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Ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ àêòèâíîñòè íîâîãî ïîëèïåïòèäíîãî ìîäóëÿòîðà

TRPV1-ðåöåïòîðîâ — ÀÐÍÑ2, âûäåëåííîãî èç àíåìîíû Heteractis crispa. Ïîêàçàíî, ÷òî

ÀÐÍÑ2 îáëàäàåò àíàëüãåòè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè, íå íàðóøàåò íîðìàëüíîé äâèãàòåëüíîé àê-

òèâíîñòè è íå èçìåíÿåò òåìïåðàòóðó òåëà è ãåìîñòàç ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ, ÷òî èìå-

åò áîëüøóþ ïðàêòè÷åñêóþ öåííîñòü äëÿ ñîçäàíèÿ ýôôåêòèâíûõ àíàëüãåòèêîâ íîâîãî ïîêîëå-

íèÿ. Â èññëåäîâàíèè ãåìîäèíàìè÷åñêîé àêòèâíîñòè íàáëþäàåòñÿ êðàòêîñðî÷íîå ïîâûøåíèå

×ÑÑ. Äàëüíåéøåå èññëåäîâàíèå îñîáåííîñòåé ñâÿçûâàíèÿ ýòîãî ïîëèïåïòèäà ñ ðåöåïòîðîì

TRPV1 ìîæåò îòêðûòü ïîäõîäû ê ñîçäàíèþ äðóãèõ àíòàãîíèñòîâ ýòîãî ðåöåïòîðà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ïîëèïåòèäíûé ìîäóëÿòîð; TRPV1-ðåöåïòîðû; àíàëüãåòèêè.

Íàèáîëåå èçâåñòíûì è èçó÷åííûì ïðåäñòàâèòåëåì

ñåìåéñòâà èîíîòðîïíûõ ðåöåïòîðîâ TRP ÿâëÿåòñÿ âçàè-

ìîäåéñòâóþùèé ñ êàïñàèöèíîì ðåöåïòîð TPRV1 [1, 2].

Ðåöåïòîð TRPV1 èãðàåò çíà÷èòåëüíóþ ðîëü âî ìíîãèõ

áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ, òàêèõ êàê âîñïðèÿòèå âíåø-

íåé òåìïåðàòóðû (áîëåå 43 °C), ðàçâèòèå âîñïàëåíèÿ è

òåðìîðåãóëÿöèÿ [1, 2]. Àêòèâàöèÿ TRPV1 ïðèâîäèò ê

âîçíèêíîâåíèþ áîëè, ñíèæåíèþ òåìïåðàòóðû òåëà, óñè-

ëåíèþ ïîòîîòäåëåíèÿ è âïîñëåäñòâèè ê ïîÿâëåíèþ ïî-

âûøåííîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê áîëåâûì ñòèìóëàì (ãè-

ïåðàëãåçèÿ) èëè áîëåâûõ îùóùåíèé â îòâåò íà íåáîëå-

âûå ðàçäðàæèòåëè (àëëîäèíèÿ) [1, 2]. Òàêèì îáðàçîì,

ðåöåïòîð TRPV1 ÿâëÿåòñÿ ÷ðåçâû÷àéíî èíòåðåñíîé ìè-

øåíüþ äëÿ ïîèñêà íîâûõ àíàëüãåòè÷åñêèõ è ïðîòèâî-

âîñïàëèòåëüíûõ ïðåïàðàòîâ.

Ðàíåå íàìè îáíàðóæåíû è îõàðàêòåðèçîâàíû ïîëè-

ïåïòèäíûå ìîäóëÿòîðû TRPV1 èç ýêñòðàêòà ìîðñêîé

àíåìîíû Heteractis crispa (APHC1 è ÀÐÍÑ3), êîòîðûå

ïðîÿâëÿþò âûðàæåííóþ àíàëüãåòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü è

ñíèæàþò òåìïåðàòóðó òåëà ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîò-

íûõ [3 – 7]. Òàêæå â ýòîì ýêñòðàêòå íàéäåí ïîëèïåïòèä-

íûé êîìïîíåíò, ïîëó÷èâøèé íàçâàíèå APHC2, îäíàêî

åãî áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü äåòàëüíî íå èññëåäîâàíà.

APHC2 ÿâëÿåòñÿ ñëàáûì èíãèáèòîðîì ñåðèíîâûõ ïðî-

òåàç è ìîäóëÿòîðîì àêòèâíîñòè âàíèëîèäíîãî ðåöåïòî-

ðà TRPV1 [5].

Ïîëèïåïòèä ÀÐÍÑ2 ïîëó÷åí ìåòîäîì ãåòåðîëîãè÷-

íîé ýêñïðåññèè â ñîñòàâå ãèáðèäíîãî ñ òèîðåäîêñèíîì

áåëêà â êëåòêàõ E. coli. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èíäèâèäóàëüíîãî

ïåïòèäà ãèáðèäíûé áåëîê áûë î÷èùåí ïðè ïîìîùè ìå-

òàëë-àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà Ñî
2+

-ñîðáåíòå, ðàñ-

ùåïëåí áðîìöèàíîì è öåëåâîé ïðîäóêò âûäåëåí

âûñîêîýôôåêòèâíîé õðîìàòîãðàôèåé ñ îáðàùåííîé ôà-

çîé, êàê áûëî îïèñàíî ðàíåå [4, 5, 8]. ×èñòîòà ïîëó÷åí-

íîãî ïåïòèäà ïî äàííûì àíàëèòè÷åñêîé ÂÝÆÕ è

ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè ñîñòàâëÿëà > 96 %.

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà èçó÷åíèþ áèîëîãè÷å-

ñêîé àêòèâíîñòè ýòîãî ïîëèïåïòèäà íà ýêñïåðèìåíòàëü-

íûõ ìîäåëÿõ.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü

Èññëåäîâàíèå APHC2 ïðîâîäèëè íà ìûøàõ-ñàìöàõ

CD-1 è êðûñàõ-ñàìöàõ SD â âîçðàñòå 2 ìåñ. Âñå ìàíèïó-

ëÿöèè ñ ìûøàìè áûëè ðàññìîòðåíû è îäîáðåíû áèîýòè-

÷åñêîé êîìèññèåé ÔÈÁÕ ÐÀÍ. Èññëåäóåìîå âåùåñòâî

ââîäèëè âíóòðèâåííî, ïðåäâàðèòåëüíî ðàñòâîðèâ â ñòå-

ðèëüíîì ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå, êîíòðîëüíîé ãðóï-

ïå ââîäèëè ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð. Âî âñåõ ýêñïåðè-

ìåíòàõ APHC2 è êîíòðîëüíûé ðàñòâîð ââîäèëè çà

15 ìèí äî íà÷àëà îïûòà.

Â êà÷åñòâå îñíîâíîãî òåñòà äëÿ àíàëèçà èçìåíåíèÿ

ïîðîãà îñòðîé áîëåâîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè èñïîëüçîâàëè

òåñò “Ãîðÿ÷àÿ ïëàñòèíà” ïðè òåìïåðàòóðå ïëàñòèíû

55 °C. Ïîñêîëüêó ðåöåïòîð TRPV1 ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç

îñíîâíûõ ñåíñîðîâ áîëåçíåííîãî òåìïåðàòóðíîãî âîç-

äåéñòâèÿ, “ãîðÿ÷àÿ ïëàñòèíà” ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ïðî-

ñòûì òåñòîì äëÿ èçó÷åíèÿ àíòàãîíèñòîâ ýòîãî ðåöåïòî-

ðà. Èññëåäîâàíèå íà òåïëîâóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ïðîâî-

äèëè ïðè âíóòðèâåííîì ââåäåíèè APHC2 â äîçàõ: 0,01,

0,05, 0,1 è 1 ìã/êã. Àíàëèç âëèÿíèÿ ïîëèïåïòèäà ÀÐÍÑ2
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íà òåìïåðàòóðó ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ ïðîâîäè-

ëè ìåòîäîì èçìåðåíèÿ ðåêòàëüíîé òåìïåðàòóðû. Ñåäà-

òèâíîå äåéñòâèå ïîëèïåïòèäà ÀÐÍÑ2 èññëåäîâàëè â

òåñòå “îòêðûòîå ïîëå”.

Äëÿ àíàëèçà èçìåíåíèÿ ãåìîäèíàìè÷åñêîé àêòèâíî-

ñòè èñïîëüçîâàëè êàòåòåðíóþ òåõíîëîãèþ ðåãèñòðàöèè

àðòåðèàëüíîãî äàâëåíèè (ÀÄ) è ÷àñòîòû ñåðäå÷íûõ ñî-

êðàùåíèè (×ÑÑ) íà ñàìöàõ êðûñ SD [11]. Íà ìîìåíò

âðåìåíè 0 (äî ââåäåíèÿ èññëåäóåìûõ ïîëèïåïòèäîâ) è

÷åðåç 15 è 110 ìèí ïîñëå ââåäåíèÿ ïîëèïåïòèäîâ çàáè-

ðàëè êðîâü äëÿ àíàëèçà ïîêàçàòåëåé ãåìîñòàçà. Îöåíêó

àêòèâèðîâàííîãî ïàðöèàëüíîãî (÷àñòè÷íîãî) òðîìáîïëà-

ñòèíîâîãî âðåìåíè (ÀÏÒÂ/À×ÒÂ), ïðîòðîìáèíîâîãî âðå-

ìåíè è îïðåäåëåíèå êîíöåíòðàöèè ôèáðèíîãåíà îñóùåñò-

âëÿëè ñ ïîìîùüþ íàáîðîâ è ìåòîäîâ “ÍÏÎ ÐÅÍÀÌ”,

Ðîññèÿ [12]. Ïîëèïåïòèä APCH2 ââîäèëè âíóòðèâåííî â

äîçå 0,1 ìã/êã êðûñàì SD.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì îáîðóäîâàíèÿ

ÖÊÏ ÈÁÕ, ïîääåðæàííîãî Ìèíîáðíàóêè ÐÔ, èäåíòè-

ôèêàòîð ñîãëàøåíèÿ RFMEFI 62117X0018.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ïðè èññëåäîâàíèè âëèÿíèÿ

APHC2 íà òåïëîâóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ó ìûøåé, ïðåä-

ñòàâëåíû íà ðèñ. 1.

Ïîëèïåïòèä APHC2 â äîçàõ 0,05 è 0,1 ìã/êã äîñòî-

âåðíî óâåëè÷èâàë âðåìÿ íàõîæäåíèÿ íà òåðìîñòàòèðóå-

ìîé ïëàñòèíå íà 28 è 35 % ñîîòâåòñòâåííî, ïî ñðàâíå-

íèþ ñ æèâîòíûìè êîíòðîëüíîé ãðóïïû. Ìàêñèìàëüíûé

ýôôåêò íàáëþäàëè ïðè äîçå 0,1 ìã/êã. Â òî æå âðåìÿ

ìîùíûé èíãèáèòîð ñåðèíîâûõ ïðîòåàç àïðîòèíèí

(aprotinine, Sigma), îáëàäàþùèé ñõîæåé ñ APHC2 ïðî-

ñòðàíñòâåííîé ñòðóêòóðîé, íå èçìåíÿë ïîâåäåí÷åñêóþ

ðåàêöèþ íà òåïëîâóþ ñòèìóëÿöèþ â äîçàõ 0,1 (11 %) è 1

(8 %) ìã/êã îòíîñèòåëüíî êîíòðîëüíîé ãðóïïû, ïîëó-

÷àâøåé ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð [5].

Ñåëåêòèâíûì àíòàãîíèñòîì TRPV1 ðåöåïòîðîâ ÿâëÿ-

åòñÿ êàïñàèöèí [9, 10]. Ðàíåå ïîêàçàíî, ÷òî ìûøè, íî-

êàóòèðîâàííûå ïî ãåíó TRPV1, íå ÷óâñòâèòåëüíû ê êàï-

ñàèöèíó [9]. Ââåäåíèå êàïñàèöèíà â ïîäóøå÷êó ëàïû

ýêñïåðèìåíòàëüíîãî æèâîòíîãî âûçûâàåò áîëåâîå ïîâå-

äåíèå: ëèçàíèå è âñòðÿõèâàíèå ëàïû, â êîòîðóþ ââåëè

êàïñàèöèí [14]. Âíóòðèâåííîå ââåäåíèå APHC2

(0,1 ìã/êã) çà 15 ìèí äî èíúåêöèè êàïñàèöèíà äîñòîâåð-

íî óìåíüøàëî âðåìÿ îáëèçûâàíèÿ ïîäóøå÷êè ëàïû

(44 %) ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâûì êîíòðîëüíîé ãðóïïû

(ðèñ. 2).

Ñåðüåçíûì ïðåïÿòñòâèåì äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ àíòàãî-

íèñòîâ TRPV1 ðåöåïòîðîâ â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå ÿâ-

ëÿåòñÿ èõ âëèÿíèå íà òåìïåðàòóðó òåëà [2]. Ïîêàçàíî,

÷òî ïîëèïåïòèä ÀÐÍÑ2 â äîçå 0,1 ìã/êã íå èçìåíÿåò

íîðìàëüíîé òåìïåðàòóðû òåëà ìûøåé ïðè âíóòðèâåí-

íîì ââåäåíèè. Òàêèì îáðàçîì, ÀÐÍÑ2 îòëè÷àåòñÿ îò

áîëüøèíñòâà ðàíåå îïèñàííûõ ïåïòèäíûõ è íåïåïòèä-

íûõ àíòàãîíèñòîâ ðåöåïòîðà TRPV1, êîòîðûå âëèÿþò íà

òåðìîðåãóëÿöèþ è èçìåíÿþò íîðìàëüíóþ òåìïåðàòóðó

òåëà ëþäåé è æèâîòíûõ (ðèñ. 3).

×òîáû èñêëþ÷èòü ïîòåíöèàëüíîå ñåäàòèâíîå äåéñò-

âèå ïîëèïåïòèäà ÀÐÍÑ2, åãî èññëåäîâàëè â òåñòå “îò-

êðûòîå ïîëå”. Îñíîâíûì ïîêàçàòåëåì ýòîãî òåñòà ÿâëÿ-

åòñÿ ëîêîìîòîðíàÿ àêòèâíîñòü, êîòîðàÿ âêëþ÷àëà òàêèå

ïàðàìåòðû, êàê âðåìÿ ïåðåäâèæåíèÿ è çàìèðàíèÿ. Â

ìàêñèìàëüíî ýôôåêòèâíîé äîçå, îáëàäàþùåé îáåçáîëè-

âàþùèì äåéñòâèåì, ðàâíîé 0,1 ìã/êã, APHC2 äîñòîâåð-

íî íå èçìåíÿåò íîðìàëüíîå ïîâåäåíèå æèâîòíûõ. Â ïî-

êàçàòåëå ïðîéäåííîãî ðàññòîÿíèÿ íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷å-

íèå äâèãàòåëüíîé àêòèâíîñòè íà 11 %, â ïîêàçàòåëå

âðåìåíè ïåðåäâèæåíèÿ íàáëþäàëè óâåëè÷åíèå íà 4 %,

ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû äîñòîâåðíî íå îòëè÷àëèñü îò

êîíòðîëüíîé ãðóïïû, ïîëó÷àâøåé ôèçèîëîãè÷åñêèé

ðàñòâîð.

Òàêèì îáðàçîì, ýôôåêòèâíîñòü ïîëèïåïòèäà APHC2

â áîëåâûõ òåñòàõ íå ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì íàðóøåíèÿ

ôóíêöèîíèðîâàíèÿ îïîðíî-äâèãàòåëüíîãî àïïàðàòà èëè

ñåäàöèè.

Àíàëèç ãåìîäèíàìè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé íå âûÿâèë

äîñòîâåðíûõ îòëè÷èé îò êîíòðîëÿ ïî ïîêàçàòåëþ ÀÄ

ïîñëå ââåäåíèÿ APCH2. Ãåìîäèíàìè÷åñêèå èññëåäîâà-

íèÿ ïåïòèäà APHC2 â ïåðèîä 7 – 17 ìèí äîñòîâåðíî

óâåëè÷èâàëè ×ÑÑ îòíîñèòåëüíî èñõîäíîãî óðîâíÿ íà

20 – 25 % îòíîñèòåëüíî èñõîäíîãî óðîâíÿ (ðèñ. 4). Ñ

íàèáîëüøåé âåðîÿòíîñòüþ ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî

ñïîñîáíîñòü èçìåíÿòü ×ÑÑ íàïðÿìóþ ñâÿçàíà ñ âîç-

ìîæíîñòüþ ïåïòèäà èçìåíÿòü ôèçèîëîãè÷åñêóþ òåìïå-

ðàòóðó òåëà æèâîòíûõ [7].

Ââåäåíèå ïîëèïåïòèäà ÀÐÍÑ2 íå ïðèâîäèëî ê ñòàòè-

ñòè÷åñêè äîñòîâåðíûì èçìåíåíèÿì â ñèñòåìå ãåìîñòà-

çà. Ïîñëå ââåäåíèÿ APHC2 ïîêàçàòåëü ÀÏÒÂ/À×ÒÂ ÷å-
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Ðèñ. 1. Îáåçáîëèâàþùåå äåéñòâèå ïîëèïåïòèäà ÀÐÍÑ2 â òåñòå

“Ãîðÿ÷àÿ ïëàñòèíà” ïîñëå âíóòðèâåííîãî ââåäåíèÿ ìûøàì

CD-1. Çäåñü è íà ðèñ. 2 – 4: äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå X � SD,

n = 10 äëÿ êàæäîé ãðóïïû; * p < 0,05 (Duncans test) îòíîñèòåëüíî

êîíòðîëüíîé ãðóïïû, ïîëó÷àâøåé ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð.

Èíòàêòíûå Ôèçèîëîãè÷åñêèé
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Ðèñ. 2. Îáåçáîëèâàþùåå äåéñòâèå ïîëèïåïòèäà ÀÐÍÑ2 íà ìî-

äåëè áîëè, âûçâàííîé êàïñàèöèíîì, ïîñëå âíóòðèâåííîãî ââå-

äåíèÿ ìûøàì CD-1.



ðåç 15 ìèí ñíèçèëñÿ íà 5 %, ê 120 ìèí — äî 10 % ïî

ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûì óðîâíåì. Ïðîòðîìáèíîâîå âðå-

ìÿ ê 15 ìèí ñíèçèëîñü íà 5 %, ê 120 ìèí — íà 14 %.

Êîíöåíòðàöèÿ ôèáðèíîãåíà èçìåíèëàñü íåçíà÷èòåëüíî:

÷åðåç 15 è 120 ìèí íà 0,4 è 2,7 % ñîîòâåòñòâåííî.

Èòàê, èññëåäóåìûé ïîëèïåïòèä íå îêàçûâàåò âëèÿ-

íèå íà ñèñòåìó ãåìîñòàçà. Îäíàêî îí âûçûâàåò ñòàòè-

ñòè÷åñêè çíà÷èìîå èçìåíåíèå ×ÑÑ ó ýêñïåðèìåíòàëü-

íûõ æèâîòíûõ â äîçàõ, ñîîòâåòñòâóþùèõ åãî ìàêñè-

ìàëüíîìó àíàëüãåòè÷åñêîìó ýôôåêòó.

Òàêèì îáðàçîì, ÀÐÍÑ2 îáëàäàåò îáåçáîëèâàþùèì

äåéñòâèåì, íå íàðóøàåò íîðìàëüíóþ äâèãàòåëüíóþ àê-

òèâíîñòü è íå èçìåíÿåò òåìïåðàòóðó òåëà ýêñïåðèìåí-

òàëüíûõ æèâîòíûõ, ÷òî èìååò áîëüøóþ ïðàêòè÷åñêóþ

öåííîñòü äëÿ ñîçäàíèÿ ýôôåêòèâíûõ àíàëüãåòèêîâ íî-

âîãî ïîêîëåíèÿ. Îäíàêî íàáëþäàåòñÿ êðàòêîñðî÷íîå èç-

ìåíåíèå ×ÑÑ ñ ïîñëåäóþùåé íîðìàëèçàöèåé ïîêàçàòå-

ëåé. Äàëüíåéøåå èññëåäîâàíèå îñîáåííîñòåé ñâÿçûâà-

íèÿ ýòîãî ïîëèïåïòèäà ñ ðåöåïòîðîì TRPV1 ìîæåò

îòêðûòü ïîäõîäû ê ñîçäàíèþ îáåçáîëèâàþùèõ ëåêàðñò-

âåííûõ ïðåïàðàòîâ.

Ðàáîòà ïîääåðæàíà ãðàíòîì ÐÔÔÈ (ãðàíò ¹

15-04-04666), ïðîãðàììîé ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-

íèé ïðåçèäèóìà ÐÀÍ “Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèî-

ëîãèÿ”, à òàêæå ãðàíòîì Ïðåçèäåíòà ÐÔ ïî ãîñóäàðñò-

âåííîé ïîääåðæêå âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë
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ANALGESIC ACTIVITY OF A POLYPEPTIDE MODULATOR OF TRPV1 RECEPTOR
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We present results of studying the activity of APHC2, a new polypeptide modulator of TRPV1 receptors, which was isolated from Heteractis crispa anemo-

nes. It is established that APHC2 has analgesic properties, does not disturb normal locomotor activity of experimental animals, and does not change their

body temperature and hemostasis. This compound can be of great practical value for creating a new generation of effective analgesic drugs. Short increase in

heart rate has been observed in the study of hemodynamic activity. Further investigation of the characteristics of APHC2 polypeptide binding to TRPV1 re-

ceptor may also open approaches to finding other antagonists of this receptor.

Keywords: polypeptide modulator; APHC2; TRPV1 receptors; analgesics.
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå ïîëèïåïòèäà APCH2 íà òåìïåðàòóðó òåëà ìû-

øåé CD-1 ïîñëå âíóòðèâåííîãî ââåäåíèÿ ïåïòèäà ÀÐÍÑ2 â

äîçå 0,1 ìã/êã.
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Ðèñ. 4. Âëèÿíèå ïîëèïåïòèäà APCH2 íà ×ÑÑ êðûñ SD ïîñëå

âíóòðèâåííîãî ââåäåíèÿ ïåïòèäà APCH2 â äîçå 0,1 ìã/êã.


