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Артемизинины ‒ вторичные метаболиты лекарственного растения Artemisia annua – обладают про-
тивовоспалительными, антиканцерогенными, иммуномодулирующими, антимикробными и дру-
гими свойствами. Однако фармакокинетика, фармакодинамика, точные молекулярные мишени
артемизинина недостаточно известны. Изучено как in vitro, так и in silico взаимодействие артемизи-
нина с сывороточным альбумином человека и проведено сравнение с дексаметазоном. Тушение
флуоресцентной эмиссии сывороточного альбумина человека артемизинином при различных тем-
пературах происходило по одному механизму и указывало на статическую природу, что сходно с эф-
фектом дексаметазона. Артемизинин и дексаметазон взаимодействуют с сайтом I связывания с ле-
карствами сывороточного альбумина человека. Нами впервые показано образование водородной
связи с Arg218, который играет решающую роль в связывании лекарств с сайтом I. Дексаметазон об-
разует водородные связи с боковой цепью Arg218 и Arg222 и основной цепью Val343. Аминокислоты
субдоменов IIA и IIIA сывороточного альбумина человека совпадают для обоих соединений. Иссле-
дования электрофоретической подвижности ДНК клеток саркомы S-180 показывают, что артемизи-
нин не взаимодействует непосредственно с ДНК. Итак, мы предполагаем, что сывороточный альбу-
мин человека ‒ один из основных транспортеров артемизинина. При этом параметры взаимодей-
ствия артемизинина с сывороточным альбумином человека совпадают с таковыми для дексаметазона.

Ключевые слова: артемизинин, сывороточный альбумин человека, дексаметазон, флуоресценция,
электрофоретическая подвижность, молекулярная динамика
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ВВЕДЕНИЕ
Артемизинин (АРТ) и его производные [1]

принадлежат семейству сесквитерпеновых три-
оксановых лактонов и представляют собой вто-
ричные метаболиты лекарственного растения
Artemisia annua, которое традиционно используют
в китайской медицине. АРТ обладает мощным
противомалярийным, противовирусным, проти-
вогрибковым, противоопухолевым и др. действи-
ем [2, 3]. Он (C15H22O5) [4] содержит эндоперок-
сидный мостик, необходимый для проявления
его биологической активности (С-кольцо) [5], та-
кой как антиоксидантная, противовоспалитель-
ная, иммуномодулирующая, антимикробная, ан-
тигельминтная и др. [6–10]. АРТ и его производ-
ные оказывают устойчивое ингибирующее
действие на грибы; проявляют цитотоксическую

активность in vitro и in vivo против раковых клеток
[11]. В настоящее время АРТ рассматривают в ка-
честве потенциальной альтернативы в лечении
быстро прогрессирующих и высокоагрессивных
форм рака без риска развития резистентности [12], а
также в качестве сильнодействующих нейропротек-
торов [13].

АРТ обладают антибактериальными свойства-
ми в отношении различных видов бактерий, в
частности могут усиливать действие антибиотика
метициллина в отношении резистентного золоти-
стого стафилококка и бета-лактамов в отношении
кишечной палочки [14, 15]. Одним из возможных
вариантов противомалярийной активности может
быть накопление и высвобождение свободных
радикалов в результате разрушения эндоперок-
сидного мостика внутриклеточным гем-эфир-

1 Дополнительные материалы к этой статье доступны по doi 10.31857/S0026898420040059 для авторизованных пользователей.
Сокращения: АРТ ‒ артемизинин; ГР ‒ глюкокортикоидный рецептор; ДЕКСА ‒ дексаметазон; САЧ ‒ сывороточный
альбумин человека; МД ‒ молекулярная динамика.
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ным железом (Fe) [16]. Однако до настоящего
времени фармакокинетика, фармакодинамика,
специфические молекулярные мишени и меха-
низмы действия соединений семейства АРТ не-
достаточно изучены [5–7, 9].

Предварительно проведенный нами обратный
виртуальный скрининг показал, что оптимальная
мишень для АРТ ‒ лиганд-связывающий домен
глюкокортикоидного рецептора (ГР) человека
[17]. ГР представляет собой конститутивно экс-
прессируемый фактор транскрипции, контроли-
рующий множество различных генных сетей [18,
19]. Кетостероидные рецепторы, включая ГР чело-
века, активируют эндогенный гормон кортизол или
экзогенные глюкокортикоиды, такие как дексаме-
тазон (ДЕКСА), и играют жизненно важную роль в
регуляции метаболизма и гомеостаза [20, 21], меж-
клеточной коммуникации, необходимой для коор-
динации развития, роста, воспаления и иммунитета
[22, 23]. Таким образом, глюкокортикоиды и их
синтетические производные, такие как ДЕКСА, –
одни из наиболее используемых лекарств при лече-
нии астмы, ревматоидного артрита, аутоиммун-
ных заболеваний, лейкемии и т.д. благодаря их
сильной иммуносупрессивной, противовоспали-
тельной и апоптотической активности. Однако
использование стероидов, таких как ДЕКСА, мо-
жет привести к серьезным побочным эффектам
[24]. Поэтому исследуют новые терапевтические
агенты, которые могут заменить стероиды, и бу-
дут использоваться в качестве противовоспали-
тельных препаратов без побочных эффектов. Эти
агенты могут быть селективными агонистами или
модуляторами ГР [21].

Большинство ксеногенных факторов, включая
лекарственные средства, нативные и синтетиче-
ские глюкокортикоиды [25] и АРТ [26], достига-
ют тканей-мишеней, связываясь с сывороточным
альбумином человека (САЧ), который участвует в
абсорбции, распределении, метаболизме и экс-
креции лекарств. САЧ оказывает существенное
влияние на фармакокинетику и фармакодинами-
ку многих лекарственных препаратов [27]. Всасы-
вание АРТ после приема внутрь длится 0.5‒2 ча-
са, достигая максимальной концентрации в плаз-
ме в интервале 1‒3 часа после приема. Ферменты
цитохрома P-450 CYP3A4 и CYP2A6 участвуют в
метаболизме АРТ и его производных. Они также
участвуют в конверсии производных АРТ в ди-
гидроартемизинин [28].

САЧ представляет собой одноцепочечный
гликозилированный полипептид, который содер-
жит 585 аминокислотных остатков, с молекуляр-
ной массой 66500 Да. Он образует структуру в
форме сердца, состоящую из трех гомологичных
α-спиральных доменов (I, II и III), каждый из ко-
торых подразделяется на два субдомена (A и B)
[29]. Анализ кристаллической структуры показал,

что существуют два больших и структурно селек-
тивных сайта связывания с лекарствами – сайт I
(Sudlow I) и сайт II (Sudlow II), которые располо-
жены соответственно в субдомене IIA и IIIA [30].

В данной статье для изучения взаимодействия
АРТ и ДЕКСА с САЧ мы использовали различ-
ные методы, такие как УФ- и флуоресцентная
спектроскопии [27, 31], молекулярная динамика
(МД) [32] и молекулярный докинг [33]. Эндоген-
ные или экзогенные глюкокортикоиды, такие как
ДЕКСА, активируют ГР. Поскольку мы предпо-
лагаем, что АРТ может быть потенциальным ли-
гандом, мы провели сравнительный анализ взаи-
модействия этих двух лигандов с САЧ для сравне-
ния их фармакокинетики. Цель данной работы ‒
in vitrо и in silico определение молекулярных меха-
низмов взаимодействия и связывания АРТ с
САЧ, ДНК и сравнительный анализ с ДЕКСА.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты и растворы. Стандартные растворы
АРТ, САЧ и триптофана (Trp) готовили с исполь-
зованием: АРТ (≥98%) фирмы “Toronto Research
Chemicals” (Торонто, Канада); САЧ, свободный
от жирных кислот (<0.005%), “Sigma Chemical Co.”
(Сент-Луис, США); Trp и Трис (≥99%) от “Sigma
Chemical Co.” (Сент-Луис, США). Буферный
раствор Трис-HCl (0.050 М, рН 7.40) доводили до
рН 7.40 добавлением 36% HCl. Исходный рас-
твор АРТ (1.0 × 10–2 М) готовили в этаноле, а САЧ
(2.5 × 10–4 М) ‒ в Трис-HCl (рН 7.40). Концентра-
цию САЧ определяли спектральным поглощением
при длине волны λ = 280 нм, используя коэффици-
ент молярного поглощения ε = 36600 М–1 см–1. Все
исходные растворы хранили в темноте при 4°С. В
экспериментах использовали дистиллированную
воду.

Спектральные методы. УФ-видимая спектро-
скопия. УФ-спектры всех растворов САЧ в от-
сутствие/присутствии АРТ в физиологических
условиях (pH 7.4) регистрировали на спектрофо-
тометре Unicam UV-1601 (Shimadzu, Япония) с
10-миллиметровыми кварцевыми ячейками в диа-
пазоне длин волн от 200 до 350 нм при комнатной
температуре. Стандартные растворы САЧ и АРТ ис-
пользовали в качестве контроля. Флуоресцентный
спектр растворов САЧ в отсутствие/присутствии
АРТ в физиологических условиях (pH 7.4) реги-
стрировали на флуоресцентном спектрофотометре
Varian Cary Eclipse с 10 мм кварцевыми ячейками с
шириной щели 10/10 нм. Спектры флуоресцентной
эмиссии измеряли в диапазоне от 300 до 500 нм с
интервалом 0.2 нм при длине волны возбуждения
λex = 280 нм при трех разных температурах (298,
304 и 310 K). Ширина спектральных полос воз-
буждения и излучения равна 5 нм. Температуру
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образца поддерживали рециркуляцией воды на
протяжении всего эксперимента.

Методами порядковой статистики проводили
анализ спектрофотометрических данных. При нор-
мальном распределении данных применяли методы
параметрической статистики, в том числе порядко-
вую статистику и непарный t-тест Стьюдента. Вы-
числения проводили с применением программы
Microsoft Office Excel 2007. Статистически значи-
мой величиной принята p < 0.05. Опыты проводили
4‒6 раз сериями по 2‒3 раза.

Флуоресцентная спектроскопия. Константу свя-
зывания Kb и количество сайтов связывания n
определяли построением кривой двойной лога-
рифмической регрессии данных флуоресцентной
эмиссии по уравнению (1) [34, 35]:

(1)

где F0 и F ‒ интенсивности флуоресценции САЧ в
отсутствие и в присутствии АРТ, [Q] ‒ концен-
трация АРТ, Kb ‒ константа связывания, а n ‒
число сайтов связывания.

Энтальпия ΔH, энтропия ΔS и изменения сво-
бодной энергии Гиббса ΔG рассчитаны с исполь-
зованием уравнений Вант-Гоффа, которые ис-
пользовали для характеристики силы связывания
САЧ с АРТ [31]:

(2)

(3)
где Kb ‒ константа связывания при T = 298, 303,
310 K, а газовая постоянная R (8.314 Дж/моль K)
преобразована в кал/(моль K).

Эффективность переноса энергии для одиноч-
ной донорно-акцепторной системы рассчитыва-
ют по уравнению (4) [36]:

(4)

где F0 и F ‒ интенсивности флуоресценции САЧ в
отсутствие и присутствии АРТ соответственно.
R0, так называемая длина Фёрстера, представляет
собой функцию взаимной ориентации САЧ и
АРТ и степени перекрывания спектра возбужде-
ния АРТ спектра эмиссии САЧ.

R0 ‒ это критическое расстояние, при котором
эффективность переноса энергии составляет 50%,
значение которой рассчитывают согласно уравне-
нию 5 [36]:

(5)
где k2 – ориентационный фактор, связанный с
геометрией диполя донор–акцептор, а k2 = 2/3 ‒
для случайной ориентации в жидком растворе, n ‒
показатель преломления среды, Φ ‒ квантовый
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6
0

6 6
0 0 0

1 ,RFE
F R r
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выход флуоресценции донора, J ‒ перекрывание
спектров эмиссии донора и поглощения акцепто-
ра. Значение J определяется из уравнения (6) [36]:

(6)

где F(λ) ‒ интенсивность флуоресценции реаген-
та, λ ‒ длина волны, ε(λ) ‒ молярный коэффици-
ент поглощения акцептора при длине волны λ.

Электрофоретическая подвижность ДНК. Экспе-
рименты с линией мышей с саркомой S-180 прове-
дены в лаборатории токсикологии и молекулярной
систематики Института физиологии им. Л.А. Орбе-
ли НАН РА. Все процедуры выполняли в соответ-
ствии с правилами Института по уходу за животны-
ми и этическими нормами IACUC по обезглавли-
ванию неанестезированных мышей и крыс. Ткань
саркомы удаляли у мышей, а ДНК извлекали из
клеток методом [37]. ДНК выделяли из небольшого
объема клеток линии саркомы S-180 с использова-
нием китов peqGOLD MicroSpin Tissue DNA Kit
(PeqLab Biotechnologie GmbH Erlangen, Герма-
ния). Целостность ДНК оценивали по стандарту
электрофоретической подвижности ДНК в 0.8%
агарозном геле [37]. АРТ растворяли в 10 мл диме-
тилсульфоксида до конечной концентрации 1, 5,
10, 25, 50 и 100 мкМ и затем добавляли к экстраги-
рованной ДНК.

Молекулярное моделирование. Симуляция МД
и кластерный анализ САЧ. Трехмерная структура
САЧ с миристиновой кислотой и R(+) энантио-
мером варфарина получена из банка данных
RCSB Protein Data Bank [38, 39] (PDB ID: 1H9Z).
Лиганды, молекулы воды и ионы удаляли, а затем
добавляли недостающие аминокислотные остат-
ки САЧ с использованием программного пакета
Modeller [40]. Симуляцию МД проводили с ис-
пользованием пакета программ GROMACS [32].
Использовали силовое поле Amber99SB-ILDN
[41] и модель воды TIP3P [42]. Для увеличения
временного шага до 4 фс применяли “виртуальные
сайты”. Далее проводили минимизацию энергии и
симуляцию МД в явной воде (explicit water) при по-
стоянной температуре (300 К). Заряд системы ней-
трализовали путем случайной замены молекул
воды ионами Na и Cl. При моделировании ис-
пользовали периодические граничные условия
(Periodic boundary conditions). Particle-Mesh Ewald
(PME) использовали для расчета электростатики
со значением “cut-off” 1.0 Å. Четыре независимых
запуска симуляции МД со случайными началь-
ными скоростями проводили параллельно (400 нс
каждое), что в итоге составило 1.6 мкс. Чтобы по-
лучить наиболее встречаемую конформацию САЧ,
проводили кластерный анализ с использованием
метода Gromos RMSD [43]. Этот метод, разрабо-
танный в исследовании [43], основан на расчете ко-
личества соседей для каждой точки, в которой

( ) ( )
( )
ε=

4Σ λ λ λ Δλ
,

Σ λ Δλ
F

J
F
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RMSD меньше заданного предела “cut-off”. Для
кластерного анализа выбрано значение “cut-off”
0.26 в соответствии с 3 критериями, описанными в
работе [44]. Моделирование МД проводили на
ЦКП МГУ им. М.В. Ломоносова [45].

Подготовка лиганда. 3D структуры АРТ [CID:
68827] и ДЕКСА [CID: 5743] взяты в банке данных
PubChem [46]. Топологию лигандов для модели-
рования МД генерировали с использованием
программного обеспечения АCPYPE [47], кото-
рое совместимо с General Amber Force Field [48].

Слепой докинг несколькими программами. Цен-
троидная конформация САЧ получена для после-
дующего молекулярного докинга после симуля-
ции МД и кластерного анализа. Докинг АРТ и
ДЕКСА с САЧ проводили с использованием Aut-
odock Vina [49], rDock [50], Ledock [51], FlexAID
[52]. Первые три пакета программ выбраны исхо-
дя из их точности [33], а FlexAID ‒ из-за его
устойчивости к структурной изменчивости [52].

Весь объем пространства белка исследован с
использованием размеров бокса 94 × 54 × 92 Å
для Autodock Vina. Нами использованы следую-
щие значения глубин поиска (exhaustiveness): 8,
16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024, 2048 и 4096. В про-
грамме rDock установлен радиус, равный 50 Å,
чтобы покрыть всю поверхность белка. Для про-
граммы LeDock также задан размер бокса для по-
крытия всей поверхности белка со следующими
значениями: xmin = –10, xmax = 11; ymin = –20, ymax =
= 21; zmin = –42, zmax = 43. В случае программы
FlexAID мы использовали проверенные и опти-
мальные настройки по умолчанию, предложенные
создателями программы [52]. В случае докинга мо-
делирование выполняли 10 раз, а количество мод
связывания составляло 20 для каждой программы.
Получено 200 конформаций лиганда для каждой
программы, всего сгенерировано 800 конформа-
ций. Большое количество конформаций необхо-
димо для получения хорошей выборки и дальней-
шего кластерного анализа.

Анализ результатов докинга: конформации и
траектории. Координаты центра масс экстрагиро-
вали, а затем размеры данных уменьшали с ис-
пользованием анализа главных компонент по
первым двум компонентам [53]. Позже проводи-
ли кластерный анализ данных координат центра
масс с использованием алгоритма DBSCAN, ос-
нованного на плотности пространственной класте-
ризации для приложений с шумами [54], известного
алгоритма кластеризации данных, который обычно
используют в интеллектуальном анализе данных и
машинном обучении. Этот алгоритм имеет два
важных параметра: эпсилон и минимальное ко-
личество точек. Параметр эпсилон можно опре-
делить как радиус окрестности вокруг определен-
ной точки x, а параметр минимальное количество
точек ‒ как минимальное количество соседних

точек в пределах определенного радиуса [54]. Ми-
нимальное количество точек выбрали равным 5
как для АРТ, так и для ДЕКСА. По графику kNN
определяли оптимальное значение эпсилона,
равное 2.0 для АРТ (рис. S1, см. Приложение) и
4.0 для ДЕКСА (рис. S2, см. Приложение).

Методология слепого докинга основана на ис-
следовании в работе [55], в котором используют
библиотеки pandas [56] и scikit-learn [57] и про-
грамму OpenBabel [58]. После этого извлекали цен-
троидные конформации из общих для всех про-
грамм кластеров. Позже эти конформации исполь-
зовали в качестве основы для локального докинга,
который осуществляли с помощью Autodock Vina
[49]. Анализ гидрофобных взаимодействий и водо-
родных связей проводили с использованием про-
граммы Ligplot+ [59]. Визуализация конформаций
докинга выполнена с помощью программы Pymol
(DeLano W.L. (2002) The PyMOL molecular graphics
system. http://www.pymol.org).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
УФ-видимая спектроскопия

Измерены УФ-спектры поглощения САЧ с
АРТ (рис. 1а). Как видно на рисунке, САЧ имеет
два пика поглощения: сильное поглощение при
λ = 212 нм и слабое при 280 нм. Первая полоса от-
ражает конформацию САЧ, а вторая ‒ переход
π → π* ароматических аминокислот, в частности
триптофана [31]. При добавлении АРТ интенсив-
ность полосы поглощения около 212 нм падала с
небольшим красным смещением. Интенсивность
полосы около 280 нм также уменьшалась, что ука-
зывает на изменение конформации САЧ и нали-
чие α-спирали в результате образования комплек-
са AРT–САЧ. Это указывает на взаимодействие
АРТ с САЧ. Информация о конформационных из-
менениях САЧ до/после добавления АРТ получе-
на измерением интенсивности флуоресценции.

САЧ обладает флуоресцентными свойствами и
интенсивно излучает свет при возбуждении, а три
аминокислотных остатка, триптофан, тирозин и
фенилаланин, ответственны за флуоресценцию
[31, 60]. Этот белок содержит только один остаток
Trp214 в большой гидрофобной полости субдоме-
на IIA, который представляет основной флуорес-
цирующий компонент, а его вклад составляет ≈
90% от общей флуоресценции белка [29, 61]. САЧ
генерировал видимую полосу флуоресцентной
эмиссии при 337 нм, которая уменьшалась и по-
степенно затухала с увеличением концентрации
АРТ без значительного сдвига (рис. 1б). При этом
АРТ не флуоресцирует даже при максимальной
концентрации. Следовательно, такое уменьше-
ние интенсивности может быть связано с туше-
нием флуоресценции САЧ с помощью АРТ в ре-
зультате образования комплекса. Чтобы выяс-
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нить механизм тушения, мы проанализировали
данные флуоресценции при различных темпера-
турах с помощью уравнения Штерна–Фольмера,
(уравнение (7)) [31]:

(7)

где F0 и F ‒ интенсивности флуоресценции САЧ в
отсутствие и в присутствии тушителя (АРТ). KSV ‒
константа тушения Штерна–Фольмера, [Q] ‒
концентрация АРТ, kq ‒ константа скорости ту-
шения биомолекулы, а τ0 ‒ среднее время жизни
молекулы в отсутствие АРТ. По уравнению (7) мы
определяли константу тушения Штерна–Фоль-
мера (KSV) и kq = KSV/τ0, где τ0 ‒ время жизни САЧ
без тушителя АРТ. Время жизни флуоресценции
биополимера составляет 10–8 с [31]. Линейный
график зависимости F0/F от [Q] указывает на то,
что задействован один механизм тушения, тогда
как отклонение от линейности предполагает сме-
шанный механизм [31]. Чтобы проанализировать

[ ] [ ]= + τ = +0
q 0 SV1 1 ,F k Q K Q

F

механизм тушения флуоресценции (статический
или динамический), использовали модифициро-
ванные графики Штерна–Фольмера (рис. 1в). На
основании расчета данных флуоресценции при
трех температурах (298, 304 и 310 K) построены
графики F0/F относительно [Q] (уравнение 8) [31]:

(8)

где Ka – константа тушения для доступных флуо-
рофоров, а f ‒ доля доступного флуорофора. По
модифицированным графикам Штерна–Фольмера
определяли 1/fa как точку пересечения и 1/(faKa) в
качестве углового коэффициента [31].

Как видно на рис. 1в, в диапазоне исследуемых
концентраций результаты согласуются с уравне-
нием Штерна–Фольмера, а график показывает
линейную зависимость. Это говорит о том, что в
присутствии АРТ тушение флуоресценции САЧ
происходит по одному механизму. А тот факт, что
при повышении температуры скорость тушения

[ ]
= +

−
0

0 a a a

1 1 1  ,F
F F f K Q f

Рис. 1. а ‒ УФ-спектры САЧ (1) 1.5 × 10–6 М (контроль); (2) САЧ + АРТ (12 × 10–6 моль л–1 (1 : 1); (3) АРТ (2 ×
× 10–6 моль л–1), рН 7.4, 298 К. б ‒ Спектры флуоресцентной эмиссии САЧ (1.0 × 10–6 М) и АРТ, λex = 289 нМ,
298 К. 0‒6 ‒ Концентрации АРТ 10–5× 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 моль л–1. в ‒ Модифицированные графики Штерна–
Фольмера для тушения САЧ артемизинином при 298 К (R = 0.9995); 304 К (R = 0.9975); 310 К (R = 0.9965). г ‒
Графики Вант-Гоффа для взаимодействия САЧ с АРТ, рН 7.4 (буфер Трис-HCl, [САЧ] = 1.5 × 10–6 моль л–1).

1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0
190 220 230 240 250

Длина волны, нм
260 270 280 290 300205 212

А
бс

ор
бц

ия

а

1

2

3

600

500

400

300

200

100

0
300 380 400 420 440

Длина волны, нм
460 480 500 520 540320 360340

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
ф

лу
ор

ес
це

нц
ии

, у
. е

.

б
0

6

30

25

20

15

10

5

0 4 6
[Q]–1, 106 Л моль–1

8 102

F
0/

(F
0–

F
)

в

T = 298 K
T = 304 K
T = 310 K

7.80

7.75

7.70

7.65

7.60

7.55

7.50
0.00320 0.00325 0.00330 0.00335

1/T, K–1
0.00340

ln
K

b

г

lnK = 1765/T + 1.8394
R = 0.9856



658

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 54  № 4  2020

ГИНОСЯН и др.

падает, свидетельствует о статической природе
тушения [31]. Наши результаты согласуются с ре-
зультатами работы [62] относительно взаимодей-
ствия других противомалярийных препаратов,
таких как пиперахин и его метаболиты, с САЧ,
где тушение флуоресценции также имеет статиче-
ский характер.

Константы связывания
и количество сайтов связывания

Значения константы связывания Kb получены
из графика lg[(F0 – F)/F] – lg[Q] на основе уравне-
ния 1. Значения ΔH и ΔS получены из определе-
ния величины углового коэффициента и точки
пересечения линейного графика lnKb против 1/T
(уравнение (2)). Величина ΔG рассчитана по урав-
нению (3) (рис. 1г).

Значения ΔH, ΔS и ΔG приведены в табл. 1. От-
рицательный знак ΔG указывает на то, что все про-
цессы связывания происходят спонтанно. Положи-
тельное значение ΔS часто свидетельствует о нали-
чии гидрофобного взаимодействия лекарственного
средства с белком [63]. Наши данные согласуются с
результатами исследований [26].

В комплексе САЧ-АРТ преобладают гидро-
фобные взаимодействия, тогда как в случае САЧ-
ДЕКСА превалируют водородные связи и взаи-
модействия Ван-дер-Ваальса, поскольку ΔH < 0 и
ΔS < 0 [63]. Следует отметить, что значения KSV, kq и
ΔG САЧ-АРТ близки к таковым для САЧ-пипера-
хина и его метаболитов. САЧ-АРТ и САЧ с одним
из производных пиперахина имеют почти одинако-
вую величину ΔG (–19.32 и –19.29 кДж моль–1) [62].

Перенос энергии от САЧ к AРT

Оценку взаимодействий, измерение расстоя-
ния между АРТ (акцептор) и молекулой флуоро-
фора САЧ (донор) проводили с помощью теории
резонанса переноса энергии Ферстера (FRET)
[65]. Перенос энергии контролируется кванто-
вым выходом флуоресценции донора (E), относи-
тельной ориентацией переходных диполей доно-
ра и акцептора k2, интегралом перекрывания
спектра флуоресценции донора и спектра погло-
щения акцептора J и расстоянием r между ними.
Перекрывание спектров флуоресценции САЧ и
спектров поглощения АРТ приведено на рис. 2а.

Значения J, E, R0 и r рассчитаны на основании
уравнений (4)‒(6). Перенос энергии в спектрах
может зависеть от расстояния между остатком
триптофана и АРТ, связанного с САЧ. Интеграл
спектрального перекрывания, рассчитанный по
графику на рис. 2а, равен 2.5216 × 10–15 см3/моль–1.
Значение R0 равно 1.98 нм, а r ‒ 1.89 нм. Для си-
стемы ДЕКСА-САЧ R0 = 2.53 нм и r = 2.87 нм [64].
Расстояние между САЧ (донор) и АРТ (акцептор)
намного меньше значения критерия для безизлу-
чательного переноса энергии [66]. Это соответ-
ствует правилу 0.5R0 < r0 < 1.5R0 [67], что позволя-
ет предположить, что перенос энергии от САЧ к
АРТ происходит с высокой вероятностью, а рассто-
яние, полученное с помощью FRET, рассчитано с
высокой точностью. Среднее расстояние между до-
нором и акцептором составляет 2–8 нм, что указы-
вает на то, что перенос энергии от САЧ к ДЕКСА, а
также САЧ‒АРТ происходил с высокой вероят-
ностью. Более высокое значение R0, полученное
для системы ДЕКСА‒САЧ, указывает на более
эффективный FRET [64], по сравнению с ком-
плексом АРТ‒САЧ.

Таблица 1. Константы тушения KSV, kq, связывания Kb и термодинамические параметры взаимодействия САЧ-
AРT и САЧ-ДЕКСА при pH 7.40

aИспользованы экспериментальные данные для ДЕКСА из работы [64].
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2.38
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2.381 ± 0.004
2.083 ± 0.003
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Влияние АРТ на интенсивность флуоресцен-
ции Trp в H2O при 293 K представлено на рис. 2б.
Флуоресценцию Trp характеризует максимальная
эмиссия при λem = 356 нм. Спектральные характе-
ристики 2D-спектров флуоресценции аминокис-
лот регистрируют при следующих условиях:
λex/λem = 280/357 нм диапазоны для Trp. Ультра-
фиолетовый спектр поглощения Trp характеризу-
ется коротковолновым диапазоном при 220 нм и
длинноволновым диапазоном при 260–290 нм,
который состоит из двух перекрывающихся пере-
ходов. Спектр флуоресценции Trp в водном рас-
творе характеризуется широкой бесструктурной
полосой излучения с максимумом 357 нм и шири-
ной 60 нм при λex = 280 нм, которая уменьшается
и постепенно затухает с увеличением концентра-
ции АРТ без значительного сдвига (рис. 2б). Из-
мерения переноса энергии рассчитаны согласно
уравнению (4).

Для системы АРТ-Trp J = 3.6 × 10–16 см3/моль–1,
R0 равно 2.07 нм, а r0 – 2.05 нм. Расстояние между
Trp (донор) и АРТ (акцептор) намного меньше
[66] значения критерия для безизлучательного
переноса энергии (1.035 < 2.05 < 3.105).

Взаимодействие АРТ с ДНК линии
клеток саркомы S-180

АРТ при взаимодействии с ГР может быть им-
портирован в ядро, и крайне важно оценить воз-
можность непосредственного взаимодействия
АРТ с ДНК. Исследование прямого взаимодей-
ствия ДНК линии клеток саркомы S-180 с АРТ
проводили путем измерением электрофоретиче-
ской подвижности ДНК [68] (рис. 3). Протести-
рованы различные концентрации и время сов-
местной инкубации.

Как видно на рис. 3, при инкубации от 0 до
48 час в пределах концентраций АРТ 1‒100 мкмоль

не происходит изменения электрофоретической
подвижности ДНК. Таким образом, можно сде-
лать вывод, что нет прямого взаимодействия
между АРТ и ДНК. Существуют противоречивые
данные о взаимодействии АРТ с ДНК. В работе
[69] обнаружено непосредственное взаимодей-
ствие АРТ с ДНК, что приводит к повреждению
ДНК. Наши результаты согласуются с данными,
которые показывают отсутствие прямого взаимо-
действия [5, 11].

Молекулярный докинг САЧ с АРТ и ДЕКСА

Мы провели симуляцию МД САЧ после добав-
ления первых двух недостающих аминокислот.
Затем мы провели кластерный анализ и получили
36 кластеров, где первый кластер составлял
43.25% от общего числа конформаций (рис. 4).
Распределение кластеров во времени показывает,
что первый кластер содержит конформации,
встречающиеся во всех запусках симуляции МД
(рис. S3, см. Приложение). Таким образом, можно
сделать вывод, что эти конформации САЧ не слу-
чайны.

Мы использовали для дальнейших исследова-
ний центроидную конформацию первого класте-
ра САЧ. Чтобы изучить механизм взаимодей-
ствия АРТ с ней, проводили симуляцию докинга.
Затем проводили анализ главных компонентов
(рис. 5а) и кластерный анализ с использованием
алгоритма DBSCAN. В результате кластерного
анализа определены 6 участков связывания из 800
конформаций АРТ (рис. S4, см. Приложение).
Результаты всех 4-х программ докинга совпадают
в кластере I (58.2% всех конформаций докинга),
который может быть потенциальным сайтом свя-
зывания для АРТ с САЧ. Этот сайт соответствует
домену II субдомена A или сайту I связывания с
лекарствами, что согласуется с эксперименталь-

Рис. 2. а ‒ Спектральное перекрывание флуоресцентной эмиссии САЧ (1.0 × 10–6 М) (прямая линия) и спектра по-
глощения АРТ (1.0 × 10–6 М) (пунктирная линия). б ‒ Спектры флуоресцентной эмиссии Trp (1) и Trp-АРТ (2). Пере-
крывание спектра излучения Trp (прямая линия) и поглощения АРТ (пунктирная линия) pH 7.40, T = 298 К.
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ными данными [26]. Противомалярийный препа-
рат пиперахин и его метаболиты [62] также связы-
ваются с сайтом I.

После определения сайта связывания АРТ на
САЧ (IIA) мы провели локальный докинг с ис-
пользованием программы AutoDock Vina [49]
(рис. 6). Эту программу выбрали в связи с лучшей
оценочной функцией, которая основана на эмпи-
рической свободной энергии, и ее часто использу-
ют в исследованиях [33]. Энергия связи наилучшей
конформации составляет –8.4 ккал/моль, что
указывает на довольно сильное взаимодействие.

Атомы кольца D АРТ участвуют в образовании
водородной связи. Группа NH1 боковой цепи
Arg218 образует водородную связь с карбоксилом

С11 АРТ на расстоянии 3.22 Å. Остатки Glu292,
Lys444, Pro447, Val343, Arg222 вовлечены в гидро-
фобные взаимодействия с АРТ: Glu292 с C15
(кольцо B) АРТ, Lys444 с C14 (A), Pro447 с С9 (А),
Val343 с C13 (D) и Arg222 с C13 (D). АРТ не обра-
зует водородных связей с Trp214, что подтверждают
результаты флуоресценции. Сравнение результа-
тов наших работ с данными работы [62] показы-
вает, что пиперахин и его метаболиты также не об-
разуют водородную связь с Trp214. Показано, что
пиперахин и его метаболиты, а также АРТ взаимо-
действуют с Arg222, и некоторые метаболиты пи-
перахина (M1, M4 и M5) также взаимодействуют с
Arg218 [62].

Биологическая активность АРТ в основном
связана с эндопероксидным мостиком [70], по-
этому они должны сохранять эндопероксидный
мостик для воздействия на мишень при транс-
портировке альбумином. Наши результаты не по-
казывают вовлеченность О–О связи во взаимо-
действии с САЧ, что важно для фармакокинетики
и фармакодинамики АРТ.

Поскольку мы рассматриваем АРТ в качестве
нового лиганда для ГР человека, необходим срав-
нительный анализ взаимодействия АРТ и ДЕКСА
с САЧ. Как и в случае с АРТ, мы провели много-
кратную симуляцию докинга ДЕКСА с центро-
идной конформацией САЧ, анализ главных ком-
понент (рис. 7а), кластерный анализ и, наконец,
локальный докинг ДЕКСА с центроидной кон-
формацией САЧ. В результате получено 10 кла-
стеров (рис. S5, см. Приложение). Только I-ый
кластер совпадал для всех 4 программ по докингу,
что составляло 68.8% от всех конформаций
ДЕКСА. Этот кластер соответствует сайту связы-

Рис. 3. Электрофоретическая подвижность ДНК клеток S-180 после инкубации в течение 30 мин (а) и 48 ч (б). 1 ‒ мар-
кер; 2 ‒ ДНК; 3‒8 ‒ ДНК с АРТ: 1, 5, 10, 25, 50 и 100 мкМ АРТ соответственно.
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вания АРТ (рис. 7а) с субдоменом IIA (сайт I), что
согласуется с экспериментальными данными
[64].

Затем с данным сайтом провели локальный до-
кинг с использованием Autodock Vina [49] (рис. 7б).
Согласно результатам докинга аффинность свя-
зывания ДЕКСА с САЧ равна –9.3 ккал/моль, что
превышает таковую для АРТ. Это может быть
связано с тем, что ДЕКСА образует 3 водородные
связи с САЧ и гидрофобными взаимодействиями
(рис. 7б). Полученные результаты согласуются с
исследованиями in vitro [64].

Группа NH1 боковой цепи Arg218 образовыва-
ла водородную связь с карбоксилом C17 ДЕКСА

на расстоянии 2.80 Å. Группа NH2 боковой цепи
Arg222 образовывала водородную связь с карбок-
силом C17 ДЕКСА на расстоянии 2,93 Å. N-груп-
па основной цепи Val343 образовывала водород-
ную связь с карбоксилом C20 ДЕКСА на расстоя-
нии 3.34 Å. Остатки Lys444, Glu294, Asn295,
Asp451, Pro447 были вовлечены в гидрофобные
взаимодействия с ДЕКСА: Lys444 с C19 ДЕКСА,
Glu294 с C6, Asn295 с C7, Asp451 с C21 и Pro447 с
C18 ДЕКСА. Известно, что Arg222 и Arg257 взаи-
модействуют с карбонилом лактона варфарина,
тем самым стабилизируя и ориентируя его в
участке сайта I связывания с лекарствами [71].

Таким образом, и АРТ, и ДЕКСА позициониру-
ются в гидрофобной полости САЧ в субдомене IIA,

Рис. 5. Анализ главных компонентов по результатам многократного запуска докинга АРТ (а) и ДЕКСА (б) с центро-
идной конформацией САЧ.
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взаимодействуя главным образом с одними и те-
ми же аминокислотами. При этом, как ART, так и
ДЕКСА образуют 1 водородную связь с группой
NH1 боковой цепи Arg218. Известно, что Arg218
играет критическую роль в связывании тирокси-
на [72], варфарина, билирубина и холестерина
[73].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенные нами спектральные исследова-

ния показали уменьшение пика поглощения САЧ
при λ = 280 нм в присутствии АРТ, что указывает
на взаимодействие между ними. АРТ также спо-
собствует тушению флуоресцентной эмиссии
САЧ при λ = 337 нм, коррелирующему с концен-
трацией АРТ, который не обладает флуоресцен-
цией даже при максимальной концентрации.
Следовательно, такое снижение интенсивности
эмиссии белка может быть связано с тушением
флуоресценции САЧ посредством АРТ в резуль-
тате образования комплекса. В то же время на-
блюдали лишь незначительное смещение эмис-
сии флуоресценции САЧ в коротковолновую об-
ласть, что указывает на то, что тушение не
затрагивает локальную диэлектрическую среду
САЧ в области триптофана. Наши данные совпа-
дают с результатами других исследований [26]. В
пределах исследуемого диапазона концентраций
АРТ результаты согласуются с уравнением Штер-
на–Фольмера, так как график показывает линей-
ную зависимость. Это говорит о том, что в присут-
ствии АРТ тушение флуоресцентной эмиссии САЧ
происходит по одному механизму. Тушение флуо-
ресценции САЧ с помощью АРТ при различных
температурах, во-первых, линейное, а во-вто-
рых, по мере повышения температуры скорость
затухания уменьшается, что указывает на его
статическую природу. Проводили докинг-ана-

лиз для исследования механизма взаимодей-
ствия АРТ с САЧ.

Чтобы выяснить моды связывания АРТ с САЧ
и проанализировать гидрофобные взаимодей-
ствия и водородные связи, проводили молекуляр-
ный докинг. Показано, что ART взаимодействует
с одним сайтом САЧ – сайтом I. Он образует во-
дородные связи с Arg218, в то время как с Trp214
водородных связей нет, что подтверждают ре-
зультаты флуоресценции. Мы установили обра-
зование водородной связи с Arg218, который иг-
рает решающую роль в связывании лекарств, та-
ких как тироксин [72], варфарин, билирубин и
холестерин [73] c сайтом I. Исследования специ-
фичности связывания и модификации этого ар-
гинина могут быть полезны для терапевтических
методов лечения, которые направлены на
предотвращение опосредованных побочных ре-
акций у пациентов [73]. Наши результаты не по-
казывают участия О–О связи АРТ во взаимодей-
ствии с САЧ, что важно для фармакокинетики и
фармакодинамики АРТ. Мы показали, что ДЕКСА
образует три водородные связи с Arg218 (боковая
цепь), Arg222 (боковая цепь) и Val343 (основная
цепь), а АРТ образует водородную связь с Arg218
(боковая цепь). Следует отметить, что многие ами-
нокислоты субдоменов IIA и IIIA САЧ совпадают
при взаимодействии как с АРТ, так и с ДЕКСА.
Аффинность связывания ДЕКСА с САЧ выше,
чем АРТ.

Ранее проведенный нами докинг-анализ АРТ с
мономером лиганд-связывающего домена ГР чело-
века показал, что основное распределение АРТ на-
ходится на интерфейсе, образованном спиралями
H3–H7–H10/H11 лиганд-связывающего кармана,
[17]. Взаимодействие лигандов, например ДЕКСА,
с данным сайтом приводит к активации ГР [19].
Данный сайт содержит аминокислоты, которые

Рис. 7. а ‒ Локальный докинг САЧ с ART (зеленый) и ДЕКСА (пурпурный). б ‒ Локальный докинг ДЕКСА с центро-
идной конформацией САЧ (слева). Анализ гидрофобных взаимодействий и водородных связей ДЕКСА с САЧ (справа).
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участвуют в связывании глюкокортикоидов, силь-
ной димеризации ГР и играют важную роль в рас-
познавании лигандов и трансактивации [18, 19].
Наши эксперименты показывают, что прямого
взаимодействия АРТ с ДНК клеток саркомы S-180
нет, что указывает на отсутствие генотоксичности
и согласуется с обзорными работами [5, 11].

Итак, мы предполагаем, что один из основных
транспортеров АРТ ‒ САЧ. При этом взаимодей-
ствие АРТ с САЧ и его характеристики, такие как
тушение флуоресценцентной эмиссии, энергети-
ческие параметры и результаты молекулярного до-
кинга, совпадают с параметрами ДЕКСА, а также
противомалярийного препарата пиперахина и его
метаболитов.
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гии и молекулярной систематики Института фи-
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IN VITRO AND IN SILICO DETERMINATION OF THE INTERACTION
OF ARTEMISININ WITH HUMAN SERUM ALBUMIN

S. Ginosyan1, *, H. Grabski1, and S. Tiratsuyan1, 2

1Institute of Biomedicine and Pharmacy, Russian-Armenian University, Yerevan, 0051 Armenia
2Faculty of Biology, Yerevan State University, Yerevan, 0025 Armenia

*e-mail: siranush.ginosian@student.rau.am

Artemisinins are secondary metabolites of the medicinal plant Artemisia annua, have anti-inflammatory, an-
ticarcinogenic, immunomodulating, antimicrobial and other properties. However, the pharmacokinetics,
pharmacodynamics, exact molecular targets of artemisinin are not well known. The interaction of artemisinin
with human serum albumin was studied both in vitro and in silico, and compared with dexamethasone. The
quenching of the f luorescence emission of human serum albumin with artemisinin at different temperatures
proceeded according to a single mechanism and indicated the static nature of quenching, which is similar to
the effect of dexamethasone. Artemisinin and dexamethasone interact with Drug site I on human serum al-
bumin. We have shown for the first time the formation of hydrogen bond with Arg218, which plays a crucial
role in the binding of drugs at site I. Dexamethasone forms hydrogen bonds with the side chain of Arg218 and
Arg222 and the main chain of Val343. The amino acids of subdomains IIA and IIIA of human serum albumin
coincide for both compounds. Studies of the electrophoretic mobility of DNA of sarcoma S-180 cells show
that artemisinin does not interact directly with DNA. Therefore, we assume that one of the main transporters
of artemisinin is human serum albumin. Moreover, the interaction parameters of artemisinin with human se-
rum albumin coincide with those of dexamethasone.

Keywords: artemisinin, human serum albumin, dexamethasone, f luorescence, electrophoretic mobility, mo-
lecular dynamics
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