначно соответствует  сигналу  FRET и
указывает на образование гетероканалов. 

При  совместной  экспрессии  в  клетках  Tag-
CFP-Kv1.2 и mKate2-Kv1.1 через 24 ч после транс-
фекции в клетках наблюдается появление сигна-
ла FRET, подтверждающего образование гетеро-
каналов,  содержащих  субъединицы  двух  типов,
Kv1.2  и  Kv1.1  (рис.  3б).  В  85–90%  трансфециро-
ванных клеток гетероканалы распределены как в

цитоплазме,  так  и  в  плазматической  мембране
(рис.  3б).  В  10–15%  трансфицированных  клеток
доминирует либо мембранная, либо цитоплазма-
тическая локализация гетероканалов. 

Хотя через 24 ч после трансфекции сам по себе
mKate2-Kv1.1 слабо экспрессируется в плазмати-
ческой мембране (рис. 1б), при со-трансфекции с
TagCFP-Kv1.2  присутствие  mKate2-Kv1.1  в  мем-
бране  резко  увеличивается  (рис.  3в).  Это  свиде-
тельствует об усилении транспорта mKate2-Kv1.1
в мембрану, вероятнее всего, в составе гетеро ка-
налов.  По-видимому,  субъединица  Kv1.2,  содер-
жащая  мутацию  S371T,  обладает  очень  сильным
сигналом, направляющим ее транспорт в мембра-
ну, и этот сигнал доминирует в составе гетерока-
налов.  Таким  образом,  флуоресценция  mKate2-
Kv1.1  в  мембране  клеток  через  24  ч  после  со-
трансфекции с TagCFP-Kv1.2 сама по себе харак-
теризует мембранное распределение гетерокана-
лов.  Относительные  интенсивности  сигнала
FRET и флуоресценции mKate2-Kv1.1 в мембране
клеток  не  совпадают.  Относительная  интенсив-
ность  флуоресценции  mKate2-Kv1.1  доминирует
во  многих  участках  плазматической  мембраны,
указывая на локализацию гетероканалов, эффек-
тивность FRET в которых низкая (рис. 3д). 

Сравнение  относительных  интенсивностей
флуоресценции  mKate2-Kv1.1  и  TagCFP-Kv1.2
при  со-экспрессии  данных  белковых  конструк-
ций  показывает,  что  распределение  обеих  субъ-
единиц в клетках сходно, но есть отдельные обла-
сти  мембраны  и  отдельные  цитоплазматические
структуры,  в  которых  доминирует  та  или  другая
субъединица (рис. 3е). Закономерность распреде-
ления таких областей и структур пока не ясна. 

В согласии с ранее полученными данными [14]
α-субъединица Kv1.1, имеющая нативную амино-

Рис.  1.  Конфокальные  флуоресцентные  изображения  клеточного  распределения  каналов  TagCFP-Kv1.2  (λвозб =
= 458 нм) (а) и mKate2-Kv1.1 (λвозб = 561 нм) (б, в) в клетках Neuro-2a через 24 ч (а, б) и 48 ч (в) после трансфекции
клеток соответствующими плазмидами. 
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Рис. 2. Анализ методом конфокальной микроскопии распределения флуоресценции в клетках, экспрессирующих Tag-
CFP -Kv1.2 (а–в) или mKate2-Kv1.1 (г–е) при λвозб = 458 нм (а, б, г, д) или λвозб = 561 нм (в, е) в диапазонах длин волн
470–570 нм (а, г) и 680–750 нм (б, в, д, е). При возбуждении TagCFP-Kv1.2 (а) его флуоресценция не регистрируется
в диапазоне  680–750  нм  (б).  Прямое  возбуждение  флуоресценции  mKate2-Kv1.1  при  длине  волны  458  нм  не
происходит (г, д). 

кислотную последовательность, в составе химер-
ного белка mKate2-Kv1.1wt не экспрессируется на
плазматической мембране клеток Neuro-2a ни че-
рез 24 ч, ни через 48 ч после трансфекции (рис. 4).
В  условиях  со-экспрессии  в  клетках  TagCFP-
Kv1.2 и mKate2-Kv1.1wt мы изучили способность
субъединицы Kv1.2, содержащей мутацию S371T,
способствовать выносу mKate2-Kv1.1wt в составе
гетероканала  на  плазматическую  мембрану
(рис. 5). Обнаружено, что при со-экспрессии Tag-
CFP-Kv1.2  и  mKate2-Kv1.1wt  субъединица
mKate2-Kv1.1wt  распределяется  в  цитоплазме,  а
ее сигнал на мембране отсутствует (рис. 5в). При
этом флуоресценция TagCFP-Kv1.2 доминирует в
цитоплазме,  а  ее  относительная  интенсивность
на мембране значительно слабее (рис. 5а),  чем в
случае  со-экспрессии  TagCFP-Kv1.2  и  mKate2-
Kv1.1  (рис.  3)  или  экспрессии  только  TagCFP-
Kv1.2 (рис.  1а).  Измерены отношения интенсив-
ности  мембранной  флуоресценции  к  общей  ин-
тенсивности  флуоресценции  TagCFP-Kv1.2  (без
учета области ядра) в клетках, экспрессирующих
TagCFP-Kv1.2 и mKate2-Kv1.1wt или только Tag-
CFP-Kv1.2.  При  со-экспрессии  двух  α-субъеди-
ниц это отношение снижается в 3.7 раза. Сигнал
FRET, указывающий на образование гетерокана-
лов,  локализован только в  цитоплазме (рис.  5б).
Это позволяет заключить,  что гетероканалы, со-
держащие  субъединицы  mKate2-Kv1.1wt  и  Tag-
CFP-Kv1.2, на мембрану не выносятся, а присут-

ствует на мембране небольшая фракция гомотет-
рамерных каналов Kv1.2. 

ОБСУЖДЕНИЕ  И  ВЫВОДЫ

Согласно  полученным  результатам,  α-субъ-
единицы  Kv1.2  и  Kv1.1  в  составе  разработанных
нами  флуоресцирующих  белковых  конструкций
TagCFP-Kv1.2 и mKate2-Kv1.1 сохраняют способ-
ность  к  образованию  не  только  гомо-,  но  и  ге-
теротетрамерных каналов. Образование таких ге-
тероканалов  в  клетках  Neuro-2a  идет  очень
эффективно, и они хорошо переносятся из эндо-
плазматического  ретикулума  в  плазматическую
мембрану.  В  небольшой  фракции  клеток  мем-
бранная локализация гетероканалов является до-
минирующей, но во многих клетках значительная
часть гетероканалов остается и в цитоплазме (рис.
3). Возможно, это связано с различной интенсив-
ностью  биосинтеза  и  неспособностью  механиз-
мов транспорта обеспечить перенос всех каналов
в мембрану, если биосинтез идет слишком интен-
сивно, или же с эффектом насыщения мембраны
каналами  и  наличием  отрицательной  обратной
связи,  останавливающей  транспорт  каналов  из
эндоплазматического ретикулума в мембрану. 

Образование  гетероканалов  Kv1.2/Kv1.1  само
по  себе  не  является  сигналом  для  их  переноса  в
мембрану.  Как  показали  наши  эксперименты,
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Рис. 3. Анализ методом конфокальной FRET-микроскопии распределения TagCFP-Kv1.2 и mKate2-Kv1.1 в клетках
Neuro-2a при их совместной экспрессии через 24 ч после трансфекции. (а) – Распределение в клетках флуоресценции
TagCFP-Kv1.2 при λвозб = 458 нм. (б) – Распределение в клетках сигнала FRET, который характеризует локализацию
гетероканалов, содержащих в своем составе субъединицы TagCFP-Kv1.2 и mKate2-Kv1.1. Изображение получено при
λвозб  =  458  нм  и  регистрации  флуоресценции  в  диапазоне  680–750  нм.  Шкала  интенсивности  отображает
интенсивность флуоресценции в абсолютных значениях. (в) – Распределение в клетках флуоресценции mKate2-Kv1.1
при прямом возбуждении  λвозб  =  561  нм.  (г)  –  Наложение  распределений флуоресценции TagCFP-Kv1.2  (красный
цвет) и сигнала FRET (зеленый цвет), характеризующее относительное распределение субъединиц TagCFP-Kv1.2 и
гетероканалов.  (д)  –  Наложение  распределений  флуоресценции  mKate2-Kv1.1  (красный  цвет)  и  сигнала  FRET
(зеленый  цвет),  характеризующее  относительное  распределение  субъединиц  mKate2-Kv1.1  и  гетероканалов.  (е)  –
Наложение  распределений  флуоресценции  mKate2-Kv1.1  (красный  цвет)  и  TagCFP-Kv1.2  (зеленый  цвет),
характеризующее  относительное  распределение  субъединиц  mKate2-Kv1.1  и  TagCFP-Kv1.2.  Желтый  цвет  на
изображениях (г−е) соответствует областям с близкими по яркости зеленым и красным цветами. 

Рис.  4.  Конфокальные  флуоресцентные  изображения  клеточного  распределения  субъединицы  mKate2-Kv1.1wt  в
клетках Neuro-2a через 24 ч (а) и 48 ч (б) после трансфекции клеток (λвозб = 561 нм). 
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наличие  в  составе  гетероканала  субъединицы
Kv1.1  c  нативной  аминокислотной  последова-
тельностью (mKate2-Kv1.1wt), которая очень пло-
хо  выносится  на  мембрану  в  составе  гомотетра-
мерных  каналов  Kv1.1  (рис.  4),  останавливает  и
транспорт  гетероканала  (рис.  5).  Гетероканалы,
сформированные  из  TagCFP-Kv1.2  и  mKate2-
Kv1.1, переносятся на мембрану благодаря специ-
ально  введенным  точечным  мутациям  S371T  (в
Kv1.2) и S369T (в Kv1.1). Для переноса в мембрану
нативных гетероканалов Kv1.2/Kv1.1, по-видимо-
му, необходимы вспомогательные факторы, воз-
можно субъединицы Kvβ1 и/или Kvβ2, которых в
клетках Neuro-2a мало или они совсем не синте-
зируются. Как подтверждают наши эксперимен-
ты  с  со-экспрессией  TagCFP-Kv1.2  и  mKate2-
Kv1.1,  сами  субъединицы  могут  дополнительно
модулировать  эффективность  транспорта  кана-
лов  в  мембрану:  мутация  S371T  в  субъединице
Kv1.2 формирует настолько сильный сигнал мем-

бранной локализации, что заметно ускоряет в со-
ставе  гетероканала  вынос  на  мембрану  субъеди-
ницы Kv1.1(S369T)  (рис.  3),  у  которой собствен-
ная скорость транспорта медленная (рис. 1). 

Проведенные  исследования  не  позволяют
определить  стехиометрию  субъединиц  в  составе
образующихся гетероканалов.  Однако на  основе
обнаруженных отличий в распределении сигнала
FRET  и  флуоресценции  mKate2-Kv1.1  в  составе
гетероканалов  на  мембране  (рис.  3д)  можно  за-
ключить,  что  стехиометрия субъединиц mKate2-
Kv1.1 и TagCFP-Kv1.2 в образованных гетерокана-
лах разная. 

Наличие  на  мембране  клеток  сигнала  только
TagCFP-Kv1.2  в  эксперименте  по  со-экспрессии
TagCFP-Kv1.2  и  mKate2-Kv1.1wt  (рис.  5)  свиде-
тельствует  об  образовании  гомотетрамерных  ка-
налов помимо гетероканалов.  Сравнение интен-
сивностей  сигналов  гомотетрамерных  каналов
TagCFP-Kv1.2  на  мембране  при  экспрессии  в

Рис. 5. Анализ методом конфокальной FRET-микроскопии распределения TagCFP-Kv1.2 и mKate2-Kv1.1wt в клетках
Neuro-2a при их совместной экспрессии.  (а) – Распределение в клетках флуоресценции TagCFP-Kv1.2 при λвозб =
= 458 нм.  (б)  –  Распределение  в  клетках  сигнала  FRET,  который  характеризует  локализацию  гетероканалов,
содержащих в своем составе субъединицы TagCFP-Kv1.2 и mKate2-Kv1.1wt. Изображение получено при λвозб = 458 нм
и  регистрации  флуоресценции  в  диапазоне  680–750  нм.  Шкала  интенсивности  отображает  интенсивность
флуоресценции в абсолютных значениях. (в) – Распределение в клетках флуоресценции mKate2-Kv1.1wt при прямом
возбуждении λвозб = 561 нм. (г) – Наложение распределений флуоресценции TagCFP-Kv1.2 (красный цвет) и сигнала
FRET (зеленый цвет),  характеризующее относительное распределение субъединиц TagCFP-Kv1.2 и гетероканалов.
(д) –  Наложение  распределений  флуоресценции  mKate2-Kv1.1wt  (красный  цвет)  и  сигнала  FRET  (зеленый  цвет),
характеризующее  относительное  распределение  субъединиц  mKate2-Kv1.1wt  и  гетероканалов.  (е)  –  Наложение
распределений  флуоресценции  mKate2-Kv1.1wt  (красный  цвет)  и  TagCFP-Kv1.2  (зеленый  цвет),  характеризующее
относительное  распределение  субъединиц  mKate2-Kv1.1wt  и  TagCFP-Kv1.2.  Желтый  цвет  на  изображениях  (г–е)
соответствует областям с близкими по яркости зеленым и красным цветами. 
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клетках только TagCFP-Kv1.2 (рис. 1а) и при со-
экспрессии TagCFP-Kv1.2 и mKate2-Kv1.1wt
(рис. 5а), проведенное на большой выборке кле-
ток, указывает на то, что в присутствии двух раз-
ных субъединиц равновесие сдвигается в сторону
образования гетеро каналов по сравнению с го-
мотетрамерными каналами. 
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 Formation of Heterotetrameric Potassium Channels Kv1.1–Kv1.2 in Neuro-2a Cells: 
Analysis by the Förster Resonance Energy Transfer Technique

 A.V. Efremenko*, O.V. Nekrasova**, and A.V. Feofanov*, **

*ShemyakinOvchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences,
ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

**Department of Biology, Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory 1/12, Moscow, 119234 Russia

The subunits of the voltage-gated potassium channels Kv1.1 and Kv1.2 can form both homo- and heterote-
trameric channels in cells. This significantly affects the functional properties and localization of the formed
Kv1 channels. Confocal microscopy based on Förster resonance energy transfer was used to study the forma-
tion of Kv1 channels during co-expression of subunits Kv1.1(S369T) and Kv1.2(S371T), fused with the f luo-
rescent protein mKate2 and TagCFP, respectively, in murine neuroblastoma Neuro-2a cells. Due to muta-
tion, these subunits provide enhanced transfer of Kv1 channels in plasma membrane. It was found that Tag-
CFP-Kv1.1(S369T) and mKate2-Kv1.2(S371T) effectively form heterochannels that are localized both on the
membrane and in the cytoplasm of cells. In the absence of the S369T mutation, heterochannels are not em-
bedded in the membrane, which indicates the need for auxiliary factors for the transfer of native heterochan-
nels into the cell membrane. In addition to heterochannels, homotetrameric channels are also formed in cells,
but the effectiveness of the formation of heterochannels is much higher.

Keywords: potassium channels, potential-dependent, heterotetramers, Förster resonance energy transfer, confocal
microscopy




