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Цикл работ «Токсины паукообразных как основа для создания лекарственных препаратов» посвящен исследованию уникального разнообразия природных токсинов, содержащихся в яде пауков и скорпионов, и анализу их терапевтического потенциала.
Природные яды – богатый источник токсинов, специфично и эффективно воздействующих на ионные каналы и мембранные рецепторы. Природные токсины традиционно используются в качестве точных молекулярных инструментов в нейробиологии, поскольку позволяют управлять активностью их мишеней нужным для исследователя способом. По разнообразию компонентного состава наиболее богатым оказывается яд паукообразных, что в сочетании с поразительным биологическим разнообразием пауков и скорпионов определило наш интерес именно к этому объекту. В ходе выполнения работ был проведен анализ активности коллекции ядов паукообразных в отношении различных молекулярных мишеней в организме человека, проведены детальные исследования разнообразия токсинов с помощью технологий протеомики и транскриптомики, были выделены индивидуальные компоненты яда, осуществлены их структурно-функциональные исследования, разработаны способы получения рекомбинантных аналогов, изучены возможные области применения токсинов в медицине. Для одного из пептидов, полученных из яда паука, были проведены доклинические испытания, в настоящее время продолжается его разработка с целью внедрения в медицинскую практику анальгетического препарата с принципиально новым механизмом действия. В результате наших и других подобных исследований складывается представление о животных ядах как уникальных природных фармакопеях, своеобразных комбинаторных библиотеках биологически активных соединений, отобранных эволюцией.
Одной из основных причин обращения людей за врачебной помощью является боль. Патологическая боль, появляющаяся при различных состояниях, представляет собой нежелательное явление, резко снижающее качество жизни, работоспособность и вызывающее страдания. Многие типы боли практически не чувствительны к применяемым сегодня обезболивающим. Скрининг коллекции ядов, имеющейся в отделе молекулярной нейробиологии ИБХ РАН, позволил выявить активность в отношении пуринергических P2X рецепторов сенсорных нейронов млекопитающих, одного из важных классов болевых рецепторов. Из яда среднеазиатского паука-«волка» Alopecosa marikovskyi (Lycosidae) были выделены пептиды пуротоксин-1 (PT1; «ПУНАЛЬГИН») и пуротоксин-2 (PT2), первые и до настоящего времени единственные в мире специфичные пептидные ингибиторы P2X3 рецепторов. Исследования механизма действия пептидов показывают, что пуротоксины в наномолярных концентрациях усиливают так называемую высокоаффинную десенситизацию рецепторов в присутствии природного агониста АТФ. Рекомбинантные пуротоксины были получены в Escherichia coli и использованы затем в различных структурных и функциональных исследованиях. Была исследована их пространственная структура, показано, что молекулы формируют чрезвычайно стабильную конформацию «цистинового узла». В животных моделях PT1 эффективно снимает вызванную боль в дозах (0,01-0,1 мг/кг) существенно меньших, нежели обычные анальгетики. В настоящее время пептид PT1 успешно прошел доклинические испытания как новый анальгетик. Пуротоксины из яда пауков вызывают большой интерес с точки зрения создания на их основе лекарственных препаратов.
Другая проблема современной медицины связана с чрезвычайно быстрым снижением потенциала антибиотиков ввиду быстрого развития у патогенных микроорганизмов устойчивости к этим соединениям. Распространены случаи устойчивости целого ряда патогенов человека практически к любому из применяемых препаратов. Наши исследования показывают, что важное место среди компонентов природных ядов занимают так называемые мембрано-активные пептиды (МАП), взаимодействующие с клеточными мембранами. Нам удалось выделить и охарактеризовать большое разнообразие МАП – порядка 100 веществ. Кроме того, изучены гены МАП, исследованы их пространственная организация и биосинтез. Простейшие МАП – короткие линейные катионные пептиды, формирующие при контакте с мембранами амфифильные α-спирали. Обнаружены короткие МАП, не склонные к образованию α-спиралей, а также МАП, содержащие S-S-мостики. Кроме того, некоторые дисульфид-богатые нейротоксины эффективно взаимодействуют с мембранами, при этом структурным элементом, обеспечивающим такое взаимодействие, служит либо амфифильная α-спираль, либо кластер гидрофобных остатков, образованный иным способом. Наиболее любопытными представляются токсины модульного строения, объединяющие в своем составе «модули-домены», соответствующие обычным МАП или нейротоксинам. Большинство МАП из яда пауков проявляют цитолитическую активность. Для одних характерна специфичность действия в отношении бактерий, для других – в отношении насекомых, для третьих, напротив, показан широкий спектр активности. Некоторые МАП проявляют синергизм действия с нейротоксинами. Разнообразие структурной организации и биологических функций обнаруженных МАП обуславливает широкий спектр возможностей их применения – от фундаментальных исследований до разработки лекарственных средств.
Особое место среди МАП, охарактеризованных нами, занимают короткие антимикробные пептиды (АМП), способные подавлять рост бактерий в микромолярных концентрациях. Несмотря на существование более сильных антибиотиков, действующих при меньших концентрациях, АМП обладают рядом преимуществ. Способность быстро убивать клетки-мишени, широкий спектр действия, активность в отношении штаммов, резистентных к другим антибиотикам, а также относительная трудность в селекции устойчивых мутантов in vitro, позволяют рассматривать эти вещества в качестве основы для создания эффективных лекарств, особенно на фоне снижения потенциала обычных антибиотиков. Учитывая широкое разнообразие АМП из яда членистоногих, проявляющих различные спектры действия, предполагается возможным их использование как лекарственных прототипов. Для шести пептидов из яда паука Lachesana tarabaevi созданы плазмидные векторы, содержащие соответствующие синтетические гены. Проведена трансфекция клеток млекопитающих и контролируемая экспрессия трансгенов. Показана устойчивость трансфецированных клеток к инфекции Chlamydia trachomatis. Полученные терапевтические гены могут использоваться для профилактики различных инфекционных заболеваний в ветеринарии и для защиты клеточных культур в лабораторной практике.
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