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Коменовая кислота является специфическим агонистом опиоидоподобных рецепторов, обнару-
женных в мембране сенсорного нейрона. Эти рецепторы связаны с каналами NaV1.8, участвующими
в кодировании ноцицептивной информации. Данные, полученные методом локальной фиксации
потенциала, свидетельствуют о том, что на мембранном уровне процесс лиганд-рецепторного свя-
зывания коменовой кислоты проявляется в снижении эффективного заряда активационного ворот-
ного устройства каналов NaV1.8. Применение специфического ингибитора протеинкиназы С не
влияло на этот рецептор-опосредованный механизм модуляции указанных каналов. На тканевом
уровне получен противоположный результат: указанный ингибитор (Tamoxifen) полностью блоки-
ровал сигнал, вызванный приложением коменовой кислоты и направленный радиально на геном
нервной клетки. Тот факт, что Tamoxifen устранял нейрит-стимулирующий эффект коменовой кис-
лоты, доказывает участие протеинкиназы С в исследуемом каскадном процессе в качестве последо-
вательного звена.
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ВВЕДЕНИЕ

Коменовая кислота является специфическим
агонистом обнаруженных нами в мембране сен-
сорного нейрона опиоидоподобных рецепторов,
которые передают сигнал к каналам NaV1.8, коди-
рующим ответы ноцицепторов (Крылов и др.,
1999; Krylov et al., 2017). В роли трансдуктора сиг-
нала здесь выступает Na,K-АТФаза в комплексе с
Src-киназой (Пеннияйнен и др., 2014; Шелых и
др., 2017; Penniyaynen et al., 2018). Этот рецептор-
опосредованный сигнал направлен также и на ге-
ном сенсорного нейрона, что приводит к регуля-
ции роста нейритов (Penniyaynen et al., 2018).
Другие участники данного внутриклеточного
каскадного процесса, активируемого коменовой
кислотой и связанного с сигнальным комплексом
Na,K-АТФаза/Src, остаются малоизученными.

Исследования последних двадцати лет показа-
ли, что Na,K-АТФаза, помимо своей хорошо из-
вестной насосной функции, выполняет также и
функцию трансдуктора сигнала в мембранах кле-
ток различных тканей (Kometiani et al., 1998; Xie,

Askari, 2002; Khalaf et al., 2018; Pratt et al., 2018).
Данная функция запускается очень низкими (на-
номолярными) концентрациями уабаина, кото-
рые были обнаружены в крови человека (Hamlyn
et al., 1991). Видимо, эндогенные концентрации
уабаина достаточны для запуска внутриклеточ-
ных каскадных процессов, причем функцию
трансдуктора сигнала в этих случаях выполняют
не G-белки, а Na,K-АТФаза/Src-киназный ком-
плекс. Указанный комплекс осуществляет кле-
точно-специфическую трансдукцию сигнала,
активируя пути Raf/MEK/ERK, PLC/PKC,
PI3K/Akt, а также Ca2+ сигнализацию и генера-
цию ROS (Tian et al., 2006; Aperia et al., 2016; Cui,
Xie, 2017). Отметим, что в клетках, которые спо-
собны на пролиферативный рост, запускаемая
уабаином передача сигналов может активировать
как Src-зависимый, так и Src-независимый пути
(Xie, Askari, 2002; Liu et al., 2007; Wu et al., 2013;
Madan et al., 2017). На клетках линии LM-α3-1
был продемонстрирован Src-независимый спо-
соб активации путей ERK и Akt с участием PI3K и
PKC, индуцируемый уабаином (Madan et al.,
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2017). В сенсорном нейроне нами было обнаруже-
но, что очень низкие эндогенные концентрации
уабаина трансдуктор-опосредованно активируют
Src-зависимый р38-МАР-киназный сигнальный
путь (Пеннияйнен и др., 2016). Однако рецептор-
опосредованный Src-зависимый механизм внут-
риклеточной сигнализации, запускаемый коме-
новой кислотой при взаимодействии с опиоидо-
подобным рецептором, остается неизученным.

Цель настоящей работы – выяснение роли
протеинкиназы С в указанном рецептор-опосре-
дованном сигнальном процессе в первичном сен-
сорном нейроне.

МЕТОДИКИ ИССЛЕДОВАНИЯ

Метод органотипической культуры эмбрио-
нальной нервной ткани. Исследования проведены
на эксплантатах дорзальных ганглиев 10-12-днев-
ных куриных эмбрионов, культивируемых в чаш-
ках Петри на подложках из коллагена в СО2-ин-
кубаторе (Sanyo, Япония) в течение трех суток
при 36.5°С и 5% -ном СО2. В работе использовали
питательную среду следующего состава: 45% рас-
твора Хенкса, 40% среды Игла, 10% фетальной
сыворотки коровы с добавлением глюкозы
(0.6%), глютамина (2 ммоль/л) и гентамицина
(100 ед/мл) (Penniyaynen et al., 2018). В ряде экспе-
риментов в культуральную среду добавляли спе-
цифический ингибитор протеинкиназы С
Tamoxifen (Tmf) (Tsubaki et al., 2018; Valvassori et
al., 2017) и коменовую кислоту. Контрольными
служили эксплантаты, культивированные только
в условиях питательной среды. Для визуализации
объектов использовался микроскоп Axio Observer
Z1 (Carl Zeiss, Германия). Полученные изображе-
ния анализировались с использованием про-
грамм ImageJ и ZEN_2012. Для количественной
оценки роста эксплантатов применялся морфо-
метрический метод. Индекс площади (ИП) рас-
считывался как отношение площади зоны роста
эксплантата к исходной центральной площади,
где находились немигрирующие клетки. Значе-
ние ИП контрольных эксплантатов принимали за
100%. Работа выполнена на оборудовании ЦКП
“Конфокальная микроскопия” Института фи-
зиологии им. И.П. Павлова РАН.

Метод локальной фиксации потенциала. В
электрофизиологических экспериментах нами
был использован метод локальной фиксации по-
тенциала (patch-clamp method) в конфигурации
“регистрация активности целой клетки” (“whole-
cell”) (Hamill et al., 1981). Объектом исследования
являлись полученные методом краткосрочного
культивирования изолированные сенсорные
нейроны, выделенные из областей L5–S1 ганглиев
спинного мозга новорожденных крысят линии
Wistar. Интактные нервные клетки были получе-

ны путем культивирования изолированных ней-
ронов в течение двух часов в стандартных пита-
тельных средах с использованием СО2-инкубато-
ра. Более подробно модифицированный метод
краткосрочного культивирования диссоцииро-
ванных сенсорных нейронов описан ранее (Пла-
хова и др., 2003; Penniyaynen et al., 2018).

Работу проводили на животных из ЦКП “Био-
коллекция ИФ РАН”.

Для регистрации характеристик каналов
NaV1.8. применялись стандартные растворы (кон-
центрации представлены в ммоль/л). Внеклеточ-
ный: NaCl – 65, CaCl2 – 2, MgCl2 – 2, Choline Cl – 70,
HEPES Na – 10, TTX – 0.0003, pH 7.4. Внутрикле-
точный: CsF – 100, NaCl – 10, CsCl – 40, MgCl2 – 2,
HEPES Na – 10, Tmf – 0.01, pH 7.2. Наличие
ионов фтора во внутриклеточном растворе и пол-
ное отсутствие ионов калия позволили избавить-
ся от всех компонентов калиевых и кальциевых
токов (Kostyuk et al., 1975; Elliott, Elliott, 1993).
Благодаря присутствию во внеклеточном раство-
ре тетродотоксина блокировалось функциониро-
вание быстрых тетродотоксинчувствительных ка-
налов, что делало возможным регистрировать от-
веты только одной популяции натриевых
каналов, NaV1.8. В работе использованы реактивы
фирмы Sigma (США).

Токи натриевых каналов NaV1.8 фиксирова-
лись до и после приложения коменовой кислоты
в присутствии Tmf во внутриклеточном растворе.
Оценку изменения потенциалочувствительности
каналов NaV1.8 осуществляли на основании реги-
страции величины эффективного заряда (Zeff) ак-
тивационного воротного устройства указанных
каналов с применением метода Алмерса (Almers,
1978). Подробно этот подход описан в наших
предыдущих работах (Крылов и др., 1999; Krylov
et al., 2017).

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов выполняли в программе STATISTICA
8.0 (StatSoft, США) с использованием t-критерия
Стьюдента. Данные представлены в виде средне-
го значения ± стандартная ошибка среднего. Раз-
личия принимались статистически значимыми
при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Метод органотипической культуры ткани был

использован для выяснения участия протеинки-
назы C во внутриклеточных каскадных про-
цессах, рецептор-опосредованно запускаемых
коменовой кислотой. Нами было исследовано
влияние Tmf, специфического ингибитора проте-
инкиназы C, на рост нейритов сенсорных нейро-
нов. При добавлении Tmf в питательную среду в
концентрации 50 мкмоль/л наблюдали достовер-
ное ингибирование роста нейритов дорзальных
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ганглиев на 65 ± 7% (n = 28, р < 0.05) по отноше-
нию к контрольным значениям (n = 30). В кон-
центрации 10 мкмоль/л Tmf практически не вли-
ял на рост нейритов: ИП экспериментальных
эксплантатов не отличался от своего контрольно-
го значения (рис. 1).

Как было отмечено выше, выраженная ней-
рит-стимулирующая активность коменовой кис-
лоты реализуется благодаря ее воздействию на
опиоидоподобный рецептор, связанный с Nа,К-
АТФазой, которая выполняет в данном случае
функцию трансдуктора сигнала и передает его да-
лее на геном. Ранее нами в аналогичных экспери-
ментальных условиях было показано, что коме-
новая кислота в концентрации 10 нмоль/л значи-
тельно стимулирует рост нейритов сенсорных
нейронов (Penniyaynen et al., 2018). Результаты,
полученные в настоящей работе, показывают, что
нейрит-стимулирующий эффект коменовой кис-
лоты устранялся при культивировании дорзаль-
ных ганглиев в среде, содержащей указанную суб-
станцию (10 нмоль/л) и ингибитор протеинкина-
зы C Tmf (10 мкмоль/л) (рис. 2). Так как в данной
концентрации сам по себе Tmf не влияет на рост
нейритов, можно заключить, что протеинкина-
за С участвует во внутриклеточном каскаде, кото-

рый рецептор-опосредованно запускается коме-
новой кислотой.

Метод локальной фиксации потенциала позво-
лил исследовать участие протеинкиназы C в про-
цессе передачи сигнала в тангенциальном на-
правлении (вдоль мембраны нейрона) от опиои-
доподобного рецептора к каналам NaV1.8. Во всех
экспериментах, включая контрольные, внутри-
клеточный раствор содержал специфический ин-
гибитор протеинкиназы С Tmf в концентрации
10 мкмоль/л. Эта концентрация была выбрана на
основании представленных выше результатов,
поскольку применение метода органотипической
культуры ткани показало, что именно такая кон-
центрация Tmf приводила к блокированию ре-
цептор-опосредованного влияния коменовой
кислоты на рост нейритов. На рис. 3,а представ-
лены записи семейств натриевых токов NaV1.8,
полученные до и после приложения коменовой
кислоты (100 нмоль/л) с наружной стороны мем-
браны. На рис. 3,б приведены нормированные
пиковые вольт-амперные характеристики натри-
евых токов, построенные обычным способом
(Hodgkin, Huxley, 1952) в контрольном экспери-
менте и после воздействия коменовой кислоты.

Рис. 1. Влияние ингибитора протеинкиназы С Tmf на
рост нейритов дорзальных ганглиев 10-12-дневных
куриных эмбрионов.
1 – контроль; 2 – Tmf.
По оси ординат – индекс площади эксплантатов
(ИП, %).
* – различия достоверны относительно контрольных
эксплантатов, p < 0.05.
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Рис. 2. Изменение индекса площади эксплантатов дор-
зальных ганглиев 10–12-дневных куриных эмбрионов
при воздействии коменовой кислоты (10 нмоль/л) в
присутствии ингибитора протеинкиназы С Tmf
(10 мкмоль/л).
1 – контроль; 2 – Tmf; 3 – коменовая кислота + Tmf.
По оси ординат – индекс площади эксплантатов
(ИП, %).
* – различия достоверны относительно контрольных
эксплантатов, p < 0.05.
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Как видно, приложение коменовой кислоты вы-
зывает сдвиг вольт-амперной характеристики
вправо в область положительных потенциалов,

что свидетельствует о взаимодействии этого аген-
та с обнаруженным нами опиоидоподобным ре-
цептором и, следовательно, об активации рецеп-
тор-опосредованного механизма сигнализации
(Крылов и др., 1999; Krylov et al., 2017; Penniyaynen
et al., 2018). Важным количественным парамет-
ром, который определяет электровозбудимость
мембраны ноцицептивного нейрона, является
эффективный заряд активационной воротной си-
стемы медленных натриевых каналов NaV1.8. Для
его измерения были построены зависимости хор-
довой проводимости от величины трансмембран-
ной разности потенциалов GNa(E). Эта функция
имеет вид

где ENa – величина потенциала реверсии натрие-
вого тока, Imax(E) – амплитудное значение тока
при деполяризующем потенциале Е.

Функция GNa(E) имеет начальный S-образный
участок, крутизна которого отражает особенно-
сти потенциалочувствительности активационно-
го процесса. После построения нормированной
функции  (рис. 4) легко видеть, что кру-
тизна этого участка изменяется после действия
коменовой кислоты.

Для количественной оценки функции GNa(E)
обычно применяется распределение Больцмана.

( )=Na max Na( ) ( )/ – ,G E I E E E

norm
Na ( )G E

Рис. 3. Влияние коменовой кислоты на потенциало-
чувствительность медленных натриевых каналов
NaV1.8 в экспериментах с использованием внутри-
клеточного раствора, содержащего ингибитор проте-
инкиназы С Tmf в концентрации 10 мкмоль/л.
а – записи семейств медленных натриевых токов, за-
регистрированных до (вверху) и после (внизу) прило-
жения коменовой кислоты (100 нмоль/л) с внешней
стороны мембраны нейрона.
Тестирующий потенциал изменялся от –35 до 45 мВ с
шагом 10 мВ. Во всех записях поддерживаемый по-
тенциал, длительность которого составляла 500 мс,
был равен –110 мВ. Токи утечки и емкостные токи
вычтены программным способом.
б – нормированные значения пиковых вольт-ампер-
ных характеристик медленных натриевых каналов.
Зависимости построены по данным контрольного
эксперимента (1) и после приложения 100 нмоль/л
коменовой кислоты (2).

500 пА
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Рис. 4. Потенциалозависимость хордовой проводи-
мости медленных натриевых каналов, полученная в
экспериментах с использованием внутриклеточного
раствора, содержащего ингибитор протеинкиназы С
Tmf в концентрации 10 мкмоль/л.
Функция GNa(E) была нормирована, т.е. строилась

 = , где  – ее мак-
симальное значение. Показаны данные контрольно-
го эксперимента (1) и результаты, полученные после
приложения 100 нмоль/л коменовой кислоты (2).
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При этом предполагается, что стационарные ха-
рактеристики переходов между состояниями ак-
тивационной воротной системы натриевых кана-
лов определяются потенциалозависимостью хор-
довой проводимости. Для оценки величины Zeff
активационной системы нами применяется дру-
гой подход, впервые предложенный создателями
мембранной ионной теории (Hodgkin, Huxley,
1952) и модифицированный позднее (Almers, 1978).
Рисунок 5 иллюстрирует этот способ построе-
ния Zeff. Тангенсы углов наклона регрессионных
прямых построены по первым трем точкам и
определяют предельную логарифмическую чув-
ствительность (Almers, 1978) каналов NaV1.8 к
изменениям трансмембранного потенциала. В
представленном эксперименте величина Zeff, из-
меренная в единицах заряда электрона, изменя-
ется от 7.6 (в контрольном эксперименте) до 4.9.

На рис. 6 представлены средние значения эф-
фективного заряда в контрольных экспериментах
и при действии коменовой кислоты в концентра-
ции 100 нмоль/л. Во всех опытах происходит сни-
жение величины Zeff в присутствии Tmf во внут-
риклеточном растворе, что полностью совпадает
с данными, полученными в предыдущей работе.

Как было установлено, коменовая кислота в кон-
центрации 100 нмоль/л также снижает величину
эффективного заряда в экспериментах с обычны-
ми растворами, не содержащими Tmf (Plakhova
et al., 2014).

ОБСУЖДЕНИЕ
Проведенное нами исследование роли проте-

инкиназы C в механизмах передачи сигнала, за-
пускаемого при активации коменовой кислотой
опиоидоподобного рецептора, позволило вы-
явить следующие особенности этих процессов.
На мембранном уровне лиганд-рецепторное свя-
зывание исследуемого агента проявляется в сдви-
ге пиковой вольт-амперной характеристики ка-
налов NaV1.8 и снижении эффективного заряда
их активационного воротного устройства. При-
менение специфического ингибитора протеин-
киназы C не влияло на этот рецептор-опосредо-
ванный процесс: сигнал, запускаемый коменовой
кислотой, без искажений доходил до своего эф-
фекторного звена, которым служили медленные
натриевые каналы.

Совершенно иначе происходит распростране-
ние этого сигнала в радиальном направлении.
Данные, полученные на тканевом уровне, свиде-

Рис. 5. Присутствие во внутриклеточном растворе
ингибитора протеинкиназы С Tmf в концентрации
10 мкмоль/л не блокирует эффект снижения потен-
циалочувствительности активационной воротной си-
стемы медленных натриевых каналов.
Экспоненциальные функции, представленные в ло-
гарифмическом масштабе (ось ординат), позволяют
определить величины Zeff по тангенсам углов наклона
асимптот, проведенных к начальным участкам этих
функций в контрольном опыте (1) и после приложе-
ния 100 нмоль/л коменовой кислоты с внешней сто-
роны мембраны клетки (2).
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Рис. 6. Снижение эффективного заряда активацион-
ной воротной системы медленных натриевых кана-
лов после приложения коменовой кислоты в экспе-
риментах с использованием внутриклеточного рас-
твора, содержащего ингибитор протеинкиназы С Tmf
в концентрации 10 мкмоль/л.
1 – контрольные значения; 2 – после приложения ко-
меновой кислоты (100 нмоль/л) .
* – различия достоверны относительно контрольных
значений, p < 0.05.
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тельствуют об участии протеинкиназы C в про-
цессе внутриклеточной сигнализации, направ-
ленном на геном нервной клетки. Tmf устранял
нейрит-стимулирующий эффект коменовой кис-
лоты, что доказывает участие этого белка в иссле-
дуемых каскадных процессах в качестве последо-
вательного звена.

Рисунок 7 обобщает полученные данные. Они
свидетельствуют о том, что расхождение сигна-
лов, запускаемых коменовой кислотой при ее
специфическом связывании с опиоидоподобным
рецептором, происходит на уровне протеинкина-
зы C: этот белок участвует во внутриклеточных
каскадных процессах, направленных на геном
клетки. Однако он не принимает участия в тан-
генциальном распространении сигнала к каналам
NaV1.8, кодирующим ноцицептивную информа-
цию. Коменовая кислота, являющаяся лекар-
ственной субстанцией разрабатываемого нами
неопиоидного анальгетика, снижает возбуди-
мость ноцицепторов благодаря рецептор-опосре-
дованной модуляции каналов NaV1.8 (Plakhova
et al., 2014), что является механизмом купирова-
ния нейропатической боли. Другим важнейшим
проявлением положительного действия комено-
вой кислоты является ее нейрит-стимулирующий
эффект. Данные, полученные в настоящей рабо-
те, указывают на важную роль, которую играет
протеинкиназа C в рассматриваемом механизме.
Детализация этого внутриклеточного каскадного

процесса является задачей дальнейших исследо-
ваний.
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Comenic acid is a specific agonist of opioid-like receptors found in the sensory neuron membrane. These re-
ceptors are coupled to NaV1.8 channels responsible for nociceptive information coding. Patch-clamp data
show that at the membrane level, the ligand-receptor binding of comenic acid is manifested in a decrease in
the effective charge transfer of NaV1.8 channels activation gating device. The use of a specific protein kinase
C inhibitor (Tamoxifen) did not affect this receptor-activated mechanism. A completely different result is ob-
tained at the tissue level: Tamoxifen totally blocks the signal triggered by comenic acid and directed radially
to the nerve cell genome. Elimination of the neurite-stimulating effect of comenic acid by Tamoxifen demon-
strates that protein kinase C participates in intracellular cascade processes under study as a sequential unit.
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