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Məqalədə Azərbaycanın Xəzəryanı bölgəsində yayılmış Limonium caspium Willd. (Plumbaginaceae) 

növünün köklərindən alınmış mirisetin (M1), mirisitrin (M2) və mirisetin-3′-O-sulfat (M3) flavonoidlərinin 

bioloji aktivliyinin, toksikoloji göstəricilərinin, dərmanabənzərlik xüsusiyyətlərinin və molekulyar 

bağlantının in silico üsullarla qiymətləndirilməsi, həmçinin onların in vivo hemostatik xüsusiyyətlərinin 

öyrənilməsi məqsədilə aparılmış tədqiqat haqqında məlumat verilmişdir.   

Flavonoidlərin bioloji aktivliyi və toksikliyi müqayisəli şəkildə in silico (PASS Online, ProTox 3.0, 

SwissADME, SwissTarget), həmçinin hemostatik aktivliyi in vivo şəraitdə öyrənilmişdir. Molekulyar bağlantı 

AutoDock Vina 4.2 proqramı vasitəsilə aparılmışdır. Tədqiq olunan liqand kimi M3 birləşməsindən, hədəf 

zülal kimi isə plazmindən istifadə edilmişdir. 

Hər üç flavonoid aşağı toksiklik göstəricilərinə malik olmuş və onların dərmanabənzərlik xüsusiyyətləri 

Qoşe qaydasına uyğun gəlmişdir. Əldə olunan in silico proqnozlara əsaslanaraq, göstərilən flavonoidlər 

arasında M3 flavonoidinin yüksək hemostatik təsirə malik olduğu müəyyən edilmişdir. Proqnozlaşdırılan 

məlumatları in vivo təsdiqləmək məqsədilə M3 birləşməsi Rattus norvegicus (xətti bəlli olmayan koloniya) 

növündən olan ağ siçovullara yeridilmişdir. Eksperimentin sonunda bütün sınaq heyvanlarında 

trombositlərin sayı artmış və bununla yanaşı qanın laxtalanma müddətinin azalması qeydə alınmışdır.  

Tədqiqatdan alınan nəticələr M3 maddəsinin plazminin potensial inhibitoru kimi istifadəsinin 

mümkünlüyünü göstərmişdir. Bu tədqiqat M3 maddəsinin hemostatik vasitə kimi gələcək farmakoloji 

araşdırmalar üçün perspektivli namizəd olduğunu göstərir. 
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IN SILICO И IN VIVO ИССЛЕДОВАНИЕ БИОЛОГИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ  

ФЛАВОНОИДОВ LİMONİUM CASPİUM WİLLD. ИЗ ФЛОРЫ АЗЕРБАЙДЖАНА 
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В статье представлены сведения об исследовании проведенном с целью оценить in silico 

биологической активности, а также in vivo гемостатических свойств, токсикологических 

показателей и молекулярного докинга флавоноидов мирицетина (M1), мирицитрина (M2) и 

мирицетин-3′-O-сульфата (M3), выделенных из корней вида Limonium caspium Willd.  

(Plumbaginaceae), распространённого в прикаспийском регионе Азербайджана. 

Сравнительно изучены биологическая активность и токсичность in silico (PASS Online, ProTox 

3.0, SwissADME, SwissTarget), а гемостатическая активность in vivo. Молекулярный докинг 
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выполнен с использованием программы AutoDock Vina 4.2. В качестве исследуемого лиганда 

использовалось соединение M3, а в качестве белка-мишени был выбран плазмин.  

Все три флавоноида имеют низкую токсичность и их свойства лекарственной схожести 

соответствуют правилу Гоше. На основе полученных in silico прогнозов было установлено, что 

среди указанных флавоноидов флавоноид М3 обладает высокой гемостатической активностью. Для 

in vivo подтверждения прогнозных данных соединение M3 было введено белым крысам вида Rattus 

norvegicus (аутбредная колония). По завершении эксперимента у всех подопытных животных было 

зафиксировано значительное повышение количества тромбоцитов, сопровождающееся 

сокращением времени свертывания крови.  

Результаты молекулярных докинговых исследований поддерживают возможность использования 

вещества M3 в качестве потенциального ингибитора плазмина. Эти исследования указывают на то, 

что M3 является перспективным кандидатом для дальнейших фармакологических исследований в 

качестве гемостатического средства. 

 

 

Растения рода Limonium Mill. (семейство: 

Plumbaginaceae) богаты биологически 

активными веществами, и широко рас-

пространены во флоре Азербайджана вид 

Limonium caspium (Willd.) P.Fourn, привле-

кает особое внимание с этой точки зрения. 

Род Limonium, распространенный в основ-

ном в странах Средиземноморья включает 

300 видов растений. На Кавказе встречается 

8 видов растений, относящихся к роду 

Limonium, а во флоре Азербайджана – 5. 

Пять видов дикорастущих растений Азер-

байджана отличаются друг от друга 

ареалами распространения. Вид растения L. 

caspium встречается только в Шабранском 

районе [1]. Среди биологически активных 

веществ, обнаруженных в этом растении, 

преобладают флавоноиды мирицетин (M1), 

мирицитрин (M2) и мирицетин-3′-O-сульфат 

(M3), которые были выделены из вида L. 

caspium, распространённого вдоль по-

бережья Каспийского моря в Азербайджане 

[2]. 

В центре внимания настоящего иссле-

дования находятся редкие сульфо-производ-

ные флавоноидов, среди которых особенно 

выделяется M3. Биологическая активность 

сульфатированных производных флаво-

ноидов, в частности их влияние на систему 

свертывания крови, в последнее время стала 

предметом ряда научных исследований. 

Установлено, что M3 воздействует на 

гемостатическую систему через несколько 

комплементарных механизмов, включая 

ингибирование коагуляционных ферментов, 

антагонистическое действие на тромбо-

цитарные рецепторы и регуляцию про-

тивовоспалительных сигнальных путей [3]. 

В исследовании Гаспара и соавт. (2020) была 

изучена взаимодействие M1 с тиол-изоме-

разами, где с использованием как экспери-

ментальных, так и молекулярно-докинговых 

методов было подтверждено его высокое 

сродство к данным мишеням [4]. В других 

работах показано, что M1 участвует в 

ингибировании активации тромбоцитов, 

предотвращая специфическое связывание с 

рецепторами фактора активации тромбо-

цитов (PAF) [5]. Исследование, проведённое 

Таном и коллегами (2018), подтвердило 

антикоагулянтное и противовоспалительное 

действие M1 в модели диссеминированного 

внутрисосудистого свертывания (ДВС), 

индуцированного липополисахаридом (LPS). 

Этот эффект был связан с ингибированием 

сигнального пути NF-κB и снижением 

уровня TNF-α [6].  

Методы in silico позволяют за короткое 

время и с минимальными затратами 

спрогнозировать широкий спектр направ-

лений исследования множества соединений. 

Такой подход даёт возможность предвари-

тельно оценить биологическую активность 

флавоноидов, исследуя их аффинность и 

селективность к определённым ферментам 

или рецепторам [7]. In silico анализы фла-

воноидов, выделенных из растения L. 

caspium, предоставляют начальную инфор-

мацию об их терапевтическом потенциале и 

служат основой для последующих иссле-

дований in vivo [8].   

Целью данной работы является иссле-

дование биологической активности и 

токсичности флавоноидов, выделенных из 

растения L. caspium, относящегося к флоре 

Азербайджана, с использованием in silico 
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методов, молекулярного докинга, а также 

изучение их гемостатического действия в 

условиях in vivo.           
Материалы и методы исследования. Корни 

L. caspium были собраны в сентябре 2023 года на 

песчаных участках у берегов Каспийского моря в 

Шабранском районе Азербайджанской Респуб-

лики. 0,5 кг измельченные и высушенные корни 

L.caspium  экстрагировали 80% этанолом (1:8) 

при комнатной температуре методом мацерации 

(3 раза). Полученные экстракты объединяли и 

упаривали на водяной бане до достижения 

объема 200 мл. Концентрированный экстракт 

(200 мл) последовательно обрабатывали в 

делительной воронке хлороформом (300 мл х 2 

раза) и смесью этилацетат-гексан (1:1,4) (500 мл 

х 6 раз) [9], а дальше этилацетатом и н-бута-

нолом. Из извлечения смесью гексан-этилацетат 

получили мирицитина (вещество M1), из этила-

цетатного извлечения – мирицитрина (вещество 

M2), из бутанольного извлечения с помощью 

ацетона – мирицетин-3’-О-сулфата (вещество 

M3) [2, 10].  

Для сравнительного изучения биологической 

активности флавоноидов М1, М2 и М3 методом 

in silico использовались программы PASS Online, 

ProTox 3.0, SwissADME, и SwissTarget. Взаимо-

действие лиганда с макромолекулой было смо-

делировано с использованием программы 

AutoDock Vina 4.2. Биологические свойства 

флавоноидов, включая активные участки связы-

вания с целевым макромолекулам, характер 

взаимодействия и энергетические параметры, 

были спрогнозированы с использованием 

программы молекулярного докинга. 

Гемостатическое действие вещества M3, по-

лученного из экстракта растения L. caspium, 

было исследовано на 30 крыс. Раствор вводился 

внутрибрюшинно, а забор крови для анализа 

осуществлялся после декапитации. Для решения 

поставленной задачи в исследовании было вклю-

чено 30 крыс, из которых 20 получали вещество 

M3, а 10 животных оставались интактными. 

Лабораторным животным вводили вещество M3 

в дозе, равной одной десятой от LD50, опреде-

лённой с помощью программы PASS Online и 

составившей 358,7 мг/кг. 20 крысам экспери-

ментальной группы однократно вводили 0,7%-

ый водный раствор вещества M3 в дозировке 36 

мг/кг внутрибрюшинно. Интактным 10 крысам 

вещество не вводилось. Забор крови для лабора-

торных исследований проводился после дека-

питации у 10-ти животных через 1 час после 

введения вещества, у оставшихся 10 крыс — 

через 6 часов. Для статистической обработки 

использовался непараметрический тест Уилкок-

сона. Анализ крови выполнялся с использо-

ванием автоматического гематологического ана-

лизатора Auto Hematology Analyzer Ratyo RT 

7600 производства Китая. 

Результаты исследования и их обсуж-

дение. Исследование биологической актив-

ности веществ M1, M2 и M3 проводилось с 

использованием программы PASS Online. 

Согласно прогнозу программы, вещество 

M1 не обладает гемостатической актив-

ностью; M2 обладает высокими гемостати-

ческими (99,0%), кардиопротекторными 

(98,3%), вазопротекторными (96,2%) и др. 

свойствами;  M3 обладает высокой гемоста-

тической (99,1%) и др. биологической 

активностью. 

Исследование веществ M1, M2 и M3 с 

использованием программного обеспечения 

ProTox 3.0. С помощью этой программы был 

спрогнозирован индекс острой токсичности 

LD50 и класс токсичности (таблица 1). Все 

три флавоноида имеют низкую токсичность. 

 

 

Таблица 1. Результаты прогнозирования пероральной токсичности M1, M2 и M3 

 

Результаты прогнозирования пероральной токсичности для соединения 

Вещества 
Прогнозируемый 

LD50 

Прогнозируемый 

класс токсичности 

Среднее 

сходство 
Точность прогноза 

M1 159 мг/кг 3 100% 100% 

M2 5000 мг/кг 5 97,3% 72,9% 

M3 5000 мг/кг 5 69,06% 68,07% 
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Таблица 2. Лекарственное сходство M1, M2 и M3 

Лекарственное 

сходство 

Вещества 

M1 M2 M3 

Правила Липинского есть; 1 нарушение:  

NH или OH >5 

нет; 2 нарушения:  

N или O >10,  

NH или OH >5 

нет; 2 нарушения:  

N или O > 10,  

NH или OH > 5 

Правила Гоше        есть есть есть 

Оценка биодоступности 0,55 0,17 0,11 
 

Исследование веществ  M1, M2 и M3 с 

помощью программы SwissADME. Лекар-

ственное сходство было виртуально изучено 

с помощью программы SwissADME 

(таблица 2).  Свойства лекарственной схо-

жести флавоноидов полностью соответ-

ствуют правилу Гоше. 

Исследование веществ  M1, M2 и M3 с 

помощью программы SwissTarget. Эта 

программа позволяет идентифицировать 

(предсказывать) макромолекулярные 

мишени исследуемых соединений.  

Таким образом, было установлено, что 

макромолекулы, с которыми M1 связы-

вается с наибольшей вероятностью, пред-

ставляют собой киназу (26,7%) и фермент 

(20%). Эта программа виртуально опреде-

лила, что макромолекулы, с которыми M2 

вероятнее всего связывается, это лиаза 

(26,7%), фермент (26,7%) и рецептор, 

связанный с G-белком семейства A (20%). 

Макромолекулы, с которыми M3 с наиболь-

шей вероятностью связывается — это лиаза 

(20%) и фермент (33,3%). Установлено, что 

из указанных групп ферментов гемостати-

ческая активность связано с блокированием 

плазмина.  

При исследовании биологической актив-

ности веществ M1, M2 и M3 с помощью 

программы PASS Online особый интерес 

представляет прогнозируемое гемостатичес-

кое действие. Для подтверждения данного 

эффекта in vivo вещество M3 было введено 

белым беспородным крысам. Использование 

in silico методов, таких как PASS Online, для 

прогнозирования возможных фармакологи-

ческих эффектов флавоноидов (в частности, 

гемостатического действия) позволяет со-

поставить биологические эффекты, предска-

занные на молекулярном уровне, с реаль-

ными экспериментальными результатами. 

Изучение гемостатического эффекта ве-

щества M3 на лабораторных животных в 

условиях in vivo даёт возможность 

экспериментально оценить его влияние на 

свертываемость крови. Сравнительный 

анализ результатов, полученных с помощью 

различных подходов (компьютерного моде-

лирования и экспериментальных данных), 

служит для оценки степени их согласова-

нности или расхождения, то есть показывает, 

насколько результаты in silico и in vivo 

дополняют или подтверждают друг друга. 

Применение вещества в дозировке, установ-

ленной на основе виртуального значения 

LD50, также позволяет оценить его токсико-

логические риски и безопасность. 

Проводился общий анализ крови, а также 

определялось время свертывания крови. По 

итогам эксперимента у всех крыс отмеча-

лось резкое увеличение количества тром-

боцитов, а время свертывания крови умень-

шалось (таблица 3). Эти данные свиде-

тельствуют о первоначальном подтверж-

дении гемостатического эффекта, предска-

занного in silico, экспериментальными in 

vivo исследованиями. Известно, что тром-

боциты являются клеточными элементами 

крови и играют важную роль на начальных 

этапах гемостаза. 

При сравнении результатов между 

группами T1 и T2, а также T1 и T3, была 

выявлена статистически значимая разница (p 

< 0,05). Между группами T2 и T3 статисти-

чески значимой разницы обнаружено не 

было (p > 0,05).   

Рабочий процесс молекулярного докинга 

выполнен с использованием программы 

AutoDock Vina 4.2. В качестве исследуемого 

лиганда использовалось соединение M3. В 

качестве белка-мишени был выбран плаз-

мин, кристаллическая структура которого 

была загружена из базы данных Protein Data 

Bank. (https://www.rcsb.org, коды PDB: 1bml, 

1jro). Формат PDB для лиганда (вещества 

M3) был сгенерирован с помощью при-

ложения Marvin Sketch 

(https://chemaxon.com/marvin). 

https://www.rcsb.org/
https://chemaxon.com/marvin
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Таблица 3. Гемостатические показатели лабораторных животных 

Количество тромбоцитов в крови (10
9
/л) Время свертывания крови (мин) 

№  

Интактная 

группа (Т1) 

Экспериментальная группа  

Интактная 

группа (Т1) 

Экспериментальная группа 

Через 1 час 

(Т2) 

Через 6 

часов (Т3) 

Через 1 час 

(Т2) 

Через 6 часов 

(Т3) 

1 203 602 607 3,6 0,24 0,4 

2 143 609 603 3,4 0,1 0,55 

3 156 527 641 4,2 0,53 0,51 

4 205 651 515 3,1 0,56 0,39 

5 201 502 639 4,2 0,33 0,53 

6 178 604 618 4,8 0,42 0,51 

7 156 527 612 3 0,4 0,32 

8 126 651 545 4,3 0,5 0,49 

9 123 645 587 4,6 0,43 0,3 

10 175 643 624 3,3 0,32 0,47 

М 166,6 596,1 599,1 3,85 0,383 0,447 

 

Подготовка белка: Загруженная кристал-

лическая структура плазмина была очищена 

от лишних молекул, в том числе воды, с 

использованием программы Discovery 

Studio Visualizer https://discover.3ds.com/ 

discovery-studio-visualizer-download). Далее, 

подготовка белка для докинга осуществ-

лялась в программе AutoDock Tools версии 

1.4.5: к структурам были добавлены поляр-

ные атомы водорода и заряды Коллмана. 

Конечная 3D структура белка сохранялась в 

формате PDBQT для последующего 

молекулярного докинга. Для плазмина были 

выбраны координаты (Grid) размером 

80×80×80 с шагом 0,375 Å и центром в 

точках: X = 25.783; Y = 76.146; Z = 2.248. 

Сам молекулярный докинг был проведён с 

использованием программы AutoDock Vina 

4.2 через командную строку. 2D- и 3D-

структуры взаимодействий представлены на 

рисунке. 

Энергия сродства (affinity) при взаимо-

действии вещества M3 с ферментом  плаз-

мина (белок-лиганд) составляет около -8.7 

ккал/моль. На основании результатов мо-

лекулярного докинга было показано, что 

вещество M3 формирует стабильный 

комплекс с активным участком плазмина 

за счёт множества нековалентных взаимо-

действий. 

Между молекулой вещества M3 и 

аминокислотными остатками плазмина 

LYS C:36, SER A:760 и GLN A:721 наблю-

даются различные водородные связи. Эти 

взаимодействия обеспечивают высокую 

специфичность и стабильность связывания 

лиганда с активным участком белка. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                              I                                                                                      II 

 

Рисунок. 2D (I) и 3D (II) структура результата докинга фермента плазмина с веществом M3 

https://discover.3ds.com/%20discovery-studio-visualizer-download
https://discover.3ds.com/%20discovery-studio-visualizer-download
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Лиганд формирует слабые ван-дер-

ваальсовы взаимодействия с остатками PHE 

C:37, LEU C:35, SER C:34, THR A:723, VAL 

A:775 и ALA A:602. Эти контакты спо-

собствуют оптимальному размещению M3 в 

активном центре и сохраняют структурную 

совместимость комплекса. 

Между ароматической системой моле-

кулы M3 и остатками GLU A:724 и GLU 

A:606 наблюдаются π–анионные взаимо-

действия. Эти электростатические контакты 

повышают стабильность связывания и ока-

зывают положительное влияние на общую 

энергию комплекса. 

Ароматическое кольцо лиганда участвует 

в π–π перекрытии и T-образном π–π 

взаимодействии с остатками TRP A:761 и 

PHE C:37. Эти взаимодействия форми-

руются за счёт наложения ароматических 

систем и вносят дополнительный гидро-

фобный вклад в стабильность комплекса. 

В заключение, множественные и раз-

нообразные взаимодействия молекулы M3 с 

активным участком плазмина свидетель-

ствуют на высокий потенциал связывания 

данного лиганда с целевым белком. Осо-

бенно значимыми являются водородные 

связи и π–анионные взаимодействия, которые 

вносят существенный вклад в термо-

динамическую стабильность комплекса. По-

лученные результаты поддерживают воз-

можность использования вещества M3 в ка-

честве потенциального ингибитора плазмина.  

Заключение 

В исследовании проводилось сравни-

тельное in silico изучение биологической 

активности, токсичности, и лекарственной 

схожести, а также in vivo изучение 

гемостатических свойств флавоноидов M1, 

M2 и M3, полученных из растения L. 

caspium, распространенного в Азербай-

джане. Проведённое исследование откры-

вает новые возможности эффективного 

использования местной флоры как при-

родного источника биологически активных 

веществ.  

Для сравнительного in silico  изучения 

биологической активности и токсичности 

флавоноидов М1, М2 и М3 использовались 

программы PASS Online, ProTox 3.0, 

SwissADME и SwissTarget. В результате 

виртуального исследования с использо-

ванием программы PASS Online было 

установлено, что все три вещества обладают 

значительной биологической активностью. 

Согласно прогнозу данной программы, ве-

щество М1 обладает высокой противо-

опухолевой (92,4%), противораковой 

(простаты) (86,8%), антимутагенной (78,3%) 

и др. активностью, М2 – высоким 

гемостатическим (99,0%), кардиопротек-

торным (98,3%), вазопротекторным (96,2%) 

и др. активностью, М3 – помимо высокой 

гемостатической (99,1%) активности, обла-

дает и другими выраженными биологи-

ческими свойствами. 

Установлено, что все три флавоноида 

обладают низкой токсичностью (М1 – класс 

3, М2 и М3 – класс 5), найдены их целевые 

макромолекулы и спрогнозированы их фар-

макокинетические параметры. По показа-

телям лекарственной схожести М1, М2 и 

М3 полностью соответствуют правилу Гоше. 

На основании полученных in silico 

прогнозов показано, что флавоноид М3 

обладает высоким гемостатическим дейст-

вием. Вещество M3 (мирицетин-3'-О-

сульфат) было применено к крысам. По 

окончании эксперимента у всех крыс 

наблюдалось резкое увеличение количества 

тромбоцитов и сокращение времени сверты-

вания крови. Изучение гемостатического 

эффекта M3 на исследуемых крысах имеет 

важное значение для дальнейших исследо-

ваний этого производного в качестве 

кровоостанавливающего средства. Следует 

также отметить, что М3 редко встречается в 

природе, а М1 широко распространен. По 

этой причине целесообразно получать М3 из 

М1 полусинтетическим путем.   

Процесс молекулярного докинга выпол-

нен с использованием программы AutoDock 

Vina 4.2. В качестве исследуемого лиганда 

использовалось соединение M3. В качестве 

белка-мишени был выбран плазмин. По-

лученные результаты подтверждают потен-

циал вещества M3 в качестве ингибитора 

плазмина, а общий профиль взаимодействий 

указывает на прочное и специфическое 

связывание M3 с ферментом. 
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Summary. The article provides information on a study conducted to evaluate the biological activity, 

toxicological parameters, pharmacological properties, and molecular interaction of the flavonoids myricetin 

(M1), myricitrin (M2), and myricetin-3′-O-sulfate (M3) isolated from the roots of Limonium caspium 

(Willd.) P.Fourn (Plumbaginaceae), a species distributed along the Caspian coastal region of Azerbaijan, 

using in silico methods, In addition, their hemostatic properties were investigated in vivo.  

The biological activity and toxicity of the flavonoids were comparatively evaluated using in silico tools 

(PASS Online, ProTox 3.0, SwissADME, SwissTarget), as well as their hemostatic activity was studied in 

vivo. Molecular docking was performed using AutoDock Vina 4.2 software. The M3 compound was used as 

the ligand, and plasmin as the target protein. 

All three flavonoids exhibited low toxicity and complied with Ghose rule, confirming their favorable 

drug-likeness characteristics. Based on the obtained in silico predictions, the M3 flavonoid demonstrated the 

highest hemostatic potential among the tested compounds. To confirm the predicted data in vivo, M3 

compound was administered to white rats of the species Rattus norvegicus (outbred colony). At the end of 

the experiment, all test animals showed a significant increase in platelet count accompanied by a reduction in 

blood clotting time. 

The results of the molecular docking studies supported the potential use of M3 compound as an inhibitor 

of plasmin. These findings suggest that M3 compound is a promising candidate for future pharmacological 

research as a hemostatic agent. 
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