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THE ANTIOXIDANT PROPERTIES OF THE ABOVE-GROUND PARTS INTRODUCENTS  
OF THE GENUS ISODON (SCHRAD. EX BENTH.) SPACH 

It was determined the total antioxidant activity above-ground parts of plants Isodon japonicus (Burman) H. Hara and I. japonicus (N. Z. Burm) 
Hara var. glaucocalyx (Maxim.) H. W. Li, introduced in M.M. Gryshko National Botanical Garden of NAS of Ukraine (Right-bank Forest-steppe). Used 
spectrophotometric method with an alcoholic solution of the radical DPPH. Samples of raw plant extracted with water, methanol and ethanol. The 
high antioxidant activity was obtained in methanol 82-83%. Phase development of plant did not has a cardinal effect on higher result. Installed the 
high antioxidant activity the species of genus Isodon, introduced in Ukraine. The obtained results allow us to consider them as a potential source of 
raw materials to creating products with the targeted antioxidant effect. 
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ВЗАЄМОДІЯ ПРОТИПУХЛИННОГО ЦИТОКІНА ЕМАР ІІ  

З ГІДРОКСИПРОПІЛ-Β-ЦИКЛОДЕКСТРИНОМ 
 
Проведено дослідження зі взаємодії протипухлинного цитокіну ЕМАР ІІ з гідроксипропіл-β-циклодекстрином мето-

дами оптичної спектроскопії. Встановлено, що ГПЦД специфічно зв'язується з ЕМАР ІІ, причому найбільш вірогідним 
сайтом зв'язування є частково експонований залишок триптофану Trp126, локалізований в заглибині на поверхні 
ЕМАР ІІ поряд з функціонально важливим лізин-багатим кластером.  

Ключові слова: флуоресценція, гідроксипропіл-β-циклодекстрин, рекомбінантний цитокін ЕМАР ІІ. 
 
Вступ. Неправильний фолдінг і агрегація білків су-

проводжуються утворенням нерозчинних внутрішньо-
клітинних структур, що призводять до пошкодження і 
загибелі клітин. Дослідження механізму агрегації білків і 
механізмів, які запобігають їх агрегації, поряд з фунда-
ментальним значенням має істотну практичну цінність 
для терапії так званих конформаційних (дегенератив-
них і нейродегенеративних) хвороб, зумовлених агре-
гацією білків. Індукувати агрегацію білків в клітинах мо-
жуть різні процеси. Перш за все це тепловий та окис-
нювальний стреси. In vitro нативні білки можуть бути 
розгорнуті в результаті теплової денатурації, а також 
під дією денатуруючих агентів, таких як гуанідінгідрох-
лорід або сечовина [3; 6]. Розгорнуті білки можуть взає-
модіяти між собою, в основному за участю контактів гід-
рофобних поверхонь, з утворенням амілоїдних або амо-
рфних агрегатів [3; 6; 15]. У зв'язку з цим дослідження 
механізму агрегації білків і механізмів пригнічення їхньої 
агрегації агентами природного і штучного походження є 
одним із актуальних напрямів сучасної біології. 

Дослідження кінетики теплової агрегації різних білків 
в широкому діапазоні температур і концентрацій з вико-
ристанням методу динамічного світлорозсіювання по-
казало, що початковою стадією процесу агрегації білків 
є стадія утворення стартових агрегатів [8; 10; 11]. Стар-
товий агрегат включає сотні молекул денатурованого 
білка. Подальша агрегація білка обумовлена злипанням 
стартових агрегатів і агрегатів більш високого порядку. 
Стадія зростання білкових агрегатів протікає в кінетич-
ному режимі, при якому кожне зіткнення призводить до 
злипання білкових агрегатів (так званий режим diffusion-
limited cluster-cluster aggregation, DLCA) [10; 11]. 

Для зниження агрегації білків використовують низь-
комолекулярні сполуки, такі як циклодекстрини (ЦД) та 
їхні похідні [2; 10; 13-15]. Здатність ЦД пригнічувати 
агрегацію білків пояснюється їх властивістю зв'язувати-
ся з залишками ароматичних амінокислот в ненативних 
(частково розгорнутих) формах білків. 

Дослідження впливу ЦД на теплову інактивацію, де-
натурацію і агрегацію білків має важливе значення для 
біотехнології (підвищення виходу розчинної форми на-
тивного рекомбінантного білка з солюбілізованих тілець 

включення) і медицини (збільшення терміну зберігання 
білків, які мають терапевтичне значення, таких як гор-
мон росту та інсулін; створення систем цілеспрямова-
ної доставки ліків). 

Відомо, що АРСази можуть приймати участь в регу-
ляторних процесах в клітинах. Клонування і секвену-
вання гена тирозил-тРНК синтетази ссавців виявило 
високу гомологію амінокислотної послідовності  
С-кінцевого некаталітичного модуля цього ферменту до 
цитокіну ЕМАР ІІ (endothelial monocyte activating 
polypeptide II), яка складає більше 80% (52% ідентично-
сті) [5; 16]. Цитокін EMAP II було відкрито при дослі-
дженні факторів, які забезпечують підвищену чутли-
вість мікроциркуляторного русла деяких пухлин до фак-
тору некрозу пухлин (TNF). Подальші дослідження 
EMAP II показали, що він має протипухлинну і протиза-
пальну активність, бере участь в ангіогенезі, ембріоге-
незі та деяких патологічних процесах, індукує апоптоз 
клітин ендотелію. Пізніше було встановлено, що біл-
ком-попередником цього цитокіну є АІМР1/p43 – один з 
білків мультиферментного комплексу аміноацил-тРНК 
синтетаз вищих евкаріотів. Загальновідомо, що злоякі-
сні пухлини займають друге місце серед причин смерті 
в економічно розвинутих країнах та третє – в країнах, 
що розвиваються. Дослідження процесів, які лежать в 
основі взаємодії злоякісних новоутворень з організмом-
хазяїном, мають теоретичні підстави для розробки но-
вих протипухлинних препаратів і підходів до лікування 
онкологічних захворювань.  

Метою роботи було дослідження взаємодії проти-
пухлинного цитокіну ЕМАР ІІ з гідроксипропил-β-
циклодекстрином.  

Матеріали і методи. Експресія, виділення і очистка 
рекомбінантного білка ЕМАР ІІ з клітин Escherichia 
coli. Для експресії білка ЕМАР ІІ було використано 
штам-продуцент, отриманий на основі реціпіента E. coli 
BL21(DE3)pLysE. Штам клітин трансформовано плазмі-
дним вектором pET-30a-EMAP IІ, у якого під контролем 
промотера фага Т7 міститься ген, який кодує синтез 
цільового білка ЕМАР ІІ. Генетичним маркером плазмі-
ди рЕТ-30а є ген kan, який забезпечує стійкість транс-
формованих клітин до антибіотику канаміцину.  
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Експресію рекомбінантного білка ЕМАР ІІ проводили 
на поживному середовищі LB з додаванням канаміцину 
до кінцевої концентрації 30 мкг/мл. Індукцію експресії 
рекомбінантного білка ЕМАР ІІ з промотера lacUV5 
здійснювали шляхом додавання до культурального 
середовища ізопропил-β-тіогалактопіранозиду (ІПТГ) до 
кінцевої концентрації 1,25 мМ [1]. Очистку цільового 
рекомбінантного білка ЕМАР ІІ проводили методом ме-
талхелатуючої хроматографії на колонці з Ni-NTA ага-
розою (Qiagen, USA).  

Концентрацію очищеного білка визначали на спект-
рофотометрі BioМate-5 з урахуванням коефіцієнту мо-
лярної екстинкції на довжині хвилі 280 нм, який складав 
8730 см-1М-1. Коефіцієнт молярної екстинкції визначали 
за даними амінокислотного складу з використанням 
програми ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/). 
Аналіз отриманого препарату проводили за допомогою 
SDS-гель-електрофорезу за Лемлі в денатуруючих 
умовах, використовуючи 15% розділяючий поліакрила-
мідний гель із 0,1% додецилсульфату натрію.  

Розчин трипептиду гліцин-триптофан-гліцин (Serva) 
готували у буфері 50 мМ Na-фосфат, 150 мМ NaCl з 
рН 7,5. Концентрацію цього трипептиду визначали на 
спектрофотометрі BioМate-5 з урахуванням коефіцієн-
ту молярної екстинкції на довжині хвилі 280 нм, що 
складав 5690см-1М-1. 

Методика флуоресцентних вимірювань. Для дослі-
дження взаємодії рекомбінантного білка ЕМАР ІІ і гідро-
ксипропіл-β-циклодекстрину проводили титрування у 
буфері, який містив 50 мМ Na-фосфат, 150 мМ NaCl з рН 
7,5. Гідроксипропіл-β-циклодекстрин (ГПЦД) (Ashap) роз-
чиняли у аліквоті білка (в тому ж буфері) та протягом 
2 год інтенсивно перемішували при кімнатній температу-
рі. Для дослідження взаємодії трипептиду та ГПЦД вико-

ристовували аналогічні умови, розчиняючи ГПЦД у роз-
чині трипептиду. Це дозволяє уникнути впливу розве-
дення білка і трипептиду на показники флуоресценції. 
Спектри флуоресценції реєстрували на спектрофлуори-
метрі Hitachi M850 (Японія), який був обладнаний термо-
статованим кюветотримачем. Вимірювання проводили у 
кварцовій кюветі з довжиною оптичного шляху 0,5 см. 
Спектральна ширина щілин для монохроматора збуджую-
чого світла та реєструючої системи становила 5–10 нм. 
Довжина хвилі збудження дорівнювала 280 нм, інтервал 
довжини хвиль для спектрів флуоресценції становив 300–
400 нм, реєстрацію флуоресценції проводили під кутом 
900 до напрямку пучка збуджуючого світла при 25±0,20С. 

Молекулярний докінг проводили за допомогою он-
лайн сервісу HexServer (http://hexserver.loria.fr/). Коор-
динатний файл цитокіну ЕМАР ІІ – 1E7Z.pdb, кореля-
ційний тип – форма, розрахунковий прилад – GPU. Ре-
зультати візуалізували за допомогою програми PyMol. 
Аналіз експонованості амінокислотних залишків прово-
дили за допомогою онлайн сервісу GetArea 
(http://curie.utmb.edu/getarea.html) з радіусом 0,14 нм. 

Результати та їх обговорення. З літературних 
джерел відомо, що всі циклодекстрини в першу чергу 
зв'язуються з ароматичними амінокислотними залиш-
ками, тому було проведено модельне дослідження вза-
ємодії трипептиду гліцин-триптофан-гліцин з гідроксип-
ропіл-β-циклодекстрином. Як видно з рис. 1 під час тит-
рування трипептиду розчином ГПЦД спостерігається 
зростання інтенсивності флуоресценції трипептиду, що 
може свідчити про міцне зв'язування ліганда з гліцин-
триптофан-гліцином. Про це також свідчить константа 
зв'язування, яка дорівнювала 9,84±0,80 мМ. Стехіомет-
рія зв'язування ліганда 1:1.  

 

 
 

Рис.1. Залежність інтенсивності флуоресценції трипептиду гліцин-триптофан-гліцин  
від концентрації гідроксипропіл-β-циклодекстрину в розчині.  

Буфер 50 мМ Na-фосфат, 150 мМ NaCl, рН 7,5, температура 250С; λЕХ 280нм, λЕМ355 нм 
 
При дослідженні взаємодії протипухлинного цитокіну 

ЕМАР ІІ з гідроксипропіл-β-циклодекстрином інтенсив-
ність флуоресценції ЕМАР ІІ зростає у 2,1 рази (рис. 2), 

що свідчить про міцне зв'язування, а константа зв'язу-
вання ліганда з ЕМАР ІІ дорівнювала 5,12±0,74 мМ.  
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Рис. 2. Залежність інтенсивності флуоресценції протипухлинного цитокіну ЕМАР ІІ  
від концентрації гідроксипропропіл-β-циклодекстрину в розчині.  

Буфер 50 мМ Na-фосфат, 150 мМ NaCl, рН 7,5, температура 250С; λЕХ 280нм, λЕМ 334 нм 
 

Проведено аналіз експонованості ароматичних 
амінокислотних залишків в структурі рекомбінантного 
цитокіну ЕМАР ІІ. Відомо, що ЕМАР ІІ має у своєму 
складі шість ароматичних амінокислот: Tyr32, Phe110, 
Tyr145, Phe113, Phe150 і Trp126. Найбільш експоно-
ваним є залишок Trp126 (18,6%), який знаходиться 
біля функціонального центру протеїну (рис. 3). Як бу-
ло згадано вище, циклодекстрини в першу чергу зв'я-
зуються з ароматичними амінокислотами, тому, най-
більш вирогідним місцем зв'язування ГПЦД з протипу-

хлинним цитокіном ЕМАР ІІ буде саме цей триптофа-
новий залишок (Trp126).  

Для кращого розуміння взаємодії ГПЦД з ароматич-
ними амінокислотами, було проведено молекулярний 
докінг трипептиду гліцин-триптофан-гліцин з гідроксип-
ропіл-β-циклодекстрином за допомогою онлайн сервісу 
HexServer. З рис.4 видно, що взаємодія трипептиду з 
гідроксипропіл-β-циклодекстрином відбувається шля-
хом утворювання зв'язку між триптофановим залишком 
та внутрішньою гідрофобною порожниною ліганду. 

 

 
 

Рис. 3. Експонованость ароматичного залишку триптофану Trp126  
на молекулярній поверхні рекомбінантного цитокіну ЕМАР ІІ. Чорним кольором позначено Trp126 (координатний файл 1E7Z.pdb).  

Структуру візуалізовано за допомогою програми PyMol 
 

  1    2                                               3   
 

 
 

Рис. 4. Взаємодія трипептиду гліцин-триптофан-гліцин з гідроксипропіл-β циклодекстрином.  
Тривимірні структури: 1 – трипептид гліцин-триптофан-гліцин; 2 – ГПЦД;  

3 – можлива модель утворення комплексу трипептиду з ГПЦД 
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Проведений молекулярний докінг дозволяє зробити 
висновки про те, як саме відбувається взаємодія аро-
матичного амінокислотного залишку в складі трипепти-
ду з ГПЦД.  

Висновки. Встановлено, що ГПЦД специфічно зв'я-
зується з ЕМАР ІІ, причому найбільш вірогідним сайтом 
зв'язування є частково експонований залишок Trp126, 
локалізований в заглибині на поверхні ЕМАР ІІ поруч з 
функціонально важливим лізин-багатим кластером.  

Подяки. Висловлюємо подяку Драгану Анатолію 
Івановичу за допомогу в обговоренні результатів. 

Робота виконана в рамках наукового проекту "Фун-
даментальні основи технології отримання нового про-
типухлинного цитокіна ЕМАР ІІ та його мутантних 
форм з підвищеною антиангіогенною дією" цільової 
комплексної міждисциплінарної програми наукових 
досліджень НАН України 
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ПРОТИВООПУХОЛЕВОГО ЦИТОКИНА EMAP II  

С ГИДРОКСИПРОПИЛ-β-ЦИКЛОДЕКСТРИНОМ 
Проведенно исследования взаимодействия противоопухолевого цитокина ЕМАР ІІ с гидроксипропил-β-циклодекстрином метода-

ми оптической спектроскопии. Установлено, что ГПЦД специфически связывается с ЕМАР ІІ, причем наиболее вероятным сайтом 
связывания является частично экспонированные остаток триптофана Trp126, локализованный в углублении на поверхности ЕМАР ІІ 
рядом с функционально важным лизин-богатым кластером.  

Ключевые слова: флуоресценция, гидроксипропил-бета-циклодекстрин, рекомбинантный цитокина EMAP II. 
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INTERACTION OF ANTITUMOR CYTOKINE EMAP II  

WITH HYDROXYPROPYL-β-CYCLODEXTRIN 
The interaction of the antitumor cytokine EMAP II with hydroxypropyl-β-cyclodextrin was investigated by methods of optical spectroscopy. 

Established that HP-β-CD binds specifically to EMAP II. The most likely binding site is partially exposed residue Trp126, localized in depressions on 
the surface of EMAP II along with functionally important lysine-rich cluster.  

Keywords: fluorescence, hydroxypropyl-β-cyclodextrin, recombinant cytokine EMAP II. 

 
 
 


