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СТАБІЛЬНІСТЬ РЕКОМБІНАНТНОГО БІЛКА AIMP1/Р43 ЛЮДИНИ  
В НАНОКОМПОЗИТНОМУ КОМПЛЕКСІ З БЕТА-ЦИКЛОДЕКСТРИНОМ 

 
Досліджено стабільність рекомбінантного білка AIMP1/р43 – компонента аміноацил-тРНК-синтетазного ком-

плексу вищих евкаріот у нанокомпозитному комплексі з β-циклодекстрином. Показано, що у складі нанокомпозит-
ного комплексу температурна стабільність AIMP1/р43 суттєво підвищується. Локальний конформаційний перехід, 
пов'язаний з експонуванням залишку Trp271 на поверхні AIMP1/р43, спостерігається при 430С, а у складі нанокомпо-
зитного комплексу – при 520С. Стабілізація білка AIMP1/р43 у складі нанокомпозитного комплексу відкриває можли-
вості для подальших структурно-функціональних досліджень та його використання як нового біотехнологічного 
продукту в біомедицині. 
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Вступ. Одним з провідних напрямів сучасної біотех-

нології є створення нових біомедичних препаратів на 
основі рекомбінантних білків [1]. Використання бактері-
альних систем для експресії евкаріотних генів є прос-
тим, швидким, недорогим і надійним методом, який до-
зволяє отримати рекомбінантні білки у препаративних 
кількостях в нативному стані, що є необхідною умовою 
для їх впровадження в біотехнологічне виробництво. 
Однак, бактеріальні системи експресії мають ряд істот-
них недоліків, як наприклад, відсутність посттрансля-
ційних модифікацій рекомбінантних білків та можлива 
висока агрегаційна здатність і формування тілець 
включення (inclusion bodies) внаслідок високого рівня 
експресії та неправильного фолдингу білків [11].  

Дослідження механізму агрегації білків і механізмів, 
що їй запобігають, поряд з фундаментальним значен-
ням має істотну практичну цінність для розробки підхо-
дів до терапії так званих конформаційних нейродегене-
ративних хвороб, зумовлених агрегацією білків. У кліти-
нах агрегація білків може бути обумовлена різними 
процесами, насамперед, тепловим та окиснювальним 
стресами, причому шаперонова система запобігає агре-
гації. In vitro нативні білки можуть бути розгорнуті в ре-
зультаті теплової денатурації, а також під дією денату-
руючих агентів, таких як гуанідінгідрохлорид або сечо-
вина [3; 4]. Розгорнуті білки можуть взаємодіяти між 
собою, в основному, за участю експонованих гідрофоб-
них поверхонь з утворенням амілоїдних або аморфних 
агрегатів [3; 4]. У зв'язку з цим дослідження механізмів 
агрегації білків та її пригнічення різними агентами при-
родного і штучного походження є одним з головних на-
прямів сучасної молекулярної біотехнології. 

Для зниження агрегаційної здатності білків, зокрема, 
використовують низькомолекулярні сполуки, такі як цик-
лодекстрини (ЦД) та їхні похідні [12; 13]. Здатність ЦД 
пригнічувати агрегацію білків пояснюється їх властивістю 
зв'язуватися з залишками ароматичних амінокислот в 
ненативних (частково розгорнутих) формах білків. 

Білок AIMP1/р43 (Aminoacyl-tRNA synthetase 
complex-interacting multifunctional protein 1, proEMAP II) 
є обов'язковим компонентом мультиаміноацил-
тРНКсинтетазного комплексу вищих еукаріотів [19]. 
Враховуючи, що білок AIMP1/р43 містить послідовність 
цитокіна EMAP II і ряд не досліджених до кінця власти-
востей, зокрема локалізацію білка AIMP1/р43 в клітин-
ному ядрі [9; 15] та наявність у нього цитокінових акти-
вностей [16; 8], можна віднести даний білок до молеку-
лярних об'єктів, які є перспективними продуктами су-
часної біотехнології для наступного впровадження як 
нових терапевтичних білків. Слід зазначити, що на від-
міну від ЕМАР ІІ, цей поліпептид є досить нестабіль-

ним, оскільки належить до природно неструктурованих 
білків [20; 5]. 

На сьогоднішній день просторова структура повно-
розмірного білка AIMP1/р43 (312 а.з.) не встановлена, 
кристалографічна структура визначена тільки для  
N-кінцевого модуля (7-70 а.з.), який представляє собою 
α-спіральну ділянку [7] та для С-кінцевого модуля (147-
312 а.з.) – цитокіна EMAP II [17]. Центральна ділянка 
(71-146 а.з.), яка з'єднує N-кінцевий та С-кінцевий мо-
дулі, є неструктурованою частиною білка з невідомою 
просторовою структурою. Для проведення структурних 
досліджень білка AIMP1/р43 методами рентгенострук-
турної кристалографії та мультивимірної ЯМР-
спектроскопії необхідні препаративні кількості білка у 
стабільному розчинному стані.  

В даній роботі для стабілізації структури білка 
AIMP1/р43 у розчині та запобіганню його агрегації вико-
ристано β-циклодекстрин (β-ЦД). Молекула β-ЦД пред-
ставляє собою гептаметр залишків α-D–глюкози (рис.1) 
і успішно застосовується в сучасній фармакології в яко-
сті допоміжного агента, здатного знизити агрегацію біл-
ків, збільшити їх розчинність та підвищити стійкість до 
дії протеолітичних ферментів [6].  

 

 
 
Рис.1. Хімічна будова молекули β-циклодекстрину 

 
Матеріали і методи 
Експресія, виділення та очистка рекомбінант-

ного білка AIMP1/р43 з клітин E.coli.  
У роботі використано штам-продуцент рекомбінант-

них білків, отриманий на основі реципієнта E.сoli 
BL21(DE3)pLysE. Клітини були трансформовані за за-
гальноприйнятою методикою плазмідною конструкцією 
pET28b-p43, що містила ген, який кодує синтез цільово-
го білка AIMP1/р43 під контролем промотора фага Т7. 
Селективним маркером плазміди pET28b є ген kan, 
який забезпечує стійкість трансформованих клітин до 
антибіотика канаміцина. 
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Фізико-хімічні властивості білка AIMP1/р43 проаналізо-
вано за допомогою сервера ProtParam (http://expasy.org/ 
tools/protparam.html): молекулярна вага 35175.5 Да; 
ізоелектрична точка pI = 8.62; коефіцієнт екстинції 
AIMP1/р43 при довжині хвилі 280 нм – 9970 M–1 cm–1 

(0,29 мг/мл). 
Штам-продуцент E.сoli BL21(DE3)pLysE вирощували 

на середовищі Luria-Bertani (LB) з додаванням антибіо-
тика канаміцина до кінцевої концентрації 30 мкг/мл. 
Культуру E.сoli інкубували при температурі 37оС та ін-
тенсивному струшуванні (250 об/хв.) до досягнення нею 
оптичної густини 0,5–0,7 опт.од. Оптичну густину (ОГ600) 
визначали спектрофотометрично (спектрофотометр 
BioMate-5, Велика Британія) при довжині хвилі 600 нм. 

Для індукції синтезу рекомбінантного білка до куль-
турального середовища додавали індуктор ІПТГ (ізо-
пропіл-β-тіогалактопіранозид, Sigma, США) до кінцевої 
концентрації 1,0 мМ та інкубували культуру при 28оС 
протягом 4 годин після індукції експресії. 

Рекомбінантний білок отримували із супернатанту 
лізованих клітин E.сoli методом метал-хелатуючої 
хроматографії на колонці з Ni-NTA-агарозою (Qiagen, 
Germany). Аналіз бактеріальних білків проводили за 
допомогою SDS-гель-електрофорезу за методом Ле-
ммлі в денатуруючих умовах у 12% розділювальному 
гелі [10], використовуючи суміш маркерних білків ви-
робництва Thermo Scientific (Литва). Гелі фарбували 
Coomassie blue R-250. 

Концентрацію очищеного рекомбінантного білка 
AIMP1/р43 визначали спектрофотометрично, викорис-
товуючи коефіцієнти екстинкції 9970 M–1 cm–1 
(0,29 мг/мл) при довжині хвилі 280 нм.   

Методика флуоресцентних вимірювань. 
Для дослідження взаємодії рекомбінантного білка 

AIMP1/р43 з β-ЦД проводили титрування AIMP1/р43 у 
буфері, який містив 50 мМ Na-фосфат, рН 7.5, 150 мМ 
NaCl. Спектри флуоресценції реєстрували на спектро-
флуориметрі Hitachi M850 (Японія), обладнаному тер-
мостатованим кюветотримачем. Вимірювання проводи-
ли у кварцовій кюветі з довжиною оптичного шляху 1 см. 
Спектральна ширина щілин монохроматора при збу-
дженні флуоресценції та її реєстрації становила 5–10 нм. 
Збудження флуоресценції проводили при 280 нм, реєст-
рацію флуоресценції – в діапазоні 300–400 нм під кутом 
900 до напрямку пучка збуджуючого світла.  

Молекулярний докінг  
Моделювання структури молекулярного комплексу 

AIMP1/р43 з β-циклодекстрином було проведено з ви-
користанням програмного забезпечення AutoDock Vina 
[18]. Для візуалізації та аналізу отриманих структур бу-
ло використано програмне забезпечення UCSF Chimera 
[14] и MGLTools.  

Результати та їх обговорення  
Експресія, виділення та очистка рекомбінант-

ного білка AIMP1/р43 з клітин E.coli.  
Білок AIMP1/р43 було експресовано в клітинах E.сoli 

BL21(DE3)pLysE, як описано вище. Після проведення 
бактеріальної експресії здійснювали афінну очистку 
рекомбінантного білка AIMP1/р43 металхелатуючою 
хроматографією на Ni-NTA-агарозі. В результаті очист-
ки отримано препарат білка AIMP1/р43 високого ступе-
ня чистоти (близько 95%, рис.2). 

 

 
 

Рис. 2. Електрофоретичний контроль чистоти  
отриманого препарату AIMP1/р43. 

1 – білкові маркери;  
2 – препарат AIMP1/р43 після хроматографічної очистки 
 
Дослідження взаємодії рекомбінантного білка 

AIMP1/р43 з β-циклодекстрином методом флуоре-
сцентної спектроскопії. 

Спектр власної триптофанової флуоресценції 
AIMP1/р43, обумовленої залишком Trp271, який лока-
лізований в С-кінцевому ЕМАР ІІ домені, має макси-
мум при 333 нм (рис. 4). Слід зазначити, що максимум 
флуоресценції AIMP1/р43 є дещо зміщеним в коротко-
хвильову область у порівнянні зі спектром флуорес-
ценції вільного ЕМАР ІІ – 335 нм [2]. При вивченні вза-
ємодії AIMP1/р43 з β-циклодекстрином виявлено зме-
ншення власної флуоресценції білка AIMP1/р43 при 
підвищенні концентрації β-циклодекстрину (рис.3). На 
основі отриманих даних розрахована константа дисо-
ціації (Kd) комплекса AIMP1/р43 з β-циклодекстрином, 
яка становить 37.9±3.2 µМ. Стехіометрія зв'язування 
β-цикло-декстрина з AIMP1/р43 становить згідно да-
ним на рис.3 близько 1:1, що підтверджує формування 
специфічного комплексу.  

 

 
 

Рис. 3. Залежність інтенсивності флуоресценції AIMP1/р43 
від концентрації β-циклодекстрина в розчині.  
Буфер 50 мМ Na-фосфат, 150 мМ NaCl, рН 7,5.  

Температура 250С; λЕХ 280 нм, λЕМ 333 нм 
 
При реєстрації спектрів флуоресценції AIMP1/р43 

(рис. 4) в залежності від температури в діапазоні 23-
630С виявлено зсув максимуму флуоресценції від 333 
до 350 нм (рис.4, 5а), що відповідає максимуму флуо-
ресценції триптофану в денатурованих білках. Це обу-
мовлено тим, що при підвищенні температури в моле-
кулі AIMP1/р43 спостерігається локальний конформа-
ційний перехід, пов'язаний з експонуванням залишку 
Trp271 на поверхні білка. Температура локального 
конформаційного переходу в AIMP1/р43 становить 
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43±10С (визначена як температура в точці напівперехо-
ду між двома станами). 

 

 
 

Рис. 4.Температурна залежність інтенсивності  
флуоресценції AIMP1/р43 в діапазоні λЕM=300-400 нм.  

Буфер 50 мМ Na-фосфат, 150 мМ NaCl, рН 7,5. λЕХ 280 нм 
 
При дослідженні впливу β-ЦД на стабільність білко-

вої глобули встановлено, що при підвищенні темпера-
тури максимум емісії флуоресценції AIMP1/р43 зсува-
ється лише до 345 нм, тоді як локальний конформацій-
ний перехід в оточенні Trp271 спостерігається при 
52±10С (рис. 5б), що свідчить про стабілізацію структу-
ри AIMP1/р43 в нанокомпозитному комплексі. 

 

 
 

Рис.5. Температурна залежність максимума емісії  
флуоресценції AIMP1/р43 у вільному стані(а) та в складі 

нанокомпозитного комплекса з β-ЦД(б).  
Буфер 50 мМ Na-фосфат, 150 мМ NaCl, рН 7,5 

 
Молекулярний докінг. 
Для молекулярного докінгу використано комп'ютер-

ну модель просторової структури повнорозмірного 
AIMP1/р43 (неопубліковані дані). 

Для встановлення сайту зв'язування β-цикло-
декстрину з білком AIMP1/р43 нами проведено комп'ю-
терне моделювання комплексу. AIMP1/р43 містить тіль-
ки 1 амінокислотний залишок Trp271, який є природним 
флуоресцентним зондом, чутливим до конформаційних 
змін в структурі молекули. Відомо, що циклодекстрини 
переважно зв'язуються з ароматичними амінокислот-
ними залишками на поверхні білків, тому Trp271 є чут-
ливим зондом для детекції утворення комплексу білка з 
циклодекстрином. Проведений аналіз доступності за-

лишку Trp271 молекулам розчинника в структурі 
AIMP1/р43 вказує на його 32,5% експонованість, що 
свідчить про можливість детекції взаємодії β-цикло-
декстрина в локальному оточенні флуорофора.  

В результаті комп'ютерного моделювання молеку-
лярного докінгу β-циклодекстрина з AIMP1/р43 (рис.6) 
встановлено, що зв'язування β-ЦД з білком відбуваєть-
ся в гідрофобній ділянці, де локалізований Trp271. 

 

 
 

Рис.6. Комп'ютерне моделювання комплексу  
β-циклодекстрина з AIMP1/р43. Зеленим кольором  

позначений β-циклодекстрин, червоним – залишок Trp271 
 
Аналіз структури комплексу β-циклодекстрина з 

AIMP1/р43 за допомогою програми AutoDock Vina пока-
зав, що афінність зв'язування β-циклодекстрина 
(∆GFree) з білком становить близько -5.1 ккал/моль.  

Висновки.  
Встановлено, що β-циклодекстрин специфічно зв'язу-

ється з рекомбінантним білком AIMP1/р43 у розчині, при-
чому найбільш вірогідним сайтом зв'язування є оточення 
частково експонованого залишку Trp271, локалізованого 
у заглибині на поверхні AIMP1/р43 поруч з функціональ-
но важливим лізин-багатим кластером. Білок AIMP1/р43 
у складі отриманого нанокомпозитного комплексу в роз-
чині є суттєво більш стабільним, ніж у вільному стані. Це 
відкриває можливості подальших структурно-функціо-
нальних досліджень AIMP1/р43 та його використання як 
нового біотехнологічного продукту в біомедицині. 

 
Подяки. 

Автори висловлюють подяку м.н.с. Козлову О.В.  
за надання препарату β-циклодекстрина. 
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СТАБИЛЬНОСТЬ РЕКОМБИНАНТНОГО БЕЛКА AIMP1/Р43 ЧЕЛОВЕКА  
В НАНОКОМПОЗИТНОМ КОМПЛЕКСЕ С БЕТА-ЦИКЛОДЕКСТРИНОМ 

Исследована стабильность рекомбинантного белка AIMP1/р43 – компонента аминоацил-тРНК-синтетазного комплекса высших 
эукариот в нанокомпозитном комплексе с β-циклодекстрином. Показано, что в составе нанокомпозитного комплекса температурная 
стабильность AIMP1/р43 существенно повышается. Локальный конформационный переход, связанный с экспонированием остатка 
Trp271 на поверхности AIMP1/р43, наблюдается при 430С, а в составе нанокомпозитного комплекса – при 520С. Стабилизация белка 
AIMP1/р43 в составе нанокомпозитного комплекса открывает возможность для дальнейших структурно-функциональных исследо-
ваний и его использования как нового биотехнологического продукта в биомедицине. 

Ключевые слова: AIMP1/р43, β-циклодекстрин, стабилизация, флуоресцентная спектроскопия. 
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STABILITY OF HUMAN RECOMBINANT AIMP1/Р43 PROTEIN  

IN NANOCOMPOSITE COMPLEX WITH BETA-CYCLODEXTRIN 
Stability of the recombinant AIMP1/p43 protein – component of aminoacyl-tRNA synthetase complex of higher eukaryotic – in nanocomposite 

complex with β-cyclodextrin was investigated. A significant increase in thermal stability AIMP1/p43 in the composition of nanocomposite complex 
was shown. The local conformational transition associated with the exposure of Trp271 residue on the AIMP1/p43 surface was observed at 430C, 
but in the nanocomposite complex it was observed at 520C. Stabilization of AIMP1/p43 protein in nanocomposite complex provides opportunities 
for further structural and functional studies and its use as a new biotechnology product in biomedicine. 

Key words: AIMP1/р43, β-cyclodextrin, stabilization, fluorescence spectroscopy. 
 
 
 
 


