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По результатам исследований субстанция, представляющая собой комплекс гликозили-
рованных полипептидов (КГП), на двух моделях острого бронхита, индуцированного сига-
ретным дымом и индуцированного формалином, у крыс, оказывала противовоспалительное 
действие. На основании полученных данных начался поиск механизмов противовоспалитель-
ного действия КГП. Целью исследования являлось изучение влияния КГП, выделенного из 
внутренностей морских ежей вида S. droebachiensis на активность двух изоформ циклоокси-
геназы (ЦОГ1 и ЦОГ2), фермента 5-липооксигеназы (5-ЛОГ), липополисахарид (ЛПС)-инду-
цированное фосфорилирование митоген-активированной протеинкиназы (МАР-киназы) 
р38, толл-подобный рецептор 4 (TLR4). Активность КГП в отношении ферментов ЦОГ1/2 
и 5-ЛОГ изучали с использованием коммерческих наборов (Cayman Chemicals, USA). Вли-
яние на ЛПС-индуцированную активацию (фосфорилирование) МАР-киназы р38 изучали 
в культуре моноцитов человека линии U937. Для оценки взаимодействия КГП с TLR4 исполь-
зовали клеточную линию HEK-Blue-hTLR4 (Invivogen, США). Результаты проведенного ис-
следования показали, что в тестах in vitro КГП ингибировал активность ЦОГ2 с IС50 равной  
67 мкг/мл и  ЛПС-индуцированную активацию (фосфорилирование) МАР-киназы р38 
с IС50–2,7 мкг/мл за счет блокады TLR4. На активность ЦОГ1 и 5-ЛОГ КГП не влиял. Полу-
ченные результаты позволяют сделать вывод, что мишенями противовоспалительного дей-
ствия КГП являются: ЦОГ2, МАР-киназа p38 и TLR4.
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действия можно также рассматривать блока-
ду TLR и ингибирование фосфорилирования 
МАР-киназы p38. TLR отвечают за распозна-
вание антигена, активацию антиген-презенти-
рующих клеток, синтез медиаторов воспаления 
и развитие иммунного ответа [9]. Кроме того, 
передача сигнала через MAP-киназный каскад 
происходит через различные рецепторы, уча-
ствующие в инициации и развитии воспаления, 
в том числе TLR [10]. По данным ряда исследо-
ваний, МАР-киназа p38 играет ключевую роль 
в  развитии воспаления: она фосфорилирует 
и, таким образом, активирует многие факторы 
транскрипции, в числе которых ядерный фак-
тор kB (NF-kappaB), ATF‑2 и ELK‑1; во‑вторых, 
p38 обеспечивает посттранскрипционную регу-
ляцию синтеза ряда белков воспаления [11, 12].

МАР-киназа p38, являясь звеном внутрикле-
точного сигналинга, участвует в синтезе про-
воспалительных цитокинов. При стимуляции 
клеток факторами воспаления (бактериальные 
агенты, цитокины, вирусы и др.) происходит фос-
форилирование МАР-киназ, что активирует фак-
торы, запускающие транскрипцию медиаторов 
воспаления (TNFa, IL‑1, IL‑6, IL‑8 и другие) [13, 
14, 15]. В то же время, регуляция защитных реак-
ций организма медиаторами воспаления, проис-
ходит за счет активации иммунного ответа. Про-
дукция цитокинов является составной частью 
клеточного ответа, связанного с распознавани-
ем клетками миеломоноцитарного ряда сходных 
структурных компонентов различных патогенов. 
Стимуляция большинства дальнейших реакций 
в развитии воспалительной реакции обеспечива-
ет расширение активации различных типов кле-
ток, участвующих в поддержании и регуляции 
воспаления, включая все типы лейкоцитов, ма-
крофаги, дендритные клетки Т- и В-лимфоциты. 
Это обеспечивает последовательные этапы раз-
вития воспалительной реакции, являющейся ос-
новным механизмом реализации иммунитета [9].

Таким образом, активность ферментов ЦОГ1, 
ЦОГ2 и  5-ЛОГ, МАР-киназа p38, а  также вы-
раженность клеточного иммунитета являются 
перспективными мишенями для поиска новых 
противовоспалительных средств.

Целью данного исследования являлась оцен-
ка влияния комплекса гликозилированных по-
липептидов, выделенного из морских ежей вида 
S. droebachiensis на активность двух изоформ 
циклооксигеназы (ЦОГ1 и  ЦОГ2), фермента 
5-ЛОГ, липополисахарид (ЛПС)-индуцирован-
ное фосфорилирование митоген-активирован-
ной протеинкиназы (МАР-киназы) р38, TLR4 
in vitro.

ВВЕДЕНИЕ

Морские организмы представляют собой ко-
лоссальный источник природных ресурсов. Во 
всем мире среди фармацевтических компаний 
ведется борьба за разработку препаратов из сы-
рьевой базы океана, поскольку соединения из 
морских организмов обладают огромным спек-
тром фармакологической активности, в  том 
числе антимикробной, противовирусной, ан-
тиоксидантной, противовоспалительной и дру-
гой [1, 2].

Открытие роли различных регуляторных 
пептидов в организме, а также понимание их 
молекулярных механизмов действия, позво-
ляют рассматривать пептиды, полученные из 
природных источников, как перспективные 
кандидаты в препараты. Сложность разработ-
ки эффективных и в то же время безопасных 
противовоспалительных средств заключается 
в том, что воспаление поливалентный, весьма 
динамичный процесс с множеством альтерна-
тивных и  перекрещивающихся путей, суще-
ствующих, как на уровне внутриклеточных 
взаимодействий сигнальных каскадов, так и на 
уровне регуляции продукции медиаторов вос-
паления [3, 4]. В силу этого существует необ-
ходимость создания новых препаратов, способ-
ных регулировать функциональную активность 
не одной, а  многих молекул, участвующих 
в воспалении [5], с минимальным набором или 
полным отсутствием побочных эффектов.

Одним из возможных механизмов противо-
воспалительного действия новых лекарствен-
ных средств является угнетение продукции 
простагландинов из арахидоновой кислоты пу-
тем ингибирования фермента циклооксигена-
зы (ЦОГ). Существует две изоформы данного 
фермента ЦОГ1 и ЦОГ2. Известно, что именно 
ингибирование ЦОГ2 обуславливает противо-
воспалительное действие нестероидных проти-
вовоспалительных средств (НПВС) [6]. В свою 
очередь, подавление фермента ЦОГ1 НПВС 
связано с  целым рядом побочных эффектов, 
таких как эрозии и  язвы желудочно-кишеч-
ного тракта, печеночная и почечная недоста-
точности, а  также нарушение свертываемо-
сти крови и  явления бронхоспазма. Данные 
эффекты терапии НВПС обусловлены блока-
дой синтеза цитопротекторных простагланди-
нов (PG), в частности PGI2, PGE2 и тромбок-
сона А2 [7]. Противовоспалительное действие 
может быть также связано с ингибированием 
фермента 5-липооксигеназы (5-ЛОГ) [8]. В ка-
честве противовоспалительного механизма 
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МАТЕРИАЛЫ И  МЕТОДЫ

Исследуемая субстанция представляет собой 
комплекс гликозилированных полипептидов 
(КГП), выделенных из внутренностей зеленых 
морских ежей вида S. droebachiensis в нашей ла-
боратории. Методами ГЖХ–МС и ВЭЖХ-ELSD 
установлено, что субстанция содержит 10–15% 
пептидов, 35–45% аминокислот, 4–8% фосфо-
липидов, микроэлементы, сахара. При проведе-
нии электрофореза в полиакриламидном геле 
идентифицированы пептиды с  молекуляр-
ными массами 19–15 кДа, 6–3,5 кДа и менее  
3,5 кДа [16].

Оценка влияния на активность 
циклооксигеназы 1 и  2

Исследование влияния КГП на активность 
ЦОГ1 и ЦОГ2 проводили с использованием на-
бора COX inhibitor screening assay kit (Cayman 
Chemicals, USA) в соответствии с инструкцией 
производителя.

Субстанцию изучали в концентрациях 200, 
100, 50, 25, 12,5 и 6,25 мкг/мл. В качестве пози-
тивных контролей использовали селективный 
ингибитор ЦОГ1 SC‑560 (Cayman Chemicals, 
USA) в концентрациях 0,0035–3,5 мкг/мл и се-
лективный ингибитор ЦОГ2 нифлумовую кис-
лоту (Cayman Chemicals, USA) в концентраци-
ях 0,0028–2,8 мкг/мл. Негативным контролем 
служил растворитель – дистиллированная вода. 
Оценку активности ферментов проводили по 
концентрации конечного продукта реакции 
простагландина F2α (PGF2α) с помощью им-
муноферментного анализа.

Оптическую плотность образцов измеря-
ли при длине волны 405 нм на планшетном 
спектрофотометре xMark (BioRad, США). Кон-
центрацию простагландина, продуцируемо-
го в ходе каталитической реакции с участием 
ЦОГ1/2, вычисляли по калибровочной кривой, 
построенной по оптической плотности раз-
ных концентраций стандарта. Значения, ха-
рактеризующие контрольные пробы, объеди-
няли в группу контроля, определяли среднее 
и принимали за 100%. Значения концентрации 
остальных групп выражали в проценте от кон-
троля (% ингибирования).

Процент ингибирования считали по форму-
ле (1):

	 − ×
C проба

C контроль
100 100  	 (1)

где С – концентрация продукта реакции.

Оценка влияния на активность 
5-липооксигеназы

Исследование влияния КГП на энзимати-
ческую активность 5-ЛОГ проводили в  кон-
центрациях 1000; 100; 10; 1; 0,1; 0,01 мкг/мл  
с  использованием коммерческого набо-
ра Lipoxygenase Inhibitor Screening Assay Kit 
(Cayman Chemical, USA) и очищенной 5-ЛОГ 
картофеля (Cayman Chemical, USA). В качестве 
препарата сравнения в соответствии с данны-
ми производителя тест-системы использова-
ли неселективный ингибитор 5-ЛОГ – NDGA 
(Cayman Chemicals, USA) в концентрациях 0,5–
15 мкг/мл. В качестве отрицательного контро-
ля использовали растворитель – дистиллиро-
ванную воду.

С помощью тест-системы оценивали количе-
ство гидропероксидов, продуцируемых в реак-
ции липооксигенации.

Время инкубации неселективного ингиби-
тора NDGA/исследуемого препарата с 5-ЛОГ 
(фермент) и линоленовой кислотой (субстрат) 
составляло 10 минут. Ферментативный ката-
лиз останавливали внесением хромогена через 
5 минут, после чего проводили фотометриче-
ское измерение на планшетном спектрофото-
метре xMark (BioRad, USA) при длине волны 
490 нм.

По величине оптической плотности вы-
числяли активность фермента 5-ЛОГ по фор- 
муле (2):

	
× × =

=

−
A мин

мМ

мл
мл

ммоль мин мл

490 /

9,47

0,21
0,09

1000

/ /

1

 	 (2)

где: A490/мин – оптическая плотность при дли-
не волны 490 нм; 9,47 мМ–1 – коэффициент экс-
тинции; 0,21 мл – общий объем пробы; 0,09 мл –  
объем образца.

Процент ингибирования вычисляли по фор-
муле (3):

	 − ×
АФ проба

АФ контроль
100 100  	 (3)

где AФ – активность фермента

Оценка влияния на ЛПС-индуцированную 
активацию (МАР)-киназы p38

Исследование проводили в культуре моноци-
тов человека линии U937.

Фосфорилирование МАР-киназы оценивали 
методом иммуноблотинга по количеству фосфо-
рилированных форм белков после инкубации 
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клеток с  КГП в  течение 16 часов и  обработ-
кой ЛПС в концентрации 1 мкг/мл в течение  
60 мин. КГП тестировали в концентрациях 16, 
8, 4, 2, 1 и 0,5 мкг/мл.

Исследование проводили в сравнении со специ- 
фическим ингибитором активации МАР-кина-
зы ERK1/2 U0126 (3,8 мкг/мл) и неспецифиче-
ским ингибитором ЛПС-сигналинга – антитела-
ми к толл-лайк рецептору 4-го типа (Аnti-hTLR4 
IgA25) в концентрации 5 мкг/мл.

Электрофоретическое разделение белков 
проводили методом диск-электрофореза в по-
лиакриламидном геле в присутствии додецил-
сульфат натрия (SDS-PAGE) [17].

Оценку полученных результатов производи-
ли путем сканирования рентгеновской пленки 
на сканере Epson Perfection V330 Photo и после-
дующего измерения относительной плотно-
сти проявленных полос с использованием про-
граммного обеспечения Scion Image. На каждой 
пластине рентгеновской плёнки значения, ха-
рактеризующие контрольные пробы, объе-
диняли в группу контроля, определяли сред-
нее и принимали за 100%. Значения плотности 
остальных полос выражали в проценте от кон-
троля. Перевод значений в относительные ве-
личины (% от контроля) позволил объединить 
результаты трех экспериментов и, таким обра-
зом, увеличить выборку до n = 9.

Оценка взаимодействия с  рецепторами TLR4

В исследовании использовали клеточную ли-
нию HEK-Blue-hTLR4 (Invivogen, США). В эту 
клеточную линию трансфецирована плазмида, 
несущая ген секретируемого фермента эмбри-
ональной щелочной фосфатазы. Стимуляция 
рецептора агонистом приводит к  активации 

транскрипционных факторов NF-kB и  AP1 
и последующей выработке фермента. Уровень 
стимуляции рецепторов определяли по фер-
ментативной цветной реакции после добавле-
ния реагента QUANTI-Blue (Invivogen). Изме-
ряли оптическую плотность при длине волны 
625–655 нм (пурпурно-синяя окраска). Для 
нейтрализации рецепторов TLR4 использова-
ли соответствующие поликлональные антитела 
TLR4 Anti-hTLR4-IgA (InvivoGen, USA) в кон-
центрации 1 мкг/мл.

КГП тестировали в концентрациях 16, 8, 4, 2, 
1 и 0,5 мкг/мл. В качестве лиганда использовал-
ся ЛПС в конечной концентрации 10 нг/мл.

Статистическая обработка

Статистический анализ данных в  исследо-
вании выполняли с  помощью программного 
обеспечения Статистика 10.0 (StatSoft, США). 
Различия были определены при 0,05 уровне 
значимости.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Оценка влияния КГП на активность 
циклооксигеназы 1

Установлено, что IC50 для селективного ин-
гибитора SC‑560 составила 0,1 мкМ (35 нг/мл). 
Субстанция КГП во всех исследуемых концен-
трациях не оказывала влияния на активность 
ЦОГ1 (ANOVA, p>0,05).

Оценка влияния КГП на активность 
циклооксигеназы 2

КГП ингибировал активность фермента 
ЦОГ2 дозозависимо. Кривая имела сигмоид-
ный характер с выходом на плато на уровне 80% 
в концентрациях 50–200 мкг/мл (рис. 1).

Рассчитанная эффективная концентрация 
(IC50, 50% ингибирующей активности) КГП 
составила 67 ± 3,1 мкг/мл. Для стандартного 
селективного ингибитора ЦОГ2 (нифлумовой 
кислоты), IC50 составила 0,03 мкг/мл, что хо-
рошо согласуется с данными от производителя 
тест-системы [18].

Оценка влияния КГП на активность 
5-липооксигеназы

Результаты проведенного исследования по-
казали, что неселективный ингибитор липоок-
сигеназы NDGA снижал активность фермента. 
IC50 вычислили с помощью программного обе-
спечения Excel 2003 (Microsoft Office, USA), где 
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Рис.  1. График зависимости количества простагландина 
PGF2ɑ, продуцируемого в  ходе каталитической реакции 
с участием фермента ЦОГ2, от концентрации КГП.
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она составила 5,3 мкМ (1,6 мкг/мл). Таким об-
разом, выявленная ингибирующая активность 
NDGA позволяет сделать вывод об адекватно-
сти выполнения тестирования.

Результаты тестирования показали, что КГП 
не был эффективен в отношении активности 
фермента 5-ЛОГ ни в одной из исследованных 
концентраций.

Оценка влияния КГП  
на ЛПС-индуцированную активацию  

митоген-активированной (МАР)-киназы p38

Оценка количества фосфорилированных 
форм МАР-киназы р38 показала, что субстан-
ция КГП оказывает ингибирующее действие на 
ЛПС-индуцированную активацию (фосфори-
лирование) МАР-киназы p38. Данный эффект 
носил дозозависимый характер в виде экспо-
ненциальной зависимости. IC50 субстанции 
КГП составило 2,7 ± 0,3 мкг/мл (рис. 2).

По литературным данным подавление вну-
триклеточного сигналинга p38 оказывает про-
тивовоспалительное действие. Так специфи-
ческие ингибиторы р38 (SB203580, SB220025, 
R‑130823, FR167653) эффективно предотвраща-
ли развитие коллаген-индуцированного артри-
та у мышей [19, 20]. SB242235 подавлял разви-
тие адьювант-индуцированого артрита у крыс 
[21]. SB203580 блокировал ЛПС-индуцирован-
ную продукцию TNFα у мышей и крыс, а так-
же снижал ЛПС-индуцированную смертность 
у мышей [21]. Ингибитор p38 СNI‑1493 вызвал 
улучшение клинической картины и оказал те-
рапевтическое действие на слизистую оболочку 
пациентов, страдающих болезнью Крона [22].

Нами было показано ингибирующее дей-
ствие КГП на ЛПС-стимулированное фосфо-
лирирование МАР-киназы p38, поэтому мы 
предположили, что КГП может взаимодейство-
вать с TLR4 рецепторами, отвечающих за рас-
познавание ЛПС.

Результаты исследования представлены на 
рис. 3.

По результатам исследования стимуля-
ция клеточной линии ЛПС в  конечной кон-
центрации 10 нг/мл привела к  NF-kB за-
висимой выработке фермента щелочной 
фосфатазы, обнаруженной при помощи цвет-
ной субстрат-ферментной реакции, интенсив-
ность которой составила 0,71 ± 0,01 единиц оп-
тической плотности при длине волны 630 нм. 
Нейтрализация антителами в  концентрации  
1 мкг/мл привела к блокированию экспрессии 
фермента до фонового уровня.

КГП во всех используемых концентрациях 
уменьшал взаимодействие ЛПС с рецептором 
TLR4 дозозависимо.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В исследовании установлена ингибирующая 
активность КГП в отношении фермента ЦОГ2. 
По результатам эксперимента КГП является се-
лективным ингибитором и не подавляет актив-
ность ЦОГ1, тем самым, снижая риск развития 
тяжелых побочных эффектов со стороны кро-
ви и желудочно-кишечного тракта, которые ха-
рактерны для классических НПВС, таких как 
аспирин, индометацин, диклофенак и др.

Кроме того, КГП оказывает влияние на коли-
чество фосфорилированных форм МАР-кина-
зы p38 за счет блокирования TLR4 рецепторов. 
В эксперименте КГП показал ингибирующее 
действие на ЛПС-индуцированную активацию 

Рис. 2. График зависимости количества фосфорилирован-
ной формы МАР-киназы р38 в культуре клеток линии U937 
от концентрации КГП.

Рис.  3. Результаты взаимодействия КГП с  рецепторами 
TLR4.
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(фосфорилирование) МАР-киназы p38 и сни-
жение взаимодействия ЛПС с TLR4, что опре-
деляет механизм его противовоспалительного 
действия.

Таким образом, проведенные исследования 
позволяют рассматривать КГП, как перспек-
тивный кандидат в  лекарственные средства 
для лечения заболеваний воспалительного ге-
неза с минимальными побочными эффектами. 
Мишенями противовоспалительного действия 
КГП являются: ЦОГ2, МАР-киназа p38 и TLR4.
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The results of research on two models of acute bronchitis induced by cigarette smoke and formaldehyde, 
in rats the substance of glycosylated polypeptides complex (GPC) provided anti-inflammatory effect. 
Based on these data, a search of anti-inflammatory action mechanisms of GPC. The aim of the study 
was to investigate the activity of GPC obtained from viscera of sea urchins S. droebachiensis on two 
cyclooxygenase isoforms (COX1 and COX2), 5 – lipoxygenase (5-LOX), lipopolysaccharide (LPS)-
induced p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) phosphorylation, toll-like receptor 4 (TLR4). 
COX1/2 and 5-LOX activity studied using commercial kits (Cayman Chemicals, USA). GPC effects on 
LPS-induced p38 MAРK phosphorylation were studied using human monocyte cellline U937. To assess 
the interaction of GPC with toll-like receptor 4 (TLR4) cell line HEK-Blue-hTLR4 (Invivogen, USA) 
was used. Results of the study showed that GPC inhibited COX2 activity with IС50 67 µg/ml. Also, 
GPC inhibited LPS-induced p38 MAРK phosphorylation by blockade of TLR4 with ЕС50 2.7 µg/ml.  
In the other hand, GPC did not affect the activity of COX1 and 5-LOX. The obtained results allow to 
conclude that targets of GPC anti-inflammatory action are: COX2, of p38 MAРK and TLR4.
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