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HFRWPGP (ACTH6–9PGP), KKRRPGP, PyrRP В КУЛЬТИВИРУЕМЫХ 
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Глутаматная (Glu) эксайтотоксичность, сопровождающая ишемию мозга или ЧМТ, является веду-
щим механизмом последующей гибели нейронов. В настоящей работе изучено влияние пептидов
HFRWPGP(ACTH6–9PGP), KKRRPG и PyrRP на выживаемость культивируемых корковых нейро-
нов на фоне эксайтотоксического действия Glu (100 мкM). Биохимический (МТТ/WST) и морфо-
метрический анализы показали, что в зависимости от дозы ACTH6–9PGP и KKRRPGP защищают
нейроны от гибели, в то время как PyrRP – усиливает. Нейропротекторный эффект ACTH6–9PGP
заключается в замедлении развития отсроченной кальциевой дизрегуляции и синхронной митохон-
дриальной деполяризации. Из исследуемых пептидов только ACTH6–9PGP достоверно увеличивал
количество нейронов, восстановивших Са2+ гомеостаз после отмены действия Glu. Влияние
KKRRPGP было менее выраженным, а PyrRP, наоборот, уменьшал число нейронов с низкой [Са2+]i.
Данное исследование позволило выявить высокую терапевтическую значимость ACTH6–9PGP и оце-
нить перспективы его возможного клинического применения.
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Регуляторные пептиды являются естествен-
ными модуляторами метаболизма и множества
различных физиологических процессов в голов-
ном мозге, способствуют адаптации клеток к
факторам стресса, участвуют в механизмах ней-
ропротекции и пролиферации [1]. Ранее в опытах
на культивируемых нейронах нами были получе-
ны данные о нейропротекторных эффектах
ACTH4–7PGP (cемакса) и PGP [2]. В условиях ин-
дуцированной Glu гибели нейронов семакс и

PGP в зависимости от дозы препарата уменьшали
количество нейронов с высоким уровнем Са2+. В
исследованиях с участием детей в возрасте до
1 года, перенесших перинатальные нарушения
мозгового кровообращения, было выявлено, что
длительная (в течение месяца) терапия 0.1% рас-
твором семакса приводит к уменьшению содер-
жания биохимических маркеров повреждения
мозга (S100b и NSE) и увеличению уровня марке-
ра репарации нейронов (BDNF) [3]. В настоящее
время появились данные, что наиболее коротким
фрагментом молекулы АКТГ, сохраняющим ней-
ротрофическую активность, является фрагмент
АКТГ(6–9), а присоединение к нему PGP удли-
няет время действия этого пептида [5, 6].
ACTH6–9PGP повышает жизнеспособность куль-
тивируемых клеток глии, полученных из коры
больших полушарий мозга крыс с ишемическим
повреждением мозга [6]. При исследовании влия-
ния ACTH6–9PGP на размер некротического оча-
га у крыс оказалось, что данный пептид, как и се-
макс, почти вдвое уменьшает размер некроза при
развитии ишемического инсульта у крыс [5]. Од-
нако механизмы его нейропротекторного дей-
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ствия и, в частности, на кальциевый гомеостаз и
функцию митохондрий при Glu эксайтотоксич-
ности не изучены. Ранее нами, а также другими
авторами было показано, что при токсическом
действии Glu в культивируемых нейронах разви-
вается отсроченная кальциевая дизрегуляция
(ОКД), сопровождаемая синхронной митохон-
дриальной деполяризацией (МД) [7–9]. Развитие
ОКД и МД приводит, в конечном счете, к гибели
нейронов путем апоптоза или некроза [7, 10]. Це-
лью настоящей работы являлось изучение влия-
ния ACTH6–9PGP на выживаемость культивируе-
мых нейронов, на кальциевый гомеостаз и функ-
цию митохондрий при Glu эксайтотоксичности.
Эффекты АКТГ(6–9)-PGP сравнивались с влия-
нием других синтезированных de novo олигопеп-
тидов KKRRPGP и PyrRP.

МЕТОДЫ

Нейроглиальные культуры приготавливали из
коры головного мозга крысят (Р1-Р2) линии Ви-
стар стандартным способом [11]. Эксперименты с
животными выполняли в соответствии с норма-
тивными документами, рекомендованными Ев-
ропейским научным фондом и приказом Мин-
здравсоцразвития России “Об утверждении пра-
вил лабораторной практики” № 708н от
23.08.2010 г.

Выживаемость нейроглиальной культуры в
условиях Glu эксайтотоксичности определяли
биохимическими методами и морфометрически
как отношение живых к мертвым через 24 ч после
прекращения действия Glu (100 мкM, Gly
10 мкМ, – Mg2+, 1 ч). Оптическую плотность фор-
мазана – восстановленной соли тетразолия
(МТТ) или его водорастворимой формы (WST)
измеряли с помощью мультимодального план-
шетного ридера ClarioStars (BMG Labtech, Герма-
ния). Полученные данные нормировали, прини-
мая поглощение формазана в контрольных куль-
турах за 100%, а поглощение в лунках,
содержащих только буфер, за 0%. Пептиды PyrRP
и KKRRPGP и ACTH6–9PGP добавляли за 1 ч до
Glu. Фракцию живых клеток для морфометриче-
ского анализа определяли с помощью флуорес-
центного зонда Syto-13 (1 мкМ, ex/em 485/530 нм);
некротические клетки – по флуоресценции эти-
диум гомодимера (EthD-1) (2 мкМ, ex/em
565/610 нм); апоптотические клетки – по ядрам
клеток, окрашенных Hoechst 33342 (1 мкМ, ex/em
343/483 нм). Флуоресцентные фотографии полу-
чали на микроскопе EVOS FL Auto (США) с ис-
пользованием одноименной рабочей программы.
Полученные изображения обрабатывали при по-
мощи открытых программ: Ilastik, CellProfiler,
CellProfilerAnalyst, Knime.

Флуоресцентно-микроскопические измере-
ния концентрации свободного Са2+ в цитоплазме
([Ca2+]i) и трансмембранного потенциала мито-
хондрий (ΔΨmit) выполнены в индивидуальных
клетках с помощью флуоресцентно-микроскопи-
ческой системы анализа изображения на основе
микроскопа Olympus XI-70 (Япония), источника
света Lumbda 10-2 (Sutter Instrumets, США), ка-
меры CoolSnap HQ2 (Photometrics, США). Изме-
рения производили непрерывно (1 кадр/30 с), ис-
пользуя низкоаффинный флуоресцентный Са2+

индикатор Fura-FF (еx/em 340 и 380/525 нм) и по-
тенциал-чувствительный митохондриальный
зонд Rh123 (ex/em 485/525 нм). Измерения вы-
полнены, как описано в статье [7], при темпера-
туре 27–29оС в солевом буфере (мМ): 130 NaCl,
5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 20 HEPES, 5 glucose,
pH 7.4. Для отмывания Glu использовали буфер, в
котором Са2+ заменен на EGTA (100 мкМ) и Mg2+

(2 мМ). Данные записывали программой Meta-
Fluor в виде изображений всего наблюдаемого
участка. Записанные изображения обрабатывали
в программе MetaFluor Analyst (Molecular Device
Corp., США). Статистическую обработку прово-
дили при помощи программы “GraphPad Prism
6.0” (GraphPad Software Inc., США). В случае нор-
мального распределения данных для оценки раз-
личий использовали One-Way Anova with Sidak’s
multiple comparisons test; в противном случае –
Kruskall-Wallis with Dunn’s multiple comparisons
test.

РЕЗУЛЬТАТЫ

WST-тест показал гибель клеток (35%) на фоне
токсического действия Glu. ACTH6–9PGP в кон-
центрациях 10 и 30 мкМ достоверно увеличивал
выживаемость клеток на 32 и 34% соответствен-
но. Используемый в настоящей работе в качестве
пептида сравнения PGP в дозе 10 мкМ оказывал
нейропротекторный эффект аналогично ранее
полученным данным [5]. Предварительная инку-
бация клеток с пептидом KKRRPGP (3–100 мкM)
приводила к незначительному повышению вы-
живаемости, а PyrRP (3–100 мкM) не оказывал
защитного эффекта. Сами пептиды без Glu никак
не влияли на смешанную клеточную культуру (не
показано). Аналогичные результаты были полу-
чены при морфометрической оценке выживаемо-
сти и с использованием МТТ, где токсический
эффект Glu составил более 50% (не показано).
Морфометрический анализ клеточных культур
также выявил небольшое увеличение доли живых
клеток (15%) при совместной инкубации Glu и
KKRRPGP (30 мкМ). Пептид в трех концентра-
циях (10, 30, 100 мкМ) статистически значимо
снижал (21%) долю клеток с некрозом, не влияя
на долю апоптотических клеток (рис. 2).
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Рис. 1. Влияния ACTH6–9PGP (3–100 мкМ) на выживаемость нейро-глиальной культуры в условиях глутаматной эк-
сайтотоксичности (WST-тест). M ± SEM, N – количество лунок; **P < 0.01 к контролю; #P < 0.05 к Glu.
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Рис. 2. Морфологический анализ живых, апоптотических и некротических клеток нейро-глиальной культуры после
инкубации с Glu (100 мкM) и ККRRPGP (10–100 мкМ). M ± SEM, N – количество фотографий, **** – P < 0.0001 к
контролю, # – P < 0.05; ## – P < 0.01; ### – P < 0.005 к Glu.
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Как и в предыдущих наших исследованиях,
Glu вызывал развитие ОКД и синхронной МД [2, 7].
В большинстве нейронов ОКД заканчивалось
развитием Ca2+–плато, большая часть клеток
была не способна восстановить исходный (доглу-
таматный) уровень [Ca2+]i. ACTH6–9PGP в кон-
центрациях 10 и 30 мкM повышал количество
клеток, восстанавливающих Ca2+ гомеостаз на 56
и 80% соответственно. Пептид увеличивал на 57%
латентный период наступления ОКД (LAG пери-
од), т.е. ОКД и синхронная МД развивались поз-
же, чем при действии одного Glu (табл. 1).
KKRRPGP только в дозе 10 мкM повышал на 9%
способность клеток возвращаться к исходной
[Ca2+]i. PyrRP (10 мкM) вызывал обратный эф-
фект. Способность клеток восстанавливать каль-
циевый гомеостаз при этом уменьшилась на 17%,
а скорость восстановления ΔΨmit снизилась на
52%.

ОБСУЖДЕНИЕ
Нейротоксичность высоких доз Glu связана с

интенсивным входом Ca2+ в нейроны, развитием
ОКД и синхронной МД, что может играть решаю-
щую роль в повреждении и гибели нейронов [8–10].
Происходящие при этом внутриклеточные про-
цессы включают активацию Ca2+-зависимых
ферментов, например протеаз, с последующим
изменением структуры и активности множества
белков как в цитозоле, так и в органеллах [12, 13].
В последние годы большое внимание уделяется
пептидергической регуляции гомеостаза [1, 4],
которая формирует компенсаторно-приспособи-
тельные реакции организма на нарушение гомео-
статического баланса, что послужило основой
для создания лекарственных препаратов. В насто-
ящей работе изучено влияние вновь синтезиро-
ванных пептидов ACTH6–9PGP, KKRRPGP и
PyrRP на выживаемость нейронов и нарушение
Са2+ гомеостаза в культивируемых нейрональных
клетках коры головного мозга при Glu эксайто-
токсичности. Анализ выживаемости с помощью
биохимических тестов показал, что ни один из
исследуемых пептидов не оказывает токсическо-

го влияния на первичную нейро-глиальную куль-
туру коры. Однако только ACTH6–9PGP (10 и
30 мкМ) повышает (31 и 34%) способность нейро-
нов противостоять эксайтотоксическому дей-
ствию Glu. Другие пептиды KKRRPGP и Pyr-RP
не проявили выраженного защитного действия.
Неожиданно выявленный при морфометриче-
ском анализе, нейропротекторный эффект
KKRRPGP, вероятно, связан с высокой чувстви-
тельностью данного метода.

Ранее мы показали, что семакс и PGP облада-
ют нейропротекторным действием, нормализуя
избыточную [Ca2+]i в нейронах, причем PGP был
более эффективным, чем семакс [2]. В настоящем
исследовании было обнаружено, что ACTH6–9PGP
(10 и 30 мкМ) защищает нейроны от токсического
действия Glu, увеличивая время наступления
ОКД и количество нейронов восстановивших
Са2+ гомеостаз. Менее выраженным эффектом
обладал KKRRPGP, а PyrRP, наоборот, данные
параметры снижал. В опытах in vivo было показа-
но, что ACTH6–9PGP обладает ноотропной актив-
ностью, но длительность его эффекта значитель-
но меньше, чем у семакса [5]. В настоящей работе
в условиях in vitro ACTH6–9PGP в отличие от се-
макса [5] был эффективен в меньших дозах.

Таким образом, проведенные исследования
показали, что ACTH6–9PGP и KKRRPGP защи-
щают нейрональные клетки, нормализуя Са2+ го-
меостаз, в то время как PyrRP не обладает таким
эффектом.
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Таблица 1. Влияние пептидов на кальциевый гомеостаз клеток первичной нейро-глиальной культуры в условиях
Glu эксайтотоксичности

Эффекты показаны в сравнении с Glu (мкM); проведено 3 эксперимента (∼200 клеток) для каждой концентрации.

Параметр

Пептид [Ca2+]i после отмены Glu LAG период Восстановление ΔΨmit

ACTH6–9PGP ↓**** – P < 0.001 для концентраций
10 и 30 мкМ ↑* – P < 0.05 для 30 мкМ ↑** – P < 0.01 для 30 мкМ

KKRRPGP ↓** – P < 0.005 для 10 мкМ Нет эффекта ≪
PyrRP ↑** – P < 0.01 для 10 мкМ ≪ ↓*** – P < 0.005 для 10 мкМ
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NEUROPROTECTIVE POTENTIAL OF PEPTIDES HFRWPGP (ACTH6–9PGP), 
KKRRPGP, PyrRP IN CULTURED CORTICAL NEURONS 

AT GLUTAMATE EXCITOTOXICITY
Z. V. Bakaevaa,#, A. M. Surina,b, N. V. Lizunovaa,c, A. E. Zgodovaa,d, I. A. Krasilnikovaa, A. P. Fisenkoa, 
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Glutamate (Glu) excitotoxicity, arising from brain ischemia or traumatic brain injury, is the leading mecha-
nism of neuronal death. In present work, we studied the effects of the peptides HFRWPGP (ACTH6–9PGP),
KKRRPG, and PyrRP on the survival of cultured cortical neurons at excitotoxicity of Glu (100 μM). Bio-
chemical (MTT/WST) and morphometric analyzes showed that depending on the dose, ACTH6–9PGP and
KKRRPGP protect neurons from the cells death, while PyrRP – enhances. The neuroprotective effect of
ACTH6–9PGP is accompanied by a slowdown in the development of delayed calcium dysregulation and syn-
chronous mitochondrial depolarization. Among the studied peptides, only ACTH6–9PGP significantly in-
creased the number of neurons that restored Ca2+ homeostasis after Glu was canceled. The influence of
KKRRPGP was less pronounced, and PyrRP, on the contrary, reduced the number of neurons with low
[Ca2+]i. Thus, this study revealed the high therapeutic significance of ACTH6–9PGP and assessed the pros-
pects for its possible clinical use.

Keywords: cultured cortical neurons, glutamate excitotoxicity, survival, intracellular calcium, mitochondrial
potential, peptides
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