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Изучено влияние ноопепта (этиловый эфир N-фенилацетил-L-пролил-глицина) на ДНК-связыва-
ющую активность HIF-1 в клетках линии SH-SH5Y и исследованы механизмы стабилизации тран-
скрипционного фактора. Показано, что ноопепт увеличивает как базальную, так и стимулирован-
ную различными по механизму действия миметиками гипоксии ДНК-связывающую активность
HIF-1. Механизм стабилизации кислород-чувствительной субъединицы HIF1α при действии но-
опепт включает ингибирование HIF-1 пролилгидроксилазы, на что косвенно указывают данные,
полученные с использованием репортера ODD-Luc, и позитивный эффект на содержание белка
HIF1α. Выявлено, что действие ноопепта сопровождается изменениями экспрессии генов, которые
относятся к различным метаболическим путям и находятся под контролем транскрипционного
фактора HIF-1.
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ВВЕДЕНИЕ

Индуцируемый гипоксией фактор – 1 (HIF-1) –
транскрипционный активатор, который коорди-
нирует консервативный адаптивный клеточный
ответ на снижение уровня кислорода посред-
ством регуляции экспрессии генов, вовлеченных
в процессы ангиогенеза, пролиферации, эритро-
поэза, метаболизма глюкозы, поддержания рН,
апоптоза и миграции [1]. HIF-1 является гетеро-
димером, состоящим из двух субъединиц – кис-
лород-чувствительной субъединицы HIF-1α и
конститутивно-экспрессирующейся HIF-1β. Ги-
поксия способствует возрастанию уровня HIF-1α,
его димеризации с HIF-1β, мобилизации ко-ак-
тиваторов (р300/СВР) и связыванию этого ком-
плекса с последовательностью HRE (hypoxia-re-
sponse element) в регуляторных областях генов-
мишеней. В условиях нормоксии зависимое от

кислорода гидроксилирование остатков пролина
(Pro402, Pro564) субъединицы HIF-1α пролил-
гидроксилазами (PHD) является необходимым
условием для связывания белком фон Хиппеля–
Линдау (VHL) – компонентом убиквитин-проте-
ин лигазы Е3. Убиквитинилированный HIF-1α
становится мишенью для деградации 26S протео-
сомами. Кроме того, при нормальном содержа-
нии кислорода аспарагин-гидроксилаза (FIH,
фактор ингибирования HIF-1) гидроксилирует
аспарагиновый остаток (Asn803) С-терминально-
го домена трансактивации (C-TAD) HIF-1α, что
блокирует его взаимодействие с ко-активатором
транскрипции p300/CBP и снижает транскрип-
ционную активность HIF-1. Таким образом, в
условиях нормоксии ферменты PHD и FIH инак-
тивируют HIF-1α, подавляя зависимую от HIF-1
экспрессию генов-мишеней. В условиях гипо-
ксии активность PHD и FIH снижается, что при-
водит к уменьшению деградации и стабилизации
HIF-1α и запуску транскрипции зависимых от
него генов [1].

К настоящему времени компоненты HIF-1-за-
висимого сигнального пути рассматриваются в
качестве мишеней фармакотерапевтического
воздействия для лечения таких распространен-
ных заболеваний как ишемическая болезнь серд-
ца, атеросклероз, онкологические и нейродегене-
ративные заболевания. Отметим, однако, что при
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различных патологических процессах повыше-
ние активности HIF-1 может иметь как позитив-
ное, так и негативное функциональное значение,
и этот факт принимается во внимание при разра-
ботке фармакологических подходов к коррекции
HIF-1 при конкретном заболевании. В частности,
ингибиторы HIF-1 – зависимого сигнального пу-
ти интенсивно исследуются в качестве противо-
раковых агентов и средств терапии легочной ги-
пертензии и ряда неспецифических заболеваний
легких, в то время как активация HIF-1 – регули-
руемого пути представляется эффективной ней-
ропротекторной стратегией для лечения и/или
предупреждения ишемических заболеваний
сердца, анемий, ишемических инсультов и ней-
родегенеративных заболеваний [2, 3].

Интерес в качестве нейропротективных аген-
тов представляют линейные и циклические про-
лин-содержащие пептиды, отдельные представи-
тели которых используются в клинической прак-
тике (“Ноопепт”, [4]), а другие – в частности,
активный метаболит ноопепта и эндогенный регу-
лятор тревоги и памяти – цикло-L-пролилглицин
[5], замещенный дипептид Gly-Pro – исследуются в
настоящее время. Не так давно показано, что но-
опепт обладает способностью увеличивать как ба-
зальную, так и индуцированную миметиком ги-
поксии ДНК-связывающую активность HIF-1
[6]. Ранее в исследованиях, выполненных под ру-
ководством Островской Р.У., на модели гипоба-
рической гипоксии было показано, что предвари-
тельное введение ноопепта (0.5 мг/кг) мышам
увеличивало количество выживших животных с
15 до 44% [7], что свидетельствует о наличии у
препарата антигипоксических свойств. В целом,
имеющиеся литературные и собственные экспе-
риментальные данные позволяют предположить,
что ноопепт и другие пролин-содержащие соеди-
нения могут повышать устойчивость к гипоксии
за счет способности воздействовать на компонен-
ты HIF-1 – зависимого сигналинга, обуславливая
тем самым один из механизмов нейропротекции.
В данной работе проведено изучение механизмов
HIF-1 – позитивного действия ноопепта.

Ранее эффект ноопепта на ДНК-связываю-
щую активность HIF-1 был показан в клетках эм-
бриональной почки человека HEK293, а в каче-
стве фармакологического миметика гипоксии ис-
пользовали CoCl2 [6]. В данной работе изучение
влияния ноопепта на активность транскрипци-
онного фактора HIF-1 проведено в нейронопо-
добных клетках SH-SY5Y в присутствии различ-
ных по механизму действия фармакологических
миметиков гипоксии – дефероксамина (ДФО) и
диметилоксалилглицина (ДМОГ). Как известно,
ДФО является хелатором железа, ингибирует
пролилгидроксилазу, стабилизируя тем самым
HIF-1α. [8]. Аналог 2-оксоглутарата ДМОГ по-
давляет гидроксилирование HIF-1α за счет кон-

куренции с эндогенным кофактором пролилгид-
роксилазы 2-оксоглутаратом [9]. Известно также,
что ДФО и ДМОГ ингибируют активность FIH
[8]. Люциферазная конструкция для анализа ак-
тивности HIF-1 содержит 4 копии консенсусной
последовательности 5' ACGTG 3', являющейся
сайтом связывания для белка HIF-1α (конструк-
ция HRE-Luc; Panomics, США) [10]. Как следует
из данных, представленных на рис. 1а, ноопепт в
базальных условиях способствовал повышению
HIF-1-зависимой активности, в среднем, на 60%.
В условиях имитации состояния гипоксии ДФО
инкубация клеток SH-SY5Y с ноопептом приво-
дила к индукции люциферазы, в среднем, на 40%,
а в случае использования ДМОГ – на 16%. Таким
образом, полученные результаты подтверждают
способность ноопепта увеличивать как базаль-
ную, так и стимулированную различными по ме-
ханизму действия миметиками гипоксии ДНК-
связывающую активность HIF-1.

С целью изучения механизмов HIF-1 – пози-
тивного эффекта ноопепта, нами использована
репортерная конструкция HIF1-ODD-Luc (Ad-
dgene, США), которая позволяет проводить по-
иск ингибиторов пролилгидроксилазы (PHD2),
стабилизаторов HIF-1. Данный репортер пред-
ставляет собой гибридный белок, состоящий из
белка люциферазы и С-концевого фрагмента
кислородзависимого домена деградации HIF-1α
(ODD HIF-1α; 530–653 а.о.), который содержит
остатки пролинов, подвергающиеся гидроксили-
рованию пролилгидроксилазой. Принцип дей-
ствия тест-системы основан на индукции генера-
ции люминесцентного сигнала при стабилизации
HIF1-ODD-Luc при действии ингибиторов HIF
пролилгидроксилазы [11]. При оценке влияния
ноопепта на активность репортера HIF1-ODD-
Luc показано (рис. 1б), что соединение зависимо
от концентрации, увеличивало амплитуду люми-
несцентного сигнала репортера с максимумом
эффекта при концентрации 100 мкМ на 60%. По-
лученные данные подтверждают стабилизацию
HIF-1 при действии ноопепта и, в качестве воз-
можного механизма, позволяют предположить
ингибирующую активность препарата в отноше-
нии пролилгидроксилазы.

Далее проведено изучение влияния ноопепта
на уровень мРНК гена и белка HIF-1α и на содер-
жание белков PHD2 (HIF-пролилгидроксилаза 2)
и FIH (фактор, ингибирующий HIF-1) в модели
гипоксии in vitro, индуцированной дефероксами-
ном. Установлено, что инкубация с ноопептом на
фоне действия ДФО не приводила к изменению
уровня мРНК гена HIF-1A при сравнении с эф-
фектом индуктора (рис. 2а). Отмечено незначи-
тельное, статистически недостоверное увеличе-
ние содержания мРНК гена HIF-1A при инкуба-
ции клеток с ноопептом. Анализ эффектов
ноопепта на содержание белков HIF-1α, PHD2 и



ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ  том 494  2020

НООТРОПНОЕ СРЕДСТВО НООПЕПТ 529

FIH проводили методом вестерн-блот анализа.
Как следует из данных, представленных на рис. 2б,
в условиях моделируемой in vitro гипоксии но-
опепт повышал уровень белка HIF-1α, в среднем,
на 25%, при этом влияния препарата на содержа-
ние белка PHD2 не выявлено (рис. 2в). В анало-
гичных условиях ноопепт приводил к уменьше-
нию относительного содержания белка FIH, в
среднем, на 33% (рис. 2г).

Для изучения влияния ноопепта на тран-
скрипционную активность HIF-1 был проведен
анализ экспрессии отдельных генов (VEGFA,
PDK1, BNIP3), находящихся под контролем этого
транскрипционного фактора и участвующих в
обеспечении адаптации клеток в условиях гипо-
ксии. Анализ полученных данных показал, что
предобработка клеток ноопептом (20 ч) с после-
дующей инкубацией с ДФО (4 ч) приводила к по-
вышению уровня мРНК генов VEGFA и PDK1 по
сравнению с группой “ДФО”; отмечено также не-
значительное увеличение уровня мРНК гена
BNIP3, однако отличия были статистически не
достоверны. 

Таким образом, впервые показано, что HIF-1 –
позитивный эффект пролин-содержащего ди-
пептида ноопепта реализуется за счет стабилиза-
ции кислород-регулируемой субъединицы HIF-1α
и усиления транскрипционной активности этого
транскрипционного фактора. На способность

ноопепта стабилизировать HIF-1α указывает по-
вышение содержания соответствующего белка и
индукция репортера HIF1-ODD-Luc. Как извест-
но, стабилизации HIF-1α недостаточно для тран-
скрипционной активации генов, регулируемых
HIF-1. Аспарагин-гидроксилаза FIH гидрокси-
лирует остаток Asn803 HIF-1α, что блокирует
связывание ко-активаторов транскрипции
p300/CBP с HIF-1α и предотвращает формирова-
ние функционального транскрипционного ком-
плекса [13]. Полученные данные свидетельствуют
о том, что ноопепт, вероятно, способствует тран-
сактивации HIF-1, поскольку установлено повы-
шение уровня мРНК генов, контролируемых
этим транскрипционным фактором. Косвенно на
это указывает и снижение уровня белка FIH, ин-
гибирование которого сопряжено с подавлением
транскрипционной активности, опосредованной
HIF-1 [14].

Стабилизация HIF-1α является патогенетиче-
ски обоснованной стратегией цитопротекции.
На данный момент в литературе имеются сведе-
ния о новых ингибиторах PHD2 и индукторах
HIF-1, обладающих нейропротекторными свой-
ствами, однако большинство из них пока не ис-
пользуются в качестве лекарственных средств
[15]. Для многих таких соединений показано ин-
гибирование PHD2 и FIH, следствием чего явля-
ется стабилизиция HIF-1α и запуск HIF-1 – зави-

Рис. 1. Влияние ноопепта на активность репортерных конструкций HRE-Luc и HIF1-ODD-Luc in vitro (a) клетки SH-
SY5Y (0.2 × 106 клеток/мл) транзиентно транcфицировали репортерной конструкцией HRE-Luc с использованием
“Lipofectamine 2000”. Через 6 ч после трансфекции добавляли ноопепт (10–4 М) и инкубировали 18 ч, далее вносили
ДФО (10–4 М) или ДМОГ (10–3 М) и совместно инкубировали в течение 6 ч, после чего детектировали люциферазную
активность (“Dual Luciferase Reporter Assay System”). В качестве контроля приняты значения люминесцентного сиг-
нала в группах “нормоксия”, “ДФО”, “ДМОГ” без ноопепта. Данные представлены в виде среднего арифм. ± станд.
ошибка среднего. Сравнение экспериментальных групп проводили с использованием парного t-критерия Стьюдента
для зависимых выборок (N = 3, n = 9; * – p < 0.05 по отношению к контролю). (б) клетки SH-SY5Y транзиентно
транcфицировали репортерной конструкцией HIF1-ODD-Luc. Через 6 ч после трансфекции добавляли ноопепт (в
концентрациях 10–6–10–4 М) и инкубировали 24 ч. В качестве контроля приняты значения люминесцентного сигнала
в группе без ноопепта. Данные представлены в виде среднего арифм. ± станд. ошибка среднего. Сравнение экспери-
ментальных групп проводили с использованием парного t-критерия Стьюдента для зависимых выборок (N = 3, n = 9;
* – p < 0.05 по отношению к соответствующему контролю).
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Рис. 2. Влияние ноопепта на уровень мРНК гена HIF1-α и относительное содержание белков HIF-1α, PHD2 и FIH (а).
К клеткам SH-SY5Y после 48 ч культивирования добавляли ДФО (10–4 М) и инкубировали в течение 6 ч, затем произ-
водили смену среды на содержащую ноопепт (10–4 М) и продолжали инкубацию в течение 4 ч, после чего проводили
выделение мРНК. Уровень мРНК целевого гена был нормализован к уровню мРНК гена HPRT. Данные представлены
в виде медианы с учетом 5-й и 95-й процентилей (n = 3; * – p < 0.05 по отношению к контролю, принятому за единицу).
Сравнение экспериментальных групп проводили с использованием t-критерия Вилкоксона. (б, в, г) К клеткам SH-SY5Y
добавляли ноопепт (10–4 М) и инкубировали 24 ч. За 6 ч до окончания времени инкубации с ноопептом к клеткам до-
бавляли дефероксамин (10–4 М) и продолжали совместную инкубацию в течение 6 ч, после чего выделяли белки. Зна-
чение содержания целевых белков были нормализованы к уровню β-тубулина. Данные представлены в виде среднего
арифм. ± станд. ошибка среднего (N = 3; n = 9; * – p < 0.05 по отношению к контролю). Сравнение экспериментальных
групп проводили с использованием парного t-критерия Стьюдента для зависимых выборок (N = 3, n = 9; * – p < 0.05).
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симых компенсаторных процессов, вовлеченных
в механизмы нейропротекции. Лекарственное
средство ноопепт наряду с ноотропными свой-
ствами проявляет выраженную нейропротектив-
ную активность, установленную на различных
моделях повреждений in vivo и in vitro, и обуслов-
ленную сочетанием антиоксидантных и антиапо-
птотических свойств, ингибирующим действием
в отношении потенциал-зависимых кальциевых
каналов и высвобождения глутамата, а также спо-
собностью усиливать экспрессию нейротрофи-
нов [7]. Наличие в механизмах фармакологиче-
ского действия ноопепта способности стабилизи-
ровать HIF-1α позволяет частично обосновать
его ноотропные, нейропротективные и антидиа-
бетические свойства.
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COGNITIVE ENHANCER NOOPEPT ACTIVATES
TRANSCRIPTION FACTOR HIF-1

L. F. Zainullinaa, T. V. Ivanovab, S. V. Sadovnikovb,
Yu. V. Vakhitovaa,#, and academician of the RAS S. B. Seredenina

a Federal State Budgetary Institution “Research Zakusov Institute of Pharmacology”, Moscow, Russian Federation
b Institute of Biochemistry and Genetics – Subdivizion of the Ufa Federal Research Centre of the Russian Academy of Science, 

Ufa, Russian Federation
# e-mail: juvv73@gmail.com

The effect of noopept (N-phenylacetyl-L-prolyl-glycine ethyl ester) on the DNA-binding activity of HIF-1 and
the mechanisms of stabilization of this transcription factor were studied in vitro. Noopept has been shown to in-
crease both the basal as well as induced by various hypoxia mimetics HIF-1 DNA-binding activity. The mech-
anism of stabilization of the oxygen-sensitive HIF1α subunit by noopept involves the inhibition of HIF-1 prolyl
hydroxylase, which is indirectly indicated by data obtained using the ODD-Luc reporter, and the positive effect
on the level of HIF1α protein. It was revealed that the effect of noopept is accompanied by changes in gene ex-
pression, which belong to different metabolic pathways and are controlled by the transcription factor HIF-1.

Keywords: HIF-1, hypoxia, noopept, Pro-Gly dipeptides, stabilization of HIF-1α, FIH
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