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На 1 странице обложки: Колледж ветеринарной медицины Флориды. Колледж вете-

ринарной медицины (UFCVM) был основан в 1976 году и является одним из шести 
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МЕХАНИЗМ ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНОГО  
ДЕЙСТВИЯ КОМПЛЕКСА, ВЫДЕЛЕННОГО ИЗ  

ПЕЧЕНИ ТРЕСКИ. ИНГИБИРОВАНИЕ ЦОГ-2 И 5-ЛОГ. 
(СООБЩЕНИЕ №2) 

Крышень К.Л.– младший научный сотрудник, Фаустова Н.М.– к.х.н., Пожарицкая О.Н. - 

к.ф.н., Шиков А.Н.- д.ф.н., профессор,  Макарова М.Н.– д.м.н., профессор,  

Макаров В.Г - д.м.н., профессор, Санкт-Петербургский институт фармации 

РЕФЕРАТ 
Химическое и биологическое разнообразие морской среды обитания 

неоценимо и потому является уникальным источником для поиска но-

вых фармакологических субстанций. Последние достижения в области 

технологии и биологического анализа привели к открытию целого ряда 

соединений, обладающих широким спектром биологической активности. 

Целью исследования явился анализ взаимодействия пептидно-

фосфолипидного комплекса (ПФК), выделенного из печени трески, с 

ферментами каскада арахидоновой кислоты (АК) циклооксигеназой-1 и 2 (ЦОГ1/2) и 5-

липооксигеназой (5-ЛОГ). Ферменты ЦОГ1/2 и 5-ЛОГ катализируют реакции оксигена-

ции полиненасыщенных жирных кислот, главным образом АК, с образованием класса 

липидных соединений простаноидов, ответственных за инициацию, пролонгацию и за-

вершение воспалительного процесса. Используя коммерческие тест-системы (Cayman 

Chemicals, USA) было показано, что ПФК ингибировал энзиматическую активность 5-

ЛОГ с EC50, равной 16,2 мкг/мл, и ЦОГ2 с ЕC50, равной 9,8 мкг/мл. При этом, ЦОГ1 

ПФК не ингибировал, являясь, таким образом, природным двойным селективным инги-

битором ферментов 5-ЛОГ и ЦОГ-2. 

Ключевые слова: циклооксигеназа-2, 5-липооксигеназа, ω-3 полиненасыщенные 

жирные кислоты, печень трески. 

ВВЕДЕНИЕ 
Ранее показано выраженное противо-

воспалительное и противоаллергическое 

действие ветеринарного препарата Афло-

гилекс, выпускаемого компанией ООО 

“НПК “Фармасофт”, применяемого в ле-

чении в лечении таких заболеваний как 

эндометриты и маститы у коров [3, 4], 

контактный дерматит [1] и адъювантный 

артрит [2]. 

Препарат Афлогилекс содержит в сво-

ем составе пептидно-фосфолипидный 

комплекс (ПФК), полученный по ориги-

нальной технологии в соответствии с па-

тентом РФ 2420213 из печени трески 

(Gadus morrhua L). На модели каррагени-

нового воздушного мешочка у крыс под-

тверждено антиэкссудативное и противо-
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воспалительное действие ПФК, при этом 

снижение инфильтрации лейкоцитов и 

уровня простагландина PGF2α связано с 

биологической активностью липидов 

комплекса. 

Одним из возможных механизмов 

противовоспалительного действия ПФК 

может быть снижение синтеза простаг-

ландинов и лейкотриенов. Простагланди-

ны образуются из арахидоновой кислоты 

под действием ферментов циклооксигена-

зы 1 и 2 (ЦОГ1 и ЦОГ2), обладают широ-

ким биологическим действием, участву-

ют в нормальном гомеостазе, являются 

ключевыми медиаторами в развитии вос-

палительного процесса. В результате дей-

ствия ЦОГ из арахидоновой кислоты об-

разуется нестабильный простагландин 

(PG) PGH2, который под воздействием 

различных эндопероксидаз превращается 

в конечные продукты каскада - PGD2, 

PGE2, PGF2α, PGI2 (простациклин) и 

TXA2 (тромбоксан A2) [12]. 

Липооксигеназная ферментная систе-

ма относится к растворимым цитозоль-

ным ферментам, она обнаружена в цито-

плазме альвеолярных макрофагов, тром-

боцитах, тучных клетках и лейкоцитах. 

Наиболее важным среди ферментов этой 

системы является 5-липооксигенеза (5-

ЛОГ). Конечные метаболиты включают в 

себя 6 типов лейкотриенов (LT) LTА4, 

LTB4, LTC4, LTD4, LTE4, LTF4. LTB4 яв-

ляется важным стимулятором активации 

лейкоцитов (нейтрофилов, эозинофилов, 

моноцитов и лимфоцитов), адгезии к эн-

дотелию сосудов и хемотаксиса клеток в 

зону воспаления, увеличивает проницае-

мость сосудов. Лейкотриены LTC4, LTD4, 

LTE4 и LTF4 образуются из нестабильно-

го LTA4 и при воспалении усиливают хе-

матаксис лимфоцитов и эозинофилов 

[11].  

Ферменты ЦОГ1, ЦОГ2 и 5-ЛОГ, по-

прежнему, являются перспективными 

мишенями для поиска новых противовос-

палительных средств. Целью работы яви-

лась оценка влияния ПФК на энзиматиче-

скую активность двух изоформ циклоок-

сигеназы (ЦОГ-1 и ЦОГ-2), что имеет 

важное значение с точки зрения селектив-

ности, а также на активность фермента 5-

липооксигеназы. 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Оценка влияния на энзиматическую 

активность 5-ЛОГ 

Исследование влияния ПФК на энзи-

матическую активность 5-ЛОГ проводили 

в конечных концентрациях 100; 50; 25; 

12,5; 6,75; 3,375 и 1,69 мкг/мл с использо-

ванием набора Lipoxygenase Inhibitor 

Screening Assay Kit (Cayman Chemical, 

USA) и очищенной 5-ЛОГ картофеля 

(Cayman Chemical, USA). В качестве по-

зитивного контроля использовали несе-

лективный ингибитор 5-ЛОГ – NDGA 

(Nordihydroguaiaretic acid, Cayman Chemi-

cals, USA) в конечной концентрации 15 

мкМ (IC50 по данным производителя тест

-системы Cayman Chemicals). В качестве 

отрицательного контроля использовали 

растворитель 5% диметилсульфоксид.  

С помощью тест-системы оценивали 

количество гидропероксидов, продуци-

руемых в реакции липооксигенации. Об-

разцы исследовали в четырех повторно-

стях. Реакцию проводили при комнатной 

температуре на орбитальном шейкере 

(Immochem 1100, USA). Время инкубации 

неселективного ингибитора NDGA/ПФКа 

с 5-ЛОГ (фермент) и линоленовой кисло-

той (субстрат) составляло 10 минут. Эн-

зиматический катализ останавливали вне-

сением хромогена. Через 5 минут инкуба-

ции проводили измерение оптической 

плотности при длине волны 490 нм на 

планшетном спектрофотометре xMark 

(BioRad, США). После регистрации опти-

ческой плотности вычисляли % ингиби-

рования фермента.  

Оценка влияния на энзиматическую 

активность циклооксигеназы 1 и 2 

Исследование влияния ПФК на энзи-

матическую активность ЦОГ1 и ЦОГ2 
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проводили с использованием набора COX 

inhibitor screening assay kit (Cayman 

Chemicals, USA) в соответствии с инст-

рукцией производителя. Тест-система 

включает телячью ЦОГ1 и человеческую 

рекомбинантную ЦОГ2, позволяя тем 

самым определять активность тестируе-

мых субстанций в отношении обоих фер-

ментов.  

В отношении ЦОГ1 ПФК изучали в 

концентрациях 20, 10, 5 мкг/мл, в отно-

шении ЦОГ2 в концентрациях 25, 20, 15, 

10 и 1 мкг/мл. В качестве позитивного 

контроля для фермента ЦОГ1 использова-

ли селективный ингибитор - SC-560 

(Cayman Chemicals, USA) в концентрации 

0,1 мкМ. Для ЦОГ2 использовали селек-

тивный ингибитор нифлумовую кислоту 

(Cayman Chemicals, USA) в концентрации 

0,1 мкМ. В качестве отрицательного кон-

троля использовали растворитель 5% ди-

метилсульфоксид. В ходе энзиматической 

реакции циклооксигеназы и арахидоно-

вой кислоты формируется нестабильный 

продукт PGH2. С помощью иммунофер-

ментного анализа определяли количество 

простагландина F2α (PGF2α), который 

образуется после редукции хлоридом оло-

ва (SnCl2) нестабильного простагландина 

PGH2. Оптическую плотность образцов 

измеряли при длине волны 405 нм 

на планшетном спектрофотометре 

xMark (BioRad, США). После снятия 

оптической плотности вычисляли % 

ингибирования фермента.  

Статистическая обработка 

результатов 

Статистический анализ выполня-

ли с помощью программного обес-

печения Статистика 6.0 (StatSoft, 

США). Вычисление EC50 и аппрок-

симацию графиков производили при 

помощи программы ORIGIN 4.1 

(OriginLab Corporation, USA).  

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВА-
НИЙ  

Оценка влияния ПФК на энзиматиче-

скую активность 5-липооксигеназы 

На рисунке 1 приведен график зависи-

мости % ингибирования фермента 5-

липооксигеназы от концентрации ПФК.  

Ингибитор NDGA в концентрации 15 

мкМ проявил ингибирующую активность 

в отношении 5-ЛОГ на 71%. В минималь-

ной концентрации 1,69 мкг/мл ПФК обла-

дал нулевой ингибирующей активностью. 

С увеличением концентрации процент 

ингибирования повышался дозозависимо 

и выходил на плато на уровне 64% инги-

бирования. Вычисленное EC50 (50% ин-

гибирующей активности) составило 16,2 

мкг/мл.  

Оценка влияния ПФК на энзиматиче-

скую активность циклооксигеназы-1 

Cелективный ингибитор SC-560 в ко-

нечной концентрации 0,1 мкМ подавлял 

активность ЦОГ1 на 32%. В концентраци-

ях ПФКа 5, 10 и 20 мкг/мл ингибирования 

ЦОГ1 обнаружено не было.  

Оценка влияния ПФК на энзиматиче-

скую активность циклооксигеназы-2 

В ходе эксперимента определяли ко-

личество простагландина PGF2α, образо-

вавшегося из простагландина H2, проду-

цируемого в ходе каталитической реак-

ции с участием ЦОГ2, и вычисляли энзи-

Рис. 1. Ингибирование 5-ЛОГ в зависимости от 

концентрации ПФК 
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матическую активность фермента ЦОГ2 в 

исследуемых образцах. Вычисляли про-

цент активности ЦОГ2 в образцах по 

сравнению с контролем (интактная 

ЦОГ2). Результаты эксперимента приве-

дены на рисунке 2.  

ПФК ингибировал активность фермен-

та ЦОГ2 дозозависимо, при этом полного 

ингибирования фермента достигнуто не 

было. Кривая имела сигмоидный вид с 

выходом на плато на уровне 60% ингиби-

рования в концентрациях 15-25 мкг/мл. 

По уровнению аппроксимирующей кри-

вой вычисляли EC50 (50% ингибирую-

щей активности), равное 9,8 мкг/мл.  
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Классические НПВС, такие как аспи-

рин, индометацин, диклофенак, ассоции-

руются с высокой частотой побочных 

эффектов за счет неселективного угнете-

ния ЦОГ-1. Наиболее часто побочные 

эффекты классических НПВС развивают-

ся со стороны желудочно-кишечного 

тракта - гастропатии и желудочно-

кишечные расстройства. Это связано с 

тормозящим действием НПВС на ЦОГ1 в 

слизистой оболочке и снижением синтеза 

гастропротективных простагландинов (в 

частности PGЕ2), что приводит к умень-

шению секреции слизи, повышению 

кислотности желудочного содержи-

мого и увеличению проницаемости 

клеточных мембран [13; 7]. Ингиби-

рование ЦОГ классическими НПВС 

сдвигает баланс в сторону биосинте-

за лейкотриенов, что может приво-

дить к сокращению гладкой муску-

латуры и бронхоспазму [9;10]. 

Перспективы использования двой-

ных ингибиторов 5-ЛОГ и ЦОГ2 

обсуждают с конца 90-х годов. По-

казано, что двойное ингибирование 

5-ЛОГ и ЦОГ приводит к усилению 

и расширению противовоспалитель-

ных эффектов, связанных с выработ-

кой основных форм лейкотриенов и 

простагландинов, а также снижению 

побочных эффектов [8,9]. В настоящее 

время двойные ингибиторы наравне с 

остальными НПВС широко используются 

для лечения воспалительных заболева-

ний. К ним относится препарат ликофе-

лон (licofelon), предназначенный для ле-

чения остеоартрита [6]. 

Результаты проведенного исследова-

ния демонстрируют, что пептидно-

фосфолипидный комплекс, выделенный 

из печени трески, ингибировал энзимати-

ческую активность 5-ЛОГ с EC50, равной 

16,2 мкг/мл, и ЦОГ2 с ЕC50, равной 9,8 

мкг/мл. При этом, ЦОГ1 ПФК не ингиби-

ровал, являясь, таким образом, двойным 

селективным ингибитором ферментов 5-

ЛОГ и ЦОГ2. 

 Anti-inflammatory mechanisms of 
compex derived from the Cod liver. 5-
LOX and COX-2 inhibition.  

Kryshen K.L., Faustova N.M., Poz-
haritskaya O.N., Shikov A.N., Makarova 
M.N., Makarov V.G. 
ABSTRACT  

The chemical and biological diversity of 

the marine environment is immeasurable and 

therefore is an extraordinary resource for the 

discovery of new drugs. Recent technologi-

cal and methodologic advances in structure 

Рис. 2. Ингибирование фермента ЦОГ2  

в зависимости от концентрации ПФК 
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elucidation, organic synthesis, and biological 

assay have resulted in the isolation and clini-

cal evaluation of various novel agents with 

various activities. The aim of the study 

was to evaluate the inhibitory potential of 

peptide-phospholipid complex (PPHC) ob-

tained from the cod liver with enzymes of 

arachidonic acid (AA) cascade. Cyclooxy-

genase (COX) and lipoxygenase (LOX) are 

lipid metabolising enzymes that catalyse the 

oxygenation of polyunsaturated fatty acids, 

referably AA, to form the prostanoids, which 

are potent cell-signalling molecules associ-

ated with the initiation, maintenance and 

resolution of inflammatory processes. Using 

the commercial COX and LOX inhibitor 

screening assay kits (Cayman Chemicals, 

USA ) it was shown that lipid extract inhib-

ited the COX-2 with IC50 = 9,8 µg/ml and 5

-LOX with IC50 = 16,2 µg/ml. Thus the 

PPHC is a new natural dual inhibitor of 

COX-2 and 5-LOX enxymes.  

Key words: суclooxygenase-2, 5-

lipoxygenase, ω-3 polyunsaturated fatty ac-

ids, cod liver. 
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