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Отщепление N-концевого инициирующего метионина (Met1) затрагивает 50–70% клеточных бел-
ков и является важной посттрансляционной модификацией, которую катализируют специфические 
ферменты — метионин аминопептидазы (МАП). Рекомбинантные МАП из E. coli и человека при-
меняют в научных исследованиях, а также в биотехнологии для удаления Met1 из рекомбинантных 
белков при их гетерологичной сверхэкспрессии в E. coli. Различия в субстратной специфичности 
и условиях функционирования известных МАП обуславливают поиск новых ферментов, способных 
работать при повышенных температурах. Нами клонирована МАП из гипертермофильной бактерии, 
разработана методика очистки фермента, исследована активность фермента в широком диапазоне 
температур. Нами показано, что МАП из Thermus thermophilus наиболее активна при температуре 
от 75 до 95°С. Новый фермент может быть использован для удаления N-концевого метионина из ре-
комбинантных белков in vitro в условиях повышенных температур.
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Removal of the N-terminal initiator methionine (Met1) affects 50–70% of cellular proteins, being an im-
portant post-translational modification. This modification is catalyzed by such specific enzymes as me-
thionine aminopeptidases (MAP). Recombinant MAPs from E. coli and humans are used in scientific re-
search, as well as in biotechnology to remove Met1 from recombinant proteins under their heterologous 
overexpression in E. coli. Differences in substrate specificity and operating conditions of known MAPs 
warrants the search for new enzymes capable of operating at elevated temperatures. We cloned an MAP 
from a hyperthermophilic bacterium, developed a method for purifying the enzyme, and studied the activity 
of the enzyme in a wide temperature range. We show that the MAP from Thermus thermophilus is most 
active at temperatures from 75 to 95°С. The new enzyme can be used to remove N-terminal methionine 
from recombinant proteins in vitro at elevated temperatures.
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Введение
Метионин аминопептидазы (МАП) — 

ферменты, которые специфически удаля-
ют инициаторный N-концевой метионин 
(Met1) из растущей полипептидной цепи 
в процессе биосинтеза белка в клетках 
[5]. МАП эукариот участвуют в ангиоге-
незе и рассматриваются в качестве ми-
шеней для лечения онкологических забо-
леваний [8]. Механизмы ингибирования 
МАП патогенных бактерий рассматривают 
в качестве альтернативы антибиотикам [6]. 
Рекомбинантные МАП из E. coli и чело-
века применяют в научных исследовани-
ях, а также в биотехнологии для удаления 
Met1 из рекомбинантных белков при их 
гетерологичной сверхэкспрессии в E. сoli, 
поскольку удаление Met1 из белка часто 
имеет решающее значение в поддержании 
его стабильности и функции [1, 2, 4, 7]. 
Имеющиеся в настоящее время коммер-
чески доступные МАП E. coli и человека 
обладают ограниченной специфичностью 
и условиями проведения реакций. В этой 
связи актуальна идентификация МАП, спо-

собных работать в условиях повышенных 
температур и широкого диапазона рН.

Ранее нами была клонирована новая 
МАП из Thermus thermophilus и при помо-
щи биофизических методов установлено, 
что фермент стабилен в широком диапазо-
не рН и устойчив к повышению температур 
с серединой полуперехода металл-связан-
ной формы при 92°С [1]. Однако специфи-
ческая функциональная активность фер-
мента при разных температурах не была 
нами исследована.

Целью данной работы является изуче-
ние температурного оптимума функцио-
нирования метионин аминопептидазы 
из гипертермофильной бактерии Thermus 
thermophilus.

Материалы и методы
Метионин аминопептидаза (GenBank: 

TTH_RS08450) Thermus thermophilus HB8 
(ВКМ В-1605) получена, как описано ра-
нее [1]. Функциональную активность 
МАП измеряли с помощью специфиче-
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ского флуорогенного субстрата для пепти-
даз L-метионин 7-амино-4-метилкумарин  
(Met-AMC). При отщеплении метиони-
на 7-амино-4-метилкумарин флуоресци-
рует (длина волны возбуждения — 380 
нм, эмиссии — 460 нм). Для анализа 
активности МАП 100 мкл реакционной 
смеси, содержащей 50 мМ боратный бу-
фер, pH=8,3, 150 мМ KCl, 100 мкМ CoCl2, 
1 мкМ МАП и 200 мкМ Met-AMC, выдер-
живали в течение 30 мин в диапазоне тем-
ператур от 45–95°С с шагом в 10 граду-
сов. Реакцию останавливали добавлением 
хелатора ЭДТА. Отслеживание эмиссии 
флуоресценции высвободившихся свобод-
ных AMC осуществляли с использованием 
ридера для планшетов BioTek Synergy H1 
и черных 384-луночных планшетов Greiner 
Bio-One #781906. Измерения проводили 
при температуре 25°С в течение 10 мин, 
с орбитальным встряхиванием перед ка-
ждым измерением. Для каждой температу-
ры измерения проводились в трёх повторах 

и был поставлен контроль — реакцион-
ная смесь без МАП, который вычитался 
из опытных реакций при обработке резуль-
татов. Обработку результатов и построение 
графиков проводили при помощи програм-
мы OriginPro 8.0.

Результаты и их обсуждение
L-метионин 7-амино-4-метилкумарин 

(Met-AMC) (наряду с L-метионин парани-
троанилидом, Met-pNA) является самым 
популярным субстратом для исследования 
функциональной активности МАП в раз-
личных условиях (температура, рН, катионы 
металлов и др.). Результаты проверки актив-
ности МАП при различных температурах 
представлены на рисунке в виде зависимо-
сти уровня флуоресценции 7-амино-4-ме-
тилкумарина от температуры. Как видно 
из рисунка, уровень флуоресценции при тем-
пературах от 45–65°С значительно ниже, 
чем при 75–85°С, и достигает максимума 
к 90–95°С. Результаты свидетельствуют 

Рис. Активность МАП в отношении Met-AMC при различных температурах.
Fig. MAP activity toward Met-AMC at different temperatures.
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о том, что максимальную активность фер-
мент проявляет при температуре 90–95°С.

Выводы
Проведённые нами исследования свиде-

тельствуют о том, что новый фермент МАП 

из гипертермофильной бактерии Thermus 
thermophilus может применяться в биотех-
нологии для удаления N-концевого ини-
циирующего метионина из рекомбинант-
ных белков in vitro в диапазоне температур  
75–95°С.
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