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C использованием клеток НТ-22, нокаутных по генам рецепторов TrkA или TrkB, установлена се-
лективность взаимодействия низкомолекулярного миметика BDNF дипептида ГСБ-106 (гексаме-
тилендиамид бис(N-моносукцинил-L-серил-L-лизина)) с TrkB рецепторами.
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В литературе широко представлены данные о
физиологической роли мозгового нейротрофиче-
ского фактора (brain-derived neurotrophic factor,
BDNF) в регуляции ЦНС, также как и о нейропси-
хических заболеваниях, патогенез которых ассоци-
ирован с дефицитом нейротрофина [1–5]. Очевид-
ная гипотеза о заместительной терапии не может
быть реализована ввиду быстрой биотрансформа-
ции полноразмерного BDNF, барьерных ограни-
чений при его системном введении, а также риска
развития нежелательных эффектов [6, 7]. Поэтому с
начала 90-х годов ведется поиск фармакологически
пригодных низкомолекулярных миметиков BDNF
[8–12]. До настоящего времени, несмотря на ряд
позитивных результатов доклинических исследо-
ваний, ни один из миметиков-кандидатов не
внедрен в клинику.

В рамках научных исследований, одобренных
отделением физиологии Российской академии
наук, в НИИ фармакологии имени В.В. Закусова
сконструирован и синтезирован дипептидный ми-

метик BDNF гексаметилендиамид бис(N-моносук-
цинил-L-серил-L-лизина), соединение ГСБ-106
[13]. На гиппокампальных клетках мыши линии
HT-22 установлено, что ГСБ-106 способствует
фосфорилированию специфических для BDNF
TrkB рецепторов, активации их основных постре-
цепторных каскадов PI3K/AKT, MAPK/ERK и
PLC-γ1 [14] и обладает защитным действием в
диапазоне концентраций от 10–5 до 10–8М при мо-
делировании окислительного стресса [13]. В фар-
макокинетических исследованиях показано [15],
что дипептид преодолевает гемато-энцефаличе-
ский барьер. ГСБ-106 в дозах 0.1–1.0 мг/кг при
системном введении в стандартных эксперимен-
тальных моделях проявил антидепрессантопо-
добную активность [13, 16, 17], которая, как дока-
зано фармакологическим ингибиторным анализом,
опосредована активацией TrkB и сопряженных пу-
тей трансдукции сигнала [16].

Соединение ГСБ-106 изучено в полном цикле
доклинических исследований в качестве пер-
спективного, первого в классе антидепрессанта с
нейротрофинергическим механизмом действия.

Для дополнительного выяснения фармакоди-
намических механизмов ГСБ-106 необходимо
установить селективность взаимодействия миме-
тика BDNF с TrkB рецепторами, что явилось це-
лью настоящей работы.

Исследование выполнено на нокаутных по ге-
нам trka и trkb клетках НТ-22 с регистрацией про-
текторного действия при моделировании окисли-
тельного стресса в качестве показателя фармако-

УДК 577.112.6:615.214.31

1Федеральное государственное бюджетное научное 
учреждение “НИИ фармакологии имени В.В. Закусова”, 
Москва, Россия
2Государственный Научный Центр Федеральное 
государственное бюджетное учреждение науки 
Институт биоорганической химии имени академиков 
М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова Российской 
академии наук, Москва, Россия
*e-mail: tata-sosnovka@mail.ru



392

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ  том 511  2023

АНТИПОВА и др.

логического эффекта. Нокаутные по TrkA или
TrkB клетки на основе линии НТ-22 получены ра-
нее [18]. Использована система редактирования
генома CRISPR-Cas9 по протоколу, описанному
в [19]. Плазмида pSpCas9(BB)-2A-Puro содержала
последовательность, кодирующую нуклеазу Cas9.
ДНК генов Ntrk1 и Ntrk2 в местах расщепления

нуклеазой Cas9 содержала сайт рестрикции ScaI,
при делеции одного или нескольких нуклеотидов
ScaI должен был исчезать. При этом было получе-
но несколько нокаутных по TrkA или TrkB кле-
точных пулов. Для подтверждения делеции TrkA
или TrkB из клеток выделяли ДНК, целевые
участки генов Ntrk1 и Ntrk2 амплифицировали и
отсутствие сайта Scal подтверждали электрофоре-
тически.

Отсутствие экспрессии TrkA и TrkB на уровне
белка в клеточных пулах (TrkA–/–) и (TrkB–/–) бы-
ло подтверждено с помощью Вестерн-блот ана-
лиза с использованием специфических антител
против TrkA и TrkB (рис. 1).

Для определения наличия или отсутствия фар-
макологического эффекта ГСБ-106 выбрали наи-
более чувствительные к окислительному стрессу
клеточные пулы. Окислительный стресс модели-
ровали путем внесения в среду культивирования
клеток раствора перекиси водорода (Н2О2) в ко-
нечной концентрации 1.5 мМ. Клетки с H2O2 ин-
кубировали в атмосфере 5% СО2 при 37°С 30 мин.
Далее среду заменяли на нормальную и через 4 ч
определяли жизнеспособность клеток с помощью
МТТ-теста [20]. Оптическую плотность измеряли
на спектрофотометре “Multiscan EX” (Thermo,
США) при длине волны 600 нм.

Для изучения зависимости защитного дей-
ствия ГСБ-106 от наличия TrkA или TrkB рецеп-
торов дипептид вносили в культуральную среду,
содержащую нокаутные по одному из этих рецеп-
торов клетки НТ-22, в конечных концентрациях
10–5–10–8М [9] за 24 ч до повреждения клеток или
сразу после отмывки Н2О2. В качестве положитель-
ного контроля использовали NGF (100 нг/мл) (Sig-
ma, США) или BDNF (50 нг/мл) (BD Bioscience,
Великобритания).

Из рис. 2 видно, что при отсутствии TrkA ре-
цепторов защитное действие как BDNF, так и его
миметика ГСБ-106 сохранялось в обеих схемах
эксперимента. Диапазон эффективных концен-
траций ГСБ-106 составил 10–5–10–7М.

Рис. 1. Результаты оригинального Вестерн-блот анализа, подтверждающие отсутствие TrkA и TrkB экспрессии в TrkA–/– и
TrkB–/– соответственно в клетках HT-22. WT – клетки HT-22 без мутаций по соответствующим генам.

WT TrkA�/�

TrkA

TrkB

TrkB�/�

Рис. 2. Влияние различных концентраций ГСБ-106 на
жизнеспособность нокаутных по TrkA рецептору кле-
ток НТ-22 на модели окислительного стресса. (а) Вне-
сение BDNF и ГСБ-106 за 24 ч до повреждения.
(б) Внесение BDNF и ГСБ-106 сразу после поврежде-
ния. Результаты МТТ-теста. ^ – р ≤ 0.05 по сравнению с
интактным контролем, * – р ≤ 0.05 по сравнению с ак-
тивным контролем. Критерий Краскела–Уоллиса с по-
следующим тестом по Данну.

120 (а)

(б)

Жизнеспособность клеток, % от контроля

100

80

60

40

20

ГСБ-106

0Контроль H2O2 BDNF 10�5 M 10�6 M 10�7 M 10�8 M

120
Жизнеспособность клеток, % от контроля

100

80

60

40

20

ГСБ-106

0Контроль H2O2 BDNF 10�5 M 10�6 M 10�7 M 10�8 M



ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ  том 511  2023

ФАРМАКОГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ 393

При моделировании окислительного стресса
на нокаутных по TrkB рецептору клетках HT-22
активность и BDNF, и его миметика ГСБ-106 от-
сутствовала (рис. 3).

Таким образом, с использованием клеток НТ-
22, нокаутных по генам рецепторов TrkA или
TrkB, установлено, что эффекты низкомолеку-
лярного миметика BDNF дипептида ГСБ-106 по
изученному защитному действию на клетках в
условиях окислительного стресса связаны с TrkB
рецепторами.
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Using TrkA or TrkB receptor gene knockout HT-22 cells showed the selectivity of the interaction of the low
molecular weight dipeptide BDNF mimetic GSB-106 (hexamethylenediamide bis(N-monosuccinyl-L-ser-
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