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Аннотация.  Методом поверхностного плазмонного резонанса изучено взаимодействие дипептидного миметика нейротрофина BDNF ГСБ-106 со 
специфическим для полноразмерного нейротрофина тирозинкиназным TrkB рецептором. Показано достоверное снижение связывания BDNF с TrkB, 
который был предварительно проинкубирован с ГСБ-106. Полученные данные указывают на взаимодействие ГСБ-106 с TrkB-рецептором.
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Abstract. The interaction of the neurotrophin BDNF dipeptide mimetic, compound GSB-106, with the tyrosine kinase TrkB receptor specific for the full-
sized neurotrophin was studied using surface plasmon resonance. The significant decrease in the binding of BDNF to TrkB, which was preincubated with 
GSB-106, was shown. The obtained data indicate the interaction of GSB-106 with the TrkB receptor. 
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Введение / Introduction

Мозговой нейротрофический фактор (brain derived 
neurotrophic factor, BDNF), относится к семейству 
нейротрофинов – эндогенных белков, которые играют 
ключевую роль в формировании нервной системы, 
поддержании её нормального функционирования и 
восстановлении в случае повреждений во взрослом 
организме [1]. Свои основные эффекты BDNF осу-
ществляет через специфические тирозинкиназные 
TrkB рецепторы. Многочисленные экспериментальные 
и клинические данные свидетельствуют о целесообраз-
ности использования нейротрофинов и их рецепто-
ров в качестве молекулярных мишеней для создания 
средств лечения неврологических и психиатрических 
заболеваний [2–4].

Применение нативных нейротрофинов в клинике 
оказалось безуспешным из-за фармакокинетических 
ограничений и серьёзных побочных эффектов. Пер-

спективным подходом для решения этих проблем 
полноразмерных нейротрофинов является создание 
их низкомолекулярных миметиков.

В НИИ фармакологии им. В.В. Закусова на основе 
структуры β-изгиба 4-й петли BDNF (-Asp93-Ser94-Lys95-
Lys96-) был получен димерный дипептид, соединение 
ГСБ-106 (гексаметилендиамид бис-(N-моносукцинил-
L-серил-L-лизина) (рис. 1) [5].

Рис. 1. Структура миметика BDNF ГСБ-106
Fig. 1. Structure of the BDNF GSB-106 mimetic
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Методом Вестерн-блот-анализа на клетках НТ-22 с 
использованием антител к фосфорилированной форме 
рецептора была показана активация TrkB рецептора 
при инкубации с ГСБ-106 в концентрации 10–8M [6].

ГСБ-106 в концентрациях 10–6–10–8 M проявлял 
нейропротекторную активность, защищая гиппокам-
пальные нейроны линии HT-22 от окислительного 
стресса, с максимальным эффектом ~50 % от эффекта 
BDNF в его оптимальной концентрации10–9 М [6–8]. 
Нейропротекторный эффект был также выявлен на 
клетках HT-22 в условиях глутаматной токсичности и 
на клетках нейробластомы человека линии SH-SY5Y в 
условиях 6-OHDA – индуцированной токсичности [8], 
при этом в обоих случаях дипептид в концентрации 
10–7 M проявлял такую же по выраженности актив-
ность, как и BDNF в концентрации 10–9 М.

Нейропротекторная активность ГСБ-106 была под-
тверждена in vivo на модели ишемического инсульта у 
крыс [6]. Кроме того, дипептид ГСБ-106 при систем-
ном введении проявлял выраженную антидепрессив-
ную активность в батарее тестов и моделей на грызунах 
[9–12]. Эта активность полностью блокировалась 
специфическим антагонистом TrkB рецепторов [13].

Таким образом, результаты in vitro и in vivo иссле-
дований косвенно свидетельствуют о взаимодействии 
ГСБ-106 с TrkB рецептором, которое однако может 
быть и опосредованным.

Целью данной работы явилось подтверждение 
прямого взаимодействия ГСБ-106 с TrkB рецептором 
методом поверхностного плазмонного резонанса.

Материалы и методы / Materials and methods

Взаимодействие миметика BDNF ГСБ-106 с TrkB 
рецептором определялось с помощью метода по-
верхностного плазмонного резонанса на оптическом 
биосенсоре Biacore 3000 (Cytiva, США) с использо-
ванием чипа NTA (Cytiva, США). Регенерационный 
раствор (0,01 М HEPES, 0,15 М NaCl, 0,35 М ЭДТА, 
0,005 % сурфактант P20, pH 8,3) и рабочий буфер 
(0,01 М HEPES, 0,15 М NaCl, 50 мкМ ЭДТА, 0,005 % 
сурфактант P20, pH 7,4) были получены от Cytiva. 
Экстраклеточный домен TrkB-ECD (Met1-His430), 
модифицированный по N-концу 6-ю остатками гисти-
дина (HisTAG) был фирмы Sino Biological, КНР (ка-
таложный номер 10047-H08H). Нейротрофин BDNF 
был фирмы Abcam, Великобритания (каталожный 
номер ab276774).

Соединение ГСБ-106 (гексаметилендиамид бис-(N-
моносукцинил-L-серил-L-лизина) был синтезирован 
в отделе химии лекарственных средств ФГБНУ «НИИ 
фармакологии имени В.В. Закусова» как описано в [5].

Эксперимент проводили по частично модифи-
цированной методике [14]. Перед иммобилизацией 
рецептора TrkB на чипе его раствор (183 нМ) либо 
один (Контроль 1, К1), либо вместе с аналитами BDNF 
(360 нМ) (Контроль 2, К2) или ГСБ-106 (1 мМ) (Опыт, 

ГСБ-106), инкубировали в течение 1 ч при темпера-
туре 4 °С в темноте (см. Схему эксперимента, рис. 2). 

Иммобилизация TrkB рецептора. Перед каждой 
иммобилизацией TrkB поверхность чипа отмывалась 
инжекцией регенерационного раствора в течение  
1 мин при скорости потока 30 мкл/мин. Активация 
поверхности рабочего канала осуществлялась инжек-
цией 0,5 мM NiCl2 в рабочем буфере в течение 1 мин 
при скорости потока 30 мкл/мин. Далее проводили 
инжекцию предварительно инкубированных раство-
ров, содержащих TrkB, в течение 10 мин при скорости 
потока 10 мкл/мин.

Выявление взаимодействия BDNF с иммобилизо-
ванным лигандом (TrkB) выполнялось при скорости 
потока 10 мкл/мин в рабочем буфере в течение 5 мин. 
Регистрировали сигнал биосенсора в единицах RU 
(Resonance Unit) на этапе иммобилизации рецепто-
ра и после инжекции BDNF. По изменению уровня 
сигнала биосенсора делали вывод о взаимодействии 
BDNF с рецептором. 

После каждого анализа поверхность чипа обра-
батывалась инжекцией регенерационного раствора 
в течение 3 мин при скорости потока 30 мкл/мин. 
Отмывка удаляет с поверхности чипа иммобилизо-
ванный TrkB и ионы никеля. Эксперимент повторяли 
дважды. Достоверность результатов оценивали по 
среднеквадратичному отклонению по выборке ме-
тодом парного сравнения.

Обработка результатов / Processing of results

Рассчитывали средние значения уровня сигнала 
биосенсора по двум измерениям в контроле 1, конт-
роле 1 и опыте. Рассчитывали изменение сигнала 
биосенсора после внесения BDNF. Для удобства меж-
групповых сравнений это изменение нормализовали 
по отношению к уровню сигнала до внесения BDNF 
с использованием следующей формулы:

 (уровень сигнала 2 – уровень сигнала 1))*1000/
уровень сигнала 1,

где: уровень сигнала 1 – до внесения BDNF, а уровень 
сигнала 2 – после внесения BDNF.

Достоверность результатов оценивали с исполь-
зованием среднеквадратичного отклонения норма-
лизованного изменения уровня сигнала в группах,  
а именно, если среднеквадратичные отклонения двух 
выборок не перекрывались, то различия считали ста-
тистически значимыми.

Результаты и их обсуждение / Results and their 
discussion

В настоящее время в литературе представлены дан-
ные по связыванию BDNF и его миметиков Betrofina 3, 
Betrofina 4 и 7,8-дигидроксифлавона (7,8-DHF) с TrkB 
[14, 15]. В публикации датских учёных из университета 
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Копенгагена [15] методом плазмонного резонанса на 
приборе Biacore 2000 (Biacore AB, Швеция) с чипом 
СМ4, на котором ковалентно был иммобилизован 
TrkB, определены константы связывания BDNF, 
Betrofina 3 и Betrofina 4 с рецептором TrkB – 5,4⋅10–10 М, 
1,8⋅10–6 М и 1,3⋅10–6 М, соответственно. Научной груп-
пой из Университета Атланты (Джорджия, США) [14] 
методом плазмонного резонанса на приборе Biacore 
T200 (Biacore AB, Швеция) с чипом NTA, который ис-
пользовался и в нашем исследовании, были получены 
следующие значения констант связывания соедине-
ний с TrkB - Kd(BDNF) = 1,7⋅10–6 М и Kd(7,8-DHF) = 
1,54⋅10–5 М. Стоит отметить, что полученные меньшие 
значения констант Kd могут быть связаны с использо-
ванием исследователями [14] в качестве рабочего рас-
твора фосфатного буфера, который за счёт осаждения 
на чип нерастворимого фосфата никеля приводит к 
завышению сигнала оптического биосенсора. В на-
шем же исследовании в рабочем растворе содержался 
ЭДТА, который способен переводить ионы никеля в 
раствор за счёт хелатирования, тем самым занижая 
итоговый сигнал биосенсора.

В нашем исследовании TrkB рецептор был ори-
ентированно иммобилизован на поверхности NTA-
чипа. Были проведены 3 эксперимента по связыванию 
BDNF с TrkB (рис. 2). В первом контрольном экспери-
менте (К1) рецептор был иммобилизован после инку-
бации и далее инжектировали раствор 360 нМ BDNF 
в рабочем буфере. В этих условиях сигнал биосенсора 
увеличился в среднем на 1330 RU по отношению к 
уровню сигнала до внесения BDNF (табл. 1, рис. 3), 
что свидетельствует о связывании нейротрофина с 
рецептором. Во втором контрольном эксперименте 

(К2) рецептор был предварительно проинкубирован 
с BDNF и далее иммобилизован на чипе. Инжекция 
раствора 360 нМ BDNF не приводила к изменению 
сигнала биосенсора, что указывает на то, что места 
связывания на рецепторе заняты (в предварительной 
инкубации). В третьем эксперименте (Опыт, ГСБ-106) 

Рис. 2. Схема эксперимента по связыванию аналитов  
с TrkB
Примечания: К1 (Контроль 1) – инжекция BDNF после инкубации 
рецептора без аналита; К2 (Контроль 2) – инжекция BDNF после 
инкубации рецептора с BDNF; ГСБ-106 (Опыт) – инжекция BDNF 
после инкубации рецептора с ГСБ-106.

Fig. 2. Scheme of the experiment on the binding of analytes 
with TrkB 
Notes: K1 (Control 1) – injection of BDNF after incubation of the receptor 
without analyte; K2 (Control 2) – injection of BDNF after incubation of 
the receptor with BDNF; ГСБ-106 (Опыт) – injection of BDNF after 
incubation of the receptor with GSB-106.

Таблица 1

Предварительная инкубации TrkB рецепторов с дипептидным миметиком BDNF ГСБ-106 ухудшает взаимодействие BDNF c TrkB

Table 1

Pre-incubation of TrkB receptors with the dipeptide mimetic BDNF GSB-106 worsens the interaction of BDNF with TrkB

Группа Условия эксперимента
Уровень сигнала до 

инжекции BDNF, RU

Изменение уровня 
сигнала после инжекции 

BDNF, RU

Нормализованное изменение 
уровня сигнала после инжекции 

BDNF1, RU

Контроль 1 Инкубация TrkB
+ инжекция BDNF 1010±20 +1350±40 +1330±60

Контроль 2 Инкубация TrkB с BDNF
+ инжекция BDNF 4700±200 0 0*

Опыт Инкубация TrkB с ГСБ-106
+ инжекция BDNF 1240±20 +1170±90 +940±70*

Примечания: Данные поверхностного плазмонного резонанса. Уровень взаимодействия BDNF с TrkB определяли по изменению сигнала 
биосенсора до и после инжекции нейротрофина.
Данные представлены в виде средних по двум измерениям и среднеквадратичных отклонений.
1 – Для удобства межгрупповых сравнений изменение уровня сигнала после инжекции BDNF нормализовали с использованием следующей 
формулы: (уровень сигнала 2 – уровень сигнала 1)*1000/уровень сигнала 1, где: уровень сигнала 1 – до внесения BDNF, а уровень сигнала  
2 – после внесения BDNF; * – статистическая значимость различий по отношению к контролю (среднеквадратичные отклонения выборок 
не перекрываются). 
Notes: Surface plasmon resonance data. The level of interaction between BDNF and TrkB was determined by changing the biosensor signal before and 
after neurotrophin injection. The data are presented in the form of two-dimensional averages and standard deviations.
1 – For the convenience of intergroup comparisons, the change in signal level after injection of BDNF was normalized using the following formula: 
(signal level 2 – signal level 1))*1000/signal level 1, where signal level 1 is before the introduction of BDNF, and signal level 2 is after the introduction of 
BDNF; * – the statistical significance of the differences in relation to the control (the standard deviations of the samples do not overlap).
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TrkB рецептор был предварительно проинкубирован 
с ГСБ-106, в этом случае увеличение уровня сигнала 
биосенсора при инжекции раствора 360 нМ BDNF 
(940 RU) было статистически значимо ниже, чем в 
контроле 1 (1330 RU) (см. табл. 1, рис. 3). Таким обра-
зом, предварительная инкубация рецептора с ГСБ-106 
приводила к статистически значимому снижению на 
30 % уровня взаимодействия между BDNF и TrkB, что 
указывает на возможность непосредственного взаи-
модействия миметика BDNF ГСБ-106 с рецептором.

Заключение / Conclusion

В результате исследования методом поверхност-
ного плазмонного резонанса установлено, что пред-
варительная инкубация TrkB с ГСБ-106 приводит к 
статистически значимому снижению сигнала опти-
ческого биосенсора при взаимодействии BDNF с 
TrkB, что свидетельствует о возможности прямого 
взаимодействия ГСБ-106 с TrkB.
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Рис. 3. Предварительная инкубации TrkB рецепторов 
с дипептидным миметиком BDNF ГСБ-106 ухудшает 
взаимодействие BDNF c TrkB
Примечания: Данные поверхностного плазмонного резонанса. Уро-
вень взаимодействия BDNF с TrkB определяли по изменению сигна-
ла биосенсора до и после инжекции нейротрофина.
Данные представлены в виде средних по двум измерениям и средне-
квадратичных отклонений.
1 – Для удобства межгрупповых сравнений изменение уровня сигна-
ла после инжекции BDNF нормализовали с использованием следу-
ющей формулы: (уровень сигнала 2 – уровень сигнала 1))*1000/уро-
вень сигнала 1, где уровень сигнала 1 – до внесения BDNF, а уровень 
сигнала 2 – после внесения BDNF; * – статистическая значимость 
различий по отношению к контролю (среднеквадратичные отклоне-
ния выборок не перекрываются). 

Fig. 3. Preincubation of TrkB receptors with the dipeptide 
mimetic BDNF GSB-106 worsens the interaction of BDNF 
with TrkB
Notes: Surface plasmon resonance data. The level of interaction between 
BDNF and TrkB was determined by changing the biosensor signal before 
and after neurotrophin injection.
The data are presented in the form of two-dimensional averages and 
standard deviations.
1 – For the convenience of intergroup comparisons, the change in signal 
level after injection of BDNF was normalized using the following formula: 
(signal level 2 – signal level 1))*1000/signal level 1, where signal level 1 is 
before the introduction of BDNF, and signal level 2 is after the introduction 
of BDNF; * – the statistical significance of the differences in relation to the 
control (the standard deviations of the samples do not overlap).
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