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Â ýêñïåðèìåíòàõ in vitro ïîêàçàíî, ÷òî íîâûé ìèìåòèê ôàêòîðà ðîñòà íåðâîâ (NGF)
äèìåðíûé çàìåùåííûé äèïåïòèä ÃÊ-2 â êîíöåíòðàöèè 10 – 5 M è 10 – 8 Ì â èììîðòàëè-
çîâàííûõ êëåòêàõ ãèïïîêàìïà ìûøè ëèíèè ÍÒ-22 óâåëè÷èâàåò ñèíòåç áåëêîâ ýíäîãåí-
íîé ñèñòåìû çàùèòû êëåòêè èç ñåìåéñòâà áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà HSP32 è HSP70, à
òàêæå âûçûâàåò óâåëè÷åíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ òèðîçèíêèíàçû À-ñïåöèôè÷åñêîãî
íåéðîòðîôèíîâîãî ðåöåïòîðà.
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ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Â ïàòîãåíåçå íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé âû-
ÿâëåíî èçìåíåíèå ðÿäà áèîõèìè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, â
òîì ÷èñëå ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ íåéðîòðîôèíîâ, òà-
êèõ êàê NGF è BDNF, ÿâëÿþùèõñÿ ýíäîãåííûìè íåé-
ðîïðîòåêòîðàìè [2, 3, 9, 16]. Çàìåñòèòåëüíàÿ òåðàïèÿ
íåéðîòðîôèíàìè òðóäíî âûïîëíèìà, ïîñêîëüêó ïðè
ñèñòåìíîì ââåäåíèè îíè ïðàêòè÷åñêè íå ïðîíèêàþò
÷åðåç ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêèé áàðüåð. Ïîïûòêè èñïîëü-
çîâàòü èíòðàâåíòðèêóëÿðíóþ, ñóáàðàõíîèäàëüíóþ
äîñòàâêó ñîïðîâîæäàëèñü èììóííûìè ðåàêöèÿìè
[13]. Ïîýòîìó àêòóàëüíûì ÿâëÿåòñÿ ïîèñê íèçêîìîëå-
êóëÿðíûõ àíàëîãîâ íåéðîòðîôèíîâ. Â ÍÈÈ ôàðìàêî-
ëîãèè èì. Â. Â. Çàêóñîâà ÐÀÌÍ áûë ñèíòåçèðîâàí íî-
âûé íèçêîìîëåêóëÿðíûé ìèìåòèê 4-é ïåòëè NGF —
ÃÊ-2, ïðåäñòàâëÿþùèé çàìåùåííûé äèìåðíûé äèïåï-
òèä, ãåêñàìåòèëåíäèàìèä áèñ-(N-ñóêöèíèë-ãëóòà-
ìèë-ëèçèíà) [Ñåðåäåíèí Ñ. Á., Ãóäàøåâà Ò. À. Çàÿâêà
íà èçîáðåòåíèå ðåã. ¹2009105176, ïðèîðèòåò îò
16.02.2009]. Ðàíåå íàìè ïîêàçàíî, ÷òî â ýêñïåðèìåíòàõ
in vitro ÃÊ-2 îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ çàùèùàòü íåéðî-
íû îò äåéñòâèÿ ðàçëè÷íûõ ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ.
Èññëåäîâàíèå ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ íåéðîïðî-
òåêòîðíîãî äåéñòâèÿ äàííîãî ïåïòèäà ÿâëÿëîñü çàäà-
÷åé äàííîé ðàáîòû.

ÌÅÒÎÄÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà êóëüòóðå íåéðîíîâ ëè-
íèè ÍÒ-22 (èììîðòàëèçîâàííûå êëåòêè ãèïïîêàìïà
ìûøè). Ïåïòèäíûé ìèìåòèê ôàêòîðà ðîñòà íåðâîâ
ÃÊ-2 ñèíòåçèðîâàí â îòäåëå õèìèè ÍÈÈ ôàðìàêîëî-
ãèè èì. Â. Â. Çàêóñîâà ÐÀÌÍ. ÃÊ-2 âíîñèëè â êîíå÷-
íûõ êîíöåíòðàöèÿõ 10 – 5 Ì è 10 – 8 Ì äëÿ îöåíêè ñî-
äåðæàíèÿ áåëêîâ HSP70 è HSP32 çà 24 ÷ äî ëèçèñà
êëåòîê. Âëèÿíèå íà ïðîöåññ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ TrkA
îöåíèâàëè ÷åðåç 1 è 2 ìèí ïîñëå äîáàâëåíèÿ ïåïòèäà â

êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó. Â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîí-
òðîëÿ èñïîëüçîâàëè NGF â êîíöåíòðàöèè 100 íã/ìë.

Âëèÿíèå ÃÊ-2 íà ïðîöåññ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ òèðî-
çèíêèíàçû À (TrkA) è ñîäåðæàíèå HSP32 è HSP70 â
êëåòêàõ ÍÒ-22 îïðåäåëÿëè ìåòîäîì Âåñòåðí-áëîò àíà-
ëèçà [10] ñ èñïîëüçîâàíèåì ïåðâûõ ìîíîêëîíàëüíûõ
àíòèòåë ïðîòèâ ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû òèðîçèí-
êèíàçû À — p-TrkA (Santa Cruz Biotechnology) â ðàçâå-
äåíèè 1:1000, ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê áåëêó HSP32
(Stressgen) ïðè ðàçâåäåíèè 1:1000 è ìîíîêëîíàëüíûõ
àíòèòåë ê HSP70 (Santa Cruz Biotechnology) â òàêîì æå
ðàçâåäåíèè ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå âíåñåíèÿ ïåïòèäà â òå÷å-
íèå 1 ÷. Çàòåì ïîñëå îòìûâêè áëîòû èíêóáèðîâàëè â
ïðèñóòñòâèè âòîðûõ àíòèòåë (Santa Cruz
Biotechnology), êîíúþãèðîâàííûõ ñ ïåðîêñèäàçîé õðå-
íà (ðàçâåäåíèå 1:2000) â òå÷åíèå 1 ÷. Äåòåêòèðîâàíèå
p-TrkA, HSP70 è HSP32 îñóùåñòâëÿëè â ðåàêöèè ñ
ECL-ðåàãåíòàìè (Santa Cruz Biotechnology) íà ïëåíêó
ôèðìû Kodak. Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ
ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Áèîëîãè÷åñêèå ýôôåêòû NGF ðåàëèçóþòñÿ ÷åðåç
äâà ðàçëè÷íûõ ðåöåïòîðà: Trk À ñ òèðîçèíêèíàçíîé
àêòèâíîñòüþ [14] è íåéðîòðîôèíîâîãî p75 ðåöåïòîðà
[7]. Òèðîçèíêèíàçíûå ðåöåïòîðû, îáëàäàþùèå âûñî-
êèì ñðîäñòâîì ê íåéðîòðîôèíàì, èãðàþò âåäóùóþ
ðîëü â ïðîöåññàõ ðîñòà, ðàçâèòèÿ è äèôôåðåíöèðîâêè
êëåòîê, à òàêæå ðåàëèçàöèè íåéðîïðîòåêòîðíûõ
ñâîéñòâ íåéðîòðîôèíîâ ÷åðåç îñíîâíûå áèîõèìè÷å-
ñêèå ïóòè, àêòèâàöèÿ êîòîðûõ ïðèâîäèò ê ñèíòåçó ðàç-
ëè÷íûõ áåëêîâ, à òàêæå ê èõ ïîñëåäóþùèì ìîäèôèêà-
öèÿì è òðàíñëîêàöèÿì, îáóñëîâëèâàþùèì íåéðîïðî-
òåêòîðíûé ýôôåêò íåéðîòðîôèíîâ [14].

Ñâÿçûâàíèå NGF ñ ýêñòðàêëåòî÷íûì äîìåíîì åãî
Trk À ðåöåïòîðà âûçûâàåò èçìåíåíèå êîíôîðìàöèè
ðåöåïòîðà. Äàëåå ñèãíàë ïåðåäàåòñÿ íà Ñ-êîíöåâîé öè-
òîïëàçìàòè÷åñêèé äîìåí ïî òðàíñìåìáðàííîìó äîìå-
íó ñ àêòèâàöèåé öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî äîìåíà. Ïðîòå-
èíêèíàçà ïåðåíîñèò ãàììàôîñôàò îò ÀÒÔ íà áå-
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ëîê-ñóáñòðàò. Òàêèì îáðàçîì ôîñôîðèëèðóþòñÿ òèðî-
çèíîâûå îñòàòêè áåëêà-ñóáñòðàòà, êîòîðûé âçàèìîäåé-
ñòâóåò ñ, èëè ëåæèò âáëèçè, öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî äî-
ìåíà Trk ðåöåïòîðà. Åñëè ñîåäèíåíèå (â äàííîì
ñëó÷àå ïåïòèä) ÿâëÿåòñÿ ëèãàíäîì ðåöåïòîðà, ñîäåð-
æàíèå ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû Trk À óâåëè÷èâàåò-
ñÿ. Â ñâÿçè ñ ýòèì ïåðâûì ýòàïîì ðàáîòû ñòàëî èññëå-
äîâàíèå âëèÿíèÿ ïåïòèäà ÃÊ-2 íà ïðîöåññ ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ òèðîçèíêèíàçû À (TrkA) â êóëüòóðå íåéðî-
íîâ ëèíèè ÍÒ-22 ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà Âåñ-
òåðí-áëîò àíàëèçà. Ïåïòèä äîáàâëÿëè â ñðåäó êóëüòè-
âèðîâàíèÿ â êîíå÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ 10 – 5 Ì è
10 – 8 Ì. Êëåòêè ëèçèðîâàëè ÷åðåç 1 è 2 ìèí ïîñëå âíå-
ñåíèÿ ÃÊ-2. Âðåìÿ ýêñïîçèöèè êëåòîê ïåïòèäîì áûëî
ïîäîáðàíî ýêñïåðèìåíòàëüíûì ñïîñîáîì, ó÷èòûâàÿ
äàííûå î äîñòàòî÷íî áûñòðîì (îò íåñêîëüêèõ ñåêóíä)
âçàèìîäåéñòâèè íåéðîòðîôèíîâ ñ èõ ðåöåïòîðàìè
[12]. Â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâà-
ëè ôàêòîð ðîñòà íåðâîâ NGF â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
100 íã�ìë [4].

Íà ïåðâîé ìèíóòå ýêñïîçèöèè ôîñôîðèëèðîâàíèå
òèðîçèíêèíàçû íàáëþäàåòñÿ òîëüêî ïðè âíåñåíèè ïåï-
òèäà ÃÊ-2 (10 – 5 Ì), òîãäà êàê óðîâåíü ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ ïîä äåéñòâèåì NGF íå îòëè÷àåòñÿ îò êîíòðîëü-

íîãî (ðèñ. 1, à ). ×åðåç 2 ìèí ýêñïîçèöèè ïðîèñõîäèò
óâåëè÷åíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ òèðîçèíêèíàçû À ïðè
âíåñåíèè ïåïòèäà ÃÊ-2 â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
10 – 8 Ì è NGF. Óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïîä äåéñò-
âèåì ÃÊ-2 â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10 – 5 Ì íå îòëè-
÷àåòñÿ îò êîíòðîëüíîãî (ðèñ. 1, á ). Òàêèì îáðàçîì, ðå-
çóëüòàòû ýòîãî ýêñïåðèìåíòà ïîêàçûâàþò, ÷òî ïåïòèä
ÃÊ-2 ÿâëÿåòñÿ òàê æå, êàê è NGF, ëèãàíäîì òèðîçèíêè-
íàçíîãî ðåöåïòîðà.

Èç ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ èçâåñòíî, ÷òî ôàêòîð ðîñ-
òà íåðâîâ NGF ñòèìóëèðóåò ñèíòåç öèòîïðîòåêòîðíî-
ãî áåëêà Hsp32, èëè ãåìîêñèãåíàçû-1 è Hsp70, êîòîðûå
çàùèùàþò íåéðîíû îò ãèáåëè, îáóñëîâëåííîé îêèñëè-
òåëüíûì ñòðåññîì, è îáåñïå÷èâàþò åãî íåéðîïðîòåê-
òîðíîå äåéñòâèå [8, 15]. Ïðîâåðêà ãèïîòåçû î òîì, ÷òî
â ìåõàíèçì íåéðîïðîòåêòîðíîãî äåéñòâèÿ ÃÊ-2 âêëþ-
÷åíà àêòèâàöèÿ ñèíòåçà íåéðîïðîòåêòîðíûõ áåëêîâ
Hsp32 è Hsp70, ÿâèëàñü ñëåäóþùèì ýòàïîì èññëåäîâà-
íèé.

Íà ðèñ. 2, à è á ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû Âåñ-
òåðí-áëîò àíàëèçà âëèÿíèÿ ÃÊ-2 â êîíå÷íûõ êîíöåí-
òðàöèÿõ 10 – 5 Ì è 10 – 8 Ì íà íàêîïëåíèå HSP32 è
HSP70 â êóëüòóðå ãèïïîêàìïàëüíûõ íåéðîíîâ ëèíèè
ÍÒ-22 (äàííûå 3 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ). Ïðîáû
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ÃÊ-2 íà ôîñôîðèëèðîâàíèå TrkA â êóëüòóðå
ãèïïîêàìïàëüíûõ íåéðîíîâ ëèíèè ÍÒ-22, 1 ìèí (à) è 2 ìèí (á)
ýêñïîçèöèè (îðèãèíàëüíûé Âåñòåðí-áëîò è ðåçóëüòàòû åãî äåí-
ñèòîìåòðèè). Äîðîæêè: 1 — êîíòðîëü, 2 — NGF (100 íã�ìë), 3
— ÃÊ-2 (10 – 5 Ì), 4 — ÃÊ-2 (10 – 8 Ì). Îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ äî-
ñòîâåðíû: * — p � 0,05. Î.Ä.Å. — îòíîñèòåëüíûå äåíñèòîìåò-
ðè÷åñêèå åäèíèöû.
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Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ÃÊ-2 íà íàêîïëåíèå HSP32 (à) è HSP70 (á) â
êóëüòóðå ãèïïîêàìïàëüíûõ íåéðîíîâ ëèíèè ÍÒ-22 (îðèãèíàëü-
íûé Âåñòåðí-áëîò è ðåçóëüòàòû åãî äåíñèòîìåòðèè). Äîðîæêè:
1 — êîíòðîëü, 2 — NGF (100 íã�ìë), 3 — ÃÊ-2 (10 – 5 Ì), 4 —
ÃÊ-2 (10 – 8 Ì). Îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ äîñòîâåðíû: * — p � 0,05.
Î.Ä.Å. — îòíîñèòåëüíûå äåíñèòîìåòðè÷åñêèå åäèíèöû.



àíàëèçèðîâàëè ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå âíåñåíèÿ ïåïòèäîâ.
NGF äîñòîâåðíî óâåëè÷èâàë ñèíòåç äàííûõ áåëêîâ.
Ïåïòèä ÃÊ-2 â îáåèõ èññëåäóåìûõ êîíå÷íûõ êîíöåí-
òðàöèÿõ âûçûâàåò íàêîïëåíèå áåëêîâ HSP70 è HSP32.
Òàêèì îáðàçîì, íåéðîïðîòåêòîðíîå äåéñòâèå ïåïòèäà
ÃÊ-2 ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî àêòèâàöèåé ñèíòåçà
äàííûõ ýíäîãåííûõ íåéðîïðîòåêòîðíûõ áåëêîâ.

HSP70 ÿâëÿåòñÿ ìîëåêóëÿðíûì øàïåðîíîì, ó÷àñò-
âóþùèì â ðåíàòóðàöèè ïîâðåæäåííûõ áåëêîâ [11].
Íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî, áëàãîäàðÿ ñâîèì øàïå-
ðîííûì ôóíêöèÿì, HSP70 ìîæåò èíãèáèðîâàòü îáðà-
çîâàíèå ôèáðèëë àëüôà-ñèíóêëåèíà ïðè áîëåçíè Ïàð-
êèíñîíà è áåòà-àìèëîèäà ïðè áîëåçíè Àëüöãåéìåðà
[5, 6], êîòîðûå, íàðÿäó ñî ñíèæåíèåì ñîäåðæàíèÿ íåé-
ðîòðîôèíîâ, ÿâëÿþòñÿ âàæíûì çâåíîì ïàòîãåíåçà äàí-
íûõ íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé.

Ñèñòåìà ãåìîêñèãåíàçû-1, èëè HSP32 ÿâëÿåòñÿ âàæ-
íîé ñîñòàâëÿþùåé â çàùèòíîì ìåõàíèçìå êëåòêè îò
ñòðåññîâûõ ñîñòîÿíèé. Íåéðîïðîòåêòîðíûé ýôôåêò
äàííîãî áåëêà îáóñëîâëåí ñëåäóþùèìè ìåõàíèçìàìè:
ðåãóëÿöèåé óðîâíÿ öÃÌÔ è àíòèàïîïòîòè÷åñêîãî áåë-
êà bcl-2 â íåéðîíàõ, èíãèáèðîâàíèåì ÿäåðíîé ëîêàëè-
çàöèè àïîïòîòè÷åñêîãî áåëêà ð53, óâåëè÷åíèåì àíòè-
îêñèäàíòíîãî ïîòåíöèàëà êëåòêè ïóòåì ñíèæåíèÿ èí-
òåíñèâíîñòè ïåðåêèñíîãî îêèñëåíèÿ ëèïèäîâ, óâåëè-
÷åíèåì óðîâíÿ áåëêà ôåððèòèíà, ñîäåðæàùåãî æåëåçî
è îáëàäàþùåãî àíòèîêñèäàíòíûìè ñâîéñòâàìè [17].
Ðîëü ãåìîêñèãåíàçû-1 â ðàçâèòèè íåéðîäåãåíåðàòèâ-
íûõ ïðîöåññîâ ÿâëÿåòñÿ äâîÿêîé: ñ îäíîé ñòîðîíû îíà
ó÷àñòâóåò âî âíóòðèêëåòî÷íîì êàòàáîëèçìå ïðîîêñè-
äàíòíîé ìîëåêóëû ãåìà â àíòèîêñèäàíòíûå æåë÷íûå
ïèãìåíòû è ïîìîãàåò ñîõðàíèòü îêèñëèòåëüíî-âîññòà-
íîâèòåëüíûé ïîòåíöèàë íåéðîíîâ, ñ äðóãîé — åå ãè-
ïåðýêñïðåññèÿ âûçûâàåò íàêîïëåíèå äâóõâàëåíòíîãî
æåëåçà âíóòðè êëåòêè è ïîâðåæäåíèå ìèòîõîíäðèé.
Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî HSP32 ÿâëÿåò-
ñÿ ïîòåíöèàëüíûì áèîëîãè÷åñêèì ìàðêåðîì íåéðîäå-
ãåíåðàòèâíûõ ïðîöåññîâ. Ðåãóëÿöèÿ ýêñïðåññèè ýòîãî
áåëêà ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ïîäõîäîâ â ëå÷åíèè ðàçëè÷-
íûõ ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé ìîçãà [1, 18].

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò çà-
êëþ÷èòü, ÷òî ïåïòèä ÃÊ-2, îáëàäàþùèé íåéðîïðîòåê-
òîðíûìè ñâîéñòâàìè, èìèòèðóþùèé ýôôåêòû ôàêòîðà
ðîñòà íåðâîâ NGF, ÿâëÿþùèéñÿ ìàëîé ìîëåêóëîé,
ñïîñîáíîé ïðåîäîëåâàòü ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêèé áàðü-
åð — ïåðñïåêòèâíîå ñîåäèíåíèå äëÿ ôàðìàêîëîãè÷å-

ñêîé ðàçðàáîòêè ñðåäñòâà ëå÷åíèÿ íåéðîäåãåíåðàòèâ-
íûõ çàáîëåâàíèé.

ÂÛÂÎÄÛ

1. Óñòàíîâëåíû ëèãàíäíûå ñâîéñòâà ÃÊ-2 ê òèðî-
çèíêèíàçíîìó ðåöåïòîðó.

2. Â ìåõàíèçì íåéðîïðîòåêòîðíîãî äåéñòâèÿ ÃÊ-2
âîâëå÷åíà àêòèâàöèÿ ñèíòåçà áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà
HSP32 è HSP70.
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NEUROPROTECTIVE EFFECT OF LOW-MOLECULAR PEPTIDE MIMETIC (GK-2) OF NERVE GROWTH
FACTOR IS RELATED TO ACTIVATED SYNTHESIS OF HEAT SHOCK PROTEINS (HSP32 AND HSP70)
AND INCREASED PHOSPHORYLATION OF TRKA RECEPTOR

T. A. Antipova

Zakusov Institute of Pharmacology, Russian Academy of Medical Sciences, Baltiiskaya ul. 8, Moscow, 125315 Russia

Experiments in vitro showed that dimeric linear substituted dipeptide GK-2-a new mimetic of the nerve growth factor (NGF) – introduced in a concentration of

10 – 5 M and 10 – 8 M in the culture of immortalized murine hippocampal cell line HT-22 increases the synthesis of heat shock proteins HSP32 and HSP70 (neu-

roprotectors belonging to the endogenous system of cell protection) and stimulates tyrosine phosphorylation of TrkA receptor, which is specific for neurotro-

phins.

Key words: neurotrophins, NGF, GÊ-2, HSP32, HSP70, TrkA
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