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Обнаружение медленных натриевых каналов
позволило по�новому подойти к исследованию
механизмов ноцицепции [1, 2]. Эти каналы, свя�
зываясь с мембранными рецепторами, могут об�
разовывать на мембране нейрона своеобразное
рецептивное поле, примером чего служит направ�
ленная модуляция Nav1.8�каналов, отвечающих
за кодирование болевого сигнала в ноцицептив�
ных нейронах, рецепторов серотонина [3] и опио�
идоподобных рецепторов [4]. Активация опиои�
доподобных рецепторов производным гамма�пи�
рона (коменовая кислота) позволяет, не вызывая
негативных побочных эффектов, избирательно
выключить только высокочастотную компоненту
импульсной активности, специфически кодиру�
ющую ноцицептивный сигнал мембраны сенсор�
ного нейрона [5]. 

Перспективными фармакологическими суб�
станциями, активирующими указанный меха�
низм мембранной сигнализации, могут быть ве�
щества пептидной и непептидной природы. Одно
из производных гамма�пирона – коменовая кис�
лота – было предложено нами в качестве действую�
щей субстанции нового отечественного неопиоид�
ного анальгетика “Аноцептин” [5], успешно про�
шедшего первую фазу клинических испытаний, что
позволило нам накопить уникальный опыт разра�
ботки совершенно новых эффективных анальге�
тиков. 

Другое направление наших исследований свя�
зано с разработкой пептидных анальгетиков на
основе молекул дефенсинов кролика. Как было
показано ранее [6–9], внеклеточное взаимодей�
ствие эндогенных антибиотиков дефенсина NP�1
(Кd = 2 пмоль/л) и дефенсина NP�4 (Кd =
= 80 нмоль/л) с наружной мембраной нейронов
спинальных ганглиев крыс приводит к снижению
эффективного заряда активационной воротной
системы медленных натриевых каналов Nav1.8
(Zeff), что свидетельствует о способности указан�
ных молекул модулировать потенциалочувстви�
тельность этих каналов. Поскольку молекулы ис�
следованных нами дефенсинов кролика состоят
из 33 аминокислотных остатков и обладают слож�
ной структурой, были предприняты попытки вы�
делить фрагменты этих молекул в виде коротких
пептидов, которые были бы относительно легко
синтезируемы, но в то же время сохраняли бы не�
обходимый спектр физиологически важных
свойств в первую очередь анальгетического дей�
ствия. Было установлено, что синтетические гек�
сапептиды Ас�PRERRA�NH2, Ас�PRARRA�NH2

и Ас�PKEKKA�NH2 (последовательность PRE�
RRA является фрагментом нативной формы мо�
лекулы дефенсина NP�1) в эндогенных концен�
трациях (100 нмоль/л) снижают потенциалочув�
ствительность Nav1.8�каналов [10]. 

Поскольку замена Glu на Ala (переход от Ас�
PRERRA�NH2 к Ас�PRARRA�NH2) мало повлия�
ла на модулирующие свойства пептида [10], мож�
но сделать вывод, что наличие в атакующей моле�
куле аминокислотного остатка Glu не является
необходимым условием, определяющим способ�
ность пептида к связыванию с каналом, что рас�
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ходится с нашими более ранними представления�
ми [7]. С другой стороны, сохранение наблюдае�
мого эффекта при переходе от Ас�PRERRA�NH2

к Ас�PKEKKA�NH2 указывает на то, что в форми�
ровании лиганд�рецепторного комплекса участ�
вует положительно заряженная функциональная
группа. Arg и Lys несут положительный заряд в
боковой цепи при физиологически адекватных
условиях, и наличие у молекулы Ac�PKEKKA�NH2

достоверно определенной способности снижать Zeff

говорит о потенциальной взаимозаменяемости Arg
и Lys в процессе связывания гексапептидов по меха�
низму модулированного рецептора [11] с молеку�
лярной мишенью, являющейся частью аминокис�
лотной последовательности Nav1.8�канала [10].

Очевидно, что ключевую роль в механизме ли�
ганд�рецепторного связывания молекулы Ac�
PRERRA�NH2 играет аминокислотный остаток
Arg. Важной задачей является поиск максимально
короткого пептида, содержащего остаток указан�
ной аминокислоты и способного снижать потен�
циалочувствительность Nav1.8�каналов. Подоб�
ный пептид, вероятно, сможет обладать теми же,
что и коменовая кислота, анальгетическими
свойствами, но благодаря своей эндогенной при�
роде может быть более безопасен и эффективен.
Для его разработки необходимо было детально
исследовать механизмы действия аргининсодер�
жащих пептидов на мембрану ноцицептивного
нейрона, что и составило предмет настоящего ис�
следования. 

С помощью метода локальной фиксации потен�
циала в конфигурации регистрации активности
“целая клетка” исследовали способность молекул
Ac�RER�NH2, Ac�RR�NH2 и свободной молекулы
Arg модулировать возбудимость мембраны ноци�
цепторов – снижать потенциалочувствительность
медленных натриевых каналов Nav1.8, ответствен�
ных за кодирование болевых сигналов. 

Опыты проводили с использованием стан�
дартных растворов [12] на культивируемых изо�
лированных сенсорных нейронах, выделенных из
областей L5–S1 ганглиев спинного мозга ново�
рожденных крысят популяции Wistar. Культиви�
рование изолированных нейронов в течение двух
часов в стандартных питательных средах в атмо�
сфере 95% СО2 позволяет получить интактные
клетки [12, 13], мембрана которых сохраняет свои
ноцицептивные физиологические характеристи�
ки. Пептиды получали методом классического
пептидного синтеза, для чего использовали реак�
тивы и производные аминокислот фирм “Sigma
Chemical Co.” (США), “Iris Biotech GmbH” (Гер�
мания), растворители производства компаний
“Экос�1” и “Криохром” (Россия). Конечный про�
дукт характеризовали с помощью аналитической
ВЭЖХ (чистота > 95%) и масс�спектрометрии.
Статистическую обработку полученных результа�

тов проводили с помощью критерия t Стьюдента.
Достоверными считали различия при p ≤ 0.05.

Действие молекулы Ac�RER�NH2 в концен�
трации 1 мкмоль/л на наружную поверхность
плазматической мембраны нейрона приводило к
изменению эффективного заряда (Zeff) активаци�
онной воротной системы каналов Nav1.8 (рис. 1, 2).
Именно этот параметр является показателем,
определяющим эффект воздействия исследуемых
агентов. Уменьшение Zeff приводит к снижению
частоты повторных ответов мембраны ноцицеп�
тивного нейрона, что, в свою очередь, ведет к ку�
пированию болевых сигналов [5, 12]. Величину
Zeff количественно оценивали обычным способом
[12]. При подаче на мембрану последовательности
ступенек напряжения (E) регистрировали ампли�
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Рис. 1. Нормированные значения пиковых вольтам�
перных характеристик натриевых каналов Nav1.8, по�
строенные по данным контрольного эксперимента и
после добавления во внеклеточный раствор 1 мкмоль/л
трипептида Ac�RER�NH2. Справа вверху – кривые
медленных NaV1.8�токов, полученных в контрольных
экспериментах и после действия трипептида Ac�
RER�NH2 в концентрации 1 мкмоль/л. Диапазон те�
стирующего потенциала от –60 до 45 мВ, шаг 10 мВ.
Во всех записях поддерживаемый потенциал, дли�
тельность которого составляла 500 мс, был равен
110 мВ. Вычитание токов утечки и ёмкостных токов –
программным способом. 
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тудные (пиковые) значения токов (Imax), которые
могут быть выражены в виде функции Imax(E). На
рис. 1 эта зависимость представлена как норми�
рованная функция. Далее, применение метода
Алмерса [5, 12] позволяет с удовлетворительной
точностью получить оценку величины эффектив�
ного заряда активационного воротного устрой�
ства медленных натриевых каналов (рис. 2).

Основным результатом нашей работы явилось
выяснение минимальной эффективной длины
аминокислотной последовательности аргинин�
содержащих пептидов. Нами было обнаружено,
что снижение величины Zeff происходит при дей�
ствии трипептида Ac�RER�NH2, тогда как дипеп�
тид Ac�RR�NH2 и свободная молекула Arg подоб�
ным эффектом не обладали (табл. 1).

Полную оптимизацию геометрических пара�
метров изолированных молекул трипептида Ac�

RER�NH2 и дипептида Ac�RR�NH2 осуществляли
полуэмпирическим методом PM3, а также огра�
ниченным методом Хартри–Фока ab initio с при�
менением базиса 6�31G* [14] по программе
GAMESS [15]. Квантовохимические расчеты по�
казали, что молекула трипептида стабилизирова�
на образованием солевого мостика между гуани�
диновой группой боковой цепи Arg1 и карбок�
сильной группой боковой цепи Glu2, а также трех
внутримолекулярных водородных связей: водо�
родной связи между атомом азота гуанидиновой
группы Arg3 и атомом карбонильного кислорода
амидированного C�конца молекулы пептида. На�
личие этих взаимодействий заметно ограничива�
ет конформационную подвижность молекулы.

Основной вклад в энергию связывания три�
пептида Ac�RER�NH2 с каналом, вероятно, вно�
сит формирование межмолекулярной ион�ион�
ной связи с участием гуанидиновой группы остат�
ка Arg3 и нуклеофильного центра в составе
модулированного рецептора. В пользу данного
предположения свидетельствует стерическая до�
ступность гуанидинового фрагмента Arg3, а также
тот факт, что ионизованные функциональные
группы боковых цепей Arg1 и Glu2 образуют меж�
ду собой солевую связь, которая должна быть
разорвана для того, чтобы указанные группы мог�
ли вступать в эффективное взаимодействие с ре�
цептором. Функция аминокислотного остатка
Glu2, видимо, заключается в стабилизации дей�
ствующей конформации молекулы трипептида за
счет образования внутримолекулярной ионной
связи.

В молекуле дипептида Ac�RR�NH2 также при�
сутствуют два стерически доступных положи�
тельно заряженных гуанидиновых фрагмента, од�
нако данная молекула не способна снижать вели�
чину Zeff, равно как и свободная молекула Arg. 

Наиболее вероятное объяснение отсутствию
наблюдаемого эффекта у молекул Arg и Ac�RR�
NH2 заключается в том, что только энергии обра�
зования межмолекулярной ион�ионной лиганд�
рецепторной связи недостаточно для активации
процесса связывания лиганда с рецептором, при�
водящего к снижению Zeff. В полную энергию
формирования лиганд�рецепторного комплекса
могут вносить вклад ван�дер�ваальсовые взаимо�
действия, а также образование межмолекулярных
водородных связей. Молекула Ac�RR�NH2 обла�
дает вытянутой формой из�за электростатическо�
го отталкивания гуанидиновых фрагментов, не�
сущих заряд одного знака, в то время как молеку�
ла Ac�RER�NH2 более компактна за счет наличия
стабилизирующих внутримолекулярных взаимо�
действий и имеет форму, близкую к эллипсоид�
ной, что делает данную молекулу более компле�
ментарной своему сайту связывания. 
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Рис. 2. Влияние трипептида Ac�RER�NH2 на величи�
ну эффективного заряда активационной воротной
системы медленных натриевых каналов. Экспонен�
циальная функция, представленная в логарифмиче�
ском масштабе (ось ординат), позволяет определить
величину Zeff по тангенсу угла наклона асимптот,
проведенных к начальным участкам этих функций в
контрольном опыте и после добавления во внекле�
точный раствор трипептида Ac�RER�NH2 в концен�
трации 1 мкмоль/л.

Таблица 1.  Количественная оценка влияния исследуе�
мых субстанций на эффективный заряд медленных на�
триевых каналов 

Вещество Концентра�
ция, мкмоль/л

Zeff,

(  ± SD)
Количество 

опытов

Контроль 6.6 ± 0.3 24

Ac�RER�NH2 1 4.6 ± 0.4* 14

Ac�RR�NH2 1 6.2 ± 0.4 14

Arg 1 6.3 ± 0.3 12

* – p < 0.05 по сравнению с контролем.

X
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Таким образом, самым коротким пептидом,
способным проявить потенциальные анальгети�
ческие свойства, является трипептид Ac�RER�NH2.
Однако при этом его действующая концентрация
оказывается в 10 раз выше, чем у гексапептида
Ac�PRERRA�NH2, включающего в себя последо�
вательность RER, и на 6 порядков выше, чем у
молекулы NP�1. 

Полученные результаты свидетельствуют о
том, что взаимодействие молекулы Ac�RER�NH2

с мембраной ноцицептивного нейрона вызывает
такой же эффект снижения величины Zeff актива�
ционной воротной системы каналов Nav1.8, что и
таковое коменовой кислоты, являющейся дей�
ствующей субстанцией разработанного нами вы�
сокоэффективного и безопасного неопиоидного
анальгетика непептидной природы “Аноцепти�
на”. Еще одной общей чертой Ac�RER�NH2 и
“Аноцептина” является наличие у них электро�
фильного центра, участвующего в образовании
межмолекулярной ион�ионной связи, которая
вносит основной вклад в энергию формирования
лиганд�рецепторного комплекса: в молекуле Ac�
RER�NH2 – это гуанидиновая группа боковой це�
пи Arg, в молекуле коменовой кислоты – хелати�
рованный атом Са2+, поскольку данная молекула
связывается с рецептором в форме соли хелатного
комплекса с Са2+ [5]. Тем самым молекулу Ac�
RER�NH2 можно считать возможным новым
анальгетиком эндогенной природы.

Работа поддержана грантом РНФ № 14–15–
00677.
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