
A.V. Yegorova, G.V. Maltsev, Y.V. Scrypynets, S.N. Kashutskуy, V.P. Antonovich

Methods and objects of chemical analysis, 2018, Vol. 13, No. 1, 18–28

Fluorescence spectroscopy is one of the most effective methods for studying intermolecular interactions that 
reflect the change in the environment of a fluorophore. It helps to establish the binding of small molecules (drugs) 
to proteins. In the model physiological conditions, the interaction between certain benzodiazepines (BD) and 
human serum albumin (HSA) by fluorescence in combination with the method of ultraviolet spectroscopy was 
studied. The results of the experiment shows that the BD quench the intrinsic fluorescence of protein as a result 
of static interaction in the HSA - BD systems, which is confirmed by the shifts in the difference UV spectra of the 
HSA - BD and the reduction of binding constants for the HSA - BD systems with increasing temperature. The 
interaction parameters, such as the binding constant (KA), enthalpy change (ΔHº) and entropy change (ΔSº) 
were determined. The average distance (r) between DZP and tryptophan residue of HSA was calculated using 
theory of resonance energy transfer. It is established that the average distance between donor and acceptor 
molecules for HSA - BD systems is from 1.32 nm to 1.79 nm. Synchronous fluorescence spectra of BD at  
Δλ = 60 nm shows a bathochromic shift (from 3 nm to 6 nm), which indicates the presence of conformation changes 
of protein near the tryptophan residue.
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Флуоресцентная спектроскопия является одним из эффективных методов изучения 
межмолекулярных взаимодействий, отражающих изменение окружения флуорофора. Она помогает 
установить связывание малых молекул (лекарственных веществ) с белками. В модельных 
физиологических условиях исследовано взаимодействие между некоторыми бенздиазепинами (БД) 
и сывороточным альбумином человека (САЧ) методом флуоресценции в сочетании с методом 
ультрафиолетовой спектроскопии. Результаты эксперимента показывают, что БД тушат 
собственную флуоресценцию белка в результате статического взаимодействия в системах 
САЧ-БД, что подтверждается сдвигами в разностных УФ-спектрах САЧ-БД и уменьшением 
констант связывания для систем САЧ-БД с повышением температуры. Установлены константы 
и число мест связывания систем САЧ-БД. Определены параметры взаимодействия, такие как 
константа связывания (KA), изменение энтальпии (ΔHº) и изменение энтропии (ΔSº). Среднее 
расстояние (r) между БД и триптофановым остатком САЧ рассчитывали с использованием 
теории резонансного переноса энергии. Установлено, что среднее расстояние между донорными 
и акцепторными молекулами для систем САЧ-БД составляют от 1.32 нм до 1.79 нм. Синхронные 
спектры флуоресценции БД при Δλ = 60 нм показывают батохромный сдвиг (от 3 нм до 6 нм), что 
свидетельствует о наличии конформационных изменений белка около остатка триптофана.
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Аналитическая химия (в частности, люминес-
центный анализ) в приложении в биохимическим 

и фармацевтическим задачам позволяет 
установить как сам факт взаимодействия 


