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В поиске стабильных факторов регуляции прямых межклеточных взаимодействий и влияний на
свойства клеток при старении организмов исследованы регуляторные пептиды cемакс и HLDF-6.
Маркером взаимодействий клеток служил околочасовой ритм синтеза белка в клетках in vitro. При
действии пептидов нормализовались межклеточные взаимодействия, значительно сниженные при
старении. Показано, что пептиды организуют ритм синтеза белка в первичных культурах гепатоци-
тов крыс. Пептид HLDF-6 проявлял эффект через метаботропные глутаминовые рецепторы; блоки-
рование рецепторов антагонистом MCPG снимало эффект пептида. Ингибитор протеинкиназ H7
предотвращал влияние пептидов на кинетику синтеза белка. Как и в случае других сигнальных фак-
торов, также и для пептидов активация протеинкиназ – ключевой процесс регуляции прямых меж-
клеточных взаимодействий. Эффект однократного сигнала каждым из пептидов сохранялся по
меньшей мере сутки. Наши данные позволяют рекомендовать изученные пептиды для улучшения
состояния старых людей и купирования факторов-дезорганизаторов кинетики синтеза белка.
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ВВЕДЕНИЕ

Нейротрансмиттеры крови, усиливая межкле-
точные взаимодействия, организуют околочасо-
вой ритм синтеза белка в популяциях различных
клеток in vitro и in vivo (обзоры: Бродский, 2014,
2018). Среди трансмиттеров-организаторов, син-
тезирующихся и функционирующих вне нервной
системы, обнаружили норадреналин, серотонин
и их производные. В последнее время было пока-
зано такое же действие глутаминовой кислоты.

В настоящей работе вместо трансмиттеров ис-
следовали пептиды, учитывая их стабильность и
регуляторную активность. Изучили два пептида –
cемакс и HLDF-6 обладающие нейропротектор-
ными свойствами (подробно см. далее). Нейро-
трофические болезни и другие патологии мозга
происходят обычно во второй половине жизни
человека, часто в старости. Действие пептидов на
нормальные ткани при старении не известны.
Влияние этих пептидов вне нервной системы изу-
чено недостаточно. Синтез белка в связи с эф-

фектами пептидов не исследовали. Целью нашей
работы было изучение действия регуляторных
пептидов семакса и HLDF-6 на прямые межкле-
точные взаимодействия в культурах гепатоцитов
крысы. Особое внимание уделяли кинетике син-
теза белка в клетках старых животных. Ранее мы
обнаружили нарушения кинетики при старении
(Бродский и др., 2005). Входит ли в известные ле-
чебные эффекты исследуемых пептидов также
исправление старческих нарушений межклеточ-
ных взаимодействий? Происходит ли в результате
их действия нормализация кинетики синтеза бел-
ка в клетках старых животных?

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Опыты поставлены на старых (2–2.5 года, вес

480–600 г) и молодых (3–4 мес., вес 150–250 г)
крысах самцах Вистар. Исследовали действие
пептидов семакс и HLDF-6 на первичные плот-
ные и редкие культуры гепатоцитов. Все протоко-
лы, манипуляции с животными утверждены
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(одобрены) комиссией по биоэтике ИБР РАН
им. Н.К. Кольцова в соответствии с правилами
лабораторной практики в Российской Федерации
(приказ МЗ РФ от 19.06.2003 г. № 267).

Методы выделения гепатоцитов, их культи-
вирования и исследования кинетики синтеза
белка многократно рассмотрены ранее (напри-
мер, Бродский и др., 2006). Гепатоциты выделя-
ли из печени при перфузии сначала бескальциевы-
ми растворами Хенкса с HEPES (“Sigma”, США) и
0.5 мМ EGTA, а затем HEPES с 0.05%-ной коллаге-
назой (“Sigma”, США). Для культивирования ге-
патоцитов использовали среду 199 без сыворот-
ки (“ПанЭко”, Россия): к среде добавляли
0.2 мг/мл альбумина для клеточных культур
(“Sigma”, США) и 0.5 мкг/мл инсулина (“Sigma”,
США); газовая смесь – 10% СО2 и 90% воздуха.
Для получения плотных культур суспензии, со-
державшие ~1 × 106/мл гепатоцитов, наливали в
чашки Петри со стеклами, покрытыми коллаге-
ном. Редкие культуры получали из той же суспен-
зии гепатоцитов при разведении ее примерно в
10 раз. Через 2 ч cтекла культуры (каждая на от-
дельном стекле) отмывали от не прикрепившихся
клеток и их обломков. Через 24 ч среду меняли на
нормальную, свежую среду. В течение 2 ч каждые
10 мин последовательно отбирали пробы по три
культуры (три стекла) каждая.

Культуры каждой пробы инкубировали од-
новременно в течение 10 мин при 37°C в среде
199 без лейцина (“ПанЭко”, Россия) с внесен-
ным в нее меченым 3Н-лейцином (ИМГ РАН,
25–30 мкКи/мл, специфическая молярная ак-
тивность 70–100 Ки/ммоль). Затем культуры
промывали холодным физиологическим раство-
ром с избытком немеченого лейцина и обрабаты-
вали 5%-ной хлорной кислотой в течение 60 мин,
после чего промывали спиртом, белки растворя-
ли гиамином (бензетониум хлорид; “Sigma”,
США). Включение 3Н-лейцина в белки и радио-
активность свободного лейцина (кислотораство-
римая фракция) измеряли на сцинтилляционном
счетчике Tri-Carb 2810TR (“Perkin Elmer”, США).
Для каждой культуры рассчитывали относитель-
ное к кислоторастворимой фракции включение
лейцина в белки Icorr. Такие относительные вели-
чины нормализуют культуры по числу клеток, а
также по небольшой вариабельности температу-
ры в течение опыта.

Пептиды семакс и HLDF-6 растворяли в фи-
зиологическом растворе. Использовали концен-
трации пептидов, рекомендованные для меди-
цинской практики. Учитывали различия в весе
человека и крысы, уменьшая пропорционально
весу конкретной крысы дозу лекарства.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Сначала отметим, что исследование околоча-

совых ритмов в клеточных культурах позволяет
даже в одном опыте судить есть или нет прямые
межклеточные взаимодействия (обзоры: Брод-
ский, 2014, 2018). Ритм синтеза белка – результат
синхронности колебаний интенсивности синтеза
в популяции клеток – однозначный показатель
клеточной кооперации. Отсутствие ритма – след-
ствие несинхронности таких колебаний – также
определенно говорит о том, что клетки не взаи-
модействуют. На рис. 1–4 каждая точка это сред-
нее арифметическое ± ошибка среднего из трех
культур (каждая на отдельном стекле). Ранее ис-
следовали эталонные графики при пяти культу-
рах на точку и показали, что такие кривые содер-
жат те же максимумы и минимумы, что 2-часовые
при сокращении числа проб вдвое. Ранее дина-
мику пробовали оценивать в течение 4-ч и нашли
сходный с 2 ч кривыми результат в оценке есть
ритм или нет. В плотных культурах ритм синтеза
белка выявляется через несколько минут после их
перемещения в свежую среду. Следовательно, ко-
лебания скорости синтеза белка в близко располо-
женных клетках быстро синхронизируются. В ред-
ких культурах ритм не находили, не нашли и теперь.
Отметим и то, что культуры гепатоцитов содержали
в бессывороточной среде (см. Методы). Отметим
также, что гепатоциты взрослой крысы чрезвычай-
но слабо пролиферирующая клеточная популяция.

Предварительно исследовали влияние разных
доз пептидов на кинетику синтеза белка в редких
культурах гепатоцитов молодой крысы. Показана
эффективность доз 10 и 50 мкг/кг веса крысы.
Как уже отмечалось, в редких культурах в свежей
среде ритма синтеза белка нет. Добавление в сре-
ду с такими культурами одного или другого пеп-
тида на 15 мин с последующим отмыванием куль-
тур и переносом их в свежую нормальную среду
привело к обнаружению ритма синтеза белка. Сле-
довательно, гепатоциты организуются ноотропны-
ми пептидами при прямых межклеточных взаимо-
действиях, синхронизируя колебания интенсивно-
сти синтеза белка. Результат – ритм синтеза белка.

Далее особое внимание обратили на амплиту-
ды ритма синтеза белка. Величина амплитуды
любого ритма характеризует выраженность меж-
клеточной кооперации: чем больше амплитуды,
тем согласованнее работают клетки. На рис. 1 по-
казан ритм синтеза белка в плотных культурах
старой крысы при действии пептида семакс. В от-
личие от редких культур, в плотных культурах
старых крыс ритм есть и в контроле. В контроль-
ных культурах ритм характеризовался низкими
амплитудами. Добавление в среду 50 мкг/кг семак-
са увеличило амплитуды примерно вдвое. Таким
же было действие другого пептида – HLDF-6.



342

ОНТОГЕНЕЗ  том 50  № 5  2019

БРОДСКИЙ и др.

В исследованиях пептида HLDF-6 учитывали
данные о его влиянии на глутаматную рецептор-
ную систему нервных клеток (Zolotarev et al.,
2016). На рис. 2 приведен пример действия анта-
гониста метаботропных рецепторов глутамино-
вой кислоты MCPG вместе с пептидом HLDF-6
на редкие культуры гепатоцитов. В редких куль-
турах, как многократно было показано ранее,
ритм не регистрировался. После внесения пепти-
да HLDF-6 обнаружили ритм с высокими ампли-
тудами. Ритм полностью ликвидировался в среде
с антагонистом метаботропных глутаминовых ре-
цепторов вместе с HLDF-6.

Влияние пептида HLDF-6 через рецепторы
позволяет предполагать включение затем цепи
процессов, организующих ритм синтеза белка.
Ключевым этапом этой регуляции является по на-
шим данным (обзор Бродский, 2018) активация
протеинкиназ – C и A. На рис. 3 приведен пример
влияния пептида семакс на кинетику синтеза бел-
ка в плотных культурах старой крысы после инги-
бирования активности протеинкиназ препаратом
H7 (1-(5-изохинолинсульфонил)-5-метилпипера-
зин дигидрохлорид). Так же как и ранее, пептид
семакс увеличил амплитуды ритма синтеза белка в
культурах гепатоцитов старой крысы. Вместе с
ингибитором семакс не действовал. Такой же эф-
фект наблюдали при использовании пептида

HLDF-6 вместе с H7 на кинетику синтеза белка в
плотных культурах старой крысы.

В табл. 1 представлен наш основной материал
(9 крыс) по исследованию влияния изученных
пептидов на кинетику синтеза белка, на амплиту-
ды ритма, характеризующие выраженность пря-
мых межклеточных взаимодействий. Каждую ам-
плитуду на конкретной кривой считали, как мак-
симум минус минимум в процентах, приняв
средний уровень интенсивности синтеза белка на
этой кривой за 100%. Возраст крысы, примерно
был известен по сведениям вивария. Его характе-
ризовал вес крысы; как известно, крысы растут
всю свою жизнь – до 2–3 лет, и вес старых крыс
около 500 г и более (Гамбарян, Дукельская, 1955).

Пептиды высоко достоверно повышали ампли-
туды ритма синтеза белка в плотных культурах ста-
рых крыс, то есть усиливали межклеточную коопе-
рацию в организации кинетики синтеза белка. От-
ношение значений амплитуд пептид/контроль
было 2, и для семакса и для HLDF-6.

Сохраняется ли организующая кинетику син-
теза белка функция изученных пептидов какое-то
время после однократного их действия на гепато-
циты? Как и ранее, в среду отмытых суточных
плотных культур старой крысы внесли пептид
HLDF-6, после чего также, как в других опытах,
культуры отмыли и перенесли в свежую среду. За-

Рис. 1. Влияние пептида семакс на кинетику синтеза белка в первичных суточных плотных культурах гепатоцитов ста-
рой крысы; (а) контроль, культуры в нормальной среде; суточные культуры отмывали, и переносили на 15 мин в све-
жую среду, затем, культуры отмывали еще раз и в свежей среде исследовали кинетику синтеза белка; (б) такие культу-
ры после отмывания переносили в среду с 50 мкг/кг семакса на 15 мин; затем отмывали и переносили в свежую среду
без семакса, в которой исследовали синтез белка. Здесь и далее: сплошная прямая линия – средний уровень синтеза
белка (средняя арифметическая) (cpm) для всех культур варианта опыта, в данном случае 36 культур, каждая на отдель-
ном стекле; пунктирные прямые линии выше и ниже средней ± ошибка этой средней.
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тем сразу, как ранее, или через сутки исследовали
кинетику синтеза белка без пептида (контроль)
или с пептидом. Такие культуры оставили еще на
сутки в нормальной среде. Соответствующий
опыт на рис. 4. Из этих данных следует, что эф-
фект HLDF-6 сохраняется по меньшей мере сут-
ки после действия пептида. В другом опыте пока-
зано, что также сутки сохранялось действие се-
макса.

Гептапептид – семакс (MEHFPGP) – синте-
тический пептидный препарат, являющийся ана-
логом фрагмента адренокортикотропного гормо-
на (АКТГ), полностью лишенный гормональной
активности (Мясоедов, Гривенников, 2004; Ле-
вицкая и др., 2008, 2010; Иванов и др., 2017; Dmi-
trieva et al., 2010). Семакс влияет на процессы,
связанные с формированием памяти, усиливает
избирательное внимание при обучении и анализе
информации, улучшает адаптацию организма к
гипоксии, церебральной ишемии, наркозу и дру-
гим повреждающим воздействиям. В условиях
нервно-психического утомления семакс облегчает
концентрацию внимания, улучшает операторскую
деятельность, способствует сохранению и ускоряет
восстановление умственной работоспособности.
Эффект после однократного интраназального вве-
дения препарата семакс начинается в течение пер-
вого часа и сохраняется 1–2 сут. Семакс – антиокси-
дант с антигипоксическим эффектом, адаптоген
широкого спектра действия, который назначают
для повышения адаптационных возможностей
организма человека при стрессах и в экстремаль-
ных ситуациях, например, при психоэмоцио-
нальных перегрузках. В клинике семакс исполь-
зуют, прежде всего, при поражениях мозга: после
черепно-мозговых травм, при восстановлении
функций мозга после инсульта и др. Свойства се-
макса приводят к выводу о положительном его
влиянии при таких явлениях как ухудшение па-
мяти, рассеянность и забывчивость.

Пептид HLDF-6 проходит доклинические ис-
следования (Васильева и др. 2013; Золотарев и др.
2014; Zolotarev et al., 2016; Bogachouk et al., 2016).
Показано положительное его влияние, как на
нервную систему здоровых организмов, так и на
преодоление тяжелых невропатологий. Так, вос-
станавливалась нарушенная память в исследова-
ниях экспериментальных моделей болезни Альц-
геймера и ишемического инсульта. На основе
пептида HLDF-6 разрабатывается препарат для
лечения болезни Альцгеймера. Получены прямые
свидетельства нейропротекторного эффекта пеп-
тида HLDF-6 в экспериментах на первичных
культурах нейрональных клеток гиппокампа,
мозжечка, а также иммунокомпетентных клеток.
Пептид HLDF-6 защищает клетки от факторов,
вводящих в апоптоз, от холодового стресса и ги-

Рис. 2. Влияние антагониста метаботропных рецепторов
глутаминовой кислоты MCPG на изменения кинетики
синтеза белка пептидом HLDF-6 в редких культурах ге-
патоцитов молодой крысы; (а) контроль: суточные ред-
кие культуры отмыли и перенесли в свежую среду на
20 мин, еще раз отмыли и через 20 мин исследовали син-
тез белка; (б) клетки отмыли, перенесли в свежую среду,
куда внесли 30 мкг/кг HLDF-6, перенесли в свежую сре-
ду и через 20 мин исследовали; (в) в среду внесли 50 мкМ
MCPG на 5 мин и затем 30 мкг/кг HLDF-6 на 15 мин, от-
мыли, перенесли в свежую среду и через 20 мин исследо-
вали синтез белка.
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поксии. Показано, что нейропротекторная ак-
тивность пептида HLDF-6 связана со стимуляци-
ей нейростероидогенеза, подавлением экспрессии
5-альфа редуктазы и восстановлением уровней
стероидов при патологии. Являясь фрагментом
фактора дифференцировки, пептид HLDF-6 обла-
дает также противоопухолевой активностью.

Таким образом, в настоящей работе впервые
выявлены ранее неизвестные свойства исследуе-
мых нейропротекторных пептидов cемакса и
HLDF-6. Главный результат – нормализация пеп-
тидами кинетики синтеза белка, нарушенной при
старении животных. Показано, что пептиды влия-
ют не только на нервную систему, но также на

Рис. 3. Влияние ингибитора протеинкиназ H7 и пептида семакс на кинетику синтеза белка в плотных культурах старой
крысы; (а) контроль – отмытые суточные культуры перенесли в свежую среду на 75 минут и исследовали синтез белка;
(б) в среду отмытых культур через 60 мин добавили 50 мкг/кг семакса на 15 мин и исследовали синтез белка; (в) в таком
же режиме исследовали действие 40 мкМ H7 и семакса.
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Рис. 4. Кинетика синтеза белка в плотных суточных культурах гепатоцитов старой крысы сразу после 15 мин воздей-
ствия 30 мкг/кг HLDF-6 и еще через сутки: (а) суточный контроль – отмытые культуры перенесли на 15 мин в свежую
среду, еще раз отмыли и исследовали кинетику синтеза белка; (б) такие же культуры через 15 мин действия пептида
HLDF-6; (в) такие культуры еще через сутки после действия пептида.
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клетки печени. Пептиды усиливают кооперацию
гепатоцитов в организации ритма синтеза белка.
Это видно на плотных культурах, где ритм есть и
в контроле. По изменениям амплитуд (табл. 1)
межклеточная кооперация при действии пепти-
дов усиливается вдвое. Еще более демонстратив-
ны действия пептидов на редкие культуры, где в
контроле нет ритма.

Биохимический механизм межклеточной ко-
операции – стимуляция метаботропных рецепто-
ров с последующим включением цепи процессов
в цитоплазме клеток с активацией протеинкиназ.
Тогда как клинический эффект пептидов требует
многих дней лечения, организация ими межкле-
точных взаимодействий следует за быстрым (по-
рядка 15 мин) сигналом и действует как триггер,

Таблица 1. Изменение амплитуд ритма синтеза белка при действии пептидов (критерий Стъюдента)

Вес
крысы (г) Тип культуры Воздействие Амплитуды ритма Отличие

от контроля

1 580 Редкие Нет Нет ритма

Семакс 10 мкг/кг 20, 25, 35

Семакс 50 мкг/кг 45, 45, 50

2 600 Плотные Нет 20, 20, 33

Семакс 42, 39, 26 0.99

3 500 Плотные Нет 35, 35, 50

HLDF 10 мкг/кг 130, 120, 90 0.99

HLDF 50 мкг/кг 40, 70, 110, 100 0.99

4 500 Плотные Нет 30, 35, 35, 50

HLDF 50 мкг/кг 60, 90, 130, 90 0.99

5 320 Редкие Нет Нет ритма

HLDF 72, 127, 77

MCPG + HLDF Нет ритма

6 550 Плотные Нет 52, 52, 37, 40

Семакс 115, 110, 105 0.99

H7 + семакс Нет ритма

7 570 Плотные Нет 17, 41, 31

HLDF 64, 60, 29 0.99

H7 + HLDF 6, 6, 4

8 500 Плотные Нет 58, 62, 50, 50

Семакс 165, 154, 91 0.99

Семакс + сутки 65, 100, 59, 62 0.95

9 480 Плотные Нет 52, 50, 59

Семакс + сутки 150, 139, 94, 100 0.99

HLDF + сутки 59, 112, 71, 118 0.99

Общие средние

Плотные культуры старых крыс. 
КОНТРОЛЬ

44 ± 3

Действие СЕМАКСА 91 ± 8

Действие HLDF-6 86 ± 7
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вызывая цепь процессов в цитоплазме клеток. Та-
кое действие однократного сигнала сохраняется,
по меньшей мере, сутки.

Само влияние регуляторных пептидов на син-
тез белка – значимое их свойство. Как известно,
синтез белка обновляет структуры и восстанавли-
вает функции всех клеток. Для гепатоцитов пече-
ни, объекта наших исследований метаболизм бел-
ков – важнейшая специальная органная функция.
В печени синтезируются белки плазмы крови.
Специфические ферменты гепатоцитов осуществ-
ляют детоксикацию. В печени синтезируется и
утилизируется гликоген.

Заслуживает внимания и возможность норма-
лизации кинетики синтеза белка, пострадавшей
после приема некоторых лекарственных средств.
Так, дофамин, широко используемый для улучше-
ния сосудисто-сердечной недостаточности, лик-
видирует ритм синтеза белка в печени, поджелу-
дочной железе, почках (Бродский и др., 2018).
Прием семакса или HLDF-6 через день после на-
значения дофамина может восстановить кинетику
синтеза белка во внутренней среде организма.

Организация кинетики синтеза белка может
быть существенным компонентом лечебного дей-
ствия исследуемых пептидов. В дальнейшем сле-
дует выяснить эффекты исследуемых регулятор-
ных пептидов после введения их крысе. При под-
тверждении основных выводов об их влиянии на
клеточные культуры можно рекомендовать пеп-
тиды семакс и HLDF-6 для улучшения состояния
старых людей и для купирования действия неко-
торых лекарственных средств, дезорганизующих
кинетику синтеза белка.

Работа выполнена при частичной поддержке
РФФИ (грант № 17-04-00460), государственного
задания по планам НИР ИМГ РАН № госрегистра-
ции 01201355492 и № госрегистрации 01201355494.
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Peptides Regulation of Protein Synthesis Kinetics Improves
the Cell-Cell Communication by Aging
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Look for stable regulation factors of protein synthesis kinetics, peptides Semax and HLDF-6 have been stud-
ied. The peptides organized circahoralian protein synthesis rhythm in primary hepatocytes cultures. This
rhythm was used as a marker of the direct cell-cell communication. Peptide HLDF-6 realized its effect due
metabotropic glutamic receptors. Inhibition of the receptors by antagonist MCPG abolished the effect. By
data of protein kinases inhibition by H7, protein kinases and mainly protein kinase C are the key factor of in-
tercellular organization in hepatocytes cytoplasm. The conclusion concerned Semax as well as HLDF-6. The
peptides normalized cell-cell communication weakened by aging. The effects of a single signal of each peptide
preserved at least a day. Our data allow to recommend the studied peptides for improvement of a condition of
old people and knocking over of factors disorganizers of kinetics of synthesis of protein.

Keywords: peptides, kinetics of protein synthesis, aging
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