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Фактор роста нервов (nerve growth factor, NGF) способствует пролиферации, дифференцировке и
поддержанию жизнеспособности и функционирования периферических и центральных нейронов.
В НИИ фармакологии им. В.В. Закусова был сконструирован и синтезирован оригинальный ди-
мерный дипептидный миметик 4-й петли NGF – гексаметилендиамид бис-(моносукцинил-L-глу-
тамил-L-лизина) (ГК-2) активирующий PI3K/AKT и PLC-γ1 сигнальные каскады без влияния на
MAPK/ERK, с предполагаемыми прокогнитивными свойствами. В настоящей работе изучены мне-
мотропные эффекты ГК-2 при однократном в/б введении в дозах 0.1; 0.5 и 5.0 мг/кг в тесте распо-
знавания нового объекта у крыс. Обнаружено, что ГК-2 в дозе 0.5 мг/кг статистически значимо
улучшал долговременную память животных. В экспериментах на переживающих срезах гиппокам-
па крыс проведена оценка действия ГК-2 на синаптическую передачу и ее пластические свойства в
синаптической системе коллатерали Шаффера – пирамидные нейроны поля СА1.
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ВВЕДЕНИЕ
Белки семейства нейротрофинов – регуляторы

выживания и функционирования как центральных,
так и периферических нейронов [1]. Фактор роста
нервов (NGF) является наиболее хорошо изучен-
ным представителем этого семейства. NGF спо-
собствует пролиферации, дифференцировке и
поддержанию жизнеспособности и функциониро-
вания периферических и центральных нейронов
[2]. NGF необходим для нормальной синаптиче-
ской пластичности в норме и патологии [3, 4].

С момента открытия NGF рассматривается
возможность его использования для лечения ней-
родегенеративных заболеваний, и в настоящее
время имеется большое число эксперименталь-
ных и клинических данных, свидетельствующих
о нейропротекторных и ноотропных свойствах
этого пептида [5–7]. Однако существуют ограни-
чения для использования полноразмерного ней-
ротрофина в клинических условиях, связанные

со слабой способностью пептида проникать через
гематоэнцефалический барьер, а также наличием
ряда побочных эффектов, включая гипералгезию
и существенную потерю веса [2]. Это обуславливает
необходимость создания низкомолекулярных со-
единений, обладающих необходимыми клиниче-
скими свойствами, но лишенных недостатков их
полноразмерного аналога [8–10].

В НИИ фармакологии им. В.В. Закусова на ос-
нове структуры бета-изгиба 4-й петли NGF был
создан новый миметик NGF, представляющий со-
бой димерный дипептид – гексаметилендиамид
бис-(моносукцинил-L-глутамил-L-лизина) (ГК-2)
[11] (Патент РФ № 2410392, 2011; Патент Китая
№ 102365294 B, 2016) (рис. 1).

Ранее с помощью Вестерн-блоттинга было
установлено, что ГК-2 взаимодействует со специ-
фическими для полноразмерного NGF высоко-
афинными TrkА-рецепторами, однако миметик
избирательно активирует PI3K/AKT и PLC-γ1
каскады, не оказывая влияния на MAPK/ ERK
сигнальный путь [12, 13]. In vitro ГК-2 проявлял
нейропротективную активность в микро-нано-
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молярных концентрациях в условиях окисли-
тельного стресса, глутаматной и МФТП (1-ме-
тил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин)-токсич-
ности на гиппокампальных клетках линии HT22
[11, 14].

Ранее у димерного дипептидного миметика
NGF ГК-2 при его хроническом внутрибрюшин-
ном (в/б) введении были выявлены мнемотроп-
ные свойства на стрептозотоциновой модели бо-
лезни Альцгеймера при тестировании в водном
лабиринте Морриса [15]. Также при остром вве-
дении ГК-2 в дозах 0.5 и 1.0 мг/кг улучшал долго-
временную память крыс в тесте распознавания
нового объекта и не влиял на кратковременную
[16].

В настоящей работе в опытах на крысах с ис-
пользованием теста распознавания нового объек-
та исследовали зависимость прокогнитивных эф-
фектов ГК-2 от дозы препарата.

Гиппокамп является одной из ключевых струк-
тур в формировании памятного следа в мозге. На
молекулярно-клеточном уровне это выражается в
том, что синаптическая передача в гиппокампе и
её пластические перестройки являются ключевы-
ми механизмами, лежащими в основе многих ви-
дов памяти, проявляющейся на поведенческом
уровне [17, 18]. В связи с чем нами также была по-
ставлена задача изучить влияние миметика NGF
на синаптическую передачу в гиппокампе.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Вещества. Димерный дипептидный миметик

NGF ГК-2 был получен в Отделе химии лекар-
ственных средств НИИ фармакологии им. В.В. За-
кусова, как описано ранее [11]. ГК-2: м. м. = 830.92,
чистота = 97.4%, [α]22D = –47.0° (с 0.1; Н2О), т. пл. =
= 120–128°С.

Миметик исследовался в дозах 0.1; 0.5 и 5.0 мг/кг
для ГК-2. Дозы выбраны на основе ранее прове-
денных исследований фармакологической актив-
ности [12, 19, 20]. ГК-2 растворяли в дистиллиро-
ванной воде и вводили внутрибрюшинно (в/б).

Животные. Эксперименты проводили на кры-
сах линии Wistar, полученных из питомника лабо-
раторных животных “Андреевка” ФГБУН “Науч-
ный центр биомедицинских технологий” ФМБА

России. Животных содержали в виварии в усло-
виях естественного освещения на стандартном
питании и со свободном доступом к воде и пище.
Поведенческие эксперименты проводили в ин-
тервале 10.00–14.00.

Дизайн поведенческого исследования. Для теста
было использовано 40 крыс-самцов. Животные бы-
ли разделены случайным образом на контрольную
группу, получавшую однократно внутрибрюшинно
(в/б) дистиллированную воду, и группы, получав-
шие однократно в/б ГК-2 в дозах 0.1, 0.5 и 5.0 мг/кг
(всего 4 группы), таким образом, чтобы в каждой
группе было по 10 крыс. Через 24 ч после инъек-
ции начинали тест распознавания нового объек-
та.

Тест распознавания нового объекта. Тест осно-
ван на естественном стремлении крыс к исследо-
ванию новых объектов [21] и используется для
оценки кратковременной и долговременной па-
мяти [22]. Тест проводили, как подробно описано
ранее [16]. Для оценки кратковременной памяти
регистрировали время исследования знакомого и
нового объекта через 1 ч после фазы ознакомле-
ния, для оценки долговременной памяти – через

24 ч. Затем по формуле:  где

Т нов – время исследования нового объекта,
Т зн – время исследования знакомого объекта;
рассчитывали коэффициент дискриминации [23].
При КД > 0 животное помнит объект, предъяв-
лявшийся в фазу ознакомления, так как исследует
его меньше.

Электрофизиология. Влияние ГК-2 на вызван-
ную синаптическую активность изучали на пере-
живающих поперечных срезах гиппокампа 5–8
недельных крыс линии Вистар. Всего было ис-
пользовано 7 крыс обоих полов (N = 7). Живот-
ных умервщляли методом дислокации шейных
позвонков. Срезы гиппокампа 300–500 мкм по-
лучали с помощью виброножа оригинальной
конструкции (Патент РФ № 214839, 2022). Перед
погружением в суперфузионную камеру для реги-
страции вызванной активности, срезы 1–1.5 ч на-
ходились при комнатной температуре (25°С) в
модифицированном растворе Рингера для млеко-
питающих с концентрацией (в мМ): 124 NaCl,
3 KCl, 2.5 CaCl2, 1.25 Na2HPO4, 2.5 MgSO4,
26 NaHCO3 и 10 D-глюкозы, рН 7.4, при насыще-
нии карбогеном (95% О2, 5% СО2). При регистра-
ции скорость протока составляла 7–8 мл/мин, при
температуре 32°С. Вызванные ответы были полу-
чены раздражением коллатерали Шаффера на
границе полей СА2 и СА1 двумя последователь-
ными стимулами (0.1 мс длительность, межсти-
мульный интервал 50 мс) с частотой 0.03 Гц. Реги-
стрирующие электроды располагали в str. radiatum
поля СА1 в 1–2 мм от места раздражения, у полу-
ченных фокальных возбуждающих постсинапти-
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Рис. 1. Димерный дипептидный миметик 4-й петли
NGF ГК-2.
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ВОЛКОВА и др.

ческих потенциалов (фВПСП) визуально оцени-
вали амплитуду, и соотношение пресинаптическо-
го ответа к постсинаптическому. Силу стимула
перед экспериментом подбирали так, чтобы вы-
звать ответ, амплитуда которого составляла полови-
ну от максимальной амплитуды фВПСП, и давали
ответу стабилизироваться в течение 10–20 мин
перед началом экспериментального воздействия.

Статистический анализ. Статистическая обра-
ботка была проведена в компьютерных програм-
мах GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, USA)
и Microsoft Excel (Microsoft, USA). Так как данные
экспериментов были нормально распределены
(тест Шапиро–Уилка) и по данным теста Левена
дисперсии равны (р = 0.1696), для статистической
обработки был использован однофакторный дис-
персионный анализ (one-way ANOVA).

Данные на графиках и в таблицах представле-
ны как среднее, разбросы обозначают стандарт-
ную ошибку среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Поведенческие эксперименты. Ранее было по-

казано, что ГК-2 в тесте распознавания нового объ-
екта при остром введении в дозах 0.5 и 1.0 мг/кг не
влияет на кратковременную память крыс и стати-
стически значимо улучшает долговременную [16].

В соответствии с ранее полученными данными
введение ГК-2 не оказало статистически значи-
мого влияния на коэффициент дискриминации в
тесте 1 (через 1 ч после ознакомления с объекта-
ми), не было выявлено межгрупповых различий
по коэффициенту дискриминации ни в одной из
исследованных доз.

В тесте 2 (через 24 ч после ознакомления с объ-
ектами) ГК-2 в дозе 0.5 мг/кг статистически значи-
мо увеличивал коэффициент дискриминации по
сравнению с контрольной группой, проявляя мне-
мотропный эффект (табл. 1). В дозах 0.1 и 5.0 мг/кг
дипептид был неактивен.

Полученные результаты свидетельствуют о
том, что прокогнитивные эффекты ГК-2 зависят
от дозы препарата, причем эта зависимость имеет
колоколообразный характер (рис. 2): оптималь-
ной для развития когнитотропного эффекта ока-

залась доза 0.5 мг/кг, повышение дозы до 5.0 мг/кг
приводило к потере эффекта.

Колоколообразная зависимость “доза–эф-
фект” характерна для многих биологических мо-
лекул, включая регуляторные пептиды [24]. Двух-
фазная или трехфазная реакция на увеличиваю-
щееся воздействие получила название гормезиса
(hormesis) и является характеристикой многих
биологических систем [25]. Концепция гормези-
са получила широкое распространение в фунда-
ментальных биологических и биомедицинских
науках [26]. Колоколообразная зависимость эф-
фектов от дозы ранее была показана для ГК-2 на
моделях болезни Паркинсона [27] и диабета [28].
Интересно отметить, что подобная зависимость
отмечается и для NGF, однако в случае с полно-
размерным белком это связывают с активацией
низкоаффинных рецепторов p75NTR, сопряжен-
ных с доменом смерти и стимулирующих апоптоз
[29, 30].

Электрофизиология. Ранее нами были получены
данные об отсутствии эффекта часовой инкубации
переживающих срезов гиппокампа в растворе, со-
держащем ГК-2 в концентрации 1.5 мг/л, на дли-
тельную потенциацию синаптической передачи,
рассматриваемую в качестве основного механиз-

Таблица 1. Эффект однократного внутрибрюшинного введения ГК-2 в тесте распознавания нового объекта

**** p < 0.0001 по сравнению с группой “Контроль” (one-way ANOVA, Dunnett test).

Группа (число животных в группе)
КД

тест 1 (1 ч) тест 2 (24 ч)

Контроль (n = 10) 0.47 ± 0.05 0.15 ± 0.03
ГК-2, 0.1 мг/кг (n = 10) 0.53 ± 0.07 0.16 ± 0.04
ГК-2, 0.5 мг/кг (n = 10) 0.46 ± 0.04 0.44 ± 0.06****
ГК-2, 5 мг/кг (n = 10) 0.55 ± 0.06 0.21± 0.06

Рис. 2. Кривая “доза–эффект” миметика 4-й петли
NGF ГК-2. Данные нормированы на контрольные
значения.
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ма улучшения кратковременной памяти в пове-
денческих тестах [31]. Однако, в этих экспери-
ментах не была проведена оценка влияния острого
эффекта миметика NGF ГК-2 на базовую синап-
тическую передачу в системе коллатерали Шаф-
фера – пирамиды СА1. В данной работе были изу-
чены эффекты острой аппликации ГК-2 на срезы
гиппокампа. Аппликация ГК-2 в наиболее эф-
фективной in vitro концентрации 1 мг/л [31] в те-
чение 15 мин в перфузирующий раствор с после-
дующим отмыванием стандартным перфузатом в
течение 30 мин не оказала значимого влияния на
скорость нарастания фВПСП. Величина наклона
фВПСП за 10–15 мин аппликации составила
99.12 ± 2.04% от фонового уровня, а в 25–30 мин
отмыва 93.08 ± 4.56% (рис. 3). Снижение ответа
оказалось статистически незначимо (p = 0.19, re-
peated measures ANOVA, N = 7, n = 10).

Помимо длительных изменений синаптической
передачи важной формой синаптической пластич-
ности являются кратковременные изменения (или
кратковременная пластичность) в пресинаптиче-
ском окончании, которая отражает изменения вы-
броса нейромедиатора, продолжающееся от мил-
лисекунд до нескольких секунд или минут. Стан-
дартным подходом к оценке кратковременной
пластичности является измерение отношения уг-
ла наклона второго вызванного ответа к углу на-
клона первого (paired-pulse ratio, PPR) при пар-
ной стимуляции с межстимульными интервалом
до 500 мс [32]. Изменения в этом параметре озна-
чают вовлечение пресинаптического механизма
выброса медиатора. Пары стимулов с интервалом
в 15, 50, 150 и 400 мс вызывали практически иден-
тичные PPR до аппликации ГК-2 (1 мг/л) и после
30-й мин отмывания вещества (repeated measures
ANOVA, p = 0.84, N = 7, n = 9, рис. 4). Полученные
данные позволяют сделать вывод об отсутствии
влияния ГК-2 на базовую синаптическую переда-
чу в поле СА1 гиппокампа, а также кратковремен-
ную пластичность при остром воздействии этого
препарата in vitro.

В литературе описано влияние самого NGF,
миметиком которого является исследуемый нами
пептид ГК-2, на синаптическую передачу и пла-
стичность в гиппокампе [33]. И хотя в исследова-
ниях in vitro эффекта острой аппликации обнару-
жено не было, хорошо известно о выраженном
влиянии NGF на синаптические процессы при
хроническом воздействии пептида, которое, воз-
можно, опосредованно его влиянием на отдален-
ные от самого гиппокампа структуры [3, 4]. Этим
можно объяснить отсутствие эффекта миметика
при краткосрочном воздействии непосредствен-
но на срез гиппокампа. Однако стоит отметить, что
миметик не в точности повторяет биохимический
профиль активности полноразмерного NGF, в

Рис. 3. Влияние аппликации 1 мг/л ГК-2 на фВПСП. а – динамика изменения угла наклона фВПСП в поле СА1 гип-
покампа, аппликация показана черным прямоугольником. б – усредненные значения за 5 последних минут, n = 10.
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частности, не активирует MAPK/ERK сигналь-
ный путь [12, 13]. Потому при оценке его влияния
на поведение возможны отличные от NGF воз-
действия на синаптическую передачу. В исследо-
ваниях влияния других нейротрофинов (BDNF и
NT-3) на вызванную синаптическую активность,
вопреки превалирующему мнению о медленном
(часы-дни) проявлении их эффектов, было обна-
ружено почти мгновенное (минуты) и значитель-
ное изменение базовых свойств синаптической
передачи – увеличение ответа и снижение PPR,
сохраняющиеся часы [33]. В этом контексте наши
данные показывают, что долговременные эффек-
ты ГК-2, выявленные в поведенческих тестах в
настоящем и ранее проведенных исследованиях
[16] могут быть опосредованы несинаптическими
механизмами или непрямыми эффектами ГК-2.
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Effect of Low Molecular Weight Nerve Growth Factor Mimetic GK-2
on Cognitive Function and Synaptic Transmission in Hippocampal Slices

A. A. Volkovaa, c, P. Yu. Povarninaa, P. D. Rogozinb, R. V. Kondratenkob, 
I. N. Sharonovab, A. A. Kamenskyc, and V. G. Skrebitskyb

a Research Zakusov Institute of Pharmacology, Moscow, Russia
b Research Center of Neurology, Moscow, Russia

c Lomonosov Moscow State University, Faculty of Biology, Moscow, Russia

Nerve growth factor (NGF) contributes to the proliferation, differentiation and maintenance of the viability
and functioning of peripheral and central neurons. At the Research Zakusov Institute of Pharmacology a di-
meric dipeptide mimetic of the NGF loop 4 bis(monosuccinyl-L-glutamyl-L-lysine) hexamethylenediamide
(GK-2) was created. GK-2 activates PI3K/AKT and PLC-γ1 signaling cascades, without affecting
MAPK/ERK, and appears to have procognitive properties. In the present study, we investigated the mnemo-
tropic effects of GK-2 with a single intraperitoneal dose of 0.1, 0.5 and 5.0 mg/kg in the novel object recog-
nition test in rats. GK-2 at a dose of 0.5 mg/kg statistically significantly improved the long-term memory of
animals. In experiments on the rat hippocampal acute slices, we evaluated the effects of GK-2 on synaptic
transmission and its plastic properties in the synaptic system Schaffer collaterals − CA1 pyramidal cell.

Keywords: hippocampal slices, PPR, low molecular weight NGF mimetic, novel object recognition test
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