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Отщепление N-концевого инициирующего метионина (Мет1) является критически значимой ко-  
и посттрансляционной модификацией, затрагивающей 50–70% клеточных белков. При наработ-
ке рекомбинантных белков в гетерологичной системе экспрессии E. сoli отщепление Mет1 часто 
не происходит, что приводит к гетерогенности получаемых препаратов, изменению их активности 
и стабильности. Решают эту проблему обработкой рекомбинантных белков in vitro специфическим 
ферментом — метионинаминопептидазой (МАП). Имеющиеся в настоящее время МАП облада-
ют ограниченными специфичностями и условиями проведения реакций. Нами клонирована МАП 
из гипертермофильной бактерии, разработана методика очистки фермента, исследован ряд физико- 
химических свойств. Новый фермент МАП обладает устойчивостью к высоким температурам. 
МАП сохраняет стабильное нативное состояние в диапазоне рН от 3 до 11 единиц. Новый фермент 
МАП может быть использования для удаления N-концевого Мет1 из рекомбинантных белков in vitro 
в широком диапазоне рН и в условиях повышенных температур.
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Cleavage of the N-terminal initiating methionine (Met1) is a critical co- and post-translational modification 
affecting 50–70% of cellular proteins. During the production of recombinant proteins in the heterologous 
system of E. coli expression, Met1 cleavage often fails to occur, which leads to heterogeneity of the prepa-
rations obtained, changes in their activity and stability. This problem can be solved by treating recombinant 
proteins in vitro with a specific enzyme, methionine aminopeptidase (MAP). Currently available MAPs 
exhibit limited specificities and reaction conditions. We cloned a MAP from a hyperthermophilic bacterium, 
developed a method for enzyme purification, and studied a number of physicochemical properties. The new 
MAP enzyme is resistant to elevated temperatures. The MAP maintains a stable native state in a pH range 
from 3 to 11 units. The novel MAP enzyme can be used to remove N-terminal Met1 from recombinant 
proteins in vitro over a wide pH range and at elevated temperatures.
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Введение
Биосинтез полипептидной цепи в клетках 

начинается с инициирующего метионина 
(Мет1), который затем удаляется специфи-
ческим ферментом клеток — метионинами-
нопептидазой (МАП). Удаление Мет1 явля-
ется крайне консервативной и критически 
значимой ко- и посттрансляционной моди-
фикацией, затрагивающей 50–70% клеточ-
ных белков [6]. Модификация необходима 
для правильной субклеточной локализации 
белков [9], осуществляет контроль продол-
жительности жизни белков [7], предше-
ствует другим посттрансляционным мо-
дификациям [3, 4]. При сверхэкспрессии 
рекомбинантных белков в E. сoli отщепление 
Mет1 либо совсем не происходит, либо про-
исходит частично. В результате получаются 
препараты смеси белков с Мет1 и без него. 
При сравнении двух форм рекомбинантно-
го рибосомального белка S6 T. thermopilus 
(с N-концевым Мет1 и без него) были по-
казаны существенные различия в струк-
турных свойствах белка и его конформа-
ционной стабильности [11]. Две формы 

человеческого сывороточного амилоида 
А отличаются по способу фибриллообразо-
вания и патогенеза [10]. Отщепление Mет1 
критично для ферментативной активности 
и цитотоксичности онконазы [8], а также не-
обходимо для ряда биотехнологически зна-
чимых белков — гемоглобина человека [1], 
интерлейкина-2 [5], интерлейкина-36 альфа, 
гормона роста, рибонуклеаз лягушки и чело-
века [2]. Поскольку удаление Mет1 из реком-
бинантного белка часто имеет решающее 
значение в поддержании его стабильности 
и функции, проводят либо коэкспрессию 
целевых белков с МАП из разных орга-
низмов, либо обработку рекомбинантных 
белков МАП in vitro. Имеющиеся в насто-
ящее время коммерчески доступные МАП 
E. coli и человека обладают ограниченной 
субстратной специфичностью и условиями 
проведения реакций (температура и рН оп-
тимум) in vitro. В этой связи актуален поиск 
новых МАП, особенно способных работать 
в условиях повышенных температур и ши-
рокого диапазона рН.
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Целью данной работы является изуче-
ние тепловой и рН стабильности метиони-
наминопептидазы из гипертермофильной 
бактерии Thermus thermophilus.

Материалы и методы
Ген (GenBank: TTH_RS08450) метиони-

наминопептидазы Thermus thermophilus 
HB8 (ВКМ В-1605) клонирован в вектор 
под контроль гибридного Т7lac промотора. 
Рекомбинантный фермент МАП нарабаты-
вали в клетках E. coli штамма BL21(DE3). 
Очистку фермента проводили при помощи 
металл-хелатной, ионнообменной и экс-
клюзионной хроматографии. Гомогенность 
препарата оценивали при помощи электро-
фореза в 15% ПААГ и методом масс-спект-
рометрии. С использованием метода собст-
венной флюоресценции белка исследовали 
тепловую стабильность и рН-стабильность 
фермента. Поскольку МАП является ко-
бальт-зависимой протеазой, проводилось 
исследование двух форм белков: апоформы 
(без металла) и кобальт-связанной формы 
(0,1 мМ Со2+).

Результаты и их обсуждение
Ген МАП успешно амплифицирован нами 

из геномной ДНК Thermus thermophilus 
HB8 и клонирован в вектор pHUE. При ин-
дукции экспрессии МАП в клетках E. coli 
наблюдается наработка белка, соответст-
вующего расчетной молекулярной массе 
фермента. Нами разработана методика 
очистки фермента, позволяющая получать 
его в гомогенном состоянии. При этом вы-

ход фермента составляет примерно 20 мг/Л 
культуры. Фермент МАП содержит четыре 
остатка триптофана и шесть остатков ти-
розина, что позволяет использовать метод 
собственной флуоресценции белка для из-
учения конформационных переходов в бел-
ке. С использованием этого метода прове-
ли исследование изменения конформации 
фермента при его нагревании от 20 до 98°С 
в буфере 50 мM Hepes pH=7,5, 150 мM KCl, 
14 мкМ DTT. Нами показано, что середи-
на теплового перехода белка из нативного 
в денатурированное состояние составляет 
65°С для апоформы и 79°С — для кобальт-
связанной формы. Это свидетельствует 
о том, что термостабильность фермента 
в апоформе составляет 65°С, а связывание 
ферментом ионов кобальта приводит к уве-
личению его термостабильности до 79°С. 
Методом собственной флуоресценции 
нами также исследована стабильность фер-
мента в диапазоне рН 2–12. Нами установ-
лено, что фермент сохраняет свою конфор-
мационную стабильность при рН от 3 до 11 
единиц как в апоформе, так и в кобальт-свя-
занном состоянии.

Выводы
Проведенные нами исследования свиде-

тельствуют о том, что новый фермент МАП 
из гипертермофильной бактерии Thermus 
thermophilus может применяться в биотех-
нологии для удаления N-концевого иници-
ирующего метионина из рекомбинантных 
белков in vitro в условиях высоких темпера-
тур и в широком диапазоне рН среды.
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