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КОМПЛЕКСОУТВОРЕННЯ IБУПРОФЕНУ
З БИЧАЧИМ СИРОВАТКОВИМ АЛЬБУМIНОМ:
СПЕКТРОСКОПIЧНЕ ДОСЛIДЖЕННЯ
ТА МОЛЕКУЛЯРНЕ МОДЕЛЮВАННЯУДК 539

У данiй роботi дослiджено взаємодiю iбупрофену з бичачим сироватковим альбумiном
(БСА) у водному середовищi з використанням експериментальних та комп’ютерних
методiв моделювання. Спектри гасiння флуоресценцiї отримано за сталої концентра-
цiї БСА (2 мкМ) та змiнної концентрацiї iбупрофену (0–1,5 мкМ) для трьох значень
температури (293, 303 i 313 К). Залежностi iнтенсивностей вiдповiдають рiвнян-
ню Штерна–Фольмера та вказують на статичний механiзм гасiння зi зростанням
константи зв’язування з ростом температури, що свiдчить про переважальний гi-
дрофобний характер взаємодiї. Отриманi значення констант зв’язування становлять
lg𝐾𝑠 = 4,3–5,0 при стехiометрiї зв’язування, близькiй до 1 : 1. Термодинамiчний аналiз
комплексоутворення показав Δ𝐺 < 0, Δ𝐻 > 0, Δ𝑆 > 0, що пiдтверджує спонтанний
та ентропiйно зумовлений характер зв’язування. Молекулярне докiнг-моделювання в
AutoDock 4.2.6 виявило три основнi сайти зв’язування молекули iбупрофену з БСА.
Найбiльш енергетично вигiднi моди зв’язування мiстять ван-дер-ваальсiвськi, водневi,
гiдрофобнi та електростатичнi взаємодiї, однак переважальними є контакти з гiдро-
фобними залишками БСА. Розташування iбупрофену вiдносно триптофанових зали-
шкiв вiдповiдає експериментально спостережуваному гасiнню флуоресценцiї.
К люч о в i с л о в а: бичачий сироватковий альбумiн, iбупрофен, гасiння флуоресценцiї,
молекулярний докiнг.

1. Вступ
У сучаснiй фармацiї бiлковi нанокон’югати, а та-
кож наночастинки, функцiоналiзованi бiлками, на-
бувають особливої значущостi як транспортнi пла-
тформи для лiкарських засобiв, здатнi пiдвищува-
ти їх бiодоступнiсть, стабiльнiсть i таргетоване до-
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ставляння [1–3]. Серед бiлкових компонентiв, що
використовуються як основа для створення нано-
транспортних систем, на особливу увагу заслуго-
вують сироватковi альбумiни – глобулярнi, водо-
розчиннi, якi складаються з трьох доменiв, кожен
iз двома пiддоменами, з високою долею 𝛼-спiралей
(≈67%) [4]. БСА i ЛСА демонструють низьку iму-
ногеннiсть, високу бiосумiснiсть, тривалий перi-
од напiврозпаду та здатнiсть зв’язувати широкий
спектр лiгандiв (лiпiди, гормони, лiкарськi спо-
луки) у своїх гiдрофобних сайтах субдоменiв IIA
i IIIA [5]. Сироватковий альбумiн завдяки вiдно-
снiй доступностi й високiй спорiдненостi до лiган-
дiв, широко використовується як модельний бiлок
у спектроскопiчних (гасiння флуоресценцiї завдя-
ки наявностi триптофану в амiнокислотнiй послi-
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довностi), калориметричних та бiоiнформатичних
дослiдженнях фармакокiнетики й фармакодинамi-
ки лiкарських засобiв [6] Зокрема, фiзико-хiмiчнi
аспекти взаємодiї БСА iз широко використовува-
ними бiоактивними сполуками [7–10], наночастин-
ками металiв [11–15] та їх оксидiв [16–20] виявля-
ють значущiсть бiлкових носiїв у контролi фарма-
кокiнетики та фармакодинамiки.

Серед лiкарських препаратiв широке застосу-
вання має iбупрофен – слабокислий, лiпофiльний
нестероїдний протизапальний препарат з високою
спорiдненiстю з альбумiнами плазми кровi, що
визначає його фармакокiнетичнi властивостi [21–
23]. Попереднi дослiдження взаємодiї препарату з
альбумiном обмежуються флуоресцентним гасiн-
ням [24, 25] або молекулярним моделюванням [26]
окремо, але необхiдний iнтегрований пiдхiд – по-
єднання спектроскопiї та молекулярного докiнгу.
Мета цiєї роботи – за допомогою комбiнованого
пiдходу флуоресцентної спектроскопiї й молеку-
лярного докiнгу проаналiзувати взаємодiю iбупро-
фену з БСА, кiлькiсно оцiнити константи зв’язува-
ння, механiзм взаємодiї та молекулярнi сайти ком-
плексоутворення, що необхiдно для прогнозуван-
ня поведiнки препарату in vivo. Вивчення взаємо-
дiї iбупрофену з БСА є актуальним для оцiнки
ефективностi доставляння, бiодоступностi та по-
тенцiйного системного впливу препарату. Методи
охоплюють молекулярне моделювання та експери-
ментальний метод гасiння флуоресценцiї водних
розчинiв БСА та iбупрофену.

2. Матерiали та методи дослiдження

Для приготування зразкiв використовувався бича-
чий сироватковий альбумiн (БСА) виробництва Si-
gma, США та iбупрофен (виробник Китай, поста-
чальник ООО “Бiолайн”), якiсть якого вiдповiдає
вимогам монографiї Державної фармакопеї Укра-
їни [27]. Порошкоподiбнi речовини були розчиненi
у водi (pH = 5,5) з додаванням диметилсульфо-
ксиду (ДМСО) до необхiдного спiввiдношення в
об’ємi 1,5 мл, що зумовлено поганою розчиннiстю
iбупрофену у водних розчинах [21]. Вiдсоток ДМ-
СО в розчинах пропорцiйний концентрацiї iбупро-
фену. Концентрацiя БСА залишалась сталою для
всiх зразкiв (𝐶БСА = 2 · 10−6 М), водночас концен-
трацiя iбупрофену була змiнною (𝐶iб = 0, 2,5·10−7,
5 ·10−7, 7,5 ·10−7, 10−6, 1,5 · 10−6 М). Спектри флу-

оресценцiї водних розчинiв БСА-iбупрофен знiма-
лись за трьох рiзних температур 𝑇 = 293 K, 303 K,
313 K за допомогою стацiонарного спектрофлу-
орометра QuantaMaster 40 Intensity Based Spec-
trofluorometer, виробництва PTI (HORIBA Scienti-
fic, Канада). Флуоресценцiя водного розчину БСА
зумовлена наявнiстю у бiлковiй молекулi БСА
ароматичних амiнокислот, насамперед триптофа-
ну, який виступає основним внутрiшнiм флуоро-
фором. Пiд час збудження у дiапазонi ∼280 нм
триптофан випромiнює з максимумом приблизно
рiвним 340 нм. За вказаного рiвня рН БСА має
позитивний заряд, що дає змогу уникнути агрега-
цiї макромолекул i спотворення спектра [28]. Кон-
центрацiї речовин вибирались так, щоб спiввiдно-
шення лiганд/бiлок залишалося релевантним для
in vivo [28, 29].

Флуоресцентна спектроскопiя є чутливим i iн-
формативним методом для дослiдження компле-
ксоутворення бiлкiв з молекулами лiкарських пре-
паратiв, оскiльки дає змогу в режимi in vitro ре-
єструвати змiни мiкрооточення внутрiшнiх флу-
орофорiв бiлкової макромолекули: амiнокислотнi
залишки триптофану (Trp213 i Trp134 у БСА),
тирозину або фенiлаланiну. Взаємодiя з лiгандом
(молекула препарату) може спричинити змiну iн-
тенсивностi флуоресценцiї, зсув максимуму емi-
сiї, змiну квантового виходу або часу життя збу-
дженого стану, що є iндикаторами утворення ком-
плексу. Крiм того, аналiз гасiння флуоресценцiї
згiдно з моделями динамiчного та статичного гасi-
ння (теорiя Штерна–Вольмера) дає змогу визначи-
ти константи зв’язування, кiлькiсть центрiв зв’я-
зування та оцiнити характер взаємодiї (гiдрофо-
бний, електростатичний, водневий тощо). Метод
характеризується високою чутливiстю, дає змо-
гу працювати з мiкромолярними концентрацiя-
ми [30].

Комп’ютерне моделювання взаємодiї молекул
БСА та iбупрофену здiйснене методом молекуляр-
ного докiнгу, що дає змогу передбачити найiмо-
вiрнiшу просторову орiєнтацiю молекули лiганду
(препарат) в активному центрi рецептора (бiлок),
та оцiнити енергiю взаємодiї в комплексi [31]. Суть
методу полягає в систематичному або стохасти-
чному пошуку положень лiганду вiдносно рецепто-
ра з подальшою оцiнкою стабiльностi комплексу за
допомогою скоринг-функцiї. Молекулярний докiнг
проводився за допомогою програми AutoDock 4,
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а б
Рис. 1. Молекули БСА (a) та iбупрофену (б )

яка реалiзує генетичний алгоритм для генерацiї
конформацiй та розраховує напiвемпiричну вiльну
енергiю зв’язування (скоринг-функцiю) у такому
виглядi:

Δ𝐺bind = Δ𝐺𝑣𝑑𝑊 +Δ𝐺elec +Δ𝐺ℎbond +

+Δ𝐺desolv +Δ𝐺tors, (1)

де Δ𝐺bind – енергiя зв’язування як рiзниця мiж
вiльною енергiєю комплексу та енергiями моле-
кул окремо, а доданки в правiй частинi рiвно-
стi вiдповiдають внескам, вiдповiдно, вiд ван-дер-
ваальсiвської взаємодiї, електростатичної взаємо-
дiї, водневих зв’язкiв, впливу розчинника та ентро-
пiйної складової, що описує втрату обертальних
ступенiв вiльностi лiганду в умовах зв’язування з
рецептором. В процесi пошуку конформацiй моле-
кулярного комплексу моди зв’язування ранжую-
ться за значеннями енергiї зв’язування. Структу-
ра молекули БСА (рис. 1) була отримана з криста-
лографiчної бази даних RCSB Protein Data Bank
(код 4F5S) [32], координати молекули iбупрофену
взято з PubChem (CID: 3672) [33].

3. Спектроскопiчне дослiдження
флуоресценцiї

На рис. 2 наведено зареєстрованi спектри флуоре-
сценцiї водних розчинiв БСА (за фiксованої кон-
центрацiї 2 мкМ) та iбупрофену (за змiнної кон-
центрацiї) за рiзних температур 293 K (20 ∘C),
303 K (30 ∘C) та 313 K (40 ∘C). Такi значення ви-

брано для дослiдження взаємодiї БСА з iбупро-
феном, оскiльки є фiзiологiчно релевантними для
умов in vivo та, водночас, залишаються нижчи-
ми затемпературу денатурацiї БСА (∼60 ∘C) [34].
Декiлька температур необхiдно для подальшого
аналiзу температурної залежностi зв’язування мо-
лекул через термодинамiчнi параметри взаємодiї,
щоб з’ясувати природу домiнуючих сил у процесi
комплексоутворення [35]. Зi збiльшенням концен-
трацiї препарату спостерiгається монотонне зни-
ження iнтенсивностi флуоресценцiї БСА (гасiння
флуоресценцiї) за всiх температур. Це може бути
зумовлено кiлькома фiзико-хiмiчними механiзма-
ми [30]. По-перше, можливим є динамiчний меха-
нiзм, зумовлений зiткненнями флуорофора (три-
птофановий залишок) з лiгандом, що приводить
до безвипромiнювальної релаксацiї флуорофора зi
збудженого в основний стан. Також можливим є
статичний механiзм, що полягає в утвореннi ста-
бiльного нефлуоресцентного комплексу мiж моле-
кулою бiлка та лiгандом, коли флуорофор не пере-
ходить у збуджений стан. Також зменшення iнтен-
сивностi може бути наслiдком резонансного пере-
носу енергiї (FRET), якщо лiганд (акцептор) роз-
ташовується на незначнiй вiдстанi (не бiльше нiж
6 нм) та отримує енергiю вiд флуорофора (до-
нор) завдяки диполь-дипольнiй взаємодiї. Крiм то-
го, конформацiйнi змiни бiлка поблизу флуорофо-
ра можуть змiнити його мiкрооточення i, вiдпо-
вiдно, квантовий вихiд флуоресценцiї. Перенесен-
ня заряду або внутрiшньомолекулярнi релаксацiй-
нi процеси також можуть вiдiгравати роль у зни-
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Рис. 2. Спектри емiсiї (𝜆𝑒𝑥 = 353 нм) (а) та збудження (𝜆𝑒𝑚 = 275нм) флуоресценцiї водних розчинiв БСА та iбупрофену
за трьох рiзних температур (б)
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Рис. 3. Залежностi Штерна–Фольмера (а) та Хiлла (б) для опису динамiчного та статичного механiзмiв гасiння флуо-
ресценцiї

женнi iнтенсивностi. Нарештi, важливим факто-
ром є перепоглинання збуджувального або емiсiй-
ного свiтла лiгандом (inner filter effect), коли високi
концентрацiї препарату призводять до частково-
го поглинання свiтла [36]. Оскiльки дослiдження
проводилися за низьких концентрацiй iбупрофе-
ну (≤1,5 · 106 М), при яких оптична густина роз-
чинiв залишалася нижчою за порiг внутрiшнього
фiльтрацiйного ефекту, вплив цього ефекту на ре-
зультати флуоресцентного аналiзу можна вважа-
ти незначним [36]. Крiм того, вiдсутнiсть змiще-
ння максимумiв емiсiйних спектрiв свiдчить про
стабiльнiсть мiкрооточення триптофанового зали-
шку, що вказує на вiдсутнiсть iстотних конформа-
цiйних змiн у структурi бiлка в умовах зв’язування
з лiгандом [37]. Таким чином, спостережуване гасi-
ння флуоресценцiї зумовлене переважно специфi-
чними механiзмами бiлок-лiгандної взаємодiї – ди-
намiчним гасiнням, статичним комплексоутворен-
ням або потенцiйним енергетичним перенесенням
(FRET), якщо вiдстанi до флуорофора є достатньо
малими.

Динамiчне гасiння розглядається як результат
контакту молекул флуорофора i гасника при їх
зiткненнi в результатi дифузiйного руху протя-
гом життя у збудженому станi донора енергiї. Цей
процес гасiння описується рiвнянням Штерна–
Фольмера [30]:
𝐹0

𝐹
= 1 +𝐾SV [𝑄] = 1 + 𝑘𝑞 · 𝜏𝑞 [𝑄], (2)

де 𝐹0 i 𝐹 – величини iнтенсивностi ФЛ e розчи-
нах БСА за браком та за наявностi гасника. В
теорiї Штерна–Фольмера припускається, що 𝐹0/𝐹
лiнiйно залежить вiд концентрацiї гасника [𝑄] з
параметрами 𝐾SV – константи гасiння Штерна–
Фольмера, 𝑘𝑞 – константи швидкостi бiомолеку-
лярного гасiння (є сталими величинами в умо-
вах динамiчного гасiння). Цi константи пов’яза-
нi мiж собою спiввiдношенням 𝐾SV = 𝑘𝑞 · 𝜏0, де
𝜏0 – час життя флуорофора у збудженому станi
(𝜏0 = 10−8 с). В результатi лiнiйної апроксима-
цiї експериментальних даних (рис. 3, а) одержанi
параметри гасiння 𝑘𝑞 (див. табл. 1) перевищують
допустиме максимальне значення 2 · 1010 М−1с−1

для процесу взаємної дифузiї молекул БСА та iбу-
профену [30], а тому реалiзується iнший механiзм
гасiння – статичний.

Статичний механiзм пов’язаний з утворенням
стiйких молекулярних комплексiв протеїнiв з лiка-

Таблиця 1. Величини констант гасiння
𝐾SV i 𝑘𝑞 для розчинiв БСА-iбупрофен
за рiзних температур

𝑇 , K
Параметр гасiння

𝑘𝑞 ,×1014, M−1c−1 𝐾SV,×106, М−1

293 0,1± 0,033 0,1± 0,033

303 0,13± 0,008 0,13± 0,008

313 0,11± 0,016 0,11± 0,016
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Рис. 4. Кластеризацiя мод зв’язування БСА з iбупрофеном (енергiя вка-
зана в ккал/моль

ми в основному станi з незбуджуваними флуоро-
форами. Для цього механiзму аналiз гасiння флу-
оресценцiї проводиться з використанням рiвняння
Хiлла [30]:

lg
𝐹0 − 𝐹

𝐹
= lg 𝐾𝐴 + 𝑛 lg [𝑄] , (3)

де 𝐾𝐴 – константа зв’язування бiомолекулярного
комплексу, 𝑛 – число мiсць зв’язування лiганда та
бiлка. Наведене рiвняння є лiнiйною залежнiстю
гасiння вiд концентрацiї гасника (в логарифмiчно-

Таблиця 2. Константи зв’язування 𝐾𝐴

та число мiсць зв’язування 𝑛 для розчинiв
БСА-iбупрофен за рiзних температур

𝑇 , K
Параметр зв’язування

lg 𝐾𝐴 𝑛

293 4,3± 1,2 0,85± 0,2

303 4,5± 0,87 0,9± 0,14

313 5± 0,75 1± 0,11

Таблиця 3. Термодинамiчнi параметри
розчинiв БСА-iбупрофен

𝑇 , K

Термодинамiчний параметр

Δ𝐺 · 103, Δ𝑆, Δ𝐻 · 103,
Дж/моль Дж ·моль−1 ·К−1 Дж/моль

293 −24,1± 6,7 290± 79

303 −26,1± 5 287± 71 61,1± 16,4

313 −30± 4,5 291± 68

му масштабi). Нахил цiєї прямої (рис. 3, б) дає змо-
гу визначити параметри зв’язування 𝑛 та 𝐾𝐴.

Отриманi значення (див. табл. 2) демонстру-
ють посилення взаємодiї зi зростанням темпера-
тури, що характерно для гiдрофобного характеру
комплексоутворення мiж молекулами iбупрофену
та БСА [38], коли зв’язування супроводжується
видаленням води з гiдрофобних кишень бiлка та
експонуванням гiдрофобних амiнокислотних зали-
шкiв (ентропiйний ефект). Самi значення свiдчать
про помiрно сильне зв’язування у комплексi, де до
однiєї молекули БСА приєднується одна молеку-
ла iбупрофену. Визначенi константи зв’язування
за рiзних температур 𝑇 дають змогу за рiвняння-
ми ван Гоффа обчислити змiни термодинамiчних
параметрiв у процесi утворення комплексiв:

Δ𝐺 = Δ𝐻 − 𝑇Δ𝑆 = −𝑅𝑇 ln𝐾𝐴, (4)

де Δ𝐺 – вiльна енергiя Гiббса, Δ𝐻 – ентальпiя,
Δ𝑆 – ентропiя, 𝑅 = 8,314 Дж ·моль−1 ·К−1. Отри-
манi в результатi пiдстановки параметрiв зв’язу-
вання в (4) термодинамiчнi характеристики наве-
денi у табл. 3. Вiд’ємне значення енергiї зв’язу-
вання свiдчить про спонтанний характер взаємо-
дiї та наявнiсть електростатичної взаємодiї. Дода-
тнi значення ентропiї та ентальпiї пiдтверджують
переважальний гiдрофобний характер комплексо-
утворення.

4. Молекулярний докiнг

Моделювання молекулярного докiнгу виконува-
лось у програмному пакетi AutoDock 4.2.6 з напiв-
емпiричною скоринг-функцiєю та генетичним ал-
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а б
Рис. 5. Кластери мод зв’язування (а) та найоптимальнiшi моди кожного з них iз вказаними вiдстанями в ангстремах до
двох флуоресцентних триптофанових амiнокислотних залишкiв (б )

горитмом Ламаркiана для пошуку найбiльш енер-
гетично вигiдної конфiгурацiї комплексу БСА-
iбупрофен. У процесi моделювання структура про-
теїнової макромолекули була жорстко зафiксова-
ною (жорсткий докiнг), молекула лiганда (iбупро-
фен) вважалась гнучкою завдяки наявностi 5 ро-
тацiйних ступенiв вiльностi (рис. 1). В результатi
моделювання визначено 20 мод (див. рис. 5, а) мо-
лекулярних комплексiв, що групуються за близь-
ким розташуванням та значенням енергiї зв’язу-
вання в декiлька кластерiв (рис. 4). Найчислен-
нiшi та енергетично вигiднi кластери видiлено на
рис. 5, а. Лише один кластер мiстить конфор-
мацiї лiганда в безпосереднiй близькостi до три-
птофанового амiнокислотного залишку Trp213 в
субдоменi IIА. Iншi кластери мiстяться в субдо-
менi IIIА i вiддаленi вiд триптофанових зали-
шкiв. Розташування кластерiв вiдносно молеку-
ли БСА та триптофанових амiнокислотних зали-
шкiв приведено на рис. 5, б. Вiдстанi до зали-
шкiв вiд найоптимальнiших мод кожного з трьох
кластерiв наведено у табл. 4. Середнi вiдстанi до
триптофанових залишкiв для кожної з мод є по-
мiтними порiвняно з характерним розмiром мо-
лекули БСА, тому гасiння флуоресценцiї не бу-
де значним (що, власне, спостерiгається в екс-

периментi на рис. 1), однак можливим, оскiль-
ки значення є меншими за граничне значення
(6 нм) , що уможливлює реалiзацiю Фьорсте-
рiвського механiзму безвипромiнювальної переда-
чi енергiї вiд донора (триптофан) до акцептора
(iбупрофен).

Визначена з докiнгу енергiя зв’язування моле-
кул у комплексi з трьох кластерiв вiдповiдає зна-
ченням, отриманих зi спектральних даних гасiння
флуоресценцiї. Значне вiд’ємне значення Δ𝐺 свiд-
чить про формування стiйких комплексiв, а тому
пiдтверджує статичний механiзм гасiння за уча-
стi FRET. Енергiя взаємодiї молекул у комплексах
складається iз внескiв вiд ван-дер-ваальсiвської та
гiдрофобної взаємодiй, водневих зв’язкiв, електро-
статичних сил (див. табл. 5). Першi два кластери
охоплюють 8 мод з 20, для яких характерною є

Таблиця 4. Вiдстанi вiд молекул iбупрофену
до триптофанових залишкiв в ангстремах

Трипто-
фановий
залишок

Мода 1
(кластер 1)

Мода 3
(кластер 2)

Мода 9
(кластер 3)

Trp134 37,5 35,6 39
Trp213 18,6 7,4 36,5
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Рис. 6. Сайти зв’язування молекули iбупрофену у найоптимальнiших модах трьох кластерiв докiнг-моделювання з мо-
лекулою БСА (червоним, синiм та жовтим позначено, вiдповiдно, негативно, позитивно зарядженi та гiдрофобнi амiноки-
слотнi залишки)

а б

Рис. 7. Найближче амiнокислотне оточення iбупрофену у
трьох найоптимальнiших модах: мода 1 першого кластера
в оточеннi позитивно зарядженого Arg409, полярних не-
заряджених Asn390, Cys437, Thr448, Tyr410 та гiдрофо-
бних Gly433, Leu406, Leu452, Leu386, Phe402 з утвореними
водневими зв’язками з Arg409 та Asn390 (а); мода 3 дру-
гого кластера в оточеннi позитивно (Lys350) та негатив-
но (Glu353) заряджених, полярного незарядженого Ser479
та гiдрофобних Leu326, Leu346, Leu480, Val481, Ala349 з
утвореним водневим зв’язком з Lys350 (б); мода 9 третього
кластера в оточеннi позитивно зарядженого Lys524, поляр-
них незаряджених Asn404, Tyr400 та гiдрофобних Phe508,
Phe550, Phe506, Ala527, Met547 та Leu528 (в)
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Таблиця 5. Енергiї взаємодiї молекул у найоптимальнiших кластерах

Кластер № Мода №
VdW/hb/

десольватацiя,
ккал/моль

Електростат.,
ккал/моль

Торсiйний,
ккал/моль

Енергiя
зв’язку,

ккал/моль

1 1 –8,0 –1,34 1,49 –7,85
2 –7,37 –1,29 1,49 –7,16

2 3 –6,75 –1,71 1,49 –6,98
4 –6,74 –1,72 1,49 –6,96
5 –6,72 –1,73 1,49 –6,96
6 –6,46 –1,93 1,49 –6,9
7 –6,57 –1,74 1,49 –6,82
8 –6,52 –1,68 1,49 –6,71

3 9 –7,84 –0,08 1,49 –6,43
10 –7,8 –0,07 1,49 –6,38
11 –7,87 –0,16 1,49 –6,38
12 –7,7 –0,15 1,49 –6,36
13 –7,57 –0,1 1,49 –6,18

значна електростатична компонента, тому їх ре-
алiзацiя бiльш iмовiрна через далекодiю електро-
статичних сил. Сильнiше електростатична взаємо-
дiя проявляється для 2-го кластера, тодi як ван-
дер-ваальсiвськi сили, водневi зв’язки та гiдрофо-
бний ефект бiльш iнтенсивнi для 1-го кластера.
Переважна роль того чи iншого типу взаємодiї
визначатиметься типом амiнокислотних залишкiв
(гiдрофобнi, зарядженi та полярнi незарядженi)
найближчого оточення молекули iбупрофену у
сайтi зв’язування.

На рис. 6 приведено сайти зв’язування моле-
кул iбупрофену (головнi моди кластерiв) з молеку-
лою БСА. Видно, що моди 1-го та 2-го кластерiв
оточенi зарядженими амiнокислотними залишка-
ми, що уможливлює iснування стiйкого молеку-
лярного комплексу. Мода 3-го кластера мiститься
в гiдрофобнiй кишенi бiля Trp213.

Найближче амiнокислотне оточення (до 6 Å)
з утвореними водневими зв’язками наведено на
рис. 7. Вiдповiдно до типу найближчих амiноки-
слотних залишкiв можемо зробити висновок про
переважний гiдрофобний характер взаємодiї iбу-
профену з БСА у сайтi зв’язування. Однак, за-
значимо, що в всiх модах зв’язування проявля-
ються рiзнi типи комплексотворних сил. Зокре-
ма, ван-дер-ваальсiвська взаємодiя з полярними
залишками найбiльше проявляється в модi 1, во-
дневi зв’язки – в модах 1 та 3, гiдрофобна – в

модах 3 та 9. Електростатичнi сили проявляю-
ться, як i було сказано вище, в модах 1 та 3
пiд час взаємодiї iз зарядженими амiнокислотни-
ми залишками.

5. Висновки

У цьому дослiдженнi продемонстровано, що iбу-
профен утворює стабiльнi комплекси з бичачим
сироватковим альбумiном (БСА) в умовах водно-
го середовища, що пiдтверджується результата-
ми флуоресцентної спектроскопiї та молекулярно-
го докiнгу. Спектроскопiчнi дослiдження вказують
на переважно статичний механiзм гасiння флуо-
ресценцiї з константами гасiння, якi перевищують
дифузiйний порiг, та на енергетично сприятливе та
помiрно сильне (Δ𝐺 = −24−−28 кДж/моль), але
оборотне, зв’язування молекул БСА та iбупрофе-
ну у комплексах. Стехiометричне спiввiдношення
близьке до 1 : 1 є типовим для специфiчної, наси-
чуваної взаємодiї, демонструє здатнiсть iбупрофе-
ну до лiгандної конкуренцiї в процесi зв’язування
з альбумiном. З iншого боку, такi комплекси вiд-
носно легко дисоцiюють, що важливо для контро-
льованого вивiльнення препарату. Зростання тем-
ператури супроводжується збiльшенням констант
зв’язування та позитивними значеннями ентальпiї
i ентропiї, що свiдчить про переважно гiдрофобну
природу взаємодiї.
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Молекулярне моделювання пiдтвердило наяв-
нiсть кiлькох енергетично сприятливих сайтiв
зв’язування iбупрофену на поверхнi БСА, голов-
ним чином у субдоменах IIА та IIIА. В процесi
зв’язування реалiзуються рiзнi види взаємодiй з
амiнокислотним оточенням: ван-дер-ваальсiвськi,
гiдрофобнi, водневi та електростатичнi, однак з пе-
реважними зв’язками з гiдрофобними амiнокисло-
тними залишками. Це свiдчить про високу бiодо-
ступнiсть препарату, стiйкiсть комплексiв у плазмi
кровi, здатнiсть препарату накопичуватися в гi-
дрофобних середовищах (мембранах, лiпiдних ма-
триксах). Локалiзацiя молекули iбупрофену вiд-
носно триптофанових амiнокислотних залишкiв
Trp213 та Trp134 узгоджується зi статичним меха-
нiзмом гасiння флуоресценцiї та уможливлює не-
радiацiйне резонансне перенесення енергiї (FRET)
з переходом комплексу в незбуджений стан без ви-
промiнювання.

Робота була виконана за пiдтримки Нацiональ-
ного фонду дослiджень України в рамках проє-
кту “Наноструктурна модифiкацiя аплiкацiйних
лiкарських засобiв для вiйськово-медичних техно-
логiй ” (грант №2023.04/0140).
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COMPLEXATION OF IBUPROFEN
WITH BOVINE SERUM ALBUMIN:
SPECTROSCOPIC STUDY
AND MOLECULAR SIMULATION

The interaction of ibuprofen with bovine serum albumin (BSA)

in the aqueous environment has been studied using both ex-

perimental and computer simulation methods. The fluores-

cence quenching spectra are obtained at a constant BSA

concentration of 2 𝜇M, varying ibuprofen concentrations of

0–1.5 𝜇M, and three fixed temperatures of 293, 303, and

313 K. The intensity dependences follow the Stern–Volmer

equation and testify to the static quenching mechanism. To-

gether with the temperature-induced growth of the binding

constant, this result points to the predominantly hydropho-

bic nature of the interaction. The obtained binding constants

equal lg 𝐾𝑠 =4.3÷5.0 at the binding stoichiometry close to

1 : 1. The thermodynamic analysis of the complexation showed

that Δ𝐺 < 0, Δ𝐻 > 0, and Δ𝑆 > 0, 𝐺, 𝐻, 𝑆 which confirms the

spontaneous and entropy-driven character of the binding pro-

cess. Molecular docking simulation using AutoDock 4.2.6 made

it possible to identify three main binding sites of ibuprofen

with BSA. The most energetically favorable binding modes in-

clude van der Waals, hydrogen bonding, hydrophobic, and elec-

trostatic interactions; nevertheless, contacts with hydrophobic

residues of BSA prevail. The calculated spatial arrangement of

ibuprofen with respect to tryptophan residues corresponds to

the experimentally observed fluorescence quenching.

Ke yw o r d s: bovine serum albumin, ibuprofen, fluorescence
quenching, molecular docking.
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