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Рецептор TRPV1 играет значительную роль во многих биологических процессах, таких как воспри-
ятие внешней температуры (более 43°C), развитие воспаления и терморегуляция. Активация TRPV1
приводит к возникновению боли и снижению температуры тела, в то же время его ингибирование
может приводить к повышению температуры. Ранее были обнаружены и охарактеризованы пептид-
ные модуляторы TRPV1 из экстракта морской анемоны Heteractis crispa (APHC1 и АРНС3), которые
проявляли выраженную анальгетическую активность и при этом снижали температуру тела экспе-
риментальных животных. На основе аминокислотных последовательностей APHC1 и АРНС3 нами
была получена гибридная пептидная молекула, названная А13, содержащая в себе все потенциально
важные для проявления активности пептидов-предшественников остатки. Биологические испыта-
ния на животных показали, что гибридная молекула комбинирует в себе анальгетические свойства
обоих природных пептидов, но, в отличие от исходных пептидов, не понижает, а повышает темпе-
ратуру тела экспериментальных животных.

Ключевые слова: анальгетические пептиды, ваниллоидный рецептор TRPV1, функциональная экспрес-
сия, гипотермия, гипертермия.
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ВВЕДЕНИЕ
Наиболее известным и изученным представи-

телем семейства ионотропных рецепторов TRP
является взаимодействующий с капсаицином ва-
ниллоидный рецептор 1, TRPV1 (Transient Recep-
tor Potential Vanilloid 1). Он считается полимо-
дальным детектором разнообразных физических

и химических стимулов и участвует в генерации
болевого сигнала. Рецептор TRPV1 играет значи-
тельную роль в таких биологических процессах,
как восприятие внешней температуры (более
43°C), развитие воспаления и терморегуляция.
Активация TRPV1 приводит к возникновению
боли, снижению температуры тела, усилению по-
тоотделения и впоследствии – к появлению по-
вышенной чувствительности к болевым стиму-
лам (гипералгезия) или болевых ощущений в ответ
на неболевые раздражители (аллодиния) [1, 2].
TRPV1 играет важную роль в ряде патологиче-
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ских состояний: при болях воспалительного ха-
рактера, раке, нейропатических и висцеральных
болях, заболеваниях дыхательных путей, панкре-
атитах и мигренях [2]. Все это позволяет рассмат-
ривать рецептор TRPV1 как перспективную тера-
певтическую мишень в лечении различных заболе-
ваний и, прежде всего, для уменьшения болевого
синдрома.

TRPV1 является катион-селективным ионным
каналом, который отвечает на присутствие капса-
ицина кратковременным деполяризующим вхо-
дящим током и активируется повышенной тем-
пературой и/или низким значением рН. Данные,
полученные в in vivo- и in vitro-экспериментах, поз-
воляют считать TRPV1 важным полимодальным
рецептором, который объединяет множественные
сигналы о физических и химических стимулах и
инициирует ответ чувствительного нейрона.

Ранее были обнаружены и охарактеризованы
пептидные модуляторы TRPV1 из экстракта мор-
ской анемоны Heteractis crispa APHC1 и АРНС3,
которые проявляли выраженную анальгетиче-
скую активность и, в отличие от других антагони-
стов, снижали температуру тела эксперименталь-
ных животных [3–7]. Каждый из двух пептидов
обладал индивидуальным характером анальгети-
ческого действия в ряде моделей болевой чувстви-
тельности, хотя их структурные отличия состоят
только в 4 единичных аминокислотных заменах.
Проанализировав построенные трехмерные моде-
ли пептидов, мы определили несколько функцио-
нально важных остатков и собрали их в новой ги-
бридной молекуле – А13. Ее исследования в экспе-
риментах in vivo показали, что гибридная молекула
не просто комбинирует в себе анальгетические
свойства обоих предшественников, но, в отличие
от них, повышает температуру тела эксперимен-
тальных животных.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Сравнение анальгетических пептидов АРНС1

и APHC3 (B2G331, C0HJF3)1 с гомологичными
ингибиторами протеаз SHTX-Hcr2e (P0DMJ5) и
SHPI-1 (P31713) показывает не только значимость
единичных аминокислотных замен, но и позво-
ляет предположить потенциально важные остат-
ки для взаимодействия с TRPV1 (рис. 1а). Наибо-
лее очевидно это видно при анализе простран-
ственных структур пептидов, которые были
смоделированы и построены на базе разрешен-
ной методами ЯМР структуры SHPI-1 (Protein
Data Bank ID 1SHP). Пептиды имеют характер-
ный тип укладки, богатой α/β-элементами, типа
BPTI/Kunitz, впервые описанный для ингибитора
сериновых протеаз из поджелудочной железы бы-
ка (BPTI – Bovine Pancreas Trypsin Inhibitor) [3, 5].

1 В скобках указаны Uniprot ID для пептидов.

Известно, что связывающие участки токсинов
обычно представляют собой комбинацию заря-
женных и гидрофобных аминокислот (например,
блокаторы К+-каналов) [8, 9]. Во всех ингибито-
рах TRPV1 присутствует Arg48, и, соответствен-
но, положительно заряженный остаток в этом по-
ложении отсутствует в пептидах SHTX-Hcr2e и
SHPI-1. Остальные положительно заряженные
аминокислотные остатки относительно равномер-
но распределены по всей длине сравниваемых мо-
лекул, поэтому мы использовали пространственное
моделирование для выявления общих закономер-
ностей, подразумевая наличие других необходимых
для связывания с рецептором остатков.

Анализ пространственных моделей для
APHC1 и APHC3 позволил выявить некоторые
структурные особенности ингибиторов TRPV1,
которые, видимо, определяют их способность
связывания с рецептором. Оказалось, что оба
пептида содержат по 2 положительно заряженных
аминокислотных остатка на одной поверхности
молекулы (для АРНС1 это Arg18 и Arg48, а для
АРНС3 – Lys28 и Arg48) на одинаковом расстоя-
нии ~18 Å (рис. 1б, 1в). Мы предположили, что
комбинация участвующих в связывании с рецеп-
тором остатков от обеих молекул позволит полу-
чить пептид с еще более ярко выраженными
анальгетическими свойствами за счет увеличения
эффективности связывания с рецептором. Наибо-
лее простым способом получить такой гибридный
пептид (он был назван А13 (АРНС1 + АРНС3)),
это внесение одной замены D23N в структуру мо-
лекулы APHC1. Вследствие такой замены исчезает
солевой мостик Asp23-Lys28, который в исходной
молекуле АРНС1 разворачивал Lys28 в сторону от
предполагаемой поверхности контакта лиганда с
рецептором (рис. 1г); в результате этого на про-
странственной модели А13 три положительно за-
ряженных остатка выстраиваются в равносторон-
ний треугольник.

Аналогично тому, как ранее была разработана
методика гетерологической экспресии в E. coli
для анальгетических пептидов, она была успешно
воспроизведена для пептида А13. Синтетическую
нуклеотидную последовательность клонировали
в вектор pET32b+ и после трансформации штам-
ма E. coli BL21(DE3) индуцировали экспрессию
добавлением IPTG. В качестве белка-партнера
был выбран тиоредоксин, который обеспечивает
более высокий выход и правильное замыкание
дисульфидных связей у цистеин-богатых белков.
Гибридный белок тиоредоксин-А13 выделяли
при помощи металлоаффиной хроматографии, а
целевой пептид А13 выделяли из гидролизной
смеси после расщепления BrCN по остатку Met,
введенному перед первым аминокислотным
остатком А13.

Редакция
Вычеркивание
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Рис. 1. Структура пептидов. (а) Множественное выравнивание аминокислотных последовательностей пептидов из
морских анемон АРНС1 (B2G331), АРНС3 (C0HJF3), A13, и ингибиторов протеаз SHPI-1 (P31713), SHTX-Hcr2e
(P0DMJ5). Идентичные аминокислотные остатки выделены серым. Аминокислотные остатки, потенциально важные
для связывания анальгетических пептидов с TRPV1 выделены жирным шрифтом, пунктиром показан солевой мостик
D23-K28 (б, в, г). Трехмерные пространственные модели, полученные молекулярным моделированием из структуры
SHPI-1 (PDB ID: 1SHP, гомология первичной структуры ~81%) при помощи программы PyMol (DeLano Scientific).
Показаны черным цветом боковые цепи остатков Arg18, Arg48, Lys28, пунктирной линией показаны расстояния меж-
ду этими остатками.
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В итоге после очистки с помощью ВЭЖХ на
колонке с обращенной фазой был получен сим-
метричный хроматографический пик с молеку-
лярной массой, соответствующей расчетной для
рекомбинантного пептида А13. Удаление солево-
го мостика, таким образом, не меняло способ-
ность молекулы к сворачиванию и правильному
замыканию дисульфидных связей. Выход целево-
го пептида А13 с 1 л культуры клеток E. coli соста-
вил ~3 мг. Выходы рекомбинантных пептидов
APHC1 и APHC3, полученных для проведения
данного исследования, были на уровне 3.3 и 8 мг
с 1 л культуры соответственно.

Исследования анальгетической активности
включали тесты, построенные на поведении жи-
вотных при воздействии на них различных раз-
дражителей. В таких тестах наличие возможного
седативного эффекта исследуемого образца мо-
жет искажать полученные результаты. Чтобы ис-
ключить потенциальное седативное действие
пептида А13, провели исследование его влияния
на тревожность и двигательную активность в экс-
перименте “открытое поле” (таблица). Внутривен-
ное введение пептидов в предварительных экспери-
ментах показало, что их концентрация в крови на
15-й минуте достигает максимального значения,
поэтому все измерения проводили через 15 мин.
Как и ожидалось в дозе 0.1 мг/кг достоверных отли-

чий от контрольной группы, получавшей 0.9%
NaCl, по всем измеренным показателям не наблю-
далось, кроме показателя пройденной дистанции.
По сравнению с контролем мыши после внутри-
венного введения А13 сократили на треть прой-
денный путь, причем скорость передвижения при
этом уменьшалась незначительно. Следователь-
но, результаты всех последующих тестов пептида
А13 на животных моделях не были опосредованы
его седативным действием.

TRPV1 рецепторы, прежде всего, – важные
компоненты температурной чувствительности.
Поэтому часто одним из основных используемых
тестов для оценки эффективности модуляторов
TRPV1 является тест “Горячая пластина”. В нем
производится измерение порога острой болевой
чувствительности и потенциального обезболиваю-
щего эффекта в ответ на термическое раздражение.
Для А13 провели измерения в дозах 0.001–0.5 мг/кг,
и во всех них время первого облизывания задних
лап не отличалось от контрольной группы (рис. 2).
Обе исходные молекулы при этом достоверно из-
меняли этот параметр в дозе 0.1 мг/кг (APHC1
также в дозе 0.01 мг/кг) в сторону увеличения. Та-
ким образом, молекула А13 практически не обла-
дает способностью ингибировать тепловую акти-
вацию TRPV1.
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TRPV1 рецептор участвует в терморегуляции, и
почти все его известные агонисты и антагонисты
изменяют температуру тела. Рецепторы TRPV1 на
специализированных чувствительных нейронах,
иннервирующих брюшную полость, контролиру-
ют постоянство температуры тела, активируясь
при нормальной температуре тела [10, 11]. Селек-
тивные агонисты TRPV1, такие как капсаицин, вы-
зывают значительное снижение температуры тела.
Влияние антагонистов на температуру тела являет-
ся более сложным [12, 13]. Антагонисты, которые
взаимодействуют с внутриклеточным капсаицин-
связывающим карманом TRPV1, вызывают эффект
гипертермии, если они способны ингибировать
токи через TRPV1, индуцированные закислением
[14, 15]. Антагонисты, которые потенцируют ак-
тивацию TRPV1 при низких рН, либо снижают,
либо не изменяют температуру тела [13, 15]. Вве-
дение APHC1 вызывало заметное снижение тем-
пературы тела на 1.5°C, тогда как APHC3 слабо
снижал температуру тела [7].

Внутривенное введение пептида А13 в дозе
0.1 мг/кг вызвало достоверное увеличение темпе-
ратуры с 15-й минуты после введения (рис. 3). Ги-
пертермический ответ на введение А13 наблюдал-
ся на протяжении 90 мин регистрации температу-
ры и был сходен с эффектом низкомолекулярного
антагониста AMG9810. Таким образом, исследуе-
мый пептид А13 очевидно ингибирует TRPV1 и вли-
яет на температуру тела как классический антаго-

нист этого рецептора. Следовательно, антагонисти-
ческие свойства А13 стали отличны от свойств
обоих исходных анальгетических пептидов.

Гиперальгезия, индуцированная полным адъ-
ювантом Фрейнда (CFA), является многокомпо-
нентным болевым раздражением, в котором раз-
ные воспалительные процессы действуют через
несколько механизмов, снижая температурный
порог открывания TRPV1, и повышая тепловую
чувствительность [16, 17]. Внутривенное введение
А13 в дозах 0.1 и 1 мг/кг достоверно увеличивали
время нахождения на термостатируемой поверх-
ности, возвращая тепловую чувствительность
воспаленной лапы к норме (рис. 4). При более
низких концентрациях наблюдали доза-зависи-
мое снижение эффекта. Активность А13 досто-
верно не была отличима от активности исходных
пептидов, но APHC1 и APHC3 все-таки проявили
статистически значимую анальгезию в дозе
0.01 мг/кг. Таким образом, А13 сохранил свойства
“родительских” молекул АРНС1/АРНС3 по сни-
жению тепловой гиперчувствительности, вы-
званной воспалением.

TRPV1 рецепторы могут быть активированы
низкими значениями внеклеточного рН, следо-
вательно, они участвуют в распознавании боли,
вызванной изменением кислотности. Измерить
реакцию экспериментальных животных на из-
менение кислотности в брюшной полости поз-
воляет тест химического раздражения брюшины

Параметры поведения животных в тесте “открытое поле” (общая продолжительность измерения 180 с) для кон-
трольной группы животных (n = 10) и группы с введенным внутривенно А13 в дозе 0.1 мг/кг (n = 9) через 15 мин
после введения. Разброс данных приведен как стандартная ошибка среднего значения (SEM), достоверное отли-
чие параметров (P < 0.01) отмечено **

Параметр
Физ. раствор А13 Изменение 

от контроля, %среднее SEM среднее SEM

Время неподвижности, с 56.0 3.8 51.5 3.0 –8
Неподвижность от общего времени, % 31.1 2.1 37.6 2.6 7
Время передвижения, с 124.0 3.8 114.5 4.1 –8
Передвижения от общего времени, % 68.9 2.1 68.0 2.6 –1
Дистанция, м 29.6 2.6 19.8 1.7 –33**
Время в центре, с 13.4 4.1 14.9 3.8 12
Время в центре от общего времени, % 7.4 2.3 8.3 2.1 1
Дистанция в центре, м 4.2 1.6 2.4 0.6 –42
Дистанция в центре от общей дистанции, % 12.2 3.5 11.3 2.6 –1
Время на периферии, с 166.6 4.1 165.1 3.8 –1
Время на периферии от общего времени, % 92.6 2.3 91.7 2.1 –1
Дистанция на периферии, м 25.3 1.5 23.6 1.8 –7
Дистанция на периферии от общей дистанции, % 87.8 3.5 88.7 2.6 1
Кол-во изменений центра тяжести 3513 222 3082 172 –12
Скорость во время передвижения, м/с 0.23 0.02 0.20 0.00 –13
Скорость за общее время, м/с 0.14 0.02 0.11 0.01 –21
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[18, 19]. Внутрибрюшинное введение уксусной
кислоты вызывает очень стереотипное поведение
у мышей и считается признаком интенсивной
висцеральной боли [20]. Введение А13 за 15 мин
до введения уксусной кислоты в исследуемых до-
зах (0.001, 0.1, 0.5 и 1 мг/кг) достоверно и концен-
трационно-зависимо снижало количество присту-

пов боли относительно контрольной группы
(рис. 5). Молекулы, которые ингибируют [18] или
потенцируют [15] кислото-индуцированные токи
TRPV1, in vitro также снижают количества болевых
приступов после инъекции уксусной кислоты.

Факт ярко выраженной активности в модели
химического раздражения брюшины и гипертер-

Рис. 3. График измерения температуры тела мышей CD-1 (ректально) после внутривенного введения пептида А13 в
дозе 0.1 мг/кг (n = 10). Для сравнения приведены данные, полученные на той же установке ранее для пептидов APHC1,
APHC3 и AMG9810 в соответствии с [7]. Достоверное отличие (* P < 0.05) на 15-й минуте измерения определяли ана-
лизом вариабельности ANOVA с использованием теста Дункана от исходной температуры тела до введения пептида.
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мической активности пептида А13 хорошо согла-
суются и косвенно могут служить доказательством
способности А13 ингибировать кислото-индуци-
рованные токи через TRPV1. Схожий биологиче-
ский эффект в этой животной модели показал пеп-
тид APHC3, в то время как АРНС1 обладал мень-
шей анальгетической активностью.

Суммируя вышеприведенные данные, мы
смогли показать в данной работе, что одиночная
замена в положении 23 остатка аспарагиновой
кислоты на аспарагин в пептиде АРНС1 привела
к значительному изменению свойств молекулы.
Новый пептид А13 не изменяет тепловой чувстви-
тельности мышей, но проявляет наиболее значи-
тельную анальгетическую активность в модели
боли, индуцированной кислотой, в отличие от
пептида АРНС1. В то время как пептиды АРНС1
и АРНС3 снижают температуру тела эксперимен-
тальных животных, проявляя свойства неполных
антагонистов TRPV1, полученный гибридный
пептид А13 повышает температуру тела мышей,
аналогично большинству непептидных антагони-
стов TRPV1, блокирующих все типы активации
этого рецептора. Таким образом, нам удалось уси-
лить анальгетические свойства АРНС1 путем “пе-
реноса” одного остатка из родственного пептида
АРНС3. Замена в АРНС1 единственной амино-
кислоты (D23 → N23) привела к появлению
анальгетических свойств, свойственных пептиду
АРНС3, и появлению нового гипертермического
действия, нехарактерного для обоих исходных
пептидов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение рекомбинантных пептидов. Для на-
работки рекомбинантных белков использовали
вектора, кодирующие пептиды АРНС1 и АРНС3,
которые были ранее получены и описаны [3, 5].
Для гибридной молекулы А13 новый ген получа-
ли с помощью ПЦР из праймеров, подобранных
с учетом оптимальных кодонов для E. coli. Про-
дукт амплификации обрабатывали рестрикта-
зами EcoR1/XhoI, очищали с помощью гель-
электрофореза и лигировали с расщепленной те-
ми же рестриктазами плазмидой рЕТ32b (Novagen,
США). Лигаты трансформировали в клетки штам-
ма XL1-Blue. Структура полученной плазмиды бы-
ла подтверждена секвенированием.

Для экспрессии трансформировали клетки
штамма BL21(DE3) методом электропорации.
Клетки культивировали в cреде LB, содержащей
ампициллин (100 мкг/мл), при 37°C с интенсивной
аэрацией до достижения значения А600 0.6–0.8 (7–9 ч),
после чего добавляли IPTG до конечной концен-
трации 0.2–0.4 мМ и инкубировали еще 12–16 ч
при 24°C. Бактериальные клетки осаждали из
раствора центрифугированием. Осадок клеток
ресуспендировали в стартовом буфере (20 мМ
Трис-HCl (pH 7.5) c 300 мМ NaCl) для металл-аф-
финой хроматографии, помещали в лед и подвер-
гали ультразвуковой дезинтеграции 4 раза по
5 мин. Клеточный лизат центрифугировали при
9000 об./мин в течение 20 мин (4°C), и получен-
ный супернатант наносили на аффинную колон-
ку с Со2+-сефарозой (Clonetech, США), уравнове-
шенную стартовым буфером. Специфически сор-
бированную фракцию, содержащую гибридный
белок, элюировали буфером (20 мМ Трис-HCl

Рис. 4. Сравнение анальгетической активности пептидов в тесте термической гиперальгезии после моделирования
воспаления CFA. Измерения проводили через 15 мин после внутривенного введения на мышах CD-1 (n = 10). Приве-
дена среднеквадратичная ошибка измерения. Достоверные отличия показаны относительно контрольной группы
физраствор, * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.

20

15

10

5

0

Л
ат

ен
тн

ое
 в

ре
м

я 
от

де
рг

ив
ан

ия
 л

ап
ы

, с
**

0.01 мкг/кг 1 мкг/кг0.1 мкг/кг0.001 мкг/кг

АРНС3
АРНС1
А13
Физраствор
Без CFA

ФизрастворБез CFA

**

*
*

*
*

*** ***



488

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 43  № 5  2017

ДЬЯЧЕНКО и др.

(pH 7.5) c 300 мМ NaCl и 150 мМ имидазолом).
К полученной фракции по методике [21] добав-
ляли соляную кислоту до конечной концентра-
ции 0.2 М и BrCN – 600-кратный молярный из-
быток по отношению к измеренному количеству
белка. Реакцию гидролиза проводили 14–16 ч при
комнатной температуре в темноте. Полученный
гидролизат упаривали досуха, растворяли в 0.1%
TFA и наносили на обращено-фазную колонку
Jupiter C5 (Phenomenex, США) 4.6 × 250 мм. Про-
дукты реакции разделяли со скоростью 1 мл/мин
в линейном градиенте концентрации ацетонит-
рила (10–70% за 40 мин). Детекцию проводили
спектрофотометрически при длинах волн 210 и
280 нм. Чистоту рекомбинантных продуктов оце-
нивали масс-спектрометрией.

Моделирование пространственных структур
проводили при помощи программы PyMOL 1.3.
В качестве базовой модели использовали струк-
турные данные, опубликованные [24] для инги-
битора протеаз из морской анемоны Stichodactyla
helianthus (PDB ID: 1SHP).

Тесты на животных выполняли на половозре-
лых самцах мышей CD-1 аутбредного стока. Воз-
раст 7–12 недель, вес на момент экспериментов
27.3 ± 2.1 г. Животные были получены в “Питом-
нике лабораторных животных ФИБХ”, г. Пущи-
но. Животные содержались в комнате барьерного
типа и индивидуально вентилируемых клетках.
Условия содержания соответствовали стандар-

там, указанным в руководстве The Guide for Care
and Use of Laboratory Animals. Все процедуры по
рутинному уходу за животными выполняли в соот-
ветствии с СОП лаборатории. Все манипуляции,
проводимые на животных, были рассмотрены и
одобрены Институтской комиссией по контролю
над содержанием и использованием лабораторных
животных (IACUC).

Биологическую активность исследуемых пеп-
тидов измеряли во всех экспериментах через
15 мин после внутривенного введения. Контроль-
ным животным вводили 0.9% раствор NaCl.

Измерения порога острой болевой чувствитель-
ности и потенциального анальгезирующего эф-
фекта изучаемого пептида в ответ на термическое
раздражение проводили в тесте “Горячая пластина”
(hot plate) [22]. В данном тесте учитывали только ла-
тентное время первого облизывания задних лап.

Оценка париетовисцеральной боли была иссле-
дована в тесте химического раздражения брюши-
ны. За контролируемый период времени – 15 мин
сразу после инъекции 0.6% раствора уксусной
кислоты подсчитывали количество приступов па-
риетовисцеральной боли (специфическая боле-
вая реакция – также известная как “уксусные
корчи”).

Термическую гиперальгезию при воспалении
оценивали субплантарным введение в заднюю
лапу экспериментальных животных 20 мкл смеси
CFA/0.9% NaCl (1 : 1). Через 21–24 ч после введе-

Рис. 5. Сравнение анальгетической активности пептидов в тесте химического раздражения брюшины (уксусные кор-
чи). Измерения проводили через 15 мин после внутривенного введения на мышах CD-1 (n = 10). Приведена средне-
квадратичная ошибка измерения. Достоверные отличия показаны относительно контрольной группы физраствор,
** P < 0.01, *** P < 0.001.
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ния CFA экспериментальным животным вводили
исследуемые образцы. Измерение порога боле-
вой чувствительности проводили через 15 мин
после ведения образцов в тесте “Горячая пластина”
(t = 52°C), контролируя только конечность с вы-
званным воспалением. Отмечали время первого от-
дергивания лапы, в которую вводили CFA [23].

Эксперимент открытое поле для исследования
двигательной активности исследуемого пептида А13
проводили в тесте двигательной активности на
компьютеризованной установкe TSE Multi Con-
ditioning System Extended Advanced (США). Об-
щая продолжительность измерения параметров
составляла 3 мин. Была использована программа
наблюдения за животными: TSE AatiMot (Activity
& Hole Board Measuring System, США), с помо-
щью которой были собраны и проанализированы
контрольные параметры (таблица).

Температуру тела регистрировали на компью-
теризированной системе AD Instruments США
(Columbus Instruments, USA). Животных фикси-
ровали в боксе и на 3–4 с вводили ректально спе-
циализированный датчик для мышей. Предвари-
тельно регистрировали исходную температуру
экспериментальных животных, которым в даль-
нейшем вводили пептид А13. После внутривен-
ного введения в дозе 0.1 мг/кг регистрировали
температуру тела, на 5-й, 15-й, 30-й 45-й, 60-й и
90-й минуте после введения образца.

Статистика для всех количественных данных,
полученных в ходе исследований, включала рас-
чет стандартного отклонения от среднего значе-
ния. Статистическую значимость отличий уста-
навливали анализом вариабельности ANOVA с
использованием теста Дункана. Статистический
анализ был проведен программой Statistica for
Windows 7.1. При значении показателя достовер-
ности различий P < 0.05 различия считали досто-
верными.
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Single Mutation in Peptide Inhibited TRPV1 Receptor Changes Hypothermic Effect
on Animals to Hyperthermic
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The TRPV1 receptor plays a significant role in many biological processes, such as external temperature
(above 43°C) perception, inflammation development and thermoregulation. Activation of TRPV1 leads to a
pain generation and decreasing of body temperature, while inhibition of this receptor can lead to an increase
of temperature. TRPV1 peptide modulators from sea anemone Heteractis crispa extract (APHC1 and
APHC3) were characterized early as molecules possessed pronounced analgesic effect and decreasing a body
temperature of experimental animals. Combining of amino acid sequences APHC1 and APHC3 lead to a hy-
brid peptide molecule construction named A13 that keeps all potentially important for activity residues. Bio-
logical tests on animals shown that the hybrid molecule not only combines the analgesic properties of both
peptides, but also raises the body temperature of experimental animals.

Keywords: sea anemone, analgesic peptides, vanilloid receptor, functional expression, hypothermia, hyperthermia
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