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СТАБІЛЬНІСТЬ РЕКОМБІНАНТНОГО БІЛКА AIMP1/Р43 ЛЮДИНИ В КОМПЛЕКСІ З ТРНК  
 
Досліджено взаємодію рекомбінантного білка AIMP1/р43 – компонента аміноацил-тРНК-синтетазного комплексу 

вищих евкаріот у комплексі з тРНК. Показано, що у складі комплексу температурна стабільність AIMP1/р43 суттєво 
підвищується. Локальний конформаційний перехід залишку Trp271 AIMP1/р43, пов'язаний з внутрішньомолекулярною 
стабільністю білка, спостерігається при 430С, а у складі комплексу з тРНК – при 490С. На основі даних спектрофлуо-
риметричного титрування визначено величину константи дисоціації та стехіометрію комплексу AIMP1/р43 з тРНК. 
Отримано модель комплексу AIMP1/р43 з тРНК методом молекулярного докінгу. 
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Вступ. 
Створення нових біомедичних препаратів на основі 

рекомбінантних білків – один з провідних напрямів су-
часної біотехнології [1]. Експресія білків в E.coli 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 [6]. 
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 [5; 11]. 

Білок AIMP1/р43 (Aminoacyl-tRNA synthetase 
complex-interacting multifunctional protein 1, proEMAP II) 
є обов'язковим компонентом мультиаміноацил-
тРНКсинтетазного комплексу вищих евкаріотів [17]. По-
перше AIMP1/р43 виступає як кофактор аміноацилю-
вання за рахунок своєї тРНК-зв'язуючої активності, по-
друге AIMP1/р43 містить послідовність цитокіна EMAP II 
і ряд не досліджених до кінця властивостей, зокрема 
локалізацію білка AIMP1/р43 в клітинному ядрі [9; 12] та 
наявність у нього цитокінових активностей [8; 13], з 
огляду на що, можна віднести даний білок до молеку-
лярних об'єктів, які є перспективними продуктами су-
часної біотехнології.  

У вільному стані AIMP1/р43 проявляє значну неста-
більність у розчині, оскільки належить до природно не-
структурованих білків [4; 18]. Отже, пошук та вивчення 
впливу стабілізуючих агентів на структуру білка 
AIMP1/р43 є важливим етапом роботи для створення 
лікарських препаратів на основі цього білка.  

На сьогоднішній день просторова структура повноро-
змірного білка AIMP1/р43 (312 а.з.) не встановлена екс-
периментально, кристалографічна структура визначена 
тільки для N-кінцевого фрагмента білка (7-70 а.з.), який 
представляє собою α-спіральну ділянку [7] та для С-
кінцевого модуля (147-312 а.з.), який є цитокіном EMAP II 
[14]. Центральна ділянка (71-146 а.з.), яка з'єднує  
N-кінцевий та С-кінцевий модулі, є неструктурованою 
частиною білка з невідомою просторовою структурою. 
Для проведення структурних досліджень білка 
AIMP1/р43 методами рентгеноструктурної кристалогра-
фії та мультивимірної ЯМР-спектроскопії необхідні пре-
паративні кількості білка у стабільному розчинному стані.  

Відомо що AIMP1/р43 має тРНК зв'язуючи властивос-
ті [16], проте структурні аспекти взаємодії ізольованого 
AIMP1/р43 з тРНК залишаються ще недостатньо дослі-
дженими, а роль тРНК у стабілізації структури білка неві-
дома. Метою даної роботи було вивчення взаємодії 
AIMP1/р43 з тРНК методами флуоресцентної спектро-

скопії, характеристика параметрів зв'язування AIMP1/р43 
з тРНК та аналіз РНК-зв'язувальної поверхні білка. 

 
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. 

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 хро-
матографії на колонці з Ni-NTA-агарозою (Qiagen, 
Germany). Аналіз бактеріальних білків проводили за 
допомогою SDS-гель-електрофорезу за методом Лем-
млі в денатуруючих умовах у 12% розділювальному 
гелі [10], використовуючи суміш маркерних білків виро-
бництва 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 сумарною тРНК проводили титрування 
AIMP1/р43 у буфері, який містив 50мМ Na-фосфат, 
рН 7.5, 150мМ NaCl. Спектри флуоресценції реєструва-
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ли на спектрофлуориметрі Hitachi M850 (Японія), обла-
днаному термостатованим кюветотримачем. Вимірю-
вання проводили у кварцовій кюветі з довжиною оптич-
ного шляху 1 см. Спектральна ширина щілин монохро-
матора при збудженні флуоресценції та її реєстрації 
становила 5–10 нм. Збудження флуоресценції прово-
дили при 296 нм, реєстрацію флуоресценції – в діапа-
зоні 300–400 нм під кутом 900 до напрямку пучка збу-
джуючого світла.  

Молекулярний докінг  
Молекулярний комплекс AIMP1/р43 з тРНК було 

отримано за допомогою програмного пакету HEX [15]. 
Візуалізацію та аналіз отриманих результатів проводи-
ли з використанням програмного забезпечення UCSF 
Chimera [3]. Для проведення молекулярного докінгу 
використовували модель просторові структури 
AIMP1/р43 та кристалічну структуру дріжджової тРНКPhe 
(PDB ID: 1EHZ). 

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.1). 

 

 
 

Рис. 1. Електрофоретичний контроль чистоти отриманого 
препарату AIMP1/р43 

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

AIMP1/р43 з тРНК методом флуоресцентної спе-
ктроскопії. 

Спектр власної триптофанової флуоресценції 
AIMP1/р43, обумовленої залишком Trp271, який локалі-
зований в С-кінцевому ЕМАР ІІ-домені, має максимум 
при 333 нм. Слід зазначити, що максимум флуоресцен-
ції AIMP1/р43 є дещо зміщеним в короткохвильову об-
ласть у порівнянні зі спектром флуоресценції вільного 
ЕМАР ІІ, який має максимум при 335 нм [2]. При ви-
вченні взаємодії AIMP1/р43 з тРНК виявлено гасіння 
власної триптофанової флуоресценції білка AIMP1/р43 
при підвищенні концентрації тРНК (рис.2). На основі 
отриманих даних розрахована константа дисоціації (Kd) 
комплекса AIMP1/р43 з тРНК, яка становить 1,82 ± 
0,15 мкМ. Стехіометрія зв'язування тРНК з AIMP1/р43 
становить згідно даним близько 1:1, що підтверджує 
формування специфічного комплексу.  

 

  
 

Рис. 2. Залежність інтенсивності флуоресценції AIMP1/р43 
від концентрації тРНК в розчині.  

Буфер 50мМ Na-фосфат, 150мМ NaCl, рН 7.5,  
температура 250С; λЕХ 296 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.3, 4а), 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 
43±10С (визначена як температура в точці напівперехо-
ду між двома станами). 

 

 
 

Рис. 3.Температурна залежність інтенсивності  
флуоресценції AIMP1/р43 в діапазоні 300-400 нм.  

Буфер 50мМ Na-фосфат, 150мМ NaCl, рН 7.5. λЕХ 280 нм 
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Рис.4. Температурна залежність максимума емісії  
флуоресценції AIMP1/р43 у вільному стані(а) та в складі 

комплексу з тРНК(б). Буфер 50мМ Na-фосфат,  
150мМ NaCl, рН 7.5 

При дослідженні впливу тРНК на стабільність білко-
вої глобули встановлено, що при підвищенні темпера-
тури максимум емісії флуоресценції AIMP1/р43 зсува-
ється лише до 342 нм, тоді як локальний конформацій-
ний перехід в оточенні Trp271 спостерігається при 
49±10С (рис. 4б), що свідчить про стабілізацію структу-
ри AIMP1/р43 в отриманому комплексі з тРНК. 

Молекулярний докінг. 
Для вивчення взаємодії AIMP1/р43 з РНК, нами була 

використана тРНКPhe як модельна РНК, оскільки відомо, 
що AIMP1/р43 та його С-кінцевий модуль ЕМАР ІІ ма-
ють широку специфічність відносно зв'язування різних 
тРНК. З метою виявлення потенційного тРНК зв'язуючо-
го сайту на молекулярній поверхні AIMP1/р43 було про-
ведено гнучкий докінг в програмі HEX. Відомо що білок 
AIMP1/р43 існує у вигляді гомодимеру, причому кожна 
субодиниця складається з N- (MET1-GLU70) та  
С- (SER147-LYS312) кінцевих модулів, які з'єднані дов-
гою гнучкою неструктурованою ділянкою (ILE71-ASP146). 

 

             
 
 

А                                                                                                                            Б 
 

Рис.5. Молекулярний комплекс AIMP1/р43 з тРНКPhe (а), зеленим кольором позначена тРНК,  
жовтим – залишок Trp271(б) – молекулярна поверхня AIMP1/р43, забарвлена відповідно до електростатичного потенціалу 

 
В результаті комп'ютерного моделювання докінгу 

AIMP1/р43 з тРНКPhe встановлено, що зв'язування тРНК 
відбувається з двома субодиницями білка: в N-модулі 
першої субодиниці з LEU31, LYS35 і в С-модулі з 
LYS124-GLY143 та ASN265-GLN273, а також в другій 
субодиниці з ділянкою PHE80-VAL105, яка належить до 
неструктурованого міжмодульного лінкера (рис. 5). 

Слід зазначити, що ділянки LYS124-GLY143 та 
ASN265-GLN273 містять в послідовності значну кількість 
залишків лізина, що формують позитивно заряджений 
кластер, де локалізований ароматичний залишок Trp271. 
Очевидно, що такий позитивно заряджений кластер мо-
же приймати участь в електростатичних взаємодіях з 
негативно зарядженими молекулами тРНК. Формування 
комплексу між тРНК та AIMP1/р43 призводить до стабілі-
зації білкової глобули за рахунок того, що нуклеїнова 

кислота одночасно взаємодіє з N- та С- кінцевими моду-
лями AIMP1/р43, а також, очевидно, стабілізує неструк-
туровані ділянки міжмодульного лінкера. 

Висновки.  
Встановлено, що тРНК специфічно зв'язується з 

двома субодиницями рекомбінантного білка AIMP1/р43 
у розчині. Найбільш вірогідним сайтом зв'язування є 
ділянки LYS124-GLY143 та ASN265-GLN273, що містять 
значну кількість залишків лізина і формують позитивно 
заряджені кластери. Ароматичний залишок Trp271, час-
тково експонований у заглибині на поверхні AIMP1/р43 
поряд з функціонально важливим лізин-багатим клас-
тером, також приймає участь у взаємодії з тРНК. Білок 
AIMP1/р43 у складі отриманого комплексу з тРНК в роз-
чині є суттєво більш стабільним, ніж у вільному стані. 
Це відкриває можливості подальших структурно-
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функціональних досліджень AIMP1/р43 та вивчення його 
взаємодії з тРНК, а також створення нових нанокомпози-
тних комплексів для застосування в біомедицині. 
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СТАБИЛЬНОСТЬ РЕКОМБИНАНТНОГО БЕЛКА AIMP1/Р43 ЧЕЛОВЕКА В КОМПЛЕКСЕ С ТРНК  

Исследовано взаимодействие рекомбинантного белка AIMP1/р43 – компонента аминоацил-тРНК-синтетазного комплекса высших 
эукариот в комплексе с тРНК. Показано, что в составе комплекса температурная стабильность AIMP1/р43 существенно повышает-
ся. Локальный конформационный переход остатка Trp271 AIMP1/р43, связанный с внутримолекулярной стабильностью белка, наблю-
дается при 430С, а в составе комплекса с тРНК – при 490С. На основе данных спектрофлуориметрического титрования установлены 
величина константы диссоциации и стехиометрия комплекса AIMP1/р43 с тРНК. Получена модель комплекса AIMP1/р43 с тРНК мето-
дом молекулярного докинга. 
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STABILITY OF HUMAN RECOMBINANT AIMP1/Р43 PROTEIN IN THE COMPLEX WITH TRNA  

The interaction of AIMP1/р43 recombinant protein, which is a component of aminoacyl-tRNA synthetase complex in higher eukaryotes, in the 
complex with tRNA was studied. It was shown that temperature stability of AIMP1/p43 is significantly increased in the complex. Local 
conformational transition of residue Trp271 of AIMP1/p43, which is associated with intramolecular protein stability, is observed at 430C, but in a 
complex with tRNA it is observed at 490C. Based on the data of spectrofluorimetric titration the value of the dissociation constant and the 
stoichiometry of the complex of AIMP1/p43 with tRNA were determined. The model of the complex of AIMP1/p43 with tRNA was obtained by the 
molecular docking method. 

Key words: AIMP1/р43, tRNA, stabilization, fluorescence spectroscopy. 


