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Флуоресцентно-меченые производные селективных пептидных лигандов Р2Х3 рецепторов открывают новые возможности для визуализации этих рецепторов, поскольку получать такие лиганды можно без больших затрат ресурсов искусственным путем. В конечном счете, это удобный инструмент для фундаментальных исследований, а также путь к новым методам диагностики заболеваний. К селективным лигандам пуринергических рецепторов относятся продуцируемые пауками пуротоксины. Пептид РТ1-Tho, выделенный ранее из яда паука Thomisus onustus в отделе молекулярной нейробиологии ИБХ РАН, является родственным пуротоксину 1 (РТ1) и селективным блокатором Р2Х3 рецепторов, состоит из 31 аминокислотного остатка и содержит 3 дисульфидные связи.
Ранее был получен плазмидный вектор pET-32b-PT1-Tho, кодирующий химерный белок, который состоит из белка-помощника тиоредоксина, линкерного участка с сайтом гидролиза энтеропептидазой и целевого продукта (РТ1-Tho). Этот вектор использовали для трансформации клеток Escherichia coli BL21(DE3), проводили экспрессию целевого гена и подвергали клетки лизису. Методом металл-хелатной хроматографии выделяли растворимую фракцию химерного белка, который подвергали ферментативному гидролизу, продукты разделяли методом ВЭЖХ. В качестве флуоресцентной метки использовали водорастворимый и фотостабильный 5(6)-карбокситетраметилродамин (TMR). Условия модификации аминогрупп активированным производным TMR (сукцинимидным эфиром) были взяты из литературы и далее оптимизированы для увеличения выхода целевого продукта. В результате оптимальными оказались такие условия: 2 ч, 37° С, рН 7,8. Из нескольких продуктов реакции было выбрано монопроизводное РТ1-Tho, содержащее один меченный TMR остаток лизина. Связывание флуоресцентно-меченого РТ1-Тho с рецепторами Р2Х3 было продемонстрировано на ооцитах Xenopus laevis, которые экспрессировали ген р2х3 человека.

В результате работы был получен рекомбинантный пептид РТ1-Tho с выходом 4 мг с 1 л культуры E. сoli. Были подобраны оптимальные условия для получения флуоресцентно-меченого производного РТ1-Tho, выход составил 5%. Было показано связывание флуоресцентно-меченого РТ1-Тho с рецепторами Р2Х3.
