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ГК-2 — дипептидный миметик 4-й петли NGF —  
увеличивает содержание BDNF и активен  

на клеточной модели болезни Паркинсона
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Аннотация 
NGF в концентрации 100 нг/мл при добавлении за 24 ч до 6-гидроксидофамина и после повреждения полностью предотвращал развитие по-

вреждающего действия нейротоксина. Дипептид ГК-2 в концентрации 10−5 М, подобно NGF, проявлял защитный эффект на клеточной модели болезни 
Паркинсона. По данным Вестерн-блот анализа NGF через 24 ч после внесения увеличивал содержание BDNF в клетках НТ-22 в 1,6 раза по сравнению 
с контролем, а дипептид ГК-2 в концентрации 10−8 М — в 1,4 раза по сравнению с контролем.
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GK-2 — dipeptide mimetic of 4th loop NGF increases the level of BDNF and is active in the cell model of Parkinson's disease
Tatyana A. Antipova, Sergey V. Nikolaev

Federal research center for innovator and emerging biomedical and pharmaceutical technologies, Moscow, Russian Federation

Abstract 
NGF at a concentration of 100 ng / ml when added 24 hours before 6-OHDA and after damage completely prevented the development of the damaging 

effect of neurotoxin. Dipeptide GK-2 at a concentration of 10−5 M, similar to NGF, showed a protective effect on the cellular model of Parkinson's disease. 
According to the Western blot analysis NGF increased the level of BDNF in the HT-22 cells 1.6 times compared to the control, and dipeptide GK-2 at a 
concentration of 10−8 M — 1.4 times compared to the control.
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Введение / Introduction

В ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных 
биомедицинских и фармацевтических технологий» 
был сконструирован и синтезирован димерный ди-
пептидный миметик 4-й петли фактора роста нервов 
(NGF), гексаметилендиамид бис-(N-моносукцинил-
L-глутамил-L-лизина), получивший лабораторный 
шифр ГК-2 [1]. Этот дипептид активировал специ-
фический для NGF тирозинкиназный рецептор 
TrkA и обладал нейропротекторной активностью  
в экспериментах как in vitro, так и in vivo на моделях 
нейродегенеративных заболеваний [2]. Для ГК-2 
были также выявлены антипаркинсонические эф-
фекты в экспериментах in vivo на моделях галопери-
доловой каталепсии и паркинсонического синдрома, 
индуцированного МФТП или 6-гидроксидофамином 

(6-OHДA) [3]. Болезнь Паркинсона характеризуется 
гибелью дофаминергических нейронов, на которых 
отсутствуют TrkA рецепторы, но экспрессируются 
специфические для BDNF рецепторы TrkB [4]. BDNF 
также способен защищать нейроны от гибели и про-
являть антипаркинсонический эффект [5]. Поскольку 
известно, что NGF повышает экспрессию BDNF  
в нейронах, то мы предположили, что способность 
миметика NGF дипептида ГК-2 проявлять антипар-
кинсоническую активность связана с его способно-
стью влиять на содержание BDNF в нейронах.

Для доказательства нашего предположения  
о связи антипаркинсонического эффекта ГК-2  
с индукцией синтеза BDNF, в настоящей работе мы 
показали, что ГК-2 активен на клеточной модели 
болезни Паркинсона и способен увеличивать со-
держание BDNF в культуре нейрональных клеток.



¹ 3. 2025 4 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

ПОИСК НОВЫХ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ
SEARCH FOR NEW DRUGS

Материалы и методы / Materials and methods

1. Препараты
Дипептид ГК-2 был синтезирован в отделе химии 

лекарственных средств «ФИЦ оригинальных и пер-
спективных биомедицинских и фармацевтических тех-
нологий» как описано ранее [6]. Клетки нейробластомы 
человека линии SH-SY5Y были получены из ФГБНУ 
«РОНЦ имени Н.Н. Блохина», иммортализованные 
клетки гиппокампа мыши линии НТ-22 из клеточного 
банка Утрехтского университета (Голландия).

Для изучения влияния ГК-2 на содержание 
BDNF миметик использовали в виде стерильного 
водного раствора в конечной концентрации 10−8 

М, установленной в экспериментах по нейропро-
текторному действию этого соединения на культуре 
гиппокампальных клеток линии НТ-22 [7].

Для изучения антипаркинсонической активно-
сти на клетках SH-SY5Y использовали ГК-2 в виде 
стерильного водного раствора в концентрациях 
10−5–10−8М.

В качестве положительного контроля использова-
ли NGF (мышиный NGF 7S, Thermo Fisher Scentific, 
США) в конечной концентрации 10−9 М (100 нг/мл).

2. Культивирование клеток
Клетки культивировали в культуральных флако-

нах площадью 75 см2 в среде ДМЕМ с добавлением 
15 % FBS в случае клеток нейробластомы человека 
линии SH-SY5Y, в случае гиппокампальных клеток 
линии HT-22 — 5 % FBS при температуре 37 °C в 
газовой смеси, содержащей 95 % воздуха и 5 % CO2. 
Затем клетки рассеивали в 96-луночные планшеты 
(15 тыс. на лунку, SH-SY5Y) или на 6-луночные 
планшеты (200 тыс. на лунку, HT-22),  обработан-
ные поли-D-лизином (BD Biosciences, San Jose, 
USA; 5 мкг/см2), и инкубировали в той же среде до 
образования монослоя при 37 °С в газовой смеси, 
содержащей 95 % воздуха и 5 % CO

2
.

3. Клеточная модель болезни Паркинсона
В культуру клеток SH-SY5Y вносили 6-ОНДА 

в конечной концентрации 100 мкМ [8] через 24 ч 
или 48 ч после рассеивания клеток с плотностью 

15 тыс. на лунку в 96-луночные планшеты, пред-
варительно обработанные поли-D-лизином. По-
сле 24 ч инкубации среду с 6-ОНДА заменяли на 
обычную среду культивирования. ГК-2 добавляли  
в клеточную среду за 24 ч до 6-ОНДА или после него. 
Жизнеспособность клеток определяли через 24 ч  
с помощью МТТ-теста [9]. Схема эксперимента 
приведена на рис. 1.

4. Исследование содержания BDNF с использованием 
Вестерн-блот анализа 

ГК-2 и NGF вносили через 24 ч после рассе-
ивания клеток НТ-22 на 6-луночные планшеты. 
Содержание BDNF определяли через 24 ч после 
внесения ГК-2 и NGF. К клеткам добавляли лизи-
рующий буфер (50 mM Tris-HCl, 5mM EDTA, 1mM 
DTT, 1 % Triton X-100, pH = 7,5) при температуре 
4 °С и лизировали в течение 5 мин на льду, затем 
соскребали, помещали в центрифужную пробир-
ку объёмом 1,5 мл и центрифугировали 10 мин при 
13000 об/с и 4 °С. Концентрацию белка в образцах 
измеряли по методу Фолина–Лоури [10]. Белки раз-
деляли электрофорезом в 10 % полиакриламидном 
геле (ПААГ; Bio-Rad, Hercules, USA) в присутствии 
додецилсульфата натрия. Перенос белков с ПААГ 
на мембрану PVDF (Bio-Rad, Hercules, USA) осу-
ществляли электроэлюцией в течение 45 минут 
[11]. Преинкубацию Вестерн-блотов проводили 
в буфере TBS c 1 % Tween-20 и 5 % (масса/объём) 
обезжиренным молоком (Bio-Rad, Hercules, USA) 
(TBS-Т) в течение ночи. Затем мембраны инкуби-
ровали в присутствии первичных кроличьих по-
ликлональных антител против BDNF (Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, USA) в разведении 1:1000 
или против бета-актина (Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, USA) в разведении 1:5000 в течение  
1 часа. Бета-актин использовали в качестве контроля 
загрузки. Затем после отмывки в буфере TBS-T и 0,5 % 
(масса/объём) обезжиренным молоком мембраны 
инкубировали в присутствии вторичных козьих 
антител (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA), 
конъюгированных с пероксидазой хрена (разведе-
ние 1: 2000), в течение 1 ч. Детектирование белков 

Рис. 1. Схема внесения нейротоксина 6-ОНДА и исследуемых соединений в клетки SH-SY5Y
Fig. 1. Scheme of 6-6-OHDA  neurotoxin and test compounds application to SH-SY5Y cells
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осуществляли после отмывки от вторичных антител 
в буфере TBS-T и 0,5 % (масса/объём) обезжирен-
ным молоком в реакции с ECL-реагентами (Santa 
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA), используя 
гель-документирующую систему Alliance UVITEC 
(UK). Денситометрию полученных изображений 
проводили с помощью программы GIMP2.

5. Статистический анализ
Для оценки межгрупповых различий при сравне-

нии двух групп при обсчёте результатов Вестерн-блот 
анализа использовали U-критерий Манна–Уитни и 
критерий Краскела–Уоллиса с последующим тестом 
по Данну (ANOVA) при обработке данных МТТ-
теста. Данные считались достоверными при p ≤ 0,05. 
Результаты представлены в m ± s.d. 

Результаты и обсуждение / Results and discussion

Дипептид ГК-2 активен на клеточной модели БП
Нейротоксин 6-ОНДА, внесённый в культуру 

клеток SH-SY5Y в концентрации 100 мМ, через 48 ч 
приводил к статистически значимому снижению 
их жизнеспособности (табл. 1). NGF в концентра-
ции 100 нг/мл при добавлении за 24 ч до 6-ОНДА 
полностью предотвращал развитие повреждающего 
действия нейротоксина, а при добавлении через 24 ч 
после 6-ОНДА обладал 100 % лечебным эффектом. 
Дипептид ГК-2 в концентрации 10−5 М, подобно 
NGF, проявлял статистически достоверный как 
профилактический, так и терапевтический защит-
ный эффект. Однако эти эффекты были менее вы-

раженными по сравнению с эффектами полнораз-
мерного нейротрофина. В меньших концентрациях 
(10−6–10−8М) ГК-2 был неактивен (табл. 1).

Таким образом, низкомолекулярный миметик 
NGF дипептид ГК-2 обладает активностью на кле-
точной модели болезни Паркинсона.

Дипептид ГК-2 увеличивает содержание BDNF 
в культуре гиппокампальных нейронов линии НТ-22

По данным Вестерн-блот анализа NGF в конеч-
ной концентрации 10−9 М через 24 ч после внесения 
достоверно (р ≤ 0,05) увеличивал содержание BDNF 
в клетках НТ-22 в 1,6 раза по сравнению с кон-
тролем с 2,3±0,1 до 3,6±0,3 о.д.е (относительные 
денситометрические единицы). Дипептид ГК-2 в 
концентрации 10−8 М также достоверно (р ≤ 0,05) 
увеличивал содержание BDNF в этих же клетках 
в 1,4 раза по сравнению с контролем, с 2,3±0,1 до 
3,2±0,6 о.д.е) (рис. 2).

Таким образом, дипептид ГК-2 подобно NGF 
увеличивает содержание BDNF в культуре нейронов 
НТ-22.

Поскольку дофаминергические нейроны чело-
века трудно получить и поддерживать в качестве 
первичной культуры, исследования болезни Пар-
кинсона в основном выполняются с использованием 
моделей нейрональных клеток, в частности линии 
нейробластомы SH-SY5Y. Эту клеточную линию 
часто выбирают из-за её происхождения (человек), 
катехоламинергических нейрональных свойств и 
простоты культивирования [12]. Клетки SH-SY5Y 
экспрессируют ряд дофаминергических нейрональ-
ных маркеров. В этих клетках синтезируется тиро-
зингидроксилаза, фермент, критически важный 
для катализа дофамина и далее норадреналина и 
адреналина [13]. Важно отметить, что клетки SH-
SY5Y экспрессируют транспортер дофамина, а также 
подтипы рецепторов дофамина 2 и 3, что делает их 
адекватной системой in vitro для исследования ней-
ротоксичности в дофаминергических нейронах [14].

Гиппокампальные нейроны и нейрональные 
клетки гиппокампа мыши линии НТ-22 экспрес-
сируют и TrkA, и TrkB рецепторы [15, 16]. По дан-
ным литературы известно, что дофаминергические 
нейроны не экспрессируют TrkA рецепторы, но на 
этих нейронах присутствуют специфические для 
BDNF рецепторы TrkB [4]. Кроме того, NGF может 
регулировать экспрессию BDNF [17]. Эксперименты 
по аксотомии показывают, что нейротрофины чаще 
всего действуют не в месте их синтеза, а в целевых 
компартментах, куда транспортируются с помощью 
ретроградного и антероградного аксонального транс-
порта [18–20]. Поэтому защитный эффект ГК-2 на 
клеточной модели болезни Паркинсона может быть 
связан и с его влиянием на синтез BDNF.

Таким образом, димерный дипептидный миметик 
ГК-2, подобно NGF, увеличивает уровень BDNF в 
гиппокампальных клетках НТ-22, что может быть 

Таблица 1

Влияние дипептида ГК-2 на жизнеспособность клеток 
нейробластомы человека SH-SY5Y при 6-гидроксидофамино-

вом повреждении (результаты МТТ-теста)

Table 1

Effect of the dipeptide GK-2 on the viability of human SH-SY5Y 
neuroblastoma cells by 6-hydroxydopamine damage (MTT test 

results)

Название групп,  
n = 12

% от контроля

Внесение за 24 ч 
до 6-ОНДА

Внесение после 
6-ОНДА

Контроль 100±7 100±4

6-ОНДА (100 мМ) 78±3* 85±1*

NGF (100 нг/мл) 100±8^ 100±3*

ГК-2 (10−5 М) 89±3^ 92±4^

ГК-2 (10−6 М) 86±6 91±5

ГК-2 (10−7 М) 86±5 90±6

ГК-2 (10−8 М) 86±5 90±4
Примечания: * — р ≤ 0,05. Достоверность отличий от 6-ОНДА: ^ — 
р ≤ 0,05. Критерий Краскела–Уоллиса с последующим тестом по 
Данну (ANOVA).
Notes: * — p ≤ 0.05. Significance of differences from 6-OHDA: ^ —  
p ≤ 0.05. Kruskal–Wallis test followed by Dunn’s test (ANOVA).
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одним из механизмов антипаркинсонического дей-
ствия ГК-2. В настоящей работе мы показали, что 
ГК-2 обладает активностью и на клеточной модели 
болезни Паркинсона, в которой используются клетки 
нейробластомы человека, что соответствует ранее 
полученным данным по антипаркинсоническому 
эффекту ГК-2 в опытах in vivo. Тот факт, что ГК-2 
был эффективен на модели болезни Паркинсона с 
использованием человеческих клеток, позволяет 
предполагать его перспективность в качестве тера-
певтического средства.

Выводы / Conclusions

1. Димерный дипептидный миметик ГК-2, по-
добно NGF, увеличивает уровень BDNF в гиппо-
кампальных клетках НТ-22.

2. ГК-2 обладает активностью на клеточной мо-
дели болезни Паркинсона в клетках нейробластомы 
человека SH-SY5Y.

Рис. 2. Влияние ГК-2 (10−8М) и NGF (~10−9М) на содержание BDNF в культуре клеток НТ-22
Fig. 2. Effect of GK-2 (10−8M) and NGF (~10−9M) on the BDNF level in НТ-22 cell culture
Примечания: Результаты денситометрии оригинального Вестерн-блота. Дорожки: 1 — контроль; 2 — ГК-2; 3 — 
NGF; статистически значимые отличия (р ≤ 0,05, U-критерий Манна–Уитни ): * — относительно контроля, о.д.е. — 
относительные денситометрические единицы.
Notes: The results of densitometry of the original Western blot. Runs: 1 — control; 2 — ГK-2; 3 — NGF; statistically significant 
differences (p ≤ 0.05, Mann–Whitney U-test): * — compared to the control, о.д.е. — compared densitometric units.
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