      药物抵抗型线虫的新型炸弹

——氨基-甲基氰衍生物
姓名：徐婷           学号：0558086           专业：药学
目的与结论： 寄生类线虫的肆虐不仅威胁着人类健康，同时也威胁着全球养殖业的生产。更为严重的是，三种治疗用的经典化学药物（苯并咪唑类、咪唑并噻唑类、大环内酯类）已经在动物与人类身上出现了不同程度的药物抵抗现象，而且至今二十五年来也没有新的药物出现（除了只能应用于猫的环缩肽），因此临床上极为迫切需要新药物的发现。文献作者经过体外微生物模型及体内动物模型筛选具有临床疗效的化合物，最终发现了一类极具发展前途的药物——氨基-甲基氰衍生物（简称AADs），其优势在于抗虫谱广且对药物抵抗型线虫也具有杀伤作用。另一方面Kaminsky对AADs作用机制进行了初步研究，确定其与线虫类特有的烟碱型乙酰胆碱受体（nAChR）亚基相关，此受体亚基为nAChR的DEG-3亚家族基因的编码蛋白。
实验设计：
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AADs化学合成    药理作用确证     药动学及耐受性研究    作用机制研究
1  AADs化学合成
AADs的化学合成比较简单，首先通过苯酚与氯丙酮烷基化，然后经Strecker反应，最后通过苯甲酰氯与氨基的酰化反应。反应式如下：R1、R2为不同的苯环取代基，结构中一半部分含有芳氧基，另一半则含有芳酰基。
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反应生成的AADs为外消旋体，具有一个手性碳（    标注），可以使用色谱法进行手性分离。其合成的600多种衍生物进行下一步的药理模型筛选，做进一步的临床疗效判断。
2  AADs的药理作用

药理作用通过体内与体外两个方面进行验证。体外试验使用微生物模型——线虫（Haemonchus contortus&Trichostrongylus clubriformis），以消除所有线虫的最低有效浓度EC100为评定标准；体内试验使用动物模型——线虫病源体感染的臼齿类动物（大鼠）和分别用五种线虫病原体感染的反刍类动物（牛及羊），以每克排泄物中所含的线虫卵数EPG为评定标准，其中给药剂量以外消旋体来计算（每千克多少毫克外消旋体：mg racemate /kg）。

根据实验结果显示所合成的AADs在体内外都具有很好的药理作用，可以不同程度上杀灭线虫。其中以AAD1336和AAD1470为最佳候选药物，且AAD1470还可以治愈自然感染的牛、羊。因此这两种化合物可以初步确立为先导化合物，进行后期优化研究。
表一：AAD1336和AAD1470的药理作用试验数据（其它见原文）

	体外试验
	EC100在0.01-0.032p.p.m范围内，对映异构体有差异

	体内试验
	臼齿类动物
	有效剂量

mg racemate /kg
	给药途径
	评价

	
	
	3.2—32
	口服&皮下
	有效剂量与线虫种类有关

	
	反刍类动物
	20
	口服
	有效剂量与线虫种类有关；可杀灭生长第四期的幼虫及成虫


3  AADs的药动学及耐受性研究

药动学研究采用血药法进行药动学参数的计算，结果表明AAD1336和AAD1470与其它AADs相比消除更加缓慢，且AAD1470在实验动物体内的处置没有光学选择性。耐受性研究采用体外毒理试验及体内模型试验，结果显示AADs在哺乳动物中表现为高耐受性和低毒性特点。令人兴奋的是多方面实验数据都预示着AAD1336和AAD1470有着更好的临床开发前途。

表二：AAD1336和AAD1470的药动学及耐受性研究试验数据（其它见原文）
	药动学
研究
	试验设计
	给药途径：静脉注射与口服
实验动物：羊

	
	药动学

参数

	CL(清除率L/(kg·h)) ：0.11
V(表观分布容积L/kg):：Vss (稳态时)为27，VDarea（末端消除相）为33 
T1/2(h)：215；Tss(达稳态时间d)：2

Css(稳态血药浓度ng/ml)：20；口服生物利用度(%)：57

	耐受性
研究
	体外微核试验与Ames试验表明无致畸、致突变等效应

	
	口服最低中毒剂量(g/kg)：2（试验动物：大鼠）
口服最低中毒剂量(mg/kg)：200（试验动物：羊）


4  AADs的作用机制研究
在药理作用机制的研究中采用Caenorhabditis elegans(即C.elegans) 作为靶点研究的工具，其优势在于它的基因组已经被破解且同家畜感染的寄生虫同属于线虫科。
Kaminsky在微生物模型研究中发现AADs有着与治疗寄生型线虫的经典化学药物不同的实验现象，主要为以下四个现象：AADs不仅对于寄生型C.elegans有效（杀死病源体）而且对于非寄生型C.elegans也显现出病理特征（线虫发生蜕皮、坏疽等）；DMMP（nAChR激动剂，主要表现为影响线虫运动、生长和发育过程）对于C.elegans产生和AADs相同的病理特征；经典化学药物对于C.elegans没有产生如AADs的病理特征；AADs对于经典药物抵抗型C.elegans也有效，且效果与野生型完全一样。因此试验现象给了Kaminsky明确的信息：AADs存在着新的作用靶点。顺着这条思路，Kaminsky采用现代生物技术最终初步确定AADs的作用机制与线虫类特有的DEG-3亚家族基因有着密切的关系。整个研究过程简要如下：












思考与个人观点

1  药物发现的方法
由于治疗用的经典化学药物已经在临床使用中产生了较为严重的药物抵抗型现象，所以不可能将经典化学药物的作用靶点作为药物筛选的靶点，也这是因为这个原因，作者Kaminsky在寻找新型杀虫剂的时候选择了基于药理的筛选途径，是一种极为随机的筛选方式，在作用机制完全未知的情况下，仅是依靠临床疗效来作为药物筛选的唯一标准。对于这种大耗量的方法，我认为作者应该是在一些方面进行了较为客观的选择：
第一，动物模型的选择——选择标准为贴近药物的临床应用，确定为生物手段优化的臼齿类动物模型和来自于农场的哺乳动物模型；
第二，候选药物的选择，虽然文献中并没有提到这一点，但是从AADs的结构中可以得出其含有疏水基团苯环，化学性质活泼的氰基和供电基团氨基，所以作者有可能是在对于杀虫剂的药理和药化分析的基础上总结了一些经验，最终确定被筛选药物。
另一方面，虽然基于药理的筛选途径没有基于靶点的药物设计和基于结构的药物设计那么合理，但是对杀虫剂的药物发现上却有着不可忽视的优势：
第1， 基于靶点和基于结构的药物设计必须是在靶点可以直接或间接获得的基础上，否则无法进行药物分子与靶点之间的空间结合分析，而这一点对于基于药理的药物筛选途径完全不是障碍；
第2， 基于药理的筛选途径在新药研发的后期（药效学、药动学、药剂学方面的研究）比另外两种方法更具有实际应用的可能性，因为在候选药物筛选的时候，就已经考虑到了药剂学方面的问题，只有可以有适当的给药剂型和给药途径才可以进行体外动物模型的筛选，而且能够在动物模型上产生临床疗效的候选药物一定程度上也已经显现了其药效学、药动学的特点。总的来说，其筛选而得的先导化合物更具成药性的特点。
第3， 由于对于杀灭线虫病原体的机理，没有太多的人进行生物学方面的研究，因此也就缺乏新作用靶点的发现。而作者这种基于药理的筛选途径所发现的AADs有着与经典化合物所不同的作用机制，也就是说有新的作用靶点。然而基于靶点和基于结构的药物设计是针对已知的作用机理，因此，使用这种方法的药物设计很有可能发现与疾病相关的新靶点。
总而言之，选择哪种药物设计的方法，是药物发现道路上的奠基石，对于不同的疾病，应当从其医学、生物学等方面综合考虑，选择适宜的方法。虽然现代科学技术的发展已经给药物的发现方式灌注了新的“血液”——电子计算机技术和现代多学科理论的结合应用——例如虚拟筛选方式——但是这些新颖的现代科学技术虽然可以很大程度上节约人力、物力资源，可是离其真正的成功应用仍然需要一段时间。
2  有关AADs作用机制的研究理念
作者对于AADs作用机制研究的绝妙之处在于使用了现代生物技术与理论——基因突变原理——去探究其作用机制。最终发现线虫突变体模型基因组都缺失了nAChR基因亚家族DEG-3，使得nAChR基因编码的受体蛋白为无效蛋白，不产生任何生物效应。但是AADs的作用机制的研究并没有到此结束，只是跨出了小小的一步，其线虫模型研究只能初步确定AADs的药理作用与线虫特异型nAChR亚基有关，但还没有足够的证据说明AADs作用靶点是基因水平——作用于反式作用因子（抑制基因负调节物，使nAChR的表达量增加），还是蛋白分子水平——作用于受体蛋白（激动nAChR，兴奋离子通道，使nAChR的生理作用增强）。
另一方面，从AADs的分子结构可以猜测其作用部位可能为苯环的疏水作用、氨基的氢键作用、季铵化氮原子的离子键作用或羰基的氢键作用等。因此如果要确定AADs的药效基团就必须要首先确定其作用靶点。所以个人认为作用靶点的确定可以应用生物学手段，先做蛋白分子水平的研究，若试验结果判断为非作用靶点，再做基因水平的研究。（注：受体蛋白可以使用基因技术以大肠杆菌为载体大量表达；基因水平的研究则可以利用已经破解的线虫基因组找到这些反式作用因子；AADs分子与靶点结合的三维空间可以使用X晶体衍射获得）
事实上，作者对于AADs的整个研究过程给了我一个启示：现代科学的发展不是学科与学科之间的孤立研究，而科学真正的突破点在于学科之间的交叉边缘性研究。因此在药物设计中，也必定是应用多学科的理论与技术，也应当是多元化人力的共同参与，才可能在药物研发的道路上走得更长。医学、生物学是药物药理作用确证的理论，化学是药物合成、分子改进的工具，药剂学是药物临床应用开发的手段。
3  AADs未来发展前景

从作者的研究成果来看AADs有着非常诱人的优势：对于现在不断出现的药物抵抗型线虫也有杀灭作用，且从药动学试验的数据来看，其治疗指数高、毒性低。所以对于AADs研究主要从三个方向进行：
第1， 靶点的确定到先导化合物的优化。一旦确定了靶点就可以确定药效基团，然后利用化学手段从溶解性、选择性、稳定性、药效性、毒性等方面对先导化合物AAD1336和AAD1470进行优化，达到药物临床开发的要求。
第2， 从反刍类动物到人类。作者所做的临床药理试验只涉及于牛、羊等反刍类动物，虽然作用机制的研究发现，AADs的作用机制与线虫特异性表达的nAChR亚基有关，而且体外线虫模型也证明确实有效，但这些并不代表其应用到人类身上就一定能产生药效，同样也并不代表其在人体上的选择性是否还是那么高。因此，还必须扩大病原体线虫模型进行相关研究证明其在人类身上的有效性及耐受性。当然这些工作最好是在确定作用靶点后进行。
第3， AADs的抵抗性问题。微生物突变体模型已经说明了AADs同现在使用的经典化合物一样最终也会产生抵抗性现象。这是无法避免的事实。然而，关键的是如何尽量地延长其使用的寿命时间。对于这一点，作者也充分意识到了。所以，如果一旦AADs这类药物最终开发成为药品，必须得注意其使用剂量，与经典药物的联合用药等方面，若条件允许的话，最好对药物抵抗性现象进行监测；另一方面，在保证临床合理使用的同时，继续对线虫生长周期进行生物学方面的研究，寻找到一个突变性较为低的作用靶点。
4 结语
药物设计可以说是一项高投入、高回报、高风险、低成功率的工程。一个药物从试验走到临床，是技术与理论的结晶，离不开机遇的眷顾，更离不开团队的合作与严谨的科学态度。
建立44AADs的AAD抵抗型C.elegans突变体
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初步扫描突变体染色体


分析比较C.elegans的基因组





建立三种AAD抵抗型


H.contortus 突变体





acr-23突变体对AADs表现为抵抗型，对经典化学药物为易感性


acr-23编码的nAChR为无效蛋白





确认acr-23为AAD抵抗型相关的基因





确认突变基因为acr-23（哺乳动物中不存在）





进行PCR，引物为nAChR的互补序列


PCR产物进行电泳，以H.contortus敏感型原代与子代抵抗型突变体进行比较





结果显示三种突变体都缺失nAChR的部分基因（Hcdes-2H,Hcacr-23H）





结论：Hcdes-2H,Hcacr-23H（H.contortus）和acr-23（C.elegans）同属于一个nAChR基因亚家族DEG-3，编码nAChR的一个亚基。所以AADs杀灭线虫的作用机制一定与nAChR基因亚家族DEG-3有关。


*注：采用生物育种技术建立不同类型的突变体
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