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СПИСЪК НА ИЗПОЛЗВАНИТЕ СЪКРАЩЕНИЯ 
 

Arg – аргинин 

CB1 – канабиноиден рецептор 

CG – λ-карагенан 

CGRP – калцитонин-ген-свързан пептид 

CnAF – {1-[(метоксифосфоно)метиламино]циклоалкан 
карбоксилна киселина} 

Dab – диаминобутанова киселина 

Dap – диаминопропанова киселина 

DMSO – диметил сулфоксид 

Emax – максимален ефект 

i.c.v. – интрацеребровентрикуларно въвеждане 

i.p. – интраперитонеално въвеждане 

i.pl. – интраплантарно въвеждане (подкожно в лапа) 

i.t. – интратекално въвеждане 

IUPHAR – Международeн съюз по фармакология 

LFES – нискочестотна електрическа стимулация 

Lys – лизин 

Nal – налоксон 

NalBzOH – налоксон бензоилхидразон 

N/OFQ – ноцицептин/орфанин 

NOP – ноцицептинов рецептор 

Orn – орнитин 

pEC50 – отрицателен десетичен логаритъм от ефективната 
моларна концентрация, предизвикваща 50% от 
максималния ефект 

Phe – фенилаланин 

SP – субстанция П 

TRPV1 – ванилоиден рецептор 

цАМФ – цикличен аденозинмонофосфат 
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ВЪВЕДЕНИЕ 

 
Известно е съществуването на биологично активни пептиди в централната и 

в периферната нервна система. През последните години, до голяма степен се 

промениха представите за тяхната роля в организма. Доказано бе, че някои пептиди 

имат невромедиаторни и/или невромодулаторни свойства, а част от тях са 

колокализирани заедно с други класически невромедиатори. Установени бяха 

редица ”несвойствени” ефекти на отдавна известни невропептиди и бяха открити 

нови ендогенни пептиди, чиито централни и периферни ефекти, както и механизмите 

на действието им все още не са напълно проучени. Това е причина тъканното 

разпределение на невропептидите, физиологичните и фармакологичните им 

отнасяния да са обект на интензивни проучвания през последните години. Подобни 

знания биха разкрили перспектива за разработване на нови селективни, мощни и 

безопасни лекарствени средства на базата на ендогенни пептиди. 

В тази насока, от особен интерес са изследванията върху сравнително 

неотдавна открития ендогенен пептид ноцицептин (N/OFQ). Установено е, че 

ноцицептиновата пептидергична система е разпространена в централната и 

периферната нервна система – в различни участъци на главния мозък, в гръбначния 

мозък, в симпатикови, парасимпатикови и сетивни неврони. Специфичното 

разпределение на N/OFQ и ноцицептиновия рецептор (NOP) показва, че те участват 

в модулирането на редица биологични процеси (възприемане на болка, обучение и 

запаметяване, двигателна активност и др.) и функции (на сърдечно-съдовата, 

гастроинтестиналната, дихателната, отделителната системи и др.), контролирани от 

нервната система. 

Съпоставянето на наличните в литературата данни, че N/OFQ потиска 

ефектите на активирани ванилоидни (TRPV1) рецептори, които от своя страна, в 

някои случаи, медиират инхибиторното действие на канабиноидите върху болката 

и острите възпалителни процеси, предполага съществуването на връзка в 

механизмите на действие на ноцицептина и канабиноидите при възпалителни 

процеси, с възможно участие на ванилоидните рецептори в тях. Доказването на 
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такава връзка би имало теоретично значение и за разкриване на механизма на 

действие на N/OFQ при остър възпалителен процес в периферията. 

Според литературните данни, ефектите на N/OFQ силно зависят от 

локализацията на невропептида и рецепторите му в организма, поради което 

механизмите, чрез които се осъществяват, могат да бъдат различни. Една от 

причините за нeнапълно разкритите механизми на действие на ноцицептина е 

недостатъчният брой високоафинитетни, стабилни (в организма) лиганди за NOP-

рецепторите и в частност – практическата липса на селективни антагонисти. 

“Структура-активност” проучванията в тази посока биха улеснили 

идентифицирането на нови молекули, които селективно да активират (агонисти) 

или блокират (антагонисти) NOP-рецептора, което е от голямо значение за по-

пълното изясняване на ролята на N/OFQ/NOP-системата при различни 

физиологични и патофизиологични състояния. Освен, че дават възможност за 

разкриване на механизмите на действие на ноцицептина, такива високоефективни 

NOP-рецепторни лиганди могат да намерят практическо приложение за 

разработване на нови средства за експерименталната фармакология или в по-

далечна перспектива – за създаване на потенциални терапевтични средства за 

клиничната практика на тяхна основа. Антагонистите биха били полезни при 

намален гастроинтестинален мотилитет, както и за подобряване на паметовите 

функции. Съединения с агонистична активност биха намерили приложение при 

лечение на невропатична болка, повишена възбудимост, опиатна зависимост, 

хипертония, анорексия, церебрална исхемия, астматични пристъпи, някои 

възпалителни процеси и др. Съобщават се данни, че NOP-рецепторни антагонисти 

са обещаващи и при разработването на нови антипаркинсонови лекарства (Marti et 

al., 2005). Поради тази причина, N/OFQ/NOP-системата продължава да предизвика 

неотслабващ научноизследователски интерес (Zaveri 2003). 
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I. ЛИТЕРАТУРЕН ОБЗОР 

 
1.1. НОЦИЦЕПТИН И НОЦИЦЕПТИНОВ РЕЦЕПТОР – ОТКРИВАНЕ И НОМЕНКЛАТУРА  

 
Ендогенните опиоидни пептиди (енкафилини, ендорфини, динорфини и др.) 

се синтезират и освобождават от неврони разположени в централната и в 

периферната нервна система. Тези пептиди, както и екзогенните опиоиди 

упражняват своите ефекти, чрез взаимодействие и активиране на специфични 

мембранни рецептори, принадлежащи към три главни субтипа на класическите 

опиоидни рецептори - µ, κ, и δ (Corbett et al., 2006). Опиоидните пептиди са 

семейство от близки по своята структура молекули, които имат редица 

фармакологични ефекти и за които се смята че участват в контрола на множество 

физиологични функции. Това става причина опиоидните пептиди да бъдат 

интензивно и широко изучавани през последните десетилетия от много 

изследователски групи, в търсене на нови и ефективни аналгетици. 

Идентифицирането на опиоидното „семейството” и клонирането на трите 

типа класически опиоидни рецептори µ, δ и κ, първоначално наречени съответно 

MOR-1, DOR-1 и  KOR-1 (Evans et al., 1992; Kieffer et al., 1992; Chen et al., 1993; 

Yasuda et al., 1993) довежда до друго важно откритие. През 1994 г., за първи път, 

няколко лаборатории паралелно описват нов, четвърти рецепторен клон, с 

неидентифициран ендогенен лиганд. Опиоидните пептиди не проявяват или 

показват незначителен афинитет към този нетипичен субтип рецептор. Поради 

трудността да бъде охарактеризиран, новият рецептор бива смятан от много 

изследователи за орфанинов (от англ. “orphan” – сираче). Номенклатурата по 

отношение на ноцицептиновия рецептор за известен период от време остава неясна и 

объркваща. 

Поради установената ~60% хомоложност с опиоидните рецептори, в някои 

трансмембранни интрацелуларни региони достигаща дори до 80% (Mollereau et al., 

1994; Mollereau et al., 1996; Henderson and McKnight, 1997), този нов “опиоидо-

подобен” рецептор (от англ. – opioid receptor-like 1) е асоцииран с опиоидната 

рецепторна „суперфамилия” и първоначално е наречен ORL1 (според Receptor and 
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ion channel nomenclature supplement, Trends Pharmacol. Sci., 1999); (Bunzow et al., 

1994; Fukuda et al., 1994; Mollereau et al., 1994; Nishi et al., 1994; Wang et al., 1994). В 

литературата се откриват и няколко ранни съобщения, в които се докладва за 

близко сходство между ORL1 рецептора и κ3 рецептора, но се изказва 

заключението, че те не са идентични (Pan et al., 1994). Според много автори, от 

гледна точка на структурата ORL1 и опиоидните рецептори принадлежат към едно и 

също „семейство”, и ORL1 е смятан за опиоиден рецептор. В резултат на това по-

късно, съгласно номенклатурата за опиоидните рецептори (Dhawan et al., 1996), те 

биват преименовани на OP1 (δ), OP2 (κ), OP3 (µ) и OP4 (ORL1) (Hamon, 1998). 

Според други автори и по друга класификация, обаче, ORL1 не трябва да 

бъде разглеждан като член на опиоидното рецепторно „семейство” и е оставен 

извън него (Dhawan et al., 1998). Причината за това е, че въпреки голямото 

структурно сходство с опиоидните рецептори, ORL1 не се свързва с очаквания 

висок афинитет с опиоидите и е нечувствителен към неселективният за класическите 

опиоидни рецептори антагонист налоксон (Nal) (Meunier et al., 1995; Reinshield et 

al., 1995). От друга страна, ORL1 взаимодейства с други лиганди за опиоидните 

рецептори, като например налоксон бензоилхидразон (NalBzOH) и бупренорфин 

(Mollereau et al., 1994). 

Трябва са се отбележи, че поради дискусионния характер на изброените 

факти и различните критерии, рецепторната номенклатура се променя редица пъти, 

като са използвани следните други абревиатури за наименование на новоткрития 

рецептор (NCR или NocR), орфанинов рецепор (OFQR), ноцицептин-орфанин FQ 

рецептор (NOR, по аналогия с MOR, DOR и KOR) и OP4 по препоръки на Hamon 

(1998). 

След разисквания за унифициране на номенклатурата на опиоидните 

рецептори, в съответствие с последното издание на Международния съюз по 

фармакология IUPHAR (International Union Of Pharmacology) за рецепторно 

характеризиране и класифициране, новата препоръка за абревиатурата се променя 

на MOP, DOP, KOP и NOP - ноцицептинов/орфанин FQ пептиден рецептор (Cox et 

al., 2000; Chiou et al., 2007). 
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Необичайните характеристики на този новооткрит рецептор довеждат до 

предположението за съществуването на ендогенна субстанция като негов естествен 

лиганд, различен от известните до момента ендогенни опиоидни пептиди. 

Скоро след това, през 1995 г., ендогенният лиганд за NOP-рецептора е 

идентифициран. Едновременно в две независими лаборатории от мозъчна тъкан е 

изолиран опиоидоподобен невропептид. Двете изследователски групи му дават 

различни имена. Швейцарската го наименова орфанин FQ (Reinscheid et al., 1995), 

поради неговия афинитет за орфаниновия рецептор, като F и Q посочават първата и 

последната аминокиселина, фенилаланин и глутамин. Френската група го нарича 

ноцицептин (Meunier et al., 1995), поради установената му in vivo проноцицептивна 

активност - инжектиран интрацеребровентрикуларно (i.c.v.) на мишки води до 

понижаване на „hot-plate escape jumping latency” (Meunior et al., 1995) и „tail-flick 

latency” (Reinscheid et al., 1995). Химичната структура на ноцицептина е 

представена на Фиг. 1. Нито едно от двете наименования не доминира и повечето 

лаборатории използват и двете заедно - ноцицептин/орфанин FQ или N/OFQ. 

Следните други абревиатури са използвани за наименоване на ноцицептина: NC, 

Noc, Noci, oFQ. 
 

 
 

Фиг. 1. Химична структура на ноцицептин (Edgar181, Wikipedia). 

 9



Ноцицептиновият рецептор е изолиран и клониран от няколко биологични 

вида, от редица изследователски групи и показва значителна идентичност в 

аминокиселинната последователност при отделните видове, като първоначално се 

среща под различни имена, а именно: при човек - ORL1 (Mollereau et al., 1994), при 

плъх - LC132, XOR1, Ratxor1, C3, ROR-C (Chen et al., 1993; Bunzow et al., 1994; 

Fukuda et al., 1994; Keith et al., 1994; Wang et al., 1994; Wick et al., 1994; Lachowicz et 

al., 1995;), при мишка - KOR-3, MOR-C (Nishi et al., 1994; Pan et al., 1994; Pan et al., 

1995) и при прасе (Osinski et al., 1999). При плъх и мишка, рецепторът се различава 

само по две аминокиселини – една в N- и една в C- края (Wick et al., 1994; Matthes et 

al., 1996). 

Oбобщaването на резултатите от детайлното oхарактеризиране на основните 

фармакологични параметри - pKi, pEC50/pA2 на нативни NOP-рецептори от 

различни видове (мишка, морско свинче и плъх), както и на рекомбинантни 

човешки NOP-рецептори, показва, че NOP-рецепторите в четирите вида са сходни 

(Dooley and Houghten, 1996; Varani et al., 1998; Bigoni et al., 1999b; Calò et al., 1998a; 

Calò et al., 2000a). 

Не е изненадващо, че висока степен на хомоложност (~60%) се установява 

не само между класическите опиоидните рецептори и NOP-рецептора, но също така 

и между аминокиселинната последователност на ноцицептина и тази на ендогенните 

опиоидни пептиди, особено динорфин А (Табл. 1), (Meunier et al., 1995; Reinshield et 

al., 1995). Както N/OFQ, така и динорфин А се състоят от 17 аминокиселини. 

 

Tyr1-Gly2-Gly3-Phe4-Leu5-Arg6-Arg7-Ile8-Arg9-Pro10-Lys11-Leu12-Lys13-Trp14-Asp15-Asn16-Gln17

(или YGGFLRRIRPKLKWDNQ)Динорфин А

Phe1-Gly2-Gly3-Phe4-Thr5-Gly6-Ala7-Arg8-Lys9-Ser10-Ala11-Arg12-Lys13-Leu14-Ala15-Asn16-Gln17

(или FGGFTGARKSARKLANQ)Ноцицептин

Аминокиселинна последователностИме

Tyr1-Gly2-Gly3-Phe4-Leu5-Arg6-Arg7-Ile8-Arg9-Pro10-Lys11-Leu12-Lys13-Trp14-Asp15-Asn16-Gln17

(или YGGFLRRIRPKLKWDNQ)Динорфин А

Phe1-Gly2-Gly3-Phe4-Thr5-Gly6-Ala7-Arg8-Lys9-Ser10-Ala11-Arg12-Lys13-Leu14-Ala15-Asn16-Gln17

(или FGGFTGARKSARKLANQ)Ноцицептин

Аминокиселинна последователностИме

 
Таблица 1. Аминокиселинна последователност на ноцицептин и динорфин А. 

 

Въпреки сходството в структурата на пептидите и техните рецептори, 

ноцицептинът осъществява ефектите си чрез активиране и селективно свързване с 

изключително голям афинитет със собствения си NOP-рецептор (Reinscheid et al., 

1995; Meunier et al., 1997). 
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Идентифицирането на невропептида ноцицептин като ендогенен лиганд за 

NOP-рецептора предизвиква бързо нарастващ интерес за установяване на 

физиологичната значимост на този пептид. Това инициира голям брой изследвания, 

целящи изучаването на клетъчните и интегративни ефекти на N/OFQ и 

разкриването на механизма на неговото действие. Броят на публикациите в тази 

област постоянно нараства, но натрупаната информация за действията и ефектите 

на N/OFQ съдържа и немалко противоречиви данни. 

 

1.2. СИНТЕЗ И МЕТАБОЛИЗЪМ НА НОЦИЦЕПТИНА 
 
Както повечето невропептиди, N/OFQ се освобождава в активна форма след 

протеолитично разграждане на по-голяма прекурсорна молекула (полипептид)- 

препроноцицептин (Nothacker et al., 1996). Препроноцицептиновата прекурсорна 

молекула съдържа в 30-аминокиселинната си последователност няколко двойки 

базични аминокиселини, които предоставят възможни места за процесинг 

(разцепване на веригата при зреенето). Зреенето на биологично активните пептиди 

се осъществява посредством определени класове ензими, които разцепват 

аминокиселинната последователност в местата, където се намират двойките 

катионни остатъци. По този начин, от полипетида се освобождават ноцицептин, 

ноцистатин и орфанин 2 (или FQ2). Последните два пептида обаче, не 

взаимодействат с NOP-рецептора (Mollereau et al., 1996; Nothacker et al., 1996). 

Ноцистатинът действа като функционален антагонист на N/OFQ, има 

антиноцицептивна активност, осъществена вероятно чрез действие върху различен 

рецептор (Okuda-Ashitaka et al., 1998). 

Веднъж освободен, N/OFQ подлежи на метаболизиране от различни типове 

протеолитични ензими до фрагменти с различна дължина (Фиг. 2). 

Дезактивирането на N/OFQ се осъществява по два основни метаболитни пътя – 

под действието на ензимите аминопептидаза N и ендопептидаза 24.15 (Montiel et al., 

1997). Аминопептидаза N отцепва първата аминокиселина Phe1 от аминокрая (или 

азотен; N-край) на пептидната верига на N/OFQ, при което се получава фрагмента 

N/OFQ(2-17) (или GGFTGARKSARKLANQ). Той не взаимодейства с активния 

център на NOP-рецептора (Dooley and Houghten, 1996). Получаването на неактивно 
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съединение при отцепването на тази аминокиселина се потвърждава и от други 

автори (Matthes et al., 1996). 

 

FGGFTGARK + SARK 

EP 

FGGFTGARKSARK + LANQ 

EP 

FGGFTGARKSARKLANQ 
APN EP 24.15 

F + GGFTGARKSARKLANQ FGGFTGARKSAR + KLANQ 

FGGFTGARKSA + RKLANQ 

FGGFTGA + RKSARKLANQ 

 

Фиг. 2. Схема на метаболизма на ноцицептин (FGGFTGARKSARKLANQ). APN – 
аминопептидаза N, EP – ендопептидаза. Представени са основните фрагменти (Calò et al., 
2000a). 
 

Ендопептидаза 24.15 действа върху пептидните връзки Ala7-Arg8, Ala11-Arg12 и 

Arg12-Lys13, във вътрешната част на пептидната верига на N/OFQ, което довежда до 

получаване на късоверижните метаболити N/OFQ(1-12) (или FGGFTGARKSAR), 

N/OFQ(1-11) (или FGGFTGARKSA) и N/OFQ(1-7) (или FGGFTGA). 

Модифицирането на всички връзки, които са прицелни места на действие на 

пртеолитичните ензими, дава възможност за създаване на стабилни и биологично 

активни производни и метаболити, неподатливи на ензимното раграждане. Те са от 

особен интерес за много изследователи. 

В литературата се съобщават дании за участието и на друг ензим в 

разграждането на ноцицептина. Това е карбоксипептидаза, която съкращава 

ноцицептиновата верига откъм свободния карбоксилен край (въглероден или С-

край). По този начин, невропептидът първо се превръща в N/OFQ(1-13), след което, 

вероятно от същия ензим, до N/OFQ(1-9) (Sandin et al., 1999). Действието на този 

ензим е установен in vivo в хипокамп на плъх. Подобни резултати са получени и от 

Vlaskovska и съавтори (1999), но при in vitro изследвания, с ензими от различни 
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клетъчни култури (U1690 – човешки белодробни ракови клетки, SHSY5Y – 

човешки невробластомни клетки и първична култура от корови мозъчни клетки на 

плъх). 

Метаболизмът на N/OFQ е времезависим и различните фрагменти се 

появяват последователно за период от 15-60 мин. Може да има разлика в 

последователността и съотношението между отделните метаболити, която се 

определя от вида на изследвания препарат. Големите пептидни молекули се 

поддават по-трудно на ензимното разграждане. Затова и хидролизирането на 

N/OFQ настъпва сравнително бавно, в сравнение с  пентапетида енкефалин (Safavi 

A. and Hersh, 1995; Yu et al., 1996). Интересно е да се отбележи, че въпреки 

еднаквата дължина с динорфин А, ноцицептинът се разгражда по-бавно от него, 

поради това, че двата пептида имат различни метаболитни пътища. Следователно, 

може да се очаква модулиращите ефекти на N/OFQ да са относително 

продължителни (Montiel et al., 1997). 

Литературните данни относно физиологичното значение и ефектите на 

метаболитите на ноцицептина са много противоречиви. При различни in vivo 

изследвания (при i.c.v. и i.t. въвеждане) е установено, че съкращаването на 

пептидната веригата от С-края от N/OFQ (1-17) до N/OFQ(1-13) и N/OFQ(1-11), води 

до понижаване, а по-нататъшното скъсяване до N/OFQ(1-9) и N/OFQ(1-7) - до почти 

пълна загуба на антиноцицептивна активност (Rossi et al., 1997; Katsuyama et al., 

2011). Важно е да се отбележи, че  аналгетичният ефект на N/OFQ(1-13) и N/OFQ(1-

11) е по-слаб, но по-продължителен, в сравнение с N/OFQ, а при метаболитите 

N/OFQ(1-11) и N/OFQ(1-7) се появява афинитет освен към NOP-рецептора и към 

опиоидните рецептори. N/OFQ(1-13) осъществявя аналгетичния си ефект само 

посредством NOP-рецепторите (Katsuyama et al., 2011). 

Според Sandin и съавтори (1999), по-слабият ефект (в сравнение с N/OFQ) на 

N/OFQ(1-13) вероятно се дължи на бързото му вторично ензимно разграждане от 

карбоксипептидазата до още по-слабо активния метаболит N/OFQ(1-9). С цел 

предотвратяване на това разграждане свободната карбоксилна група се защитава 

чрез амидиране. Получените при такова амидиране пептиди - N/OFQNH2 и 

N/OFQ(1-13)NH2 имат активност съизмерима с тази на N/OFQ (Calò et al., 1998а; 
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Calò et al., 2000c). В някои случаи дори, след амидирането на пептидите 

активността се повишава, както например се получава при N/OFQ(1-17)NH2 в 

сравнение N/OFQ(1-17), установено при in vivo изледвания (по Calò et al., 2000a). 

При обощаване на намерените данни, възниква въпросът, дали 

ноцицептинът взаимодейства директно с рецепторите или негови фрагменти, 

свързвайки се с тях, могат да предизвикат същия или различен фармакологичен 

ефект и така да удължат или променят ефекта. Такъв механизъм не е невъзможен, 

като се има предвид краткия биологичен живот на пептида (Noble and Roques, 

1997). 

 

1.3. KЛЕТЪЧЕН МЕХАНИЗЪМ НА ДЕЙСТВИЕ НА НОЦИЦЕПТИНА 
 
Свързването на N/OFQ с NOP-рецептора е доказано за първи път, чрез 

използването на радиоактивния лиганд 125I-[Tyr14]N/OFQ (Reinscheid et al., 1995; Ardati 

et al., 1997). Други често използвани лиганди, белязани с радиоактивни изотопи са 3H-

N/OFQ (Dooley and Houghten, 1996) и 3H-ac-RYYRWK-NH2 (Thomsen et al., 2000). 

Подобно на класическите опиоидни рецептори, клонираните NOP-рецептори 

са идентифицирани чрез техния генетичен код и са типични Gi/Go-

протеинкуплирани трансмембранни рцептори със седем домейна 7TM (g370 

P41146AS) (Фиг. 3). Предполага се, че свързващата част на рецептора обхваща 

няколко трансмембранни домейна (Topham et al., 1998; Mouledous et al., 2000). 

 

 
 

Фиг. 3. Схематично представяне на NOP-рецептора (Mogil and Pasternak, 2001). 
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NOP-опиоидния рецептор, както и класическите опиоидни рецептори MOP 

(µ), KOP (κ) и DOP (δ), са свързани с инхибиторни G-протеини и имат подобни 

трансдукционни механизми. 

Активирането на NOP- и опиоидните рецептори води до: 1) затваряне на 

потенциалзависими Ca2+-канали (Knoflach et al., 1996); 2) стимулиране на калиевия 

(K+) поток навън, водещо до хиперполяризация (Connor et al., 1996; Vaughan and 

Christie, 1996; Ikeda et al., 1997; Vaughan et al., 1997; Moran et al., 2000); и 3) 

редуциране на продукцията на цикличния аденозинмонофосфат (цАМФ) чрез 

инхибиране на активността на аденилатциклазата (N/OFQ инхибира средно с около 

84% предизвиканото с форсколин натрупване на цАМФ – Meunier et al., 1995; 

Reinscheid et al., 1995; Hawes et al., 2000). Общо, резултатът е понижаване на 

невроналаната клетъчна възбудимост, водещо до потискане на предаването на 

нервните импулси зедно с инхибиране на невротрансмитерното освобождаване 

(Фиг. 4), (McDonald and Lambert, 2005). 
 

 
 

Фиг. 4. Структура на 7 трансмембранен опиоиден G-куплиран рецептор. 
Характерно за G-куплираните рецептори е, че няма директна връзка на лиганда с 

ефекторните протеини. G-белтъците съществуват под формата на хетеротример, съставен 
от 3 различни субединици α, β, и γ. G-белтъкът е в неактивно състояние, когато към него е 
свързана молекула ГДФ (гуанозиндифосфат или GDP). След свързване на лиганда с 
рецептора, става замяна на ГДФ с ГТФ (гуанозинтрифосфат или  GTP), при което 
отделните субединици на G-белтъка дисоциират. Gα-субединицата взаимодейства с 

+ 2+K /Ca -те канали и аденилатциклазата [(която прверъща аднозинтрифосфат (ATP) в 
цикличен аденозинмонофосфат (cAMP)] (McDonald and Lambert, 2005). 
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Клетъчните ефекти на N/OFQ предполагат като цяло инхибиторно действие, 

което в повечето случаи се осъществява чрез пресинаптично потискане на 

трансмитерното освобождаване (Liebel et al., 1997; Vaughan et al., 1997; Yu et al., 

1997; Vlaskovska and Kasakov, 2000). 

Независимо от описаните прилики в общия механизъм на действие на 

клетъч

то наблюдават разлики в афинитета на 

свързв

1.4. РАЗПРЕДЕЛЕНИЕ НА NOP-РЕЦЕПТОРА И ПО-ВАЖНИ БИОЛОГИЧНИ ЕФЕКТИ НА 
 

пторите са открити в симпатикови, парасимпатикови и сетивни 

неврон

но ниво, NOP-рецепторът се различава от класическите опиоидни рецептори 

по фармакологичните си характеристики. Фармакологичният профил на N/OFQ е 

различен от и в редица случи е противоположен на този на опиоидите (Connor et al., 

1999; Mogil et al., 2001; Calò et al., 2000a; Calò et al., 2002a). Например, N/OFQ 

предизвиква хипералгезия или аналгезия посредством рецептори, фармакологично 

различни от традиционните опиоидни рецептори (Rossi et al., 1997), тъй като 

ефектите му не се променят от блокера на опиоидните рецептори налоксон 

(Meunier et al., 1995; Reinshield et al., 1995). 

В литературата се срещат автори, кои

ане на ноцицептиновия рецептор с лигандите му, при различни типове 

клетки или биологични видове (Dooley and Houghten, 2000). Някои от тях 

предполагат, че различието в отговорите би могло да се дължи на съществуването 

на NOP-рецепторна хетерогенност (Mathis et al., 1997; Chiou, 2001). В литературата, 

обаче, не се намират убедителни данни за наличието на такава. Окончателни и 

категорични доказателства в подкрепа на тази хипотеза до момента не са известни. 

За охарактеризиране на евентуално съществуващи субтипове на NOP-рецептора е 

необходимо първо откриването и разработването на негови селективни лиганди, 

особено антагонисти (Corbett et al., 2006). 

 

НОЦИЦЕПТИНА
 
NOP-реце

и (Giuliani and Maggi, 1997; Bigoni et al., 1999b; Patel et al., 1997). 

Многобройни изследвания са установили наличието на различаващи се количества 

ноцицептин в различни мозъчни структури, което добре корелира с гъстотата на 

рецепторите му. Обобщено авторадиографично изследване показва, че наличието 
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на N/OFQ и NOP е най-голямо в кортекс и намалява в в по-дълбоките структури 

(Letchworth et al., 2000). 

NOP-рецепторите са широко разпространени както в централната нервна 

систем

ргани и системи - 

дихате

 на NOP-

рецепт

а (Fukuda et al., 1994; Nothacker et al., 1996; Neal et al., 1999a), така също и в 

периферната нервна система (O’Donnell et al., 2001). Имунохистохимично са 

доказани в мозък на плъх и мишка (Anton et al., 1996; Ikeda et al., 1998; Monteillet-

Agius et al., 1998; Neal et al., 1999a). NOP-рецептори са разположени в различни 

структури на мозъка: cortex (Bunzow et al., 1994; Lachowicz et al., 1995; Peluso et al., 

1998; Neal et al., 1999a; Neal et al., 1999b), amygdala (Mollereau et al., 1994; Lachowicz 

et al., 1995; Meis and Pape, 1998; Neal et al., 1999a; Neal et al., 1999b), hippocampus 

(Mollereau et al., 1994; Neal et al., 1999a; Neal et al., 1999b; Amano et al., 2000), 

septum (Mollereau et al., 1994; Neal et al., 1999a; Neal et al., 1999b; Houtani et al., 

2000), habenula (Bunzow et al., 1994; Mollereau et al., 1994; Neal et al., 1999b), 

hypothalamus (Lachowicz et al., 1995; Emmerson and Miller, 1999; Neal et al., 1999a; 

Neal et al., 1999b; Houtani et al., 2000), ventral tegmentum (Anton et al., 

1996; Darland et al., 1998; Henderson and Mcknight, 1997; Neal et al., 1999a; Neal et al., 

1999b; Nortonet al., 2002), locus coeruleus (Bunzow et al., 1994; Connor et al., 1996; 

Neal et al., 1999a; Neal et al., 1999b), raphe complex (Bunzow et al., 1994; Lachowicz et 

al., 1995; Vaughan and Christie, 1996; Neal et al., 1999a), periaqueductal grey 

(Vaughan et al., 1997), substantia nigra (; Neal et al., 1999b), както и в гръбначен 

мозък (Bunzow et al., 1994; Riedl et al., 1996; Houtani et al., 2000). 

NOP-рецепторите се експресират в редица периферни о

лната система (Fisher et al., 1998), сърдечно-съдовата система (Malinovska et 

al., 2002; McDonald et al., 2010), отделителната система (Kapusta, 2000), имунната 

система и периферните ганглии (Kummer and Fischer, 1997; Mollereau and 

Moulerous, 2000), гастроинтестиналния тракт (O’Donnell et al., 2001) и др. 

Въз основа на хистологичните данни за широкото разпределение

орите в организма, естествено се налага предположението, че N/OFQ/NOP 

системата има собствена физиологична роля и участва в регулацията на голям брой 

от основни физиологични процеси (Narayanan and Maidment, 1999; Neal et al., 1999a; 

Neal et al., 1999b), които включват: възприемане и предаване на болката (Meunier et 
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al., 1995; Reinscheid et al., 1995); обучение и запаметяване (Sandin et al., 1997; Yu et 

al., 1997; Calò et al., 2000a; Mogil and Pasternak 2001; Dzhambazova et al., 2008); 

внимание и емоции (Mollereau et al., 1994); адаптиране в отговор на безпокойство и 

стрес (Jenck et al., 1997; Neal et al., 1999a); мускулен тонус и движение (Neal et al., 

1999a), терморегулация (Yakimova and Pierau, 1999); дишане (Peiser et al., 2000); 

контрол на апетита (Pomonis et al., 1996; Leventhal et al., 1998; Polidori et al., 2000); 

централна и периферна регулация на сърдечно-съдовата дейност (Giuliani et al., 1997; 

Chu et al., 1998; Armstead, 1999; Maslov et al., 1999; Salis et al., 2000), бъбречната 

функция (Kapusta, 2000), гастроинтестиналния мотилитет (Osinski and Brown, 2000), 

възпалителните процесите (Kimura et al., 2000; Fiset et al., 2003) и имунитета (Du et 

al., 1998; Peluso et al., 1998; Searrano-Gomez et al., 2011) и др. В литературата се 

съобщават данни, че N/OFQ е способен да модулира хипоталамо-хипофизната ос, 

съответно и - репродуктивното поведение (Champion et al., 1997; Sinchak et al., 1997). 

Предполага се, че N/OFQ/NOP системата играе немаловажна роля и в контрола на 

агресията (Neal et al., 1999a), и системите за подкрепление и възнаграждение 

(Murphy et al., 1996; Murphy and Maidment, 1999; Di Giannuario et al., 1999; Di 

Giannuario and Pieretti, 2000). Не всички механизми, по които N/OFQ повлиява 

изброените функции и процеси, са достатъчно добре проучени. 

През последните години, все по-широко се дискутира патофизиологичната 

роля н

.4.1. Ефекти върху болката 

най-добре изучените функционални роли на 

опиоид   и

а ноцицептиновата пептидергична система за възникването на различни 

заболявания. Голяма част от нарастващия брой изследвания се насочват именно в 

тази посока. 

 

1
 
ъй като една от Т

ергичната система е контролът на ноцецепцията, а и взимайк  предвид 

факта, че активирането на NOP-рецепторите от N/OFQ води до G-алфа(i)-куплиране 

с трансдукционни механизми подобни на тези на опиоидите рецептори, логичо се 

очаква N/OFQ да повлиява болката подобно на ендогенните опиоиди. Ето защо, 

първоначално голямо вимание се обръща именно на ефектите на N/OFQ върху 

болковите механизми. Многобройни са данните за участието на N/OFQ в 
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медиирането и модулирането на болката в централни, гръбначомозъчни и 

периферни отдели на нервната ист ма. Въпреки че ноцицептинът и опиоидните 

пептиди имат много сходно, припокриващо се разпределение в мозъчните 

структури, те не са колокализирани (Houtani et al., 1996; Schulz et al., 1996). В 

редица случаи, N/OFQ/NOP системата действа като функционален антагонист на 

опиоидергичната система (Mogil et al., 1996). Например, въведен 

интарцеребровентрикуларно (i.c.v.), ноцицептинът силно снижава болковия праг – 

т.е., оказва проноцицептивен, хипералгезичен или проалодиничен ефект (Meunier et 

al., 1995; Reinsheid et al., 1995) и проявява антиопиоидно действие (намалява 

аналгетичното действие на опиоидите) (Mogil et al., 1996; Wang et al., 1999; 

Yamamoto et al., 1999). Последният факт предизвиква значителен интерес, с оглед 

на възможното участие на N/OFQ/NOP системата в развитието на толеранс и 

зависимост към опиоиди, за което някои автори (Rothman, 1992; Ueda et al., 1997) 

допускат, че е пряко свързано с отделянето на антиопиоидни субстанции в 

организма. Наблюдаваният по-късно от Ueda (2000) и Rizzi (2000) намален 

морфинов толеранс у морфинозависими мишки при третиране с NOP-рецепторни 

антагонисти, както и потискането на синдрома на отнемане, предизвикано от 

инжектиране на налоксон (Ueda, 2000; Kest et al, 2001), са в подкрепа на хипотезата, 

че ноцицептиновата система е функционален антагонист на опиоидергичната. 

Ефектите на N/OFQ включват регулация на освобождаването на ре

с е

дица 

неврот

к

разработване на алтернативни терапии за лечение на зависимост към опиоиди. 

рансмитери както в централната, така и в периферната нервна система (в 

това число на глутамат, ацетилхолин, норадреналин, допамин, γ-аминомаслена 

киселина и тахикинини -  Nicol et al., 1996; Neal et al., 1997; Murphy et al., 1996; Patel 

et al., 1997; Bigoni et al., 1999b; Moran et al., 2000; Schlicker and Morari, 

2000; Giuliani et al., 2000; Rominger et al., 2002; Zheng et al., 2002; Marti et al., 2003; 

Lambert, 2008) и някои хормони. Упражнявайки пресинаптична инхибиторна 

(модулаторна) функция, N/OFQ/NOP пептидергичната система блокира 

еуфоричните ефекти на морфин, етанол и психостимуланти ато амфетамин, но 

приложеният самостоятелно N/OFQ няма подобен ефект (Kotlińska and Rafalski, 

2004). Резултатите от всички тези изследвания предоставят нови насоки за 
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Интересни и двустранни са ефектите на N/OFQ върху ноцецепцията в 

периферията. При интратекално (i.t.) въвеждане, във високи дози ноцицептин 

проявя

Хипокампът е интегративната структура за конгнитивни функции, която 

 е, че N/OFQ понижава 

простр

ро о в ма a

а 

Въведен i.c.v. у мишки, в доза 10 nmol (~18 μg/мишка), ноцицептинът  

а също и мускулния тонус при 

мишки

ва антиноцицептивен ефект (Xu et al., 1996; Wang et al., 1999; Yamamoto et al., 

1999), докато в ниски дози той оказва проноцицептивно действие (Okuda-Ashitaka, 

1996; Ito et al., 2001). Антиопиоидно или опиоидоподобно действие на N/OFQ, в 

зависимост и нивото на активиране (от дозите) на N/OFQ/NOP системата, описват и 

други автори (Zeilhofer and Calò, 2003; Marini et al., 2012a). На препарати от илеум на 

морско свинче, Marini и сътр. (2012) доказват, че N/OFQ/NOP системата директно 

регулира острия синдром на отнемане, предизвикан при тетиране с μ-агонисти. Те за 

първи път съобщават, че в ентеричната нервна система при сегменти от илеум на 

мосрско свинче, ноцицептиновата система има постоянен тонус, т.е. тя е постоянно 

действаща пептидергична система, отделна от опиоидната (Marini et al., 2012b). 

 

1.4.2. Ефекти върху обучение и запаметяване 
 

притежава голяма гъстота на NOP-рецептори. Установено

анственото изследване и изследователското поведение след 

микроинжектиране в хипокамп у плъхове (Sandin et al., 1997). В покрепа на това е 

повишаването на п странственот ни ние при NOP-“knockout” мишки (M miya 

et al., 1998). Вероятно, използването на антагонисти за NOP-рецепторите биха 

могли да бъдат ефективни при паметов дефицит. 

 

1.4.3. Ефекти върху локомоцията и мотивацият
 

намалява хоризонталната и вертикалната активност, 

. Индуцира атаксия и загуба на “righting” рефлекса при 60% от животните 

(Reinscheid et al., 1995). Противоположни ефекти – увеличаване на хоризонталната 

и вертикалната локомоторна активност, както и активиране на изследователското 

поведение, е наблюдавано след i.c.v. въвеждане в дози 10 – 100 ng/мишка (Florin et 
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al., 1996). При плъхове, ноцицептинът не повлиява мотивацията (Devine et al., 

1996). 

 

1.4.4. Ефекти върху апетита 

OP-рецептори и N/OFQ в контролиращите апетита 

област

.4.5. Ефекти върху невроендокринните функции 

носно способността на N/OFQ 

да мод

ира 

възбуд

.4.6. Ефекти върху гладки мускули 

ни гладки мускули и тъкани са чувствителни 

към дй

 P

 
Високата плътност на N

и на хипоталамуса предполага, че той може да действа и като ендогенен 

орексигенен пептид. Установява се, че въведен интравентрикуларно посредством 

канюла у нахранени животни, N/OFQ индуцира значително повишение на приема 

на храна през първия час след инжектирането (Pomonis et al, 1996). Подобен ефект 

се наблюдава и след въвеждане в nucleus accumbens или в хипоталамичната 

вентромедиална област (Stratford, et al., 1997). 

 

1
 

Съществуват ограничен брой изследвания, от

улира хипоталамо-хипофизната ос, откъдето и репродуктивното поведение. 

 Чрез “voltage clamp” техника е установено, че N/OFQ инхиб

имостта и спонтанното изпразване (~45%) на хипоталамични неврони, 

съдържащи хормони (окситоцин и вазопресин). Според авторите, действието на  

N/OFQ е медиирано чрез постсинапсни NOP-рецептори (Doi et al., 1998). 

 

1
 

Установно е, че някои висцерал

ствието на N/OFQ, в зависимост от органа или видовите характеристики. 

Високата им чувствителност се определя от наличието на пресинапсни 

хетерорецептори, сред които и NO  (Calò et al., 1996; Nicholson et al., 1996; 

Nicholson et al., 1998). Поради това ноцицептинът не променя тонуса на vas deferens 

от мишка, плъх и заек или илеум от морско свинче, но концентрация зависимо 

инхибира предизвиканите с електрическа стимулация съкращения на vas deferens от 

мишка и илеум на морско свинче между 50 - 98% (Calò et al., 1996; Zhang et al., 1997; 

Biggoni et al., 1999b;). По тази причина препаратите от vas deferens на мишка и плъх, 
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както и muscle anococcygeus (Ho et al., 2000) от плъх, са широко използвани в 

експерименталната практика, за определяне на активността на новосинтезирани 

агонисти и антагонисти на ноцицептина. 

Противопложно, при колон от плъх, N/OFQ предизвиква концентрация 

зависи

.4.7. Ефекти върху сърдечно-съдовата система 

естезирани нормотензивни (както 

и при

с

.4.8. Ефекти върху дихателната система 

ите на ноцицептина върху дихателната 

систем

а  н   к

ми (ранни) тонични съкращения, последвани от бавни ритмични вълни и 

фазични съкращения при интравенозно въведеждане у анестезирани плъхове, 

подобно на действието на морфин (Taniguchi et al., 1998). 

 

1
 

In vivo, при интравенозо инжектиране у неан

 i.c.v. у анестезирани) плъхове, ноцицептин рязко понижава средното 

артериално налягане и забавя сърдечната честота (Chu et al., 1998; Madeddu et al., 

1999; Malinovska et al., 2002). Най-общо, N/OFQ понижава тонуса на съдовите 

гладкомсукулни клетки, разширява кръвоносните съдове и предизвиква 

концентрациязави има релаксация на изолирани пръстенчета от котешка бъбречна, 

мезентериална, каротидна и феморална артерия, съдържащи интактен ендотел 

(Gumusel et al., 1997). 

 

1
 

Особен интерес предизвикват ефект

а и по-специално действието му при бронхоспазъм. Изследвания проведени 

върху различни препарати от морско свинче, показват мощно потискане на 

електрически предизвиканото освобождаване на ацетилхолин от трахея (Patel et al., 

1997), на тахикининергичните контракции на изолирани, електрически стимулирани 

бронхи (Fisher et al., 1998) и на предизвикания с капсаицин бронхоспазъм на 

изолиран бял дроб (Corboz et al., 2000; Jia et al., 2002). В подобни експерименти  

проведени на препарати от трахея на плъх, ноцицептинът инхибира 

освобождав нето на субста ция П (SP) и алцитонин ген-свързания пептид 

(calcitonin gene-related peptide - CGRP), (Peiser et al., 2000). Сходни резултати са 

получени и при изследване на невросенсибилизирани с β-агонисти (fenoterol) 
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изолирани човешки бронхи (Faisy et al., 2004). Обобщението на тези резултати 

показва, че ноцицептинът инхибира едновременно активността на холинергичните и 

на сетивните неврони в дихателната система. 

 

1.4.9. Ефекти върху отделителната система 

FQ дозозависимо преходно потиска 

рефлек

.4.10. Ефекти върху имунната система 

ледвано участието на N/OFQ и NOP-

рецепт

Впредвид широкото разпространение на N/OFQ в нервната система (Peluso 

et al., 1

 
In vivo изследвания показват, че N/O

са зa уриниране предизвикан от раздуване на пикочния мехур. Предполага се, 

че това действие се осъществява вероятно чрез потискане на трансмитерното 

освобождаване от постганглиините нервни терминали или чрез инхибиране на 

аферентните нерви на пикочния мехур (Guiliani et al., 1998). А също,  ноцицептинът 

инхибира предизвиканите с електрическа стимулация неврогенни съкращения на 

пикочен мехур. 

 

1
 

Напоследък много широко е изс

ора в регулацията на имунитета (Halford et al., 1995). Наличието им в 

имунните клетки (периферни лимфоцити и спленоцити) подсказва за включването 

на N/OFQ/NOP системата в имунните реакции на организма (Wick et al., 1995). 

Налага се становището, че е ноцицептиновата пептидергична система осъществява 

функционална връзка между нервната и имунната система (Searrano-Gomez et al., 

2011). 

998), не е учудващо защо функционално ефектите на ноцицептина са толкова 

разнообразни и дори противоречиви. От многобройните изследвания проведени с 

различни тестове и различни начини на въвеждане, се оформя становището, че 

действията на N/OFQ/NOP системата зависят в голяма степен от различни фактори - 

генетични, такива на средата, от условията на изследването, дозата, от наличието на 

стрес, болка, зависимост към μ-агонисти и др., и са по-скоро независими от тези на 

опиоидната система (Darland et al., 1998; Guerrini et al., 2000b). 
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Както споменахме по-горе, доказването на предположението за 

хетерогенност на NOP-рецептора, като вероятно обяснение на наблюдаваните 

вариации в ефектите на N/OFQ е затруднено, поради липсата на селективни NOP-

рецепторни антагонисти (Corbett et al., 2006). 

 

1.5. УЧАСТИЕ НА НОЦИЦЕПТИНA В ПРОЦЕСИТЕ НА ВЪЗПАЛЕНИЕ 
 

Локалното възпаление е патофизиологичен процес, който се характеризира с 

отделяне на проинфламаторни медиатори, увеличена пропускливост на 

кръвоносните съдове, неутрофилна екстравазация, оток и повишен метаболизъм на 

арахидоновата киселина. В развитието на възпалителния процес при животни и 

човек съществена роля играе стимулирането на немиелинизираните С- и 

миелинизираните Аδ- сетиви неврвни влакна, които съдържат и освобождават 

различни невропептиди включително субстанция П и CGRP (Holzer et al., 1988; Kilo 

et al., 1997; Black, 2002). Сетивните неврони са компонент на неадренергичната, 

нехолинергична невромедиация (НАНХ) и осигуряват плътна инервация към 

повечето органи и тъкани, в частност към кръвоносни съдове, където 

периваскуларни нерви често завършват много близо до ендотелни клетки. 

Пресинаптично разположени върху тези нервни влакна рецептори могат да 

модулират освобождаването на невропептидите (Brain and Cox, 2006). Тези 

рецептори включват класическите опиодни и NOP-рецепторите, чувствителните 

към капсацин рецептори (transient receptor potential vaniloid-1 TRPV1), рецепторите за 

вазоактивния интестинален пептид (ВИП), канабиноиди, серотонин, хистамин (Н3), 

гамааминомаслената киселина и др. (Maggi, 1991; Scoto et al., 2012). Тяхното 

значение при възпаление понастоящем не е ясно определено, но интензивно се 

изследва. 

Известно е, че острото възпаление се повлиява добре от опиоиди (Maggi, 

1991; Pourpak et al., 2004; Askari et al., 2008; Brock and Tonussi, 2008), което се 

дължи на способността им да инхибират освобождаването на медиатор от 

чувствителните към капсацин първични аферентни нервни терминали. Публикации 

на други автори показват, че N/OFQ (подобно на опиоидите) потиска неврогенното 

възпаление, като инхибира освобождаването на SP и CGRP от терминалите на 
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сетивните неврони (Giuliani and Maggi, 1997; Helyes et al., 1997), без да повлиява 

неневрогенната компонента. В потвърждение на това е и установеното от Inoue и 

сътрудници (1998), че във високи концентрации N/OFQ напълно блокира 

преизвикания от SP флексорен рефлекс. 

Терминът неврогенно възпаление е въведен, за да опише факта, че 

антидромното стимулиране на кожните нерви води до вазодилатация и повишаване 

на пермеабилитета на кръвоносните съдове в областта около стимулирания нерв в 

резултат на освобождаване на вазоактивни пептиди (Lotz et al.,1988; Richardson and 

Vasko, 2002), а хроничното денервиране на кожата води до премахване на отговора 

към прилагане на дразнители върху повърхността й (Lam and Ferrell, 1989; Kilo et 

al., 1997). Неврогенното възпаление не е ограничено само в кожата, а се наблюдава 

в различни вътрешни органи и структури като трахея, хранопровод, жлъчен мехур, 

черва, вагина, уретра и др. (Lam and Ferrell, 1989). 

Механизъмът на инхибиторното действие на N/OFQ върху първичните 

аферентни сетивни нервни влакна представлява интерес, поради възможното му 

използване за контрол и лечение на заболявания, свързани с възпалителни процеси 

(астма, артрит, колит, гастрит, миокардит, енцефалит и много други). 

Базирайки се на получените данни от проведени експерименти върху оток на 

лапа на плъх, Németh и сътрудници (1998) стигат до заключението, че N/OFQ 

инхибира химически предизвиканото освобождаване на медиатори освен от 

чувствителните към капсацин аферентни сетивни неврони, също и от мастоцити. 

Противоположно на това, обаче, в литературата са докладвани и редица случаи, при 

които N/OFQ подпомага развитието на процеси, които могат да доведат до 

засилване на възпалителния отговор (Kato et al., 2005). Някои автори съобщават, че 

това е свързано със способността на N/OFQ дозозависимо да стимулира 

освобождаването на хистамин от мастоцити в кожа, перитонеум и мозък (Kimura et 

al., 2000; Tekes et al., 2006). При нарушаване на цялостта на кожата, освободеният от 

мастоцити хистамин действа като основен медиатор, активиращ сетивните неврони, 

посредством взаимодействие с Н1-рецептори (Фиг. 5). 
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Фиг. 5. Схема, изобразяваща събитията, настъпващи след нараняване на кожата  

(Brain and Cox, 2006). 

 

Последващото ортодромно (към гръбначния мозък) и антидромно стимулиране 

на заобикалящата нервите кожа води до освобождаване на невропептидите SP и 

CGRP. На свой ред, те могат допълнително да увеличават отделянето на хистамин 

или, действайки чрез NK1- и CGRP-рецептори върху ендотелни клетки на 

посткапилярите венули, да предизвикват увеличаване на кръвния поток и 

екстравазация на плазма на мястото на травмата (Brain and Cox, 2006). 

Следователно, в основата на дилататорния ефект на N/OFQ върху 

микроциркулаторните съдове в кожата е освобождаването на хистамин от 

мастоцити (Kimura et al., 2000), също и в мезентериум на плъх (Brookes et al., 2007). 

При модел на остро възпаление на коляно, обаче, локално въведеният N/OFQ 

води до вторично освобождаване на проинфламаторни медиатори, активирайки 

NOP-рецептори, локализирани както върху синовиалните мастоцити, така и върху 

левкоцитите. Това допълнително стимулира отделянето на невропептиди от 

чувствителните към капсацин сетиви неврони. Като резултат се повишава 

вазодилатацията и ставния кръвен поток (Zhang and McDоugall, 2006). Интересно 

при тези изследвания е, че инактивирането (с fucoidin) на циркулиращите 

левкоцити напълно блокира предизвиканите от ноцицептина хиперемия и 
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вазодилатация. В същото време, стабилизирането на мастоцитните мембрани (с 

cromolyn) в много по-малка степен повлиява ефектите на N/OFQ. Хистаминът 

изглежда играе много по-малка роля в активирането на сетивните неврони в 

тъкани, различни от кожа, като видът на тъканта е най-значимият фактор, който 

определя ефектите на проинфламаторните медиатори (Maggi, 1991; Kilo et al., 

1997). Затова и интересът как точно се активират тези нервни влакна in vivo е 

огромен. Например, при такива (in vivo) изследвания е установено, че някои имунни 

клетки, като левкоцитите (мононуклеарни и полиморфонуклеарни) не само 

експресират NOP-рецептори, но и са способни да синтезират N/OFQ, макар за 

имунологичната му роля да се знае малко (Peluso et al., 1998; Peluso et al., 2001; 

Fiset et al., 2003; Williams et al., 2006; Williams et al., 2007). Възможно е 

ноцицептинът да стимулира активирането и миграцията (хемотаксиса) на имунните 

клетки и да осъществява своето действие по паракринен мехнизъм, като 

левкоцитите го достявят до тъканите в мястото на възпалението (Serhan et al., 2001; 

Kato et al., 2005; Trombella et al., 2005). Секретираният от неутрофилите и 

лимфоцитите N/OFQ, в допълнение към влиянието му върху тяхната функция, 

вероятно стимулира също терминалите на сетивните неврони да експресират NOP-

рецептори и да освобождават проинфламаторни фактори (Fiset et al., 2003; Scoto et 

al., 2012). В подкрепа на тази хипотеза са даниите за повишаване на 

концентрацията на N/OFQ в кръвната плазма при критично болни пациенти със 

сепсис и в синовиалния флуид при пациенти болни от артрит, среда която типично 

съдържа голямо количество левкоцити (Fiset al., 2003). Приетата за нормална 

плазмена концентраця на N/OFQ е в границите 2.5 – 10.7 pg ml-1 (Barnes et al., 2004). 

По-високи плазамени концентрации на N/OFQ са установени при критично болни 

пацинти със сепсис (Williams et al., 2008). Промяна в плазмените нива на N/OFQ е 

установена също и при пациенти с различни болкови състояния и депресия (Chiou 

et al., 2007), карцином и цироза на черния дроб, болест на Wilson (Hantos et al., 

2002; Spadaro et al., 2006; Doggrell, 2007). 

Взети заедно, изложените резултати потвърждават съществуването на 

двупосочна комуникация между имунната и нервната система (Peluso et al., 2001; 

Fiset et al., 2003; Carvalho et al., 2008; Searrano-Gomez et al., 2011). Създаването на 
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специфични чисти антагонисти на ноцицептина (лишени от остатъчна агонистична 

активност) би допринесло за доказването на това допускане. Определянето на 

факторите, които биха могли да регулират както възбудимостта на сетивните 

неврони, така и активността на имунните клетки, и съответно да модулират 

комуникацията между двете системи, е от особено значение за създаване на нови 

подходи при лечение на заболявания с възпалителна и болкова компонента - 

мигрена, обсртуктивна пулмонална болест, възпаление на червата и др. 

От друга страна, други проучвания показват, че N/OFQ намалява 

продукцията на хемокини и клетъчната пролиферация на имунни клетки. 

Например, Miller и Fulford (2007) съобщават, че пептидът потиска 

проинфламаторния цитокин интерлевкин 2 (IL-2) в спленоцити на плъх и така 

подпомага противовъзпалителния процес. 

Обощаването на данните води към предположението за съществуване на 

повече от един възможен механизъм на действие на N/OFQ, в зависимост от 

мястото на възпалителния процес, начина на въвеждане, вида на експресиращите 

NOP-рецептори клетки (нервни или имунни) и предизвикания отговор – инхибиране 

или стимулиране на отделянето на неврогенни или неневрогенни медиатори на 

възпалението. 

Известно е, че всеки възпалителен процес се съпътства от отделяне на 

голямо количество свободни радикали като резултат от действието на неутрофилни 

протеолитични ензими, необходими за разграждането на погълнатите патогени 

(Brown et al., 2006). Прекомерното и продължително образуване на свободни радикали 

води до настъпване на т.нар. оксидативен стрес (нарушаване на баланса между 

образуването на свободни радикали и активността на защитните антиоксидантни 

системи на организма). Съгласно Oyanagui (1980), супероксидният анион радикал 

O2
- повлиява ключови компоненти от възпалителната каскада (Salvemini et al., 

2001). Подобни данни за O2
- и образуваните с негово участие пероксинитрит 

(NOOO-) и хидроксилен радикал .OH са докладвани също от други автори при 

модел на остро, включителено предизвикано с карагенан, възпаление (Oyanagui, 

1980; Parola et al., 1981; Gentili et al., 1999; Salvemini et al., 2001; Cuzzocrea et al., 

2001, Cuzzocrea et al., 2002; Khattab et al., 2006). Във връзка с това, интересни са 

 28



резултатите на Rosenberger и сътр. (2001), които в астроцити наблюдават, че активните 

форми на кислорода значително повишават експресията на невропептидния ген на 

проноцицептин. Индуцираната от оксидативния стрес експресия на този ген 

подсказва, че N/OFQ участва в отговорите на централната нервна система към 

невропатофизиологични увреждания, съпътствани от образуване на свободни 

радикали (Morini et al., 2005; Polidori et al., 2005). 

Описаните в литературата факти демонстрират многостранното действие на 

N/OFQ при възпалителния процес. Очевидна е необходимостта от още проучвания 

за установяване на точния механизъм на действието му, а също и дали 

оксидативният стрес и е част от него. 

Съществуват данни, че периферното възпаление води до повишена 

продукция на ноцицептин в първични сетивни неврони, съдържащи TRPV1-

рецептории (Itoh et al., 2001). Подобно на ноцицептина, канабиноидите потискат 

острите възпалителни процеси в периферията, модулирайки активността на 

първичните сетивни неврони и намалявайки отделянето на SР и CGRP (Costa et al., 

2004; Elmes et al., 2005; La Ranna et al., 2008). Предполага се, че тези ефекти на 

канабиноидите, или поне някои от тях, са резултат не само и не толкова от 

взаимодействието им със собствени рецептори, а се осъществяват и с участието на 

TRPV1-рецептора (Sagar et al., 2004). От друга страна, ноцицептинът инхибира 

ефектите на активираните TRPV1-рецептори при предизвикана с капсацин 

бронхоконстрикция в бял дроб от морско свинче при in vivo експерименти (Jia et al., 

2002) и невросенситизация в изолирани човешки бронхи (Faisy et al, 2004). Също 

така, потиска предизвиканата с киселина кашлица (Lee et al., 2006) и намалява 

потенциала на TRPV1 при възпаление и болка (Chen et al., 2007). Съпоставянето на 

тези изследвания предполага възможна връзка в механизмите на действие на 

канабиноидите и ноцицептина при периферни възпалителни процеси, в които е 

вероятно участието на ванилоидните рецептори. За доказване на такава връзка и 

тук биха били полезни допълнителни проучвания. 
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1.6. ЗАВИСИМОСТ МЕЖДУ СТРУКТУРАТА НА НОЦИЦЕПТИНА И БИОЛОГИЧНАТА 

АКТИВНОСТ 

 
Изясняването на физиологичната роля на N/OFQ/NOP системата, участието 

й в патофизиологични процеси, както и прецизирането на механизмите на действие 

на N/OFQ е затруднено от липсата на специфични антагонисти. А създаването на 

специфични и високоактивни лиганди за NOP-рецептора е в тясна зависимост от 

идентифицирането на участъците от ноцицептиновата молекула, които са от 

решаващо значение за свързването с NOP-рецептора и за неговото активиране. 

Агонисти и антагонисти на NOP-рецептора могат да са от полза освен за нуждите 

на експерименталната фармакология, в по-далечна перспектива и в комбинираната 

терапия на различни заболявания като астма, повишена възбудимост, хипертония, 

анорексия, някои възпалителни процеси и др. 

Аминокиселинната последователност на хептадекапептида N/OFQ е следната: 

Phe1-Gly2-Gly3-Phe4-Thr5-Gly6-Ala7-Arg8-Lys9-Ser10-Ala11-Arg12-Lys13-Leu14-Ala15-Asn16-Gln17 

(или FGGFTGARKSARKLANQ). Приема се, че пептидната верига на N/OFQ съдържа два 

функционално важни за взаимодействието с NOP-рецептора участъка. От 

решаващо значение за способността на ноцицептина да активира NOP-рецептора е 

N-крайната аминокиселинна последователност Phe1-Gly2-Gly3-Phe4– (мотива FGGF) 

или т.нар. „message domain” (Dooley and Houghten, 1996; Reinscheid et al., 1996; 

Butour et al., 1997; Guerinni et al., 1997). Този фрагмент е много подобен на N-

крайния тетрапептид Tyr1-Gly2-Gly3-Phe4– (YGGF), характерен и отговорен за 

активиране на опиоидите рецептори от ендогенните опиоидни пептиди. Разликата в 

първата аминокиселина на двата фрагмента - Tyr1 (при опиоидите) и Phe1 (при 

N/OFQ) обаче, е достатъчна ноцицептинът да не активира опиоидните рецептори 

(Guerrini et al., 2000b). 

За селективното свързване на ноцицептина с NOP-рецептора са отговорни 

двете двойки базични аминокиселини Arg8-Lys9, Arg12-Lys13 или т. нар. „address 

domain” (Dooley et al., 1997; Rizzi et al., 2002). То се осъществява най-вероятно чрез 

взаимодействието на положително заредените странични вериги на посочените 

аминокиселини с отрицателно натоварени аминокиселинни остатъци в състава на 
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втората екстрацелуларна бримка на NOP-рецептора (Mollereau et al., 1999; Guerrini 

et al., 2000b). “Структура-активност” изследвания демонстрират, че Arg8 е 

незаменима за рецепторното свързване и замествания в тази позиция дори с Lys 

обикновено водят до драстично понижаване на афинитета и активността (Dooley 

and Houghten, 1996; Salvadori et al., 1999). Заместването на Arg в дванадесета и Lys 

в девета и тринадесета позиции с Ala също довежа до инактивиране (Guerrini et al., 

1997). 

При изследване на разлилчни по дължина фрагменти на N/OFQ, се 

установява, че дължината на пептидната верига е от значение за активността и 

афинитета. Guerrini и съавтори (1997) съобщават, че С-крайните аминокиселинни 

остатъци - –Leu14-Ala15-Asn16-Gln17 не са съществени за рецепторното свързване и 

не цялата дължина на ноцицептиновата верига е необходима за пълната проява на 

биологичната активност. Обаче, Okada и сътр. (2000) доказват, че добавянето на две 

допълнителни базични аминокиселини в позиции 14 (Arg) и 15 (Lys) силно 

повишава афинитета към NOP-рецепторите на новополученото съединение. 

[Arg14,Lys15]N/OFQ е с по-продължително действие от N/OFQ при in vitro и in vivo 

излследвния - на изолирани органи и при i.c.v. въвеждане, респективно. При всички 

изолирани тъкани, [Arg14,Lys15]N/OFQ показва приблизително същия максимален 

ефект, като нативния N/OFQ, но има дори по-голям афинитет от него (Okada et al., 

2000; Rizzi et al., 2002). Малко след това, Rizzi и съавтори (2002) при насочен синтез 

на негова основа получават компетитивния селективен антагонист за NOP-

рецептора [Nphe1,Arg14,Lys15]N/OFQNH2, с кодово име UPF-101 (Calò et al., 2002b). 

Най-късият фрагмент, проявяващ пълната биологична активност на нативния 

N/OFQ с афинитет близък до неговия, е амидираният пептид N/OFQ(1-13)NH2 

(Guerrini et al., 1997; Bigoni et al., 1999b; Topham et al., 1998). Поради това, 

N/OFQ(1-13)NH2 широко се използва при изследвания вместо N/OFQ. По-късите 

фрагменти N/OFQ(1-12)NH2 и N/OFQ(1-11)NH2 са много слабо активни, изследвани 

върху гладкомускули препарати, докато най-късите (N/OFQ(1-9)NH2 и N/OFQ(1-

5)NH2) са напълно неактивни (Bigoni et al., 1999b). 

Синтезирането на производни на N/OFQ(1-13)NH2 представлява голям 

интерес, защото дава възможност за създаването на биологично активни 
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съединения, агонисти или антагонисти на NOP-рецепторите, които са устойчиви на 

енизмно разграждане. 

Посредством „структура-активност” подхода са създадени няколко различни 

по афинитет и действие производни на N/OFQ, сред които неселективните 

съдържащи тирозин аналози [Tyr1]N/OFQ, [Tyr1]N/OFQNH2 (Calò et al., 1997; 

Shimohigashi et al., 1996; Champion and Kadowitz, 1997a,b), [Tyr1]N/OFQ(1-13)NH2, 

[Tyr1]N/OFQ(1-9)NH2 и [Tyr1]N/OFQ(1-5)NH2 (Varani et al., 1999); 

[Phe1ψ(CH2NH)Gly2]N/OFQ(1-13)NH2 (или [F/G]N/OFQ(1-13)NH2), (Guerrini et al., 

1998) - слабо активен агонист, който се държи като антагонист, парциален агонист 

или дори пълен агонист, в зависимост от използваните при изследванията обекти 

(Butour et al., 1998; Calò et al., 2000c; Mason et al., 2001) и [Nphe1]N/OFQ(1-13)NH2 - 

първият селективен NOP-рецепторен антагонист (Calò et al., 2000b) и др. 

[Tyr1]N/OFQ аналозите взаимодействат функционално както с NOP-, така и с 

класическите опиоидни рецептори. [Tyr1]N/OFQNH2 и [Tyr1]N/OFQ(1-13)NH2 

действат като смесени NOP/опиоидни агонисти с афинитет, съизмерим с този на 

N/OFQ. По-късоверижните аналози [Tyr1]N/OFQ(1-9)NH2 и [Tyr1]N/OFQ(1-5)NH2 

проявяват слаба активност към опиоидните рецептори, но не и към NOP-рецепторите, 

тъй като ефектът им се премахва от налоксон (Shimohigashi et al., 1996; Calò et al., 

1997; Varani et al., 1999). Резултатите от тези изследвания показват, че заместването 

на Phe1 с Tyr в N/OFQ води до получаването на съединения, активиращи както 

NOP-рецептора (Butour et al., 1997; Varani et al., 1998), така и опиодните µ- 

(Salvadori et al., 1997), и κ- (Reinscheid et al., 1998) рецептори. 

Антагонистичната активност и промяната на афинитета, наблюдавани при 

[Phe1ψ(CH2NH)Gly2]N/OFQ(1-13)NH2, вероятно се дължат на ограничаване на 

свободата на ротация на пептидната връзка Phe1-Gly2–, в резултат от направената 

химична модификация - скъсяването й при превръщането от -CONH- в 

псевдопептидна „Ψ” връзка –CH2NH- (Rizzi et al., 1999; Calò et al., 1998b; Calò et al., 

2000b; Guerrini et al., 2000а). 

Съединение с антагонистична активност [Nphe1]N/OFQ(1-13)NH2, но и с 

нисък афинитет се получава и при увеличаване на разстоянието между Phe1 и Phe4 в 
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резултат от ”изместването” на фениловия пръстен с един атом навън (Rizzi et al., 

1999; Calò et al., 2000b). 

Reinscheid и съавтори (1996) съобщават, че заместването на Phe4 с Tyr при 

[Tyr4]N/OFQ аналога също води до почти пълна загуба на активност, придружена и 

с драстично понижение на афинитета (с повече от 3 логаритмични единици) 

съобщават. 

Bigoni и сътрудници (2002) изследват фармакологичната активност на серия 

аналози на N/OFQ(1-13)NH2, при които водородният атом Phe4 в пара позиция е 

заместен с F, NO2, CN, Cl, Br, I, CH3, OH или NH2. 

При изследвания върху рецепторното свързване, проведени на овариални 

клетки от хамстер CHO (Chinese hamster ovary cells), експресиращи рекомбинанти 

човешки NOP-рецептори (CHOhNOP) и мембрани от церебрален кортекс на плъх, 

[(pF)Phe4]N/OFQ(1-13)NH2, [(pNO2)Phe4]N/OFQ(1-13)NH2 и [(pCN)Phe4]N/OFQ(1-

13)NH2 показват по-висок афинитет от N/OFQ(1-13)NH2. Афинитетът на 

[(pCl)Phe4]N/OFQ(1-13)NH2 е съизмерим с този на N/OFQ(1-13)NH2, докато за 

останалите съединения е по-нисък. При серии изследвания върху изолирани органи 

(илеум от морско свинче, колон от мишка и vas deferens от мишка или плъх), 

всички заместени съединения с изключение на [(pOH)Phe4]N/OFQ(1-13)NH2 

показват пълна агонистична активност със следния ред: pF = pNO2 ≥ pCN ≥ N/OFQ 

= N/OFQ(1-13)NH2 = pCl ≥ pBr > pI = pCH3 > pOH > pNH2. Селективността им към 

NOP-рецептора се запазва. Съединенията, получени в резултат на тези синтези, 

също са в подкрепа на критичното значение на Phe4 за свързването и активирането 

на NOP-рецептора. 

Синтезирането на NOP-рецепторни лиганди с висок афинитет, които не се 

подлагат на ензимно разграждане от ендогенните ензими в организма, 

дезактивиращи N/OFQ е основната цел на много изследвания. Във връзка с това 

възниква интересната идея за модифициране на структурата на биологично активни 

пептиди, чрез завъртане на страничната верига на определен аминокиселинен 

остатък посредством замяна на α-въглеродния атом на пептидната връзка с α-азотен 

атом. Полученият по такъв начин N-заместен глицин, например, не е хирален и се 

използва за синтез на пептидни деривати, наречени пептоиди или пептид-пептоид 
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хибриди, притежаващи протеолитична устойчивост и голяма гъвкавост (Simon et al., 

1992). Гликозилирането на пептидите е друг обещаващ подход при насочения 

лекарствен дизайн и синтез на гликопептиди и неогликопептиди (Davies, 2002). 

Използвайки двата подхода, са синтезирани аналози на N/OFQ(1-13)NH2, при които 

единият или и двата фенилалалнинови остатъци (в позиции 1 и 4), аргининовите 

остатъци (в позиции 8 и 12) и аланиновите остатъци (в позиции 7 и 11) от 

пептидната верига са заместени с N-бензилглицин, N-(3-гванидинопропил)глицин и 

β-аланин. Получените съединения проявяват афинитет към опиоидните рецептори 

и показват аналгетична активност след подкожно приложение при мишки 

(Schweizer, 2002). Описани са и аналози на N/OFQ(1-13)NH2, при които галактоза 

или N-ацетилгалактозамин са β-O-гликозидно свързани към Thr5 и/или Ser10 (Biondi 

et al., 2006). 

Други “структура-активност” и ЯМР изследвания показват, че внедряването 

на α-спирална структура при заместването на Ala7 и/или Ala11 с аминоизобутирова 

киселина (Aib) повишава потентността на получените пептиди. На тази основа, 

Ardiun и сътрудници (2007) синтезират серия 20 производни на N/OFQNH2, при 

които остатъците на Ala в позиции 7 и 11 са заменени с Cα,α-дизаместени 

циклични, линейни и разклонени аминокиселини. Изследвани за биологична 

активност върху vas deferens от плъх, нито един от тези новосинтезирани аналози 

на N/OFQ не проявява по-добър ефект от [Aib7]N/OFQNH2. Интересно е да се 

отбелжи, че тези химични модификации, приложени върху модифицирани 

съединения с вече известна активност, водят до създаването на високо активните 

NOP-рецепторни лиганди [Nphe1Aib7Arg14Lys15]N/OFQNH2 (UFP-111), 

[(pF)Phe4Aib7Arg14Lys15]N/OFQNH2, (UFP-112) и [Phe1W(CH2-

NH)Gly2(pF)Phe4Aib7Arg14Lys15]N/OFQNH2 (UFP-113). (UFP-112) и (UFP-113), 

които действат съответно като пълен и парциален агонист, а (UFP-111) показва 

антагонистична активност при in vitro изследвания. 

Всички тези резултати потвърждават критичното значение не само на Phe1 и 

Phe4 от пептидната верига, но също така и на разстоянието между страничните 

вериги на аминокиселинните им остатъци, за свързването и активирането на NOP-

рецептора. Малките структурни промени във страничната верига на Phe1, при което 
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се променя пространствената й ориентация, водят до получаване на съединения с 

антагонистична активност, за разлика от Phe4, където дори минимални промени 

водят до инактивиране. Следователно, Phe4 изглежда е по-важна за NOP-

рецепторното активиране, докато модификацията в молекулата на Phe1 (наличието 

на ароматен фенилов остатък) променя типа активност от агонистична в 

антагонистична. (Butour et al., 1997). 

В резултат от описаните „структура-активност” зависимости се очертава 

схващането, че създването на NOP-рецепторни лиганди би следвало да включва 

положително заредената аминокиселинна последователност от ноцицептиновата 

пептидна верига, а N-крайната секвенция от молекулата на N/OFQ е база за 

създаване на NOP-рецепторни агонисти или антагонисти. 

Важно откритие на Dooley и съавтори (1997) е, че NOP-рецепторът се 

активира и от късоверижни пептиди, съставени от шест аминокиселини. По-

нататъшното скъсяване води до неактивни продукти. Чрез синтезна комбинаторна 

библиотека от повече от 52 милиона различни съединения те изолират и 

охарактеризират няколко хексапептида с висок афинитет към NOP-рецептора. Сред 

тях са Ac-RYYRWR-NH2 (Ac-Arg-Tyr-Tyr-Arg-Trp-Arg-NH2), Ac-RYYRIK-NH2 (Ac-

Arg-Tyr-Tyr-Arg-Ile-Lys-NH2) и Ac-RYYRWK-NH2 (Ac-Arg-Tyr-Tyr-Arg-Trp-Lys-NH2). 

Тези хексапептиди имат минимална стуктурна прилика с N/OFQ. Съдържат три 

положително заредени аминокиселинни остатъка, които определят способността им да 

взаимодействат с отрицателно заредения активен център на NOP-рецептора, като две 

от тях (Arg) са разположени във важните за взаимодействието с NOP-рецептора 

позиции 1 и 4 (Kawano et al., 2002). Установено е, че Ac-RYYRWK-NH2 и Ac-

RYYRIK-NH2 действат като парциални или пълни агонисти  за NOP-рецептора при 

различни in vivo и in vitro системи (Dooley et al., 1997; Ambo et al., 2007). Сред тези 

хексапептиди, Ac-RYYRWK-NH2  е описан като най-активен и селективен парциален 

агонист за NOP-рецептора, без афинитет към µ-, κ- или δ- опиоидните рецептори 

(Mason et al., 2001; Carra’ et al., 2005). Опити  in vivo показват, че този пептид  

увеличава апетита у плъхове подобно на N/OFQ и имитира действието му в 

препарати от колон на мишка (Mason et al., 1998; Rizzi et al., 1999). За Ac-RYYRIK-

NH2 е установено, че инхибира напълно N/OFQ-предизвиканото 
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гуанозинтрифосфат-γ-S свързване с NOP-рецептора в кортекс и сърце на плъх 

(Berger et al., 1999; Berger et al., 2000). Тези три хексапептида са една от най-

използваните базисни матрици в „структура-активност” изследванията за създаване 

на нови биологично активни лиганди за NOP-рецептора. 

Синтезирани са известен брой модифицирани при азотния край или с 

променено аминокиселинно съдържание производни на Ac-RYYRWR-NH2, от които 

pentanoyl-Ac-RYYRWR-NH2 е показал много висок афинитет към NOP-рецептора, 

но много малка вътрешна активност (Judd et al., 2003; Judd et al., 2004). 

От серия ацетилирани в N-края хексапептидни деривати на Ac-RYYRIK-

NH2, аналогът Ac-Arg-Tyr-Tyr-Arg-Ile-lysinol (Ac-RYYRIK-ol с промяна на 

свободната карбоксилна група в хидроксилна) проявява слаба агонистична 

активност при различни in vivo и in vitro системи, но в повечето случаи действа като 

компетитивен антагонист (Kocsis et al., 2004; Gündüz et al., 2006а). 

Събраните данни предполагат, че и С- и N-краят от веригата на 

хексапептидите са важни за проявата на биологичната активност. Установено е, че 

всеки аргининов остатък от веригата е важен за за запазване на пълния афинитет към 

NOP-рецептора и зместването на ацетиловата група, свързана с модифицирането на 

Arg1 в N-края, с различни ацилни групи (пивалоилова, формилова, бензоилова, 

мезилова) понижава афинитета на лигандите. При модифициране на Tyr2 и Tyr3 се 

запазва афинитета към NOP-рецептора, но само ако поне един от двтата остатъка 

запази хидроксилната си група (Judd et al., 2004). L-конфигурирана алифатна 

стукртура на странината верига на хексапептидите в пета позиция се свързва с 

потенциална антагонистична активност, докато нехирален остатък или такъв с D-

конфигурация, водят до потенциална агонистична активост. За запазване на 

селективността, високия афинитет и агонистичната активност на дериватите на Ac-

RYYRWK-NH2 е достатъчно наличието на фенилетилова стуктура в странична верига, 

а не цялото индолово ядро на Trp5 (Carra’ et al., 2005). 

Изследването на “структура-активност” зависимостта на хексапептидните 

деривати предоставя базисна информация за минималните структурни изисквания за 

рецепторно свързване и активиране (Gündüz et al., 2006a,b). 
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В резултат от усилията на редица научни групи, досега са синтезирани освен 

различни пептидни производни на N/OFQ (Dooley and Houghten, 1999; Arduin et al., 

2007; Guerrini et al., 2000a; Wu et al., 2002) и късоверижни NOP-активни пептиди 

(Dooley et al., 1997), също и някои непептидни съединения (агонисти - NNC 63-

0532, Ro 64-6198, (+)-5a compound, W-212393, 3-(4-piperidinyl)indoles, 3-(4-

piperidinyl) pyrrolo[2,3-b]pyridines; и антагонисти - TRK-820, J-113397, JTC-801, 

octahydrobenzimidazol-2-ones, 2-(1,2,4-oxadiazol-5-yl)-1 H-indole, N-benzyl-D-

prolines, SB-612111), (Kawamoto et al., 1999; Bigoni et al., 2000; Jenck et al., 2000; 

Ozaki et al., 2000; Rizzi et al., 2001; Sugimoto et al., 2006; Chiou et al., 2007), но все 

още нито един лиганд не е показал достатъчна актвност in vivo, за да намери 

прктическо приложение (Chiou et al., 2007; Lambert, 2008). 
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II. ЦЕЛ И ЗАДАЧИ 
 

Направеният преглед и анализ на литературата показва, че въпреки голямото 

сходство в структурата на ноцицептина с опиоидните пептиди и в техните 

рецептори, този невропептид принадлежи към отделна, независима пептидергична 

система. Широкото й разпределение в различни структури на централната и 

периферната нервна система обуславя разнообразието в медиираните и/или 

модулирани от тази система фармакологични ефекти. Въпреки значителният брой 

изследвания през последните две десетилетия охарактеризиращи ноцицептина като 

регулатор на важни физиологични функции и процеси в организма, механизмите на 

действието му остават недостатъчно изяснени. 

Резултатите от многобройни проучвания показват наличие на връзка между 

промените в нивата на ендогенните пептиди (в частност N/OFQ) и множество 

патологични процеси, протичащи в различни системи на организма – дихателна, 

сърдечно-съдова, гастроинтестинална, отделителна, имунна. Съществуват данни, че 

N/OFQ променя редица характеристики, свързани с възпалителния процес. Потиска 

неврогенното възпаление, без да повлиява неневрогенната компонента, инхибира 

отделянето на спазмогенните пептиди от сетивните неврони, участващи в 

хроничните възпалителни процеси в белия дроб, каквито са астмата и хроничните 

обструктивни пулмонални заболявания и др. Противоположно на това, пептидът в 

редица случаи има въздействия, които биха могли да доведат до обратния ефект – 

засилване на възпалителния процес, свързани със способността му да освобождава 

хистамин от мастоцити или да активира хемотаксиса на неутрофили и лимфоцити. 

Въпреки многобройните изследвания, данните за ефектите на невропептида 

в процесите на възпаление и болка, които придружават редица заболявания 

(артрити, колити, гастрити, миокардити, енцефалити и много други), остават 

противоречиви. Няма достатъчна яснота за това, кои от ефектите на ноцицептина 

биха се проявили и по какъв механизъм той би могъл да повлияе периферното 

възпаление при опити върху цял организъм. Затова разработването на специфични, 

високоафинитетни NOP-рецепторни лиганди е от особено значение за по-

задълбоченото и цялостно изследване на физиологичната и патофизиологичната 
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роля на N/OFQ/NOP-системата. Създаването на такива селективни NOP-рецепторни 

лиганди е в тясна зависимост от изучаването на химическата структура на 

активните центрове на пептидната молекула и нейния рецептор. Съществено 

значение за обогатяване на знанията ни относно структурните изсквания за 

свързване с NOP-рецептора и активирането му имат изследвания върху ролята на 

аминокиселините в ноцицептиновата верига и промените във фармакологичния 

ефект, до които водят малки структурни модификации в тях. Това би улеснило 

откриването при насочен лекарствен дизайн и синтез на нови, активни и стабилни 

молекули с пептидна природа, а оттам и създаването на потенциални лекарствени 

средства за различни заболявания на тяхна основа. 

Обобщаването на тези данни ни даде основание да проведем скрининг 

изследванията върху зависимостта между биологичната активност и структурата на 

нови лиганди за NOP-рецептора, както и да проследим до каква степен се запазват 

установените върху съкратителната активност на гладки мускули ефекти и дали се 

променя техният характер на организмово ниво при експериментален модел на 

остро периферно възпаление. Получените данни ще позволят да се прецизира 

механизма на действие на ноцицептина при този патофизиолгичен процес и ще 

обогатят знанията ни за биологичната роля и функциите на ноцицептиновата 

пептидергична система в него. 

Цел на настоящата дисертация беше посредством in vitro и in vivo 

експериментални методики да се изследва биологичната активност и механизма на 

действие на 18 новосинтезирани лиганди за NOP-рецептора с различна дължина на 

пептидната верига, разделени в три серии: 

 нови аналози на N/OFQ(1-13)NH2, при които аминокиселини в ключови за 

активността позиции, са заместени с техни структурни аналози или 

модифицирани в N-края с {1-[(метоксифосфоно)метиламино]циклоалкан 

карбоксилни киселини} (CnAF) 

 нови производни на хексапептида Ac-Arg-Tyr-Tyr-Arg-Trp-Lys-NH2 (Ac-

RYYRWK-NH2), модифицирани в N-края с CnAF 
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 За изпълнение на тази цел си поставихме следните задачи: 

1. При in vitro условия, да се установи как се променя биологичната 

активност на N/OFQ(1-13)NH2 при: 

♦ заместване на аминокиселините Lys9 и/или Lys13 с техните структурни 

аналози орнитин (Orn), диаминобутанова киселина (Dab) и 

диаминопропанова киселина (Dap) 

♦ заместване на аминокиселината Phe1 с CnAF, съдържащи 5-, 7- или 8-

атомен циклоалканов пръстен 

♦ внедряване на обемен цикличен заместител (CnAF) с различна големина 

(5-8 атома) към аминокиселината Phe1 

2. При in vitro условия, да се проучи как се променя биологичната активност 

на NOP-активиращи хексапептиди при: 

♦ заместване на аминокиселината Arg1 с CnAF, съдържащи 5-, 7- или 8- 

атомен циклоалканов пръстен 

♦ внедряване на цикличен заместител (CnAF) към аминокиселината Arg1 

3. При in vivo условия, да се изследват ефектите на N/OFQ(1-13)NH2 и 

структурните му аналози [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 и [Dab9]N/OFQ(1-13)NH2 върху 

експериментален модел на предизвикано с λ-карагeнан остро възпаление в задна 

лапа на плъх. 

4. При in vivo условия, да се изясни предполагаемото участие на TRPV1-

рецепторите в ефектите на N/OFQ(1-13)NH2 и структурния му аналог 

[Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 и връзката им с канабиноидната система върху 

експериментален модел на предизвикано с λ-карагeнан остро възпаление в задна 

лапа на плъх. 
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III. МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 
 

Проведените при разработването на дисертационния труд опити най-общо 

могат да бъдат разделени на двe групи - експерименти in vitro върху изолирани 

гладкомускулни органи и in vivo – върху интактни животни. 

При фармакологичните експерименти са използвани мъжки, полово зрели 

плъхове от порода Wistar с тегло 180-200 g, отглеждани при 22-25 ºС и редуващ се 

12/12-часов цикъл “светло-тъмно”, при свободен достъп до вода и храна. 

Всички експерименти са проведени съгласно “European Convention for the 

Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental and Other Scientific Purposes” и 

правилата за работа с лабораторни животни на Етичната Комисия на Институт по 

невробиология на БАН. 

 

3.1. ЕКСПЕРИМЕНТАЛНА ПОСТАНОВКА ЗА ИЗСЛЕДВАНЕ НА ИЗОЛИРАНИ ОРГАНИ 
 

Изолираните органи са относително опростена система, при която в 

значителна степен се елиминира влиянието на регулаторните механизми от страна 

на организма върху взаимодействието медиатор-рецептор. Поради това, 

класическата схема за проучване на гладкомускулната медиация и модулация в 

опити на изолирани препарати позволява да се изследва непосредственото 

взаимодействие на молекулите на екзогенно приложено съединение с рецептори в 

ефекторния орган. 

Простатичната част от vas deferens на плъх е инервирана почти изцяло от 

адренергични неврони, притежаващи множество пресинапсно разположени 

хетерорецептори (Ziecher и Jaims, 1971; Wakade и Kirpekar, 1971), включително 

NOP-рецептори, посредством които N/OFQ може да модулира освобождаването на 

норадреналин (Calò et al., 1996; Nicholson et al., 1996; Nicholson et al., 1998). Това 

прави гладкомускулният препарат от vas deferens на плъх много подходящ обект за 

изследване на пресинапсни медиаторни взаимодействия в периферната нервна 

система и за целите на нашите изследвания, респективно. 
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3.1.1. Приготвяне на препарати от vas deferens на плъх 
 
След отваряне на коремната кухина, двата семепровода (vas deferens) се 

отделят от околните тъкани, без да се разтягат. Отпрепарираните органи се поставят 

в петри с разтвор на Кребс, където внимателно се почистват от остатъци на 

съединителна тъкан и кръвоносни съдове. За целта на нашите опити се отделя 

простатичната част на vas deferens с дължина 12 - 15 mm. Гладкомускулните 

препарати се монтират в силиконизирани стъклени ванички за изолирани органи с 

двойни стени и вместимост 4 ml, които се пълнят с разтвор на Кребс, аериран с 

газова смес със състав 95% О2 и 5% СО2. С помощта на термостат (U2) се поддържа 

постоянна температура на разтвора от 32.5 ºС. Веки препарат се поставя в отделна 

ваничка по дължината на лонгитудиналните гладкомускулни слоеве, като единия 

му край се фиксира неподвижно, а другия се свързва с механоелектричен 

преобразувател за изометрично регистриране на гладкомускулни съкращения. За 

постигане на максимално близък до нормалното физиологично състояние тонус на 

гладките мускули, препаратите се обтягат с напрежение еквивалентно на тежест от 

1 g и се оставят да се адаптират. Съкратителната активност на гладкомускулните 

препарати се регистрира и записва с онлайн система. 

 

3.1.2. Метод на полева електрическа стимулация 
 
Методът на полева електрическа стимулация е широко използван във 

фармакологичната практика за имитиране на физиологичния нервен импулс. 

Стимулирането на изолираните органи с електрически импулси с определени 

характеристики предизвиква деполяризация на невронналната мембрана и отделяне 

на съответния ендогенен медиатор, последвано от бърз съкратителен отговор на 

изолирания гладкомускулен препарат. Импулсното поле се създава между два 

платинови електрода, поставени в органните ванички на разстояние 8 cm един от 

друг, а електрическата стимулация се подава от цифров стимулатор. Амплитудата 

на гладкомускулните съкращения, предизвикани с електрическа стимулация, може да 

се повлиява от действието на екзогенно въведени субстанции, посредством 

механизмите на пресинапсната модулация. 
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Модулиращото действие на N/OFQ се проявява в условията на 

нискочестотната електрическа стимулация (Low-Frequency Electrical Stimulation - 

LFES), която е подходяща за активиране на неврони и нервни терминали, без да се 

дразнят директно (неспецифично) гладкомускулните клетки. Параметрите на LFES, 

използвани в нашите опити с vas deferens на плъх, са следните: честота 0.05 Hz, 1 ms 

продължителност на импулса, през интервал от 20 s., супрамаксимален волтаж. 

 

3.1.3. Фармакологичен анализ 
 
За изследване на биологичната активност на новосинтезираните съединения 

върху съкратителните отговори на гладки мускули е използван методът на van 

Rossum и van der Brink (1963) за построяване на кумулативни “доза-отговор” криви. 

При този метод, изхождайки от основния принцип, че силата (степента) на ефекта е 

функция от дозата, в органната ваничка се въвеждат последователно повишаващи 

се концентрации от изследваното съединение без промиване на изолирания орган. 

Всяка следваща концентрация се въвежда след изчерпване на ефекта от 

предходната и това продължава до достигане на плато. Резултатите от 

експерименталните изследвания се представят графично чрез построяване на 

кривите “log на концентрацията-ефект” (или т. нар. “доза-отговор”). По абсцисната 

ос се нанасят в логаритмичен мащаб приложените моларни концентрации на 

изследваното съединение, а по ординатата – стойностите на предизвиканите от тях 

гладкомускулни отговори в проценти спрямо максималното съкращение 

(контролното, приравнено на 100%). Така получените криви имат S-образен вид и 

приблизително линеен характер в по-голямата си (средна) част. Освен за 

графичното представяне, този метод е удобен и за анализиране на ефектите на 

изпитваното вещество в зависимост от концентрацията, като дава възможност да се 

определят фармакологичните параметри Еmax и pEC50/pA2 за всяко от изследваните 

съединения. pEC50 дава информация за афинитета на даден агонист към 

рецепторите му и представлява отрицателен десетичeн логаритъм на тази негова 

моларна концентрация, която предизвиква 50% от възможния максимален ефект. 

Максималният ефект (Еmax) предизвикан от най-високата приложена 
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концентрация на изпитваното съединение се изразява като процент на инхибиране 

на контролното (изходното) съкращение (при елктрически стимулирани тъкани). 

 

3.1.4. Експериментален протокол на опитите in vitro върху гладкомускулни 
препарати 

 
За получаване на кумулативни “концентрация-отговор” криви по метода на 

van Rossum и van der Brink (1963) за всяко от изследваните съединения (освен в 

случаите на тахифилаксия) е прилаган следният експериментален протокол: 

• адаптиране на гладкомускулни препарати от vas deferens на плъх за период 

от 30-60 мин. преди началото на опита, необходимо за получаване на 

стабилни, еднакви по амплитуда съкратителни отговори (като разтвора във 

ваничките се сменя на всеки 10-15 минути); 

• в зависимост от серията изследвани съединения - въвеждане на 

последователно повишаващи се концентрации на N/OFQ(1-13)NH2 

(контролна крива), промиване; или въвеждане на последователно 

повишаващи се концентрации на Ac-RYYRWK-NH2 (контролна крива), 

промиване; 

• въвеждане на последователно повишаващи се концентрации от изследваното 

съединение, промиване; 

• преинкубиране на препаратите с 1.10-6 М Nal за период от 10 мин. (без 

промиване) и въвеждане на последователно повишаващи се концентрации от 

изследваното съединение, промиване; 

• преинкубиране на препаратите с 3.10-5 М NalBzOH за период от 15 мин. (без 

промиване) и въвеждане на последователно повишаващи се концентрации от 

изследваното съединение. 

Периодът на промиването на препаратите между прилагането на различните 

съединения обикновено продължава 30 мин. (като разтвора във ваничките се сменя 

на всеки 10-15 минути), достатъчни за пълното възстановяване на амплитудата на 

гладкомускулните съкращения до първоначалното ниво. 

С всяко от изследваните съединения са провеждани най-малко 6 опита на 

отедлни гладкомускулни препарати от vas deferens на плъх. 
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Nal в прилаганата от нас концентрация действа като антагонист за всички 

класически опиоидни рецептори δ, κ, µ, без да блокира NOP-рецептора (Calò et al., 

2000). NalBzOH действа като компетитивен антагонист както за класическите 

опиоидни рецептори, така и за NOP-рецептора (Nicolson et al. 1998; Bucher, 1998; 

Bigoni et al., 1999а; Chiou, 2001). 

Концентрациите на антагонистите, както и интервалите им на действие са 

подбрани съобразно намерените в литературата данни за тяхната активност in vitro, 

приведени от Chiou (2001) и IUPHAR-DB. 

Поради наблюдавана тахифилаксия при изследване на ефектите на третата 

серия N-модифицирани с CnAF производни на хексапептида Ac-Arg-Tyr-Tyr-Arg-

Trp-Lys-NH2 (Ac-RYYRWK-NH2), контролните и кумулативните “концентрация-

отговор” криви в присъствие или отсъствие на Nal, или NalBzOH са получавани на 

отделни гладкомускулни препарати. 

 

3.2. ЕКСПЕРИМЕНТАЛЕН МОДЕЛ НА ОСТРО ПЕРИФЕРНО ВЪЗПАЛЕНИЕ 
 
Живият организъм е сложна саморегулираща се система, в която различни 

нервно-хуморални регулаторни механизми са от съществено значение за крайния 

ефект на фармакологично активните вещества. Затова е важо да се проследи, дали 

проявилите биологична активност при in vitro условия изследвани съединения са 

ефективни и при прилагането им върху интактни животни. На организмово ниво, 

редица фактори могат да променят характера на ефекта или да доведат до липса на 

такъв, независимо от това, че е бил демонстриран в in vitro опити. 

Много подходящ за целите на нашите изследвания е експерименталният модел 

на остро периферно възпаление предизвиквано с карагенан. Подкожното 

инжектиране на мукополизахарида карагенан в лапа на плъх или мишка 

предизвиква локално възпаление чрез масирано отделяне на проинфламаторни 

медиатори (цитокини, хистамин, брадикинин, простагландини), пептиди (SP, 

CGRP), азотен оксид и др. Затова е удобен и широко използван за изследване на 

противовъзпалителното действие на различни субстанции, включително 

лекарствени средства (Winter et al., 1962), както и за тестване на антиоксидантната 

активност на локални анестетици, флавоноиди и др. (Parola et al., 1981; Cuzzocrea et 
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al., 1999; Cuzzocrea et al., 2001; Bilici et al., 2002; Cuzzocrea et al., 2002; Leduc et al., 

2002; Chou et al., 2003; Jang et al., 2005; Wu et al., 2006; Balamurugan, 2007; Halici et 

al., 2007; Lu et al., 2007; Nardi et al., 2007). 

Периферното възпаление се предизвиква чрез интраплантарно (i.pl.) 

инжектиране на 0.1 ml 1% разтвор на λ-карагенан в задна дясна лапа на плъх. 

Локалният възпалителен процес се демонстрира от зачервяване, повишаване на 

температурата и оток в резултат от отделянето на неврогенни и неневрогенни 

медиатори на възпалението (Lam and Ferrell, 1989), последвано от повишена 

пропускливост на кръвоносните съдове и неутрофилна екстравазация, в мястото на 

приложение на CG. Тъй като увеличението на обема на лапата е времезависимо с 

максимум от третия до четвъртия час (Bilici et al., 2002; Costa et al., 2004), 

измерваният показател е промяната в обема на възпалената лапа в ml. Обемът се 

отчита с плетизмометър (Сн. 1) на всеки 30 или 60 мин. след инжектирането на 

карагенана, до края на четвъртия час (включително).  

 

 
 Снимка 1. Апарат плетизмометър за дигитално измерване на оток на лапа (Ugo 
Basile, Italy). 
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За контролен обем на лапата се приема измерената стойност преди 

инжектирането на карагенан. Получените след третирането стойности се сравняват 

с измерените контролни обеми. Промяната в обема на лапата се определя от 

разликата в двете стойности. 

Изследвани при in vivo условия върху експериментален модел на остро 

периферно възпаление са съединенията N/OFQ(1-13)NH2 и структурните му аналози 

[Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 и [Dab9]N/OFQ(1-13)NH2, проявили най-голяма биологична 

активност in vitro върху гладки мускули. 

Същият модел е използван и при втората серия експерименти, целящи да 

установят дали активирането на ванилоидните рецептори е общо звено в механизма 

на противовъзпалителното действие на ноцицептина, структурния му аналог 

[Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 и канабиноидите. 

 

3.2.1. Експериментален протокол на опитите in vivo върху остро периферно 
възпаление - първа серия 
 

Изследванията за биологичните ефекти на N/OFQ(1-13)NH2 и структурните му 

аналози [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 и [Dab9]N/OFQ(1-13)NH2 са проведени по две 

експериментални схеми. При едната, изследваното съединение се въвежда 15 мин. 

преди CG, за да се проучи възможен протективен ефект, а при другата – 

изследваният пептид се въвежда едновременно с CG. 

Преди всеки експеримент, опитните животни се маркират, претеглят и разделят 

в отделни групи, в зависимост от предстоящото третиране. 

Първи опит: 

1. Третирани с 0.1 ml/1% CG, въвеждан i.pl. (контролна група). 

2. Третирани с 20 µg/kg N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан интраперитонеално (i.p.) 

едновременно с CG. 

3. Третирани с 20 µg/kg N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан i.p. 15 мин. преди CG. 

Втори опит: 

1. Третирани с 0.1 ml/1% CG, въвеждан i.pl. (контролна група). 

2. Третирани с 20 µg/kg [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан i.p. едновременно с 

CG. 

 47



3. Третирани с 20 µg/kg [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан i.p. 15 мин. преди 

CG. 

Трети опит: 

1. Третирани с 0.1 ml/1% CG, въвеждан i.pl. (контролна група). 

2. Третирани с 20 µg/kg [Dab9]N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан i.p. едновременно с 

CG. 

Четвърти опит: 

1. Третирани с 0.1 ml/1% CG, въвеждан i.pl. (контролна група). 

2. Третирани с 20 µg/kg [Dab9]N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан i.p. 15 мин. преди 

CG. 

Всяка експериментална група се състои най-малко от 6 животни. 

N/OFQ(1-13)NH2, [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 и [Dab9]N/OFQ(1-13)NH2 са 

разтваряни във физологичен разтвор и са инжектирани i.p. в обем 0.1 ml на 100 g 

тегло. Контролните групи са инжектирани със съответстващ обем физиологичен 

разтвор. Времевите интервали и използваните дози са съобразени с намерените в 

литературата данни за ноцицептина (Helyes et al., 1997). 

 

3.2.2. Експериментален протокол на опитите in vivo върху остро периферно 
възпаление - втора серия 

 
Тази серия експерименти са проведени при тези условия, за които в 

предходната серия установихме, че N/OFQ(1-13)NH2 и [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 

потискат възпалителния процес. 

Преди всеки експеримент, опитните животни се маркират, претеглят и разделят 

в отделни групи, в зависимост от предстоящото третиране. 

Първи опит: 

1. Третирани с 0.1 ml/1% CG, въвеждан i.pl. (контролна група). 

2. Третирани с 0.1 ml/1% CG и i.p. въвеждан диметил сулфоксид (DMSO) (втора 

контролна група). 

3. Третирани с 0.4 mg/kg HU-210 (СВ1-рецепторен агонист), въвеждан i.p. 60 

мин. преди CG. 

4. Третирани с 20 µg/kg N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан i.p. едновременно с CG. 
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5. Третирани с комбинация от 20 µg/kg N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан i.p. 

едновременно с CG и 0.4 mg/kg HU-210, въвеждан i.p. 60 мин. преди CG. 

Втори опит: 

1. Третирани с 0.1 ml/1% CG, въвеждан i.pl. (контролна група). 

2. Третирани с 0.1 ml/1% CG и i.p. въвеждан DMSO (втора контролна група). 

3. Третирани с 0.4 mg/kg HU-210, въвеждан i.p. 60 мин. преди CG. 

4. Третирани с 20 µg/kg [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан i.p. 15 мин. преди CG. 

5. Третирани с комбинация от 20 µg/kg [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан i.p. 15 

мин. преди CG и 0.4 mg/kg HU-210, въвеждан i.p. 60 мин. преди CG. 

Трети опит: 

1. Третирани с 0.1 ml/1% CG, въвеждан i.pl. (контролна група). 

2. Третирани с 0.1 ml/1% CG и i.p. въвеждан DMSO (втора контролна група). 

3. Третирани с 1 mg/kg АМ251 (СВ1-рецепторен антагонист), въвеждан i.p. 60 

мин. преди CG. 

4. Третирани с 20 µg/kg N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан i.p. едновременно с CG. 

5. Третирани с 20 µg/kg, [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан i.p. 15 мин. преди CG. 

6. Третирани с 20 µg/kg N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан i.p. едновременно с CG и 

след предварително блокиране на СВ1-рецепторите с 1 mg/kg АМ251, въвеждан 

i.p. 60 мин. преди CG. 

7. Третирани с 20 µg/kg [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан i.p. 15 мин. преди CG и 

след предварително блокиране на СВ1-рецепторите с 1 mg/kg АМ251, въвеждан 

i.p. 60 мин. преди CG. 

Четвърти опит: 

1. Третирани с 0.1 ml/1% CG и i.p. въвеждан DMSO (втора контролна група).  

2. Третирани с 0.4 mg/kg HU-210, въвеждан i.p. 60 мин. преди CG. 

3. Третирани с 0.4 mg/kg HU-210, въвеждан i.p. 60 мин. преди CG и след 

предварително блокиране на NOP-рецепторите с 1 mg/kg JTC-801, въвеждан 

i.p. 30 мин. преди HU-210. 

4. Третирани с 1 mg/kg JTC-801 (NOP-рецепторен антагонист), въвеждан i.p. 60 

мин. преди CG. 
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5. Третирани с 20 µg/kg N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан i.p. 15 мин. преди CG и след 

предварително блокиране на NOP-рецепторите с 1 mg/kg JTC-801, въвеждан 

i.p. 60 мин. преди CG. 

Пети опит: 

1. Третирани с 0.1 ml/1% CG и i.p. въвеждан DMSO (втора контролна група).  

2. Третирани с 5 mg/kg АА-5-НТ (N-arachidonyl-serotonin, TRPV1-рецепторен 

антагонист), въвеждан i.p. 60 мин. преди CG. 

3. Третирани с 0.4 mg/kg HU-210, въвеждан i.p. 60 мин. преди CG. 

4. Третирани с 0.4 mg/kg HU-210, въвеждан i.p. 60 мин. преди CG и след 

предварително блокиране на TRPV1-рецепторите (ванилоидните) с 5 mg/kg 

АА-5-НТ, въвеждан i.p. 30 мин. преди HU-210. 

Шести опит: 

1. Третирани с 0.1 ml/1% CG, въвеждан i.pl. (контролна група). 

2. Третирани с 5 mg/kg АА-5-НТ, въвеждан i.p. 60 мин. преди CG. 

3. Третирани с 20 µg/kg N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан i.p. едновременно с CG. 

4. Третирани с 20 µg/kg, [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан i.p. 15 мин. преди CG. 

5. Третирани с 20 µg/kg N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан i.p. едновременно с CG и 

след предварително блокиране на TRPV1-рецепторите с 5 mg/kg АА-5-НТ, 

въвеждан i.p. 30 мин. преди N/OFQ(1-13)NH2. 

6. Третирани с 20 µg/kg, [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан i.p. 15 мин. преди CG и 

след предварително блокиране на TRPV1-рецепторите с 5 mg/kg АА-5-НТ, 

въвеждан i.p. 30 мин. преди [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2. 

Всяка експериментална група се състои най-малко от 6 животни. 

Тъй като канабиноидните агонист и антагонист (HU-210, АМ251), както и 

блокера на ноцицептиновите рецептори (JTC-801) се разтварят в DMSO, ефектите им 

са сравнявани с втората контролна група животни – третирани с CG и DMSO, а тези 

на разтваряните във физологичен разтвор ноцицептинови производни - с другата 

третирана само с CG контролна група.  

Дозите и времевите интервали на приложение на канабиноидните агонисти и 

антагонисти са в съответствие с намерените в литературата данни (Smith et al., 

2000; Holt et al., 2005; Maione et al., 2007; Rawls et al., 2007). 
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3.3. СТАТИСТИЧЕСКИ МЕТОДИ ЗА АНАЛИЗ 
 

Получените резултати са обработени статистически с еднофакторен анализ 

АNOVA (с последващ Dunnett или Newman-Keuls пост-тест, според случая) или t-

тест на Student. Експерименталните данни са представени като средни стойности 

със съответните им стандартни грешки (m ± S.E.M.). За статистически достоверни 

се приемат разликите, при които р≤0.05. При построяване на графиките е използван 

софтуерния продукт GraphPad Prizm 4.03 (GraphPad Software, Inc., 1992, USA). 

 

3.4. ИЗПОЛЗВАНИ ФАРМАКОЛОГИЧНИ СРЕДСТВА 
 

В експерименталните процедури са използвани следните вещества и реагенти: 
 

3.4.1. Фармакологични субстанции: 
 

• N/OFQ(1-13)NH2 (Tocris) 

• Naloxone hydrochloride (Tocris) 

• Naloxone benzoylhydrazone (Tocris) 

• λ-carrageenan (SIGMA-ALDRICH) 

• Amastatin, Streptomyces sp. (Merck) 

• Bestatin (Merck) 

• Phosphoramidon, Disodium salt (Merck) 

• Captopril (Merck) 

• HU-210 - СВ1-рецепторен агонист (Tocris) 

• АМ251 - СВ1-рецепторен антагонист (Tocris) 

• JTC-801 - NOP-рецепторен антагонист (Tocris) 

• АА-5-НТ (Arachidonyl serotonin) - TRPV1-рецепторен (ванилоиден) 

антагонист (Tocris) 

• WIN 55,212-2 - смесен CB1/CB2-рецепторен агонист (Tocris) 

Съединения, синтезирани в Катедрата по органична химия на ХТМУ, София: 

• N/OFQ(1-13)NH2 

• [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 

• [Orn13]N/OFQ(1-13)NH2 
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• [Orn9,Orn13]N/OFQ(1-13)NH2 

• [Dab9]N/OFQ(1-13)NH2 

• [Dap9]N/OFQ(1-13)NH2 

• [Dab9,Dab13]N/OFQ(1-13)NH2 

• [Dap9,Dap13]N/OFQ(1-13)NH2 

 

NH COCH2P
HO

O

H3CO Gly Gly Phe Thr Gly Ala Arg Lys Ser Ala Arg Lys NH2

C60H105N22O18P
Exact Mass: 1452,77

NOC_1

 
 

Phe Gly Gly Phe Thr Gly Ala Arg Lys Ser Ala Arg Lys NH2NH COCH2PHO O

H3CO
C69H114N23O19P

Exact Mass: 1599,84NOC_2
 

 

NH COCH2P
HO

O

H3CO Gly Gly Phe Thr Gly Ala Arg Lys Ser Ala Arg Lys NH2

C62H109N22O18P
Exact Mass: 1480,8NOC_3

 
 

Phe Gly Gly Phe Thr Gly Ala Arg Lys Ser Ala Arg Lys NH2NH COCH2PHO O

H3CO
C71H118N23O19P

Exact Mass: 1627,87NOC_4
 

 

NH COCH2P
HO

O

H3CO Gly Gly Phe Thr Gly Ala Arg Lys Ser Ala Arg Lys NH2

C63H111N22O18P
Exact Mass: 1494,82

NOC_5
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Phe Gly Gly Phe Thr Gly Ala Arg Lys Ser Ala Arg Lys NH2NH COCH2PHO O

H3CO
C72H120N23O19P

Exact Mass: 1641,89
NOC_6

 
 

• Аналози на Ac-RYYRWK-NH2: 
 
Ac RYYRWK NH2

(1)  
H RYYRWK NH2

(2)  

NH COCH2P
HO

O

H3CO
YYRWK

(3)

NH2

 

NH COCH2P
HO

O

H3CO
YYRWK NH2

(4)  

NH COCH2P
HO

O

H3CO
YYRWK NH2

(5)  

NH COCH2P
HO

O

H3CO
RYYRWK

(6)

NH2
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Съединение 1 е разтваряно в 0.05 М оцетна киселина. 

Синтезът (твърдофазен по Fmoc - 9-флуоренилметилоксикарбонил стратегия) 

на съединенията е извършен в Катедрата по Органична химия на ХТМУ, София. 

Пептидите са пречистени чрез обратнофазова течна хроматография под високо 

налягане. Чистотата на съединенията, проверена чрез масспектрометрия, е между 

97% и 99%. 

 

3.4.2. Разтвори и реагенти: 
 

• Дестилирана вода 

• Физиологичен разтвор 

• Разтвор на Kребс (mmol/l): NaCl – 113; KCl – 4.7; CaCl2 – 2.5; KH2PO4 – 1.2; 

MgSO4 – 1.2; NaHCO3 – 25; glucose – 11.5 

• 0.05 М CH3COOH 

• Dimethyl sulfoxide (SIGMA-ALDRICH) 

 

Всички разтвори са съхранявани на студено, при съответните за всяко 

съединение изисквания. 
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IV. РЕЗУЛТАТИ 
 

4.1. ЕКСПЕРИМЕНТИ IN VITRO ВЪРХУ ИЗОЛИРАНИ ГЛАДКОМУСКУЛНИ ПРЕПАРАТИ ОТ 
VAS DEFERENS НА ПЛЪХ, СТИМУЛИРАНИ С LFES 
 
4.1.1. Изследване на биологичната активност на серия нови производни на 
N/OFQ(1-13)NH2 модифицирани в девета и/или тринадесета позиция от 
пептидната верига 
 

Изследвана е биологичната активност на седем производни на N/OFQ(1-

13)NH2, модифицирани в девета и/или тринадесета позиция, чрез заместване на 

аминокиселината Lys със структурните й аналози Orn, Dab или Dap: 

 

1. H-Phe1-Gly2-Gly3-Phe4-Thr5-Gly6-Ala7-Arg8-Orn9-Ser10-Ala11-Arg12- Lys13-NH2 

2. H-Phe1-Gly2-Gly3-Phe4-Thr5-Gly6-Ala7-Arg8-Lys9-Ser10-Ala11-Arg12-Orn13-NH2  

3. H-Phe1-Gly2-Gly3-Phe4-Thr5-Gly6-Ala7-Arg8-Orn9-Ser10-Ala11-Arg12-Orn13-NH2 

4. H-Phe1-Gly2-Gly3-Phe4-Thr5-Gly6-Ala7-Arg8-Dab9-Ser10-Ala11-Arg12-Lys13-NH2 

5. H-Phe1-Gly2-Gly3-Phe4-Thr5-Gly6-Ala7-Arg8-Daр9-Ser10-Ala11-Arg12-Lys13-NH2  

6. H-Phe1-Gly2-Gly3-Phe4-Thr5-Gly6-Ala7-Arg8-Dab9-Ser10-Ala11-Arg12-Dab13-NH2 

7. H-Phe1-Gly2-Gly3-Phe4-Thr5-Gly6-Ala7-Arg8-Dap9-Ser10-Ala11-Arg12-Dap13-NH2 

 

Получените по този начин пептиди се различават помежду си само по 

дължината на аминокиселинния остатък в девета и/или тринадесета позиция: 

 

 

 

 

 

NH2 OH
NH2

O

NH2 OH
NH2

O

NH2 OH
NH2

O
NH2 OH

NH2

O

Lys Orn Dab Dap

 
Една от нашите задачи беше да проследим как тези малки структурни 

разлики променят взаимодействието с активния център на NOP-рецептора и 

съответно биологичната активност. 

В прилаганите от нас концентрации, новосинтезираните съединения не 

променят мускулния тонус на изолирани сегменти от vas deferens на плъх, но 
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потискат в различна степен съкратителните им отговори предизвикани с LFES. За 

да проверим дали наблюдаваните ефекти не се дължат на взаимодействие с 

класическите опиоидни рецептори, използвахме неселективния пълен опиоиден 

антагонист Nal (1.10-6 М), който практически не проявява афинитет към NOP-

рецептора (съгласно Mollereau et al., 1994). 

Биологичната активност на изследваните производни е сравнявана с тази на 

N/OFQ(1-13)NH2, синтезиран в същата лаборатория и използван като референтен 

агонист. Резултатите от проведените с него експерименти са представени на Фиг. 6. 
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Фиг. 6. “Концентрация-отговор” крива на N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан преди и след Nal, върху 
гладкомускулните съкращения на vas deferens от плъх, предизвикани с LFES. Резултатите са 
представени като средни стойности ± SEM. 
 

N/OFQ(1-13)NH2 концентрация зависимо намалява амплитудата на 

предизвиканите с LFES гладкомускулни съкращения на vas deferens от плъх, в 

съответствие с литературните данни (Rizzi et al., 2001). 

Информация за афинитета и ефективността на новосинтезираните пептидни 

аналози предоставят получените от кумулативните “концентрация-отговор” криви 

стойности за фармакологичните параметри pEC50 и Emax,  представени в Табл. 2. 
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ПЕПТИД НАЛОКСОН + ПЕПТИД 
ИЗСЛЕДВАН ПЕПТИД 

pEC50 Emax (%) pEC50 Emax (%)

N/OFQ(1-13)NH2 6.24±0.30 -46±15 6.40±0.36 -49±20 

[Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 6.63±0.20 -71±7 6.67±0.12 -77±4 

[Orn13]N/OFQ(1-13)NH2 4.97±0.13 -54±5 4.97±0.18 -48±5 

[Orn9,Orn13]N/OFQ(1-13)NH2 6.02±0.25 -56±13 5.83±0.26 -70±9 

[Dab9]N/OFQ(1-13)NH2 5.94±0.13 -76±4 5.84±0.15 -70±6 

[Dap9]N/OFQ(1-13)NH2 5.88±0.12 -65±12 5.81±0.43 -49±11 

[Dab9,Dab13]N/OFQ(1-13)NH2 5.54±0.14 -57±11 5.53±0.13 -52±8 

[Dap9,Dap13]N/OFQ(1-13)NH2 5.29±0.11 -47±7 5.36±0.15 -49±5 

Таблица 2. Биологична активност на модифицираните в девета и/или тринадесета позиция 
пептидни аналози на N/OFQ(1-13)NH2 върху предизвиканите с LFES гладкомускулни 
съкращения на vas deferens от плъх. Данните са представени като средни стойности ± SEM. 
 

Сравняването на стойностите за pEC50 и Emax на различните съединения 

показват, че производното [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2, получено след заместване на 

аминокиселината Lys в девета позиция с аминокиселината Orn проявава по-голяма  

агонистична активност от останалите аналози и по-голям максимален ефект (Emax 

= -71%, pEC50 = 6.63) в сравнение с референтния агонист (Emax = -46%, pEC50 = 

6.24). От незначителната разлика в стойностите за pEC50, изчислени от 

кумулативните криви за [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 преди и след въвеждане на 1.10-6 М 

Nal (Фиг. 7), се вижда, че инхибиторният му ефект се запазва непроменен и след 

предварително блокиране на опиоидните рецептори. 

Заместването на Lys с Orn в другата важна за биологичната активност на 

молекулата позиция тринадесет, доведе до противоположна промяна. Полученото 

производно [Orn13]N/OFQ(1-13)NH2 показа практически липса на активност (pEC50 

= 4.97) в сравнение с референтния N/OFQ(1-13)NH2 (pEC50 = 6.24) при ниските 

концентрации и намали амплитудата на гладкомускулните съкращения само в най-

високите приложени концентрации (1.10-6 М – 1.10-4 М, Фиг. 8). 
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Фиг. 7. “Концентрация-отговор” крива на [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан преди и след 
Nal, върху гладкомускулните съкращения на vas deferens от плъх, предизвикани с LFES. 
Резултатите са представени като средни стойности ± SEM. 
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Фиг. 8. “Концентрация-отговор” крива на [Orn13]N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан преди и след 
Nal, върху гладкомускулните съкращения на vas deferens от плъх, предизвикани с LFES. 
Резултатите са представени като средни стойности ± SEM. 
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Едновременното заместване на Lys с Orn в двете позиции девет и 

тринадесет, доведе до понижаване (макар и малко по-слабо) на афинитета на 

полученото съединение - [Orn9,Orn13]N/OFQ(1-13)NH2, в сравнение с 

[Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 и с N/OFQ(1-13)NH2; докато максималният му инхибиторен 

ефект е приблизително еднакъв с този на [Orn13]N/OFQ(1-13)NH2, но по-малък от 

този на [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 (Фиг. 9). Интересен е фактът, че въпреки това 

[Orn9,Orn13]N/OFQ(1-13)NH2 понижава величината на гладкомускулните съкращения 

при концентрация (1.10-10 М) по-ниска от тази на останалите съединения. 
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Фиг. 9. “Концентрация-отговор” крива на [Orn9,Orn13]N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан преди и 
след Nal, върху гладкомускулните съкращения на vas deferens от плъх, предизвикани с 
LFES. Резултатите са представени като средни стойности ± SEM. 

 

Подобно на [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2, съединенията [Orn13]N/OFQ(1-13)NH2 и 

[Orn9,Orn13]N/OFQ(1-13)NH2 също не показват съществени различия в 

кумулативните „концентрация-отговор” криви получени при самостоятелното им 

прилагане или след претретиране на сегментите от vas deferens с Nal (1.10-6 М). 

Следователно, регистрираното потискане на гладкомускулните съкращения най-

вероятно се дължи на селективно действие върху ноцицептиновия рецептор. 
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Тъй като Orn представлява структурен аналог на Lys, чиято молекула 

съдържа една метиленова (–СН2) група по-малко, от представените резултати 

можем да обобщим, че: 

• скъсяването на страничната верига на Lys в девета позиция от 

пептидната верига с една –CH2 група, води до значително засилване на 

биологичната активност на съединението [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 в сравнение с 

N/OFQ(1-13)NH2 и останалите новосинтезирани аналози; 

• скъсяването в другата позиция тринадесет от пептидната верига води 

до ясно изразено отслабване на инхибиторното действие на съответния 

пептид [Orn13]N/OFQ(1-13)NH2 спрямо [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 

Следователно, биологичната активност се променя значително при минимално 

скъсяване на дължината на лизиновите аминокиселинни остатъци (само с една –СН2 

група) в позиции девет и/или тринадесет, в резултат, съответно, от намаляване на 

разстоянието между основната пептидна верига и активния център на рецептора при 

тяхното взаимодействие. За проследяване на тази закономерност при по-

нататъшното скъсяване на страничната верига на Lys в същите позиции от 

пептидната верига на N/OFQ(1-13)NH2, проведохме следващите експерименти.  

Допълнителното скъсяване на страничната верига на Lys с по още една или 

две метиленови групи, съответно при производните [Dab9]N/OFQ(1-13)NH2 и 

[Dap9]N/OFQ(1-13)NH2, доведе до последващо намаляване на биологичната активност 

(Фиг. 10 и Фиг. 11), по-силно изразено при съединенията [Dab9,Dab13]N/OFQ(1-

13)NH2 и [Dap9,Dap13]N/OFQ(1-13)NH2, в които Lys е заместена едновременно в двете 

позиции девет и тринадесет (Фиг. 12 и Фиг. 13) (подобно на заместванията с Orn9 и 

Orn9,Orn13). 
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Фиг. 10. “Концентрация-отговор” крива на [Dab9]N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан преди и след 
Nal, върху гладкомускулните съкращения на vas deferens от плъх, предизвикани с LFES. 
Резултатите са представени като средни стойности ± SEM. 
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Фиг. 11. “Концентрация-отговор” крива на [Dap9]N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан преди и след 
Nal, върху гладкомускулните съкращения на vas deferens от плъх, предизвикани с LFES. 
Резултатите са представени като средни стойности ± SEM. 
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Фиг. 12. “Концентрация-отговор” крива на [Dab9,Dab13]N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан преди и 
след Nal или NalBzOH, върху гладкомускулните съкращения на vas deferens от плъх, 
предизвикани с LFES. Резултатите са представени като средни стойности ± SEM. 
 

-10 -9 -8 -7 -6 -5
0

20

40

60

80

100

120

[Dap9,Dap13]N/OFQ(1-13)NH2 + Nal
[Dap9,Dap13]N/OFQ(1-13)NH2 + NalBzOH

[Dap9,Dap13]N/OFQ(1-13)NH2

                                                                log conc. (М)

%
 o

f m
ax

im
um

 c
on

tra
ct

io
n

 
Фиг. 13. “Концентрация-отговор” крива на [Dap9,Dap13]N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан преди и 
след Nal или NalBzOH, върху гладкомускулните съкращения на vas deferens от плъх, 
предизвикани с LFES. Резултатите са представени като средни стойности ± SEM. 
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За да потвърдим специфичността на взаимодействието на новосинтезираните 

пептиди с NOP-рецепторите, в друга серия експерименти използвхме NalBzOH, 

който в концентрация 3.10-5 М блокира едновременно опиоидните и 

ноцицептиновите рецептори (Bucher 1998). В тези случаи, изследваните пептиди 

нямаха ефект върху съкратителните отговори на гладкомускулните препарати, за 

разлика от запазването на инхибиторно им действие след претретиране с Nal. 

Обобщаването на тези данни доказва, че ефектите на изследваните от тази серия 

производни на N/OFQ(1-13)NH2, модифицирани в девета и/или тринадесета 

позиция, се дължат изцяло на специфично взаимодействие с NOP-рецептора (Фиг. 

12 – Фиг. 14). 
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Фиг. 14. “Концентрация-отговор” криви на N/OFQ(1-13)NH2, [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2, 
[Dab9]N/OFQ(1-13)NH2, [Dap9]N/OFQ(1-13)NH2, въвеждани преди и след NalBzOH, върху 
гладкомускулните съкращения на vas deferens от плъх, предизвикани с LFES. Резултатите 
са представени като средни стойности ± SEM. 
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4.1.2. Изследване на биологичната активност на серия модифицирани в N-края 
нови производни на N/OFQ(1-13)NH2 с аминофосфонатна част 
 

Изследвани са шест модифицирани в N-края производни на N/OFQ(1-

13)NH2, условно разделени на две групи. В едната от тях - NOC_1, NOC_3 и 

NOC_5, аминокиселината фенилаланин (Phe) в първа позиция е заместена с {1-

[(метоксифосфоно)метиламино]циклоалкан карбоксилни киселини}, съдържащи 5-, 

7- или 8-атомен пръстен, а в другата - NOC_2, NOC_4 и NOC_6, същите α-

аминофосфонови киселини са свързани към Phe1. Така получените нови съединения 

имат следната секвенция: 

X-GGFTGARKSARK-NH2 (NOC_1, NOC_3, NOC_5); 

X-FGGFTGARKSARK-NH2 (NOC_2, NOC_4, NOC_6), 

където X е CnAF, съдържаща 5-, 7- или 8-атомен циклоалканов пръстен: 

 

CNHC H2P

O
H O

H3C O

n = 0, 2, 3 ( CH2)n

O

CNHC H2P

O
H O

H3C O

n = 0, 2, 3 ( CH2)n

O

 
 

Структурните формули за всяко едно съединение по отделно са представени 

в раздел „Материали и методи” (подточка „3.4.1. Фармакологични субстанции”). 

Групата производни NOC_1, NOC_3 и NOC_5, показват по-ниска 

агонистична активност и ефективност (pEC50, Emax) спрямо N/OFQ(1-13)NH2 (Табл. 

3). Получените резултати за тази група аналози показват, че те инхибират 

предизвиканите с LFES гладкомускулни съкращения само в най-високите приложени 

концентрации 1.10-7 М – 1.10-5 М (Фиг. 15 – Фиг. 17). По принцип, такива 

характеристики на медиатор-рецепторно взаимодействие - слаба ефективност при 

висок афинитет - се наблюдават за съединенията антагонисти. 

 

 64



ПЕПТИД НАЛОКСОН + ПЕПТИД ИЗСЛЕДВАН 
ПЕПТИД 

pEC50 Emax (%) pEC50 Emax (%) 

N/OFQ(1-13)NH2 7.41±0.11 -85±2 7.18±0.13 -86±3 

NOC_1 5.37±0.31 -54±10 4.85±0.72 -31±7 

NOC_2 6.17±0.12 -68±4 5.92±0.08 -55±9 

NOC_3 6.28±0.33 -26±6 5.83±0.36 -17±5 

NOC_4 6.16±0.13 -69±8 6.06±0.06 -68±5 

NOC_5 5.92±0.17 -48±10 5.74±0.72 -19±8 

NOC_6 6.51±0.15 -90±3 6.55±0.10 -87±5 
 
Таблица 3. Биологична активност на модифицираните в първа позиция новосинтезирани 
пептидни аналози на N/OFQ(1-13)NH2 върху предизвиканите с LFES съкращения на vas 
deferens от плъх. Данните са представени като средни стойности ± SEM. 
 

Най-отчетливо, подобна характеристична крива на зависимостта 

“концентрация-отговор” се демонстрира при NOC_3, за който получихме pEC50 = 

6.28, при максимален ефект Emax = -26 в сравнение с Emax = -85 за N/OFQ(1-

13)NH2, което ни даде основание да допуснем, че това съединение би могло да 

действа като антагонист за NOP-рецептора. За да потвърдим или отхвърлим тази 

възможност, възникна необходимостта да изследваме това съединение за 

антагонистично действие. За тази цел, в допълнителна серия експерименти бяха 

получени кумулативни “концентрация-отговор” криви на N/OFQ(1-13)NH2, в 

присъствие на различни концентрации на NOC_3 (1.10-7 М, 1.10-6 М и 1.10-5 М) и 

след преинкубиране на препаратите със смес от пептидазни инхибитори 

(амастатин, бестатин, каптоприл и фосфорамидон) (Фиг. 18), с оглед 

предотвратяване на разграждането на изследваните петиди през времето на 

инкубация (Nicholson et al., 1998). 
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Фиг. 15. “Концентрация-отговор” крива на NOC_1, въвеждан преди и след Nal или 
NalBzOH, върху гладкомускулните съкращения на vas deferens от плъх, предизвикани с 
LFES. Резултатите са представени като средни стойности ± SEM. 
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Фиг. 16. “Концентрация-отговор” крива на NOC_3, въвеждан преди и след Nal или 
NalBzOH, върху гладкомускулните съкращения на vas deferens от плъх, предизвикани с 
LFES. Резултатите са представени като средни стойности ± SEM. 
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Фиг. 17. “Концентрация-отговор” крива на NOC_5, въвеждан преди и след Nal или 
NalBzOH, върху гладкомускулните съкращения на vas deferens от плъх, предизвикани с 
LFES. Резултатите са представени като средни стойности ± SEM. 
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Фиг. 18. “Концентрация-отговор” криви на N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан в присъствие на 
NOC_3 и след преинкубиране на препаратите със смес от пептидазни инхибитори, върху 
гладкомускулните съкращения на vas deferens от плъх, предизвикани с LFES. Резултатите 
са представени като средни стойности ± SEM. 
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Получените експериментални резултати не потвърдиха допускането, че 

NOC_3 действа като антагонист, тъй като не се наблюдава концентрация зависимо 

отместване надясно на кумулативните криви за N/OFQ(1-13)NH2, получени в 

присъствие на NOC_3, спрямо контролната крива. Следователно, може да се 

приеме, че NOC_3 е много слаб агонист на NOP-рецепторите. 

След блокиране на класическите опиоидни рецептори с Nal (1.10-6 М), 

съединенията от тази група (NOC_1, NOC_3 и NOC_5) инхибират значително по-

слабо съкращенията на гладкомускулните препарати, а в присъствие на NalBzOH 

(3.10-5 M) изобщо не проявяват инхибиторно си действие. Тези данни свидетелстват 

за възникване на опиоидоподобна активност при заместване на Phe в първа позиция 

от пептидната верига на N/OFQ(1-13)NH2 с CnAF. Не се установява отчетлива 

закономерност между уголемяването на цикъла в заместителя и промяната на 

биологичната активност. 

Съединенията от другата група, в която CnAF са свързани към Phe1 – 

NOC_2, NOC_4 и NOC_6, проявяват добре изразена агонистична активност (pEC50 = 

6.17 – 6.51), с максимален ефект (Emax = -68% – -90%), много по-голям от този при 

предходната група (NOC_1, NOC_3 и NOC_5) и близък до този на N/OFQ(1-13)NH2 

(Табл. 3). 

Изненадващ се оказа фактът, че съединение NOC_6, което съдържа най-

голям циклоалканов пръстен (8-атомен) в аминофосфонатния заместител, достига 

същия по стойност максимален ефект, какъвто получаваме за N/OFQ(1-13)NH2, но 

при 10 пъти по-висока концентрация (Фиг. 21). Получените резултати за другите 

две съединения от тази група, NOC_2 и NOC_4, не показват зависимост между 

активността им и различната големина на пръстена (5 или 7 атома) в заместителя 

(Фиг. 19 – Фиг. 20). 

Не се наблюдават съществени разлики в инхибиторните ефекти на 

съединенията от тази група, когато са прилагани самостоятелно или след 

преинкубиране на гладкомускулните препарати с опиоидния блокер Nal (1.10-6 М) 

(Фиг. 19 – Фиг. 21). Заедно с това, отсъствието на ефектите след прилагане на 3.10-5 

M NalBzOH (за блокиране и на двата типа рецептори - класически опиоидни и 
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NOP) е доказателство за селективно взаимодействие на NOC_2, NOC_4 и NOC_6 с 

NOP-рецепторите. 
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Фиг. 19. “Концентрация-отговор” крива на NOC_2, въвеждан преди и след Nal или 
NalBzOH, върху гладкомускулните съкращения на vas deferens от плъх, предизвикани с 
LFES. Резултатите са представени като средни стойности ± SEM. 
 

От изложените експериментални резултати за ефектите на двете групи 

производни на N/OFQ(1-13)NH2, модифицирани в N-края с CnAF (съдържащи 5-, 7- 

или 8-атомен пръстен), върху предизвиканите с LEFS гладкомускулни съкращения 

на vas deferens от плъх, можем да обобщим, че: 

 заместването на Phe в първа позиция от пептидната верига води до 

понижаване на биологичната активност спрямо N/OFQ(1-13)NH2; 

 биологичната активност се повлиява неблагоприятно и от внедряването 

на обемен цикличен заместител към Phe1 в молекулата на N/OFQ(1-

13)NH2 
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Фиг. 20. “Концентрация-отговор” крива на NOC_4, въвеждан преди и след Nal или 
NalBzOH, върху гладкомускулните съкращения на vas deferens от плъх, предизвикани с 
LFES. Резултатите са представени като средни стойности ± SEM. 
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Фиг. 21. “Концентрация-отговор” крива на NOC_6, въвеждан преди и след Nal или 
NalBzOH, върху гладкомускулните съкращения на vas deferens от плъх, предизвикани с 
LFES. Резултатите са представени като средни стойности ± SEM. 
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4.1.3. Изследване на биологичната активност на серия модифицирани в N-края 
нови аналози на хексапептида Ac-RYYRWK-NH2 с аминофосфонатна част 
 

В изпълнение на втората поставена задача е изследвана биологичната 

активност на пет модифицирани в N-края производни на Ac-RYYRWK-NH2 

(съединение 1), използван като базисна структура (Табл. 4). Три от тях са получени 

чрез заместване на Arg в първа позиция от пептидната верига със същите CnAF 

(съдържащи 5-, 7- или 8-атомен пръстен), използвани при предходната разгледана 

група съединения. Получените по този начин нови производни (съединения 3, 4 и 

5) имат следната секвенция: 

X-YYRWK-NH2, 

където X е CnAF, съдържаща 5-, 7- или 8-атомен циклоалканов пръстен. 

Съединение 6 е хептапептидно производно на Ac-RYYRWK-NH2, в което α-

аминофосфонова карбоксилна киселина с 5 атомен циклоалканов пръстен е 

свързана към Arg1, а съединение 2 е със свободен, неацетилиран аминокрай (Табл. 

4). 

Изследваните съединения са въвеждани кумулативно в концентрации 1.10-11 

М – 1.10-5 М, но поради силната тахифилаксия, която предизвикват (подобно на Ac-

RYYRWK-NH2, Dooley et al., 1997), всяка кумулативна “концентрация-отговор” крива - 

контролна, в присъствие или отсъствие на Nal, или NalBzOH, е построена въз основа 

на данните, получени от отделни гладкомускулни препарати.  

Ефектите на съединенията 2 – 6 са сравнявани с Ac-RYYRWK-NH2 

(високоактивен и селективен парциален агонист (Dooley et al., 1977)), който е 

синтезиран в същата лаборатория и използван като референтно съединение. 

Получените от нас данни за биологичната му активност (pEC50 = 8.95; Emax = -

40%) са близки до литературните (pEC50 = 9.1; Emax = -66%), получени от Ho и 

сътр. (2000). 

От сравняването на кумулативните „концентрация-отговор” криви за 

ефектите на референта и съединение 2 се вижда, че премахването на ацетиловата 

група води до съществено понижение както на агонистичната активност (pEC50 = 

4.84), така и на ефективността (Emax = -25%, Фиг. 22).  
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САМОСТОЯТЕЛНО 
ПРИЛОЖЕНО 

СЪЕДИНЕНИЕ +
НАЛОКСОН 

 
 

ИЗСЛЕДВАНО СЪЕДИНЕНИЕ 
pEC50 

Emax 
(%) pEC50 

Emax
(%) 

 
Ac RYYRWK NH2

(1)  
8.95 -40.0 9.38 -44.7 

 
H RYYRWK NH2

(2)  
4.84 -25.0 4.94 -7.7 

NH COCH2P
HO

O

H3CO
YYRWK

(3)

NH2

 

5.82 -16.2 4.83 -7.67 

 

NH COCH2P
HO

O

H3CO
YYRWK NH2

(4)  

4.81 -7.4 4.87 -9.44 

NH COCH2P
HO

O

H3CO
YYRWK NH2

(5)  

4.78 -3.25 4.83 -5.63 

NH COCH2P
HO

O

H3CO
RYYRWK

(6)

NH2

 

5.08 -25.6 5.19 -23.5 

 
Таблица 4. Биологична активност на новосинтезираните производни на Ac-RYYRWK-
NH2, модифицирани в първа позиция, върху предизвиканите с LFES съкращения на vas 
deferens от плъх. Данните са представени като средни стойности. 
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Фиг. 22. “Концентрация-отговор” крива на референта (Ac-RYYRWK-NH2) (1) и Н-
RYYRWK-NH2 (2) върху гладкомускулните съкращения на vas deferens от плъх, предизвикани 
с LFES. Резултатите са представени като средни стойности ± SEM. 
 

Подобно редуциране на активността (pEC50 = 5.08) се наблюдава и след 

заместване на ацетиловата група с CnAF с 5-атомен циклоалканов пръстен 

(съединение 6, Фиг. 23). Въпреки това, действието на хептапетида остава специфично 

за NOP-рецептора, тъй като не се наблюдава разлика между кумулативните криви в 

присъствие или отсъствие на Nal (1.10-6 М) и инхибиторният ефект на хептапептида 

не се проявява изобщо след едовременното блокиране на ноцицептиновите, и на 

класическите опиоидни рецептори с NalBzOH (3.10-5 M). Тези резултати не са 

показани графично, защото (както вече беше отбелязано) поради регистрираната 

тахифилаксия всички кумулативни криви са получени на отделни гладкомускулни 

препарати. 

На Фиг. 24 са сравнени кумулативните криви на референта и съединенията 

(3, 4 и 5), в които Arg1 е заместена с CnAF. Графиката показва, че в относително 

ниски концентрации (1.10-8 М – 1.10-7 М), съединение 3 умерено потиска 

предизвиканите с LFES съкращения на vas deferens, в сравнение със съединение 1. 
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Фиг. 23. “Концентрация-отговор” крива на референта (Ac-RYYRWK-NH2) (1) и хептапептида 
(съединение 6) върху гладкомускулните съкращения на vas deferens от плъх, предизвикани с 
LFES. Резултатите са представени като средни стойности ± SEM. 
 

Трябва да се отбележи, че след блокиране на класическите опиоидни рецептори с 

Nal (1.10-6 М), инхибиторните му ефекти не се проявяват и стойността pEC50 = 4.83 

става много близка до тази след NalBzOH - pEC50 = 5.0. Следователно, може да се 

предположи, че това съединение (3) инхибира гладкомускулните съкращения не 

вследствие на взаимодействие с ноцицептиновия рецептор, а с класическите 

опиоидни рецептори и вероятно е техен агонист. При съединения 4 и 5, 

уголемяването на цикъла корелира с намаляване на стойностите за pEC50 и Emax. 

Може да се каже, че тези две съединения не повлияват амплитудата на 

гладкомускулните съкращения (Фиг. 24). 

От получените резултати можем да обобщим, че когато в молекулата на 

хексапептидните аналози се съдържа Arg в първа позиция от пептидната верига, се 

запазват афинитета и селективността към NOP-рецепторите (съединение 6), а 

уголемяването на цикъла в заместителя води до почти пълна загуба на биологична 

активност. 
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Фиг. 24. “Концентрация-отговор” крива на референта (Ac-RYYRWK-NH2) (1) и 
хексапептидните аналози (3 – 5) върху гладкомускулните съкращения на vas deferens от 
плъх, предизвикани с LFES. Резултатите са представени като средни стойности ± SEM. 
 

4.2. ЕКСПЕРИМЕНТИ IN VIVO ВЪРХУ МОДЕЛ НА ОСТРО ПЕРИФЕРНО ВЪЗПАЛЕНИЕ 
 
4.2.1. Изследване на ефектите на N/OFQ(1-13)NH2 и структурните му аналози 
[Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 и [Dab9]N/OFQ(1-13)NH2 върху предизвикано с λ-
карагенан възпаление 
 

За да изясним механизма на действие на N/OFQ in vivo нашата 

експериментална работа продължи с изследване и сравняване на ефектите на 

N/OFQ(1-13)NH2 и структурните му аналози [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2, и 

[Dab9]N/OFQ(1-13)NH2 (показали най-голяма ефективност при опитите върху 

гладки мускули) върху експериментален модел на предизвикано с CG остро, 

периферно възпаление в задна дясна лапа на плъх.  

При проведените от нас експерименти, в съответствие с литературните 

данни, инжектиран i.pl. 0.1 ml/1% разтвор на CG (контролна група животни) 

предизвика възпаление и оток, който се развива с времето и достигна своя 
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максимум около 180 - 210-та минута (3-ти – 3.5-ти час), след което остана почти 

непроменен до края на четвъртия час. 

Въвеждането на N/OFQ(1-13)NH2 в доза 20 μg/kg (i.p.) едновременно с CG 

потиска статистически достоверно развитието на отока още на 90-тата минута от 

началото на опита. Този инхибиторен ефект е добре изразен, както спрямо третираната 

само с CG група животни, така и спрямо групата, в която N/OFQ(1-13)NH2 е 

инжектиран 15 мин. преди CG (Фиг. 25). 
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Фиг. 25. Ефекти на N/OFQ(1-13)NH2 върху предизвикано с CG остро възпаление: обемът на 
лапата е измерван на всеки 30 минути (за период от 4 часа) след инжектиране на CG, приет 
за начален момент. Данните са представени като средни стойности ± SEM от 7 - 9 животни 
за всяка експериментална група. За статистически достоверни спрямо групата, третирана с 
CG, се приемат разлики, при които *p<0.05; **p<0.01. 
 

В края на четвъртия час, големината на отока на възпалените лапи на третираната с 

N/OFQ(1-13)NH2/CG (при едновременно въвеждане) група животни е подчертано 

по-малка, в сравнение с тази, третирана само с CG. Общо, динамиката на развитие 

на отока е еднаква за двете групи: третирани едновременно с N/OFQ(1-13)NH2/CG 

или само с CG. 

Инжектиран i.p. 15 мин. преди CG, обаче, N/OFQ(1-13)NH2 (в същата доза 20 

μg/kg) не потиска образуването на оток. Противоположно на това, дори се наблюдава 
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тенденция към увеличаване на едема на възпалените лапи след 150-та минута, 

спрямо контролната група животни (третирани само с CG). 

Второто изследвано съединение в доза 20 μg/kg, [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2, 

потиска забележимо и статистически достоверно възпалителния процес още в самото 

начало на развитието му (от 30-та до 90-тата минута), в приблизително еднаква 

степен, независимо дали е въвеждано 15 мин. преди CG или едновременно с него 

(Фиг. 26). След 120-та минута до края на експеримента, отокът на лапите в групата, 

третирана с [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 15 мин. преди CG, остава значително и 

статистически достоверно по-малък в сравнение с контролната група (третирана 

само с CG). При инжектираната едновременно с [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2/CG група 

животни, обаче, измерваните стойности за обема на лапата не се отличават от 

контролните (Фиг. 26). 
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Фиг. 26. Ефекти на [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 върху предизвикано с CG остро възпаление: 
обемът на лапата е измерван на всеки 30 минути (за период от 4 часа) след инжектиране на 
CG, приет за начален момент. Данните са представени като средни стойности ± SEM от 7 - 
9 животни за всяка експериментална група. За статистически достоверни спрямо групата, 
третирана с CG, се приемат разлики, при които *p<0.05; **p<0.01. 
 

Подобно на N/OFQ(1-13)NH2, структурният му аналог [Dab9]N/OFQ(1-

13)NH2, инжектиран i.p. в доза 20 μg/kg, едновременно с CG, потисна слабо 

развитието на едема на възпалените лапи, статистически достоверно само на 90-та 
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минута (Фиг. 27). След 150-та минута, до края на наблюдението стойностите за обема 

на възпалените лапи при двете групи (инжектирана едновременно с [Dab9]N/OFQ(1-

13)NH2/CG и контролната третирана само с CG група) остават близки. 
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Фиг. 27. Ефекти на [Dab9]N/OFQ(1-13)NH2 върху предизвикано с CG остро възпаление: 
обемът на лапата е измерван на всеки 30 минути (за период от 4 часа) след инжектиране на 
CG, приет за начален момент. Данните са представени като средни стойности ± SEM от 6 - 
9 животни за всяка експериментална група. За статистически достоверни спрямо групата, 
третирана с CG, се приемат разлики, при които *p<0.05. 
 

При i.p. въвеждане на [Dab9]N/OFQ(1-13)NH2 в доза 20 μg/kg 15 минути 

преди CG, обаче, след 30-та минута се наблюдава отчетливо увеличаване на отока 

на възпалените лапи от първия до третия час спрямо третираната само с CG грурпа 

(контролната), което е статистически достоверно от 90-та до 180-та минута (Фиг. 

28). 

За да изясним дали N/OFQ(1-13)NH2 и [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 повлияват 

процесите на образуване на свободни радикали, съпътстващи възпалението (като 

възможана страна от техния механизъм на действие), предвидихме допълнителни 

изследвания на техните ефекти върху предизвиканите с CG промени в 

антиоксидантния статус на тъканни хомогенати от лапа. Тези опити са извършени в 

лаборатория “Свободно-радикални процеси“ (ИНБ - БАН). 
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Фиг. 28. Ефекти на [Dab9]N/OFQ(1-13)NH2 върху предизвикано с CG остро възпаление: 
обемът на лапата е измерван на всеки 30 минути (за период от 4 часа) след инжектиране на 
CG, приет за начален момент. Данните са представени като средни стойности ± SEM от 6 - 
7 животни за всяка експериментална група. За статистически достоверни спрямо групата, 
третирана с CG, се приемат разлики, при които *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 
 

Въз основа на получените от нас резултати можем да обобщим, че при 

използваните експериментални условия N/OFQ(1-13)NH2 и структурният му аналог 

[Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 не действат като про- или антиоксиданти, а повлияват по-

скоро неврогенното възпаление. 

 

4.2.2. Проучване на връзката в механизма на действие на N/OFQ(1-13)NH2, 
структурния му аналог [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 и канабиноидите върху 
предизвикано с λ-карагенан възпаление 
 

Представените в литературния обзор и анализирани данни предполагат 

наличието на връзка в механизмите на действие на ноцицептина и канабиноидите 

при възпалителния процес, в които е вроятно участието на ванилоидните 

рецептори. 

При предварителни изследвания със смесения CB1/CB2- канабиноиден 

агонист WIN 55,212-2 (5 mg/kg) установихме, че той не повлиява съществено 

предизвикания с CG оток на лапата, докато CB1- рецепторния агонист HU-210 го 
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потиска значително в сравнение с контролната група. По тази причина следващите 

експерименти проведохме само с агониста на CB1-рецепторите HU-210. 

В тази серия опити, като агонисти на ноцицептиновите рецептори са 

използвани N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан i.p. едновременно с CG в доза 20 μg/kg и 

[Orn9]N/OFQ(1-13)NH2, въвеждан i.p. в същата доза, но 15 мин. преди CG, за които 

при предходните изследвания установихме, че имат противовъзпалително действие 

при използваните експериментални условия. 

За да потвърдим или отхвърлим възможното участие на TRPV1-рецепторите 

в ефектите на N/OFQ(1-13)NH2 и структурния му аналог [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 и 

връзката им с канабиноидната система, изследвахме: 

1) Какъв е ефектът върху острото възпаление от едновременно въвеждане на 

канабиноиди и N/OFQ(1-13)NH2 или на канабиноиди и [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2; 

2) Дали инхибирането на канабиноидните рецептори повлиява 

противовъзпалителните ефекти на N/OFQ(1-13)NH2 и [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 и 

обратно – какво е действието на антагонисти на N/OFQ върху 

противовъзпалителните ефекти на канабиноидите; 

3) Дали инхибирането на TRPV1-рецепторите предотвратява противо-

възпалителното действие на канабиноидите, N/OFQ(1-13)NH2 и [Orn9]N/OFQ(1-

13)NH2. 

Приложен i.p. в доза 0.4 mg/kg, специфичният СВ1-рецепторен агонист HU-

210 потиска значително и статистически достоверно предизвикания с CG оток на 

лапата още от първия час, в сравнение с контролната група (инжектирана с CG и 

DMSO). Този ефект се запазва през целия период на наблюдение (четири часа). 

Инхибиторният ефект на самостоятелно въведения HU-210 върху възпалението е 

значителен и по-силен от този на N/OFQ(1-13)NH2 (Фиг. 29) и неговия аналог 

[Orn9]N/OFQ(1-13)NH2, макар също да е статистически достоверен (Фиг. 30). 

И в двата случая, обаче, едновременното въвеждане на агонисти на двата 

рецептора (CB1 и NOP) не засилва противовъзпалителния ефект, а има по-скоро 

адитивен характер (Фиг. 29, Фиг. 30). 
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Фиг. 29. Ефекти на HU-210, N/OFQ(1-13)NH2 и комбинираното им прилагане върху 
предизвиканото с CG остро възпаление. Данните са представени като средни стойности ± 
SEM от 6 животни за всяка експериментална група. За статистически достоверни се 
приемат разлики, при които *p<0.05 спрямо групата, третирана с CG и +p<0.05; ++p<0.01 
спрямо групата, третирана с CG + DMSO. 
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Фиг. 30. Ефекти на HU-210, [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 и комбинираното им прилагане върху 
предизвиканото с CG остро възпаление. Данните са представени като средни стойности ± 
SEM от 6 животни за всяка експериментална група. За статистически достоверни се 
приемат разлики, при които *p<0.05 спрямо групата, третирана с CG и +p<0.05; ++p<0.01; 
+++p<0.001 спрямо групата, третирана с CG + DMSO. 
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Въведен i.p. в доза 1 mg/kg, СВ1-рецепторният антагонист АМ251 не 

повлиява съществено отока на възпалената лапа, в сравнение с контролата. 

Въведени след блокиране на СВ1-рецепторите, N/OFQ(1-13)NH2 и [Orn9]N/OFQ(1-

13)NH2 не проявяват присъщия им потискащ възпалението ефект, демонстриран при 

самостоятелното им прилагане (Фиг. 31, Фиг. 32). 
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Фиг. 31. Ефекти на N/OFQ(1-13)NH2 върху предизвиканото с CG остро възпаление, след 
блокиране на СВ1-рецепторите с АМ251. Данните са представени като средни стойности ± 
SEM от 6 животни за всяка експериментална група. За статистически достоверни спрямо 
групата, третирана с CG, се приемат разлики, при които *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 
 

Нещо повече – от втория час до края на експеримента, третираната с АМ251 + 

N/OFQ(1-13)NH2 група показа завишени, макар и статистически недостоверни 

разлики в измерения обем на лапите спрямо контролите. Очевидно, блокирането на 

СВ1-рецепторите предотвратява противовъзпалителното действие на N/OFQ(1-

13)NH2 и [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2. 

Вследствие на изложените резултати, може да се допусне, че за да се 

проявят ефектите на N/OFQ(1-13)NH2 и неговия аналог [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 е 

необходимо или предварителното активиране на СВ1-рецепторите, или че самият 

N/OFQ(1-13)NH2 активира канабиноидните рецептори. По-големият оток на 
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възпалената лапа в групата, инжектирана с АМ251 и N/OFQ(1-13)NH2, би могъл да 

се дължи на способността на N/OFQ(1-13)NH2 да предизвиква отделяне на хистамин 

и други проинфламаторни медиатори от мастоцитите или да активира хемотаксиса 

на неутрофили и лимфоцити. 
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Фиг. 32. Ефекти на [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 върху предизвиканото с CG остро възпаление, 
след блокиране на СВ1-рецепторите с АМ251. Данните са представени като средни 
стойности ± SEM от 6 животни за всяка експериментална група. За статистически 
достоверни спрямо групата, третирана с CG, се приемат разлики, при които *P<0.05. 
 

От друга страна, въздействието на HU-210 върху възпалението не се 

променя от блокирането на ноцицептиновите рецептори и следователно не е 

зависимо от функционалното състояние на NOP-репторите. Ефектите на СВ1-

агониста след самостоятелното му прилагане или инжектиран след антагониста за 

NOP-рецепторите JTC-801 (въведен i.p. в доза 1 mg/kg) са еднакви (Фиг. 33). 

За да проверим дали TRPV1-рецепторите участват в реализирането на 

ефекта на канабиноидите, N/OFQ(1-13)NH2 и [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2, изследвахме 

тяхното действие върху възпалението след предварително третиране на животните 

с инхибиторa на ванилоидните рецептори АА-5-НТ, инжектиран i.p. в доза 1 mg/kg 

(Фиг. 34). 
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Фиг. 33. Ефекти на HU-210 върху предизвиканото с CG остро възпаление, след блокиране на 
ноцицептиновите рецептори с JTC-801. Данните са представени като средни стойности ± 
SEM от 6 животни за всяка експериментална група. За статистически достоверни спрямо 
групата, третирана с CG + DMSO, се приемат разлики, при които +p<0.05. 
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Фиг. 34. Ефекти на HU-210 върху предизвиканото с CG остро възпаление, след блокиране 
на TRPV1-рецепторите с AA-5-HT. Данните са представени като средни стойности ± SEM 
от 6 животни за всяка експериментална група. За статистически достоверни спрямо 
групата, третирана с CG + DMSO, се приемат разлики, при които +p<0.05; ++p<0.01; 
+++p<0.001. 
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Измерените стойности за обема на лапата при самостоятелното прилагане на 

АА-5-НТ или HU-210, както и на комбинацията АА-5-НТ/HU-210/CG, почти не се 

различават за целия период на наблюдение. Запазването на потискащото отока 

действие на HU-210, въведен след блокиране на ванилоидните рецептори с 5 mg/kg 

АА-5-НТ, показва, че ванилоидните рецептори не участват в реализиране на ефекта 

му. 

Същевременно, инжектирането на опитните животни с N/OFQ(1-13)NH2 или 

с [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2, след третирането им с АА-5-НТ, като цяло не 

предотвратява инхибиторното действие на изследваните пептиди – обемът на 

възпалената лапа е близък до този след самостоятелното прилагане на пептидите 

(Фиг. 35, Фиг. 36) и при всички случаи е по-голям, отколкото след самостоятелното 

прилагане на АА-5-НТ. Интересна е наблюдаваната изразена разлика в ефектите на 

двата структурно много близки пептида след първия час от инжектирането им: 

проинфламаторен за N/OFQ(1-13)NH2/АА-5-НТ и противоположен - 

противовъзпалителен за [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 /АА-5-НТ). 
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Фиг. 35. Ефекти на N/OFQ(1-13)NH2 върху предизвиканото с CG остро възпаление, след 
блокиране на TRPV1-рецепторите с AA-5-HT. Данните са представени като средни 
стойности ± SEM от 6 животни за всяка експериментална група. За статистически 
достоверни спрямо групата, третирана с CG, се приемат разлики, при които *p<0.05; 
**p<0.01. 
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Фиг. 36. Ефекти на [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 върху предизвиканото с CG остро възпаление, 
след блокиране на TRPV1-рецепторите с AA-5-HT. Данните са представени като средни 
стойности ± SEM от 6 животни за всяка експериментална група (с изключение на групата с 
[Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 + CG – 4 животни). За статистически достоверни спрямо групата, 
третирана с CG, се приемат разлики, при които *p<0.05; **p<0.01. 
 

Последните резултати показват, че изследваните съединения (N/OFQ(1-

13)NH2 и [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2) реализират ефектите си независимо от 

ванилоидните рецептори, активирайки собствените си NOP-рецептори. 
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V. ОБСЪЖДАНЕ 
 

Изследвана е биологичната активност на синтезираните на основата на 

концепцията “message/address” три серии нови лиганди за ноцицептиновия 

рецептор с различна дължина на основната верига (шест или тринадесет 

аминокиселини) и малки структурни промени в приетите съответно за свързваща 

(“address domain”) или активираща (“message domain”) NOP-рецептора част от 

молекулта на N/OFQ(1-13)NH2 и Ac-RYYRWK-NH2, използвани като базисна 

матрица. 

За да проследим как се променя биологичната активност след 

последователно скъсяване на страничната верига на Lys с една, две или три 

метиленови групи, отразява ли се това и как на взаимодействието с NOP-рецептора, 

в първата серия NOP-рецепторни лиганди ключовата за биологичната активност 

аминокиселина Lys в позиция девет и/или тринадесет от N/OFQ(1-13)NH2 е 

заместена съответно с Orn, Dab или Dap (Фиг. 37): 
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Фиг. 37. Структурни формули на аминокиселините в девета и/или тринадесета позиция от 
пептидната верига на N/OFQ(1-13)NH2 и неговите новосинтезирани производни.  
 

При проведените експерименти, тази серия аналози на N/OFQ(1-13)NH2 

проявават инхибиторно действие върху предизвиканите с LFES гладкомускулни 

съкращения на vas deferens, без да променят тонуса на препаратите. Запазването на 

инхибиторния ефект след преинкубиране на сегментите с опиоидния антагонист 

Nal (10-6 M) ни дава основание да приемем, че този ефект най-вероятно не се дължи 

на взаимодействието им с класическите опиоидни рецептори. Получените от нас 

резултати за N/OFQ(1-13)NH2 са подобни на докладваните от Rizzi и съавт. (2001) 
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върху същите препарати. Имайки предвид и факта, че потискането на съкращенията 

не се проявява в присъствие на 3.10-5 M NalBzOH (след едновременното блокиране 

на класическите опиоидни и ноцицептиновите рецептори), може да се направи 

заключението, че то се осъществява посредством селективно взаимодействие с 

NOP-рецепторите. 

Резултатите от нашите изследвания показват, че заместването на Lys с Orn в 

позиция девет предизвиква повишаване на биологичната активност, в сравнение с 

N/OFQ(1-13)NH2 и останалите новосинтезирани аналози. Подобно заместване в 

позиция тринадесет, обаче, води до противоположен ефект. Тъй като направените 

структурни промени в молекулата на N/OFQ(1-13)NH2 засягат важните за 

свързването с рецептора аминокиселини (“address domain”), логично е 

наблюдаваните разлики в биологичната активност на новите съединения от тази 

серия да се дължат на промяна във взаимодействието с NOP-рецепторите. Защото, 

както беше изложено в литературния обзор, положително заредените 

аминокиселинни остатъци на Arg8,Arg12 и Lys9,Lys13 са от решаващо значение за 

окупирането на NOP-рецепторите и се предполага, че взаимодействат с 

отрицателно заредените аминокиселинни остатъци от втората екстрацелуларна 

бримка на ноцицептиновия рецептор (Mollereau et al., 1999; Guerrini et al., 2000b). 

Очаквано е направените структурни модификации в пептидната верига на N/OFQ(1-

13)NH2 да предоставят на неговите деривати различна степен на структурна 

комплементарност със свързващия център на рецептора и оттам на различни 

възможности за комформационни промени при взаимодействието им. Следователно, 

вероятно е по-силно изразената агонистична активност на [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 

да е следствие от повишаване на афинитета за свързване към рецептора, което от 

своя страна би могло да е резултат от по-добро пространствено разположение на 

аминогрупата в позиция девет от пептидната верига спрямо нейното място за 

взаимодействие с рецептора. По-ниските стойности за pEC50 на [Orn13]N/OFQ(1-

13)NH2 сочат, че структурни промени в страничната верига на Lys в позиция 

тринадесет се отразяват негативно на биологичната активност. Можем да приемем, 

че при заместването на Lys в позиция девет с Orn се получава оптимално за 

функционирането на центъра на свързване отстояние на аминогрупата от 
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страничната верига на лизина, което не се наблюдава при същото заместване в 

позиция тринадесет. 

Съединенията, получени при следващите замествания на Lys с Dab или Dap в 

позиция девет или едновременно в двете позиции (девет и тринадесет), инхибират 

по-слабо гладкомускулните съкращения в сравнение с [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2, т.е. 

скъсяването на страничната верига на Lys с повече от една –СН2 група се оказва 

неблагоприятно за агонистичната активност. Вероятно е по-силното скъсяване на 

страничната верига на Lys съществено да отслабва електростатичното 

взаимодействие и съответно формирането на йонни двойки с отрицателно заредените 

аминокиселинни остатъци в активния център на рецептора, тъй като тези сили на 

привличане зависят от разстоянието. 

Въпреки силно намалената ефективност, слабото потискащо действие върху 

гладкомускулните съкращения, регистрирано при въвеждане на високи 

концентрации от тези пептиди е в резултат на селективно взаимодействие с NOP-

рецептора. 

Въз основа на анализa на събраните данни може да се направи заключението 

че дължината на страничната верига на Lys и в двете позиции - девет и тринадсет, е 

от съществено значение за свързването с активния център на NOP-рецептора и 

съответно за биологичната активност. 

В резултат на редица проучвания върху “структура-активност” на N-крайния 

тетрапептиден фрагмент от пептидната верига на N/OFQ(1-13)NH2 (Dooley and 

Houghten, 1996; Reinscheid et al., 1996; Butour et al., 1997; Guerrini et al., 1997; 

Guerrini et al., 2000a) е известно, че разстоянието между Phe1 и Phe4, както и 

наличието на ароматните остатъци на Phe в първа и особено четвърта позиция са от 

важно, дори критично значение за окупирането и активирането на NOP-рецептора, 

за разлика от класическите опиоидни рецептори (Guerrini et al., 2000b). При 

модификации на разстоянието между страничните вериги на тази аминокиселина в 

различните позиции (1 и 4), например при заместване със Nphe(1) в N/OFQ(1-

13)NH2 и N/OFQ(1-17)NH2), а също и при такива, предизвикващи промени в 

пространственото ориентиране на Phe1, се откриват чистия антагонист 

[Nphe1]N/OFQ(1-13)NH2 (Calò et al., 1998b) и парциалния агонист 
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[Phe1ψ(CH2NH)Gly2]N/OFQ(1-13)NH2, които позволяват да се охарактеризират и 

класифицират NOP-рецепторите в няколко животински вида. Именно изменението 

на биологичната активност в резултат на структурни промени от подобен характер, 

проучихме чрез втората серия производни на N/OFQ(1-13)NH2. Промените засягат 

аминокиселинната последователност в аминокрая Phe1-Gly2-Gly3-Phe4– или 

приетата за активираща (“message domain”) NOP-рецептора част на N/OFQ(1-

13)NH2. 

Много слабата биологична активност на съединенията от тази серия NOC_1, 

NOC_3 и NOC_5 (в които Phe в първа позиция е заместена с CnAF с различна 

големина на циклоалкановия пръстен) в сравнение с N/OFQ(1-13)NH2, най-

вероятно е резултат от взаимодействие предимно с класическите опиоидни 

рецептори и в по-малка степен (само във високите концентрации) с 

ноцицептиновите рецептори, тъй като стойностите за EC50 и Emax в присъствие и 

отсъствие на Nal (10-6 M) се различават съществено. Потвърждение за това е също, 

че след преинкубиране на препаратите с NalBzOH (3.10-5 M) ефектите от най-

високите използвани концентрации на пептидите не се проявяват. Косвено 

потвърждение на нашите резултати са изследванията на Naydenova и съавт. (2010) и 

Bocheva и съавт. (2011), според които установеното от тях аналгетично действие на 

тези съединения се дължи на взаимодействие и с двата типа рецептори. 

Допуснатата от нас възможност тези съединения да са антагонисти на NOP-

рецепторите не се оправда. Получените данни от проведените от нас допълнителни 

изследвания с NOC_3 доказват, че това съединение няма антагонистично действие, 

а е много слаб агонист. 

Не може да се изключи и възможността слабото намаление на ампплитудата 

на гладкомускулните съкращения на стимулирани с LEFS vas deferens, 

предизвикано от най-високите прилагани концентрации на изследваните 

съединения от тази група (1.10-7 М – 1.10-5 М), да е породено от действие върху 

постсинапсни структури или неспецифично действие върху гладките мускули. 

По-слабите инхибиторни ефекти на съединенията от тази група в сравнение 

с N/OFQ(1-13)NH2 показват, че направените химични модификации в 

аминокиселинната последователност Phe1-Gly2-Gly3-Phe4– (“message domain”) на 
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N/OFQ(1-13)NH2 производните от тази група (NOC_1, NOC_3 и NOC_5 ) водят до 

намаляване на биологичната активност, обуславят появата на афинитет към 

опиоидните рецептори и до голяма степен загуба на селективността към 

ноцицептиновите рецептори. От анализа на получените резултати, можем да 

приемем, че уголемяването на цикъла в заместителя не се отразява съществено на 

активността на новите аналози, което ни дава основание да допуснем, че не толкова 

големината на цикъла, колкото ароматният остатък на Phe1 определя 

селективността на взаимодействие с ноцицептиновите рецептори. Като цяло, нашите 

резултати са в съгласие с публикуваното от Salvadori и съавт. (1999), че Phe в първа 

позиция на полипептидната верига определя афинитета към NOP-рецептора. 

Изследванията на съединенията NOC_2, NOC_4 и NOC_6, при които CnAF с 

различна големина на циклоалкановия пръстен са свързани към Phe в първа позиция 

от пептидната верига, показват, че те притежават инхибиторно действие (близко до 

това на N/OFQ(1-13)NH2) върху електрически предизвиканите съкращения на 

гладки мускули, без тази активност да е свързана с класическите опиоидни 

рецептори, тъй като не се наблюдават съществени разлики в инхибиторните ефекти 

на съединенията от тази група, когато са прилагани самостоятелно или след 

преинкубиране на гладкомускулните препарати с опиоидния блокер Nal (1.10-6 М). 

Те, за разлика от NOC_1, NOC_3 и NOC_5, остават селективни агонисти за NOP-

рецепторите. 

Внедряването на допълнителен обемен, цикличен заместител, свързан към 

Phe1, при съединения NOC_2 и NOC_4 би могло да бъде причината за по-ниската 

активност на тези съединения в сравнение с N/OFQ(1-13)NH2, вследствие 

влошаване на пространственото взаимодействие с активния център на NOP-

рецепторите. Нашите резултати се подкрепят и от “структура-активност” 

проучванията на Reinscheid и съавт. (1996), които предполагат, че по-обемните 

групи в страничната верига в първа позиция на N/OFQ(1-13)NH2 могат да 

възпрепятстват образуването на предпочитаната вторична структура на пептидната 

верига. Неочаквано, обаче, съединение NOC_6, с най-голям пръстен в CnAF, 

достига максималния ефект на N/OFQ(1-13)NH2, но при десет пъти по-висока 

концентрация. 
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В заключение можем да кажем, че присъединяването на обемист, цикличен 

заместител към Phe в първа позиция не променя селективността на новите 

производни, докато заместването й с CnAF (с различен брой атоми в 

циклоалкановия пръстен - пет, седем или осем) е свързано със загуба на биологична 

активност при NOC_1, NOC_3 и NOC_5 и поява на афинитет към класическите 

опиоидни рецептори. Следователно, заместването на аминокиселината Phe1 

намалява силата, ефективността и селективността на новите аналози на N/OFQ(1-

13)NH2 към ноцицептиновите рецептори. 

Представеното в обзора съпоставяне на литературни данни, както и 

резултатите от нашите експерименти, показват, че дължината на основната 

пептидна верига на ноцицептина е от съществено значение за свързването и 

активирането на рецепторите му. Установено е, че вериги с по-малко от шест 

аминокиселини са неактивни (Bigoni et al., 1999). През 1997г., Dooley и съавт. 

доказват, че аминокиселинната последователност Ac-Arg-Tyr-Tyr– (Ac-RYY–) за 

първите три позиции от молекулата на късоверижните NOP-рецепторни лиганди е 

най-ефикасна. Въпреки минималната структурна прилика с ноцицептина, 

синтетичният хексапептид Ac-RYYRWK-NH2 е една от най-използваните матрици 

за синтез на нови лиганди за NOP-рецептора, защото съдържа аминокиселинна 

последователност, определяща висок афинитет и селективност към 

ноцицептиновия рецептор (изследвания върху vas deferens на Mason et al., 2001), 

както и висока инхибиторна ефективност върху електрически предизвикани 

гладкомускулни съкращения (Ho et al., 2000). 

В резултат на „структура-активност” изследванията на различни автори са 

получени известен брой модифицирани в аминокрая хексапептидни аналози на Ac-

RYYRWK-NH2 с различна активност. Например, съдържащи пентаноилов остатък в 

N-края производни на Ac-RYYRWK-NH2 запазват много висок рецепторен 

афинитет и имат значително променена вътрешната активност (Judd et al., 2003). 

Обратно, при нашите изследвания, получените в резултат от модифицирането също 

в тази част на молекулата на Ac-RYYRWK-NH2 с CnAF (съдържащи 5-, 7- или 8-

атомен циклоалканов пръстен) аналози (от третата серия нови лиганди за NOP-

рецептора - съединения 3, 4, 5 и 6) притежават понижен афинитет към NOP-
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рецептора. Подобни резултати получават също Gündüz и сътрудници (2006), които 

при проучванията си върху “структура-активност” на модифицирани в N-края с 

други органично-молекулни остатъци (пивалоилов, формилов, бензоилов, мезилов) 

хексапептиди, потвърждават, че Arg1 е предпочитана и дори “критична” 

аминокиселина. Нещо повече – установено е, че и двата аминокиселинни остатъка 

Arg1 и Arg4 от хексапептидната верига са необходими за проява на афинитет (Judd 

et al. 2004). Нашите резултати са в съответствие с литературните данни, че 

наличието на Arg в първа позиция от пептидната верига се изисква за запазване на 

афинитета и селективността към NOP-рецептора, след като заместването на Arg1 с 

CnAF при съединение 3 води до загуба на афинитет към ноцицептиновите рецептори. 

Може да се предположи, че наблюдаваното слабо инхибиране на гладкомускулните 

съкращения от съединение 3 не е вследствие на взаимодействие с ноцицептиновия 

рецептор, защото ефектът му не се проявява в присъствие на Nal (10-6 M), но не се 

повлиява и от NalBzOH (3.10-5 M) и следователно, най-вероятно това съединение е 

агонист за класическите опиоидни рецептори. При другите две съединения 4 и 6, 

наличието или липсата на активност към класическите опиоидни рецептори не 

може да се коментира, тъй като те практически не проявяват ефект върху 

гладкомускулните съкращения в прилаганите концентрации, както и разлики между 

кумулативните “концентрация-отговор” криви, в присъствието или отсъствието на 

блокерите Nal (10-6 M) и NalBzOH (3x10-5 M). Може да се отбележи единствено 

факта, че нарастването на пръстена в заместителя повлиява в неблагоприятна 

посока биологичната активност на новите съединения. 

От нашите резултати може да се направи заключението, че заместването на 

Arg в първа позиция от пептидната верига на Ac-RYYRWK-NH2 с 1-

(метоксифосфоно)метиламиноциклоалкан карбоксилни киселини намалява N/OFQ-

подобната активност на новосинтезираните аналози. 

Една от поставените задачите бе да се установи дали биологичната 

активност, наблюдавана при изследвания върху относително опростената система на 

изолирани органи, се проявява и върху цял организъм, където множеството сложни 

регулаторни механизми могат да променят значително и дори да елиминират 

наблюдаваните in vitro ефекти. 
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Разграждащите ноцицептина ензими (главно аминопептидаза N и 

ендопептидаза 24.15) атакуват връзките Phe1-Gly2; Ala7-Arg8; Ala11-Arg12; Arg12-

Lys13 (Montiel et al., 1997), при което се получават неактивни и/или слабо активни 

метаболити с различна продължителност на действие, в зависимост от вида на 

изследвания препарат (Suder et al., 1999; Vlaskovska et al., 1999; Terenius et al., 

2000). Логично е да се предположи, че при еднакви експериментални условия 

разграждането на N/OFQ(1-13)NH2 и структурните му аналози би следвало да се 

извършва по еднакъв механизъм, поради минималните структурни различия между 

тях. Тъй като единствената разлика в структурата на N/OFQ(1-13)NH2, 

[Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 и [Dab9]N/OFQ(1-13)NH2 е по-късата странична верига на 

аминокиселината в девета позиция, ние допуснахме, че трите пептида следва да се 

метаболизират от едни и същи ензими. Поради това, очаквахме N/OFQ(1-13)NH2 и 

[Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 да имат сходни по своя характер ефекти in vivo върху 

предизвиканото с CG остро възпаление, подобно на ефектите им върху гладки 

мускули. Противоположно на това, обаче, при еднакви експериментални условия двата 

пептида показват различия във времето на развитие на инхибиторния си ефект. 

Изненадващо, в нашите изследвания [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2, инжектиран 15 мин. 

преди CG, потиска трайно (през цялото време до края на опита) развитието на 

отока, но при едновременно инжектиране с CG не повлиява възпалителния процес 

след 120-та минута (обема на лапата не се различава от този на контролите). Докато 

за разлика от него, N/OFQ(1-13)NH2 потиска предизвикания с CG оток, само когато 

е инжектиран едновременно с CG. Структурният аналог [Dab9]N/OFQ(1-13)NH2 по 

характера на своя ефект наподобява този на N/OFQ(1-13)NH2: инжектиран 

едновременно с CG, потиска (но в по-слаба степен) развитието на едема, а 

инжектиран 15 мин. преди CG, го увеличава, но повече отколкото N/OFQ(1-13)NH2. 

Обобщено, резултатите от експериментите с N/OFQ(1-13)NH2, [Orn9]N/OFQ(1-

13)NH2 и [Dab9]N/OFQ(1-13)NH2, инжектирани едновременно или 15 минути преди 

CG, показват разлики в ефектите им, не само по характер, но и по динамика, върху 

предизвиканото с карагенан периферно възпаление. 

Тъй като метаболизмът на ноцицептина е времезависим (Montiel et al., 1997), 

последователно образуващите се фрагменти с различна дължина и активност е 
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възможно да се различават по йонните взаимодействия на базичните 

аминокиселини и/или конформационно-свързания достъп на чувствителните към 

ензимното действие връзки до активния център на разграждащите ензими. Това 

разграждане би могло да бъде по-бързо за N/OFQ(1-13)NH2 (инжектиран 

едновременно с CG), отколкото за [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 или [Dab9]N/OFQ(1-

13)NH2. Възможно е [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 (или негови фрагменти) да 

взаимодействат по-бавно с NOP-рецепторите, което да обясни по-бързия ефект на 

N/OFQ(1-13)NH2 (приложен едновременно с CG) и “закъснелия” във времето ефект 

на [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 (по-бавното настъпване и по-продължителния 

модулиращ ефект при инжектиране 15 мин. преди CG). 

Наблюдаваният от нас по-продължителен противовъзпалителен ефект на 

[Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 добре корелира с получените от Terenius и съавт. (2000) 

данни, че по-късите N-терминални фрагменти са способни да блокират 

освобождаването на SP от окончанията на първичните сетивни С-неврони. 

От друга страна, въвеждането на N/OFQ(1-13)NH2 преди предизвикването на 

възпаление показва липса на ефект от 0-120 мин., следователно в условия in vivo 

N/OFQ(1-13)NH2 няма протективно или значимо проинфламаторно действие. 

Тенденцията за увеличение (статистически недостоверно) на отока след 120-та мин. 

би могла да е следствие на вторично отделяне на хистамин и други 

проинфламаторни медиатори под действието на N/OFQ(1-13)NH2 (Kimura et al., 

2000; Tekes et al., 2006; Zhang et al., 2006). Същата липса на ефект при претретиране 

с N/OFQ е нблюдавана от Sun и сътр. през 2004 г. при предизвикано с пчелна 

отрова увеличение на обема на лапа от плъх. 

Следователно, могат да се допуснат следните възможни механизми за 

действието на изследваните пептиди върху периферното възпаление: 

1. Потискане на неврогенната компонента на възпалителния процес или 

2. Повлияване на образуването на свободни радикали. 

Независимо от времето на прилагане, успоредни изследвания в 

лабораторията “Свободно-радикални процеси“ (ИНБ) показват, че нито N/OFQ(1-

13)NH2, нито [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 модулират предизвиканите от CG промени в 

антиоксидантния статус на тъканни хомогенати от лапите. От това следва да се 
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предположи, че механизмът на действие на N/OFQ(1-13)NH2 и [Orn9]N/OFQ(1-

13)NH2 не е свързан с повлияване на свободно-радикалните процеси. 

От систематизираните тук резултати може да се направи заключението, че 

N/OFQ(1-13)NH2 въведен in vivo едновременно с CG, а [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 

въведен 15 мин. преди CG, потискат развитието на възпалителния процес, като най-

вероятно въздействието им е предимно върху неврогенната компонента на 

карагенановото възпаление. Основание за такова заключение дават и цитираните 

литературни данни (Helyes et al., 1997), според които ноцицептинът повлиява 

неврогенното възпаление (при друг експериментален модел) чрез инхибиране на 

освобождаването на SP и CGRP от терминалите на сетивните неврони, без да 

повлиява неневрогенната компонента. 

Резултатите, получени от изследванията върху взаимодействието на 

N/OFQ(1-13)NH2 и структурния му аналог [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 с TRPV1-

рецепторите и връзката им с канабиноидната система при карагенанов модел на 

остро възпаление, ни дават основание да направим следните изводи: 

1. N/OFQ(1-13)NH2 и [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 осъществяват своето 

противовъзпалително действие чрез взаимодействие със собствени рецептори, 

разположени върху първичните сетивни неврони. 

2. Ванилоидните рецептори не участват в реализирането на 

противовъзпалителното действие на ноцицептиновите агонисти N/OFQ(1-13)NH2 и 

структурния му аналог [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2. 

3. Едновременното инжектиране на животните с канабиноидни (HU-210) и 

ноцицептинови агонисти (N/OFQ(1-13)NH2 или [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2) не 

потенцира противовъзпалителното действие (в сравнение със самостоятелното им 

прилагане). Общото им въвеждане има адитивен ефект. 

4. Съществува функционална връзка между NOP- и CB1-рецепторите. За 

реализиране на ефектите на ноцицептиновите агонисти N/OFQ(1-13)NH2 и неговия 

структурен аналог [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 върху острото периферно възпаление са 

необходими свободни или активирани канабиноидни СВ1-рецептори, защото след 

блокиране на СВ1-рецепторите с АМ251 инхибиторния им ефект върху 

възпалението не се проявява. Освен това, въвеждането на N/OFQ(1-13)NH2 и 
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[Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 на този фон предизвиква по-голям оток, в сравнение със 

стойностите, достигани в контролната група в същите времеви интервали. Това 

логично може да се обясни с отделянето на хистамин и други проинфламаторни 

медиатори от мастоцитите под действие на N/OFQ(1-13)NH2, което е установено в 

кожа и перитонеум от (Kimura и съавт. 2000), а също и в мозък (Tekes и съавт. 

2006). 

5. Проявата на противовъзпалителни ефекти на канабиноидния агонист HU-

210 не зависи от функционалното състояние на ноцицептиновите рецептори. 

Досега, в достъпната ни литература съществуват много малко изследвания 

относно вероятната връзка между канабиноидните СВ1- и NOP-рецепторите in vivo. 

Изводите се затрудняват силно и от различните механизми, по които отделните 

агонисти и антагонисти на канабиноидните рецептори осъществяват ефектите си. 

Например, активирането на СВ1-рецепторите от ендогенния канабиноид анандамид 

намалява активността на TRPV1-рецепторите в първичните сетивни неврони (Kim 

et al., 2007), докато WIN 55,212-2 (смесеният СВ1/СВ2-рецепторен агонист) 

предизвиква хипотермия по механизъм, невключващ участието на TRPV1-

рецепторите (Mahmud et al., 2009). Изследвайки ефектите на NOP-рецепторния 

антагонист JTC-801 върху предизвиканата при централно въвеждане на 

канабиноиди хипотермия у плъхове, Rawls и съавт. (2007) установявят, че той 

силно понижава предизвиканата от СВ1-агонисти хипотермия. Според тях, 

активирането на NOP-рецепторите е предварително условие, за да се реализира 

хипотермичното действие на канабиноидите. Получените от нас резултати при 

използвания модел и периферно приложение, ни дават основание да заключим 

точно обратното: че при тези условия, ноцицептиновият ефект се опосредства от 

активирани или свободни СВ1-рецептори. Съпоставянето на изводите от тези две 

работи ни позволява да потвърдим функционалната връзка между ноцицептиновата 

и канабиноидна система, като крайният резултат от това взаимодействие силно 

зависи от модулираната функция и мястото на действие – централна нервна 

система или периферия. 
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VI. ИЗВОДИ 
 

1. При използваните in vitro експериментални условия, N/OFQ(1-13)NH2, Ac-

RYYRWK-NH2 и новосинтезираните им аналози понижават в различна степен 

амплитудата на предизвиканите с LFES гладкомускулни съкращения на изолирани 

простатични сегменти от vas deferens на плъх, без да променят мускулния тонус. 

2. Модифицираните с Orn, Dab или Dap в позиция девет и/или тринадесет 

производни на N/OFQ(1-13)NH2 осъществяват ефектите си чрез селективно 

взаимодействие с NOP-рецепторите. 

3. Аминокиселината Lys в позиции девет и тринадесет от пептидната верига 

на N/OFQ(1-13)NH2 е от съществено значение за биологичната му активност: 

3.1. Скъсяването на дължината на страничната верига на Lys с една –CH2 

група, в позиция девет от пептидната верига на N/OFQ(1-13)NH2, води до засилване 

на биологичната активност; 

3.2. Противоположно на това, подобно скъсяване в позиция тринадесет, 

както и едновременно в позиции, девет и тринадесет или скъсяване с повече от една 

–СН2 група, води до изразено отслабване на агонистичната активност и 

ефективността на новосинтезираните аналози на N/OFQ(1-13)NH2. Това най-

вероятно се дължи на измененото разстояние между основната пептидна верига и 

активния център на рецептора. 

4. Аминокиселините Phe или Arg в първа позиция от пептидната верига, 

съответно на N/OFQ(1-13)NH2 или Ac-RYYRWK-NH2, имат важна роля за 

биологичната им активност: 

4.1. Наличието на аминокиселините Phe1 и Arg1 определя селективността 

към NOP-рецепторите, а отстраняването им води до поява на активност към 

класическите опиоидни рецептори; 

4.2. Заместването на Phe или Arg в първа позиция на тези вериги съответно 

с CnAF (съдържащи 5-, 7- или 8-атомен циклоалканов пръстен), води до 

понижаване на афинитета, ефективността и селективността на новите аналози към 

NOP-рецепторите и поява на активност към класическите опиоидни рецептори; 
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4.3. Внедряването на обемен цикличен заместител към Phe или Arg в първа 

позиция от пептидната верига, съответно на N/OFQ(1-13)NH2 или Ac-RYYRWK-

NH2, за разлика от заместването им, не води до загуба на селективността на новите 

аналози към NOP-рецепторите. 

5. При използваните in vivo експериментални условия, N/OFQ(1-13)NH2 и 

структурният му аналог [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 потискат неврогенната компонента 

на острия възпалителен процес, без да проявяват про- или антиоксидантни 

свойства. 

5.1. Съществува функционална връзка между NOP- и CB1-рецепторите, 

която не се медиира от ванилоидните (TRPV1) рецептори при модел на 

предизвикано с карагенан остро периферно възпалениe; 

5.2. Най-вероятно, N/OFQ(1-13)NH2 и [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 осъществяват 

своето противовъзпалително действие чрез взаимодействие със собствените си 

NOP-рецептори, разположени върху първичните сетивни неврони; 

5.3. Наличието на активирани или свободни канабиноидни СВ1-рецептори 

е условие, за да се реализират инхибиторните ефекти на N/OFQ(1-13)NH2 и 

[Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 при използвания експериментален модел. 
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VII. СПРАВКА ЗА ПРИНОСИТЕ НА ДИСЕРТАЦИОННИЯ ТРУД 
 

1. За първи път е изследвано как се променя биологичната активност на 

N/OFQ(1-13)NH2 при последователното скъсяване на дължината на страничната 

верига на Lys в позиции девет и/или тринадесет от пептдидната му верига. 

Установено е, че заместването на аминокиселината Lys със структурните й аналози 

Orn, Dab или Dap води до промяна на афинитета и ефективността на 

новосинтезираните аналози, но не и на селективността им към NOP-рецепторите. 

2. За първи път са получени данни за биологичната активност на пептидни 

аналози на N/OFQ(1-13)NH2 и Ac-RYYRWK-NH2, съдържащи в аминокрая CnAF (с 

5-, 7- или 8-атомен пръстен). Установено е, че новите съединения потискат в 

различна степен предизвиканите с LFES гладкомускулни съкращения на vas deferens 

от плъх. Потвърдено е значението на аминокиселините Phe и Arg в първа позиция от 

тези пептидни вериги за запазване на селективността и ефективността им. 

3. Получени са оригинални данни в подкрепа на хипотезата, че N/OFQ(1-

13)NH2 и стуктурният му аналог [Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 потискат неврогенната 

компонента на острия възпалителен процес в периферията. 

4. Установено е, че ванилоидните (TRPV1) рецептори не участват в 

механизма на противовъзпалителното действие на N/OFQ(1-13)NH2 и 

[Orn9]N/OFQ(1-13)NH2 при модел на остро, предизвикано с карагенан периферно 

възпаление, като е показано, че ефектите на изследваните пептиди не се променят 

след блокиране на TRPV1-рецепторите. 

5. Доказано е съществуването на функционална връзка между NOP-

рецептора и канабиноидните CB1-рецептори при модел на остро, предизвикано с 

карагенан периферно възпаление, като за първи път е показано, че инхибиторният 

ефект на изследваните пептиди не се проявява след блокиране на СВ1-рецепторите. 
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