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РЕЗЮМЕ

Обоснование. Метионин-аминопептидазы (МАП) – это класс ферментов, 
которые катализируют удаление N-концевого инициирующего метионина 
из полипептидной цепи. Бактериальные МАП рассматриваются в качестве 
мишеней для разработки антибактериальных препаратов широкого спек-
тра действия, а  применение МАП в  биотехнологии обуславливает поиск 
новых МАП, исследование механизмов их функционирования и ингибирования.
Цель исследования. Идентификация метионин-аминопептидазы в геноме 
Thermus thermophilus (Tt-МАП) и подтверждение её функциональной актив-
ности.
Материалы и методы. Для идентификации Tt-МАП был проведён анализ 
генома Thermus thermophilus в  базе данных GeneBank. Для  клонирования 
в векторе pHUE предполагаемой открытой рамки считывания (ОРС), коди-
рующей Tt-МАП, были использованы современные методы генной инженерии 
(полимеразная цепная реакция, рестрикция, трансформация, гетероло-
гичная экспрессия). Для получения очищенного препарата фермента были 
использованы различные методы хроматографии (аффинная, ионообмен-
ная и эксклюзионная). Для подтверждения специфической функциональной 
аминопептидазной активности фермента использовали флюорогенный 
субстрат L-метионин 7-амино-4-метилкумарин (Met-AMC).
Результаты. В геноме бактерии Thermus thermophilus идентифицирована 
ОРС, кодирующая МАП. На основании нуклеотидной последовательности 
были составлены олигонуклеотидные праймеры. ОРС клонирована в векто-
ре, и проведена наработка рекомбинантного фермента в клетках E. coli. 
С  использованием ряда последовательных хроматографий разработана 
методика очистки фермента до гомогенного состояния, позволяющая полу-
чать до 30 мг с 1 л культуры. С использованием флюорогенного субстрата 
Met-AMC была показана специфическая функциональная активность фер-
мента (фермент отщепляет метионин от субстрата).
Заключение. Нами проведена идентификация МАП Thermus thermophilus 
и  проверка её  функциональной активности. Показано, что  продукт ОРС 
TTHA1670 кодирует специфичную к метионину аминопептидазу, т. е. мети-
онин-аминопептидазу. Фермент может быть использован в  различных 
отраслях биотехнологии и научных исследованиях.
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ABSTRACT

Background. Methionine aminopeptidases (MAPs) are a class of enzymes that cata-
lyze the removal of the N-terminal initiator methionine from a polypeptide chain. 
Bacterial MAPs are considered as targets for the development of broad-spectrum 
antibacterial drugs, and using MAPs in biotechnology necessitates the search for new 
MAPs and the study of their functioning and inhibition mechanisms.
The  aim of  the  study. To  identify methionine aminopeptidase in  the  Thermus 
thermophilus genome (Tt-MAP) and to confirm its functional activity.
Materials and methods. To  identify Tt-MAP, we analyzed the Thermus thermo-
philus genome in the GeneBank database. Modern genetic engineering techniques 
(polymerase chain reaction, restriction, transformation, heterologous expres-
sion) were used to clone the putative open reading frame (ORF) encoding Tt-MAP 
in  the  pHUE vector. Various chromatography techniques (affinity, ion exchange, 
and size-exclusion) were used to obtain a purified enzyme preparation. The fluoro-
genic substrate L-methionine 7-amino-4-methylcoumarin (Met-AMC) was  used 
to confirm the specific functional aminopeptidase activity of the enzyme.
Results. An ORF encoding MAP was identified in the Thermus thermophilus bac-
terium genome. Oligonucleotide primers were  designed based on  the  nucleotide 
sequence. The ORF was cloned in the vector, and the recombinant enzyme was pro-
duced in E. coli cells. A method for purifying the enzyme to a homogeneous state 
was developed using a series of sequential chromatographies, allowing up to 30 mg 
to  be obtained from 1  liter of  culture. Using the  fluorogenic substrate Met-AMC, 
the specific functional activity of the enzyme was demonstrated (the enzyme cleaves 
methionine from the substrate).
Conclusion. We  have identified the  Thermus thermophilus MAP and  tested 
its functional activity. It has been shown that the ORF product TTHA1670 encodes 
a methionine-specific aminopeptidase, i. e. methionine aminopeptidase. The enzyme 
can be used in various fields of biotechnology and scientific research.

Key words: methionine aminopeptidase, Thermus thermophilus, heterologous 
expression, removal of N-terminal methionine
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ВВЕДЕНИЕ

Метионин-аминопептидазы (МАП) – это класс фер-
ментов, которые катализируют удаление N-концевого 
инициирующего метионина из  полипептидной цепи 
(NME, N-terminal methionine excision). Данная посттран-
сляционная модификация обнаружена у всех организ-
мов, от  бактерий до  высших эукариот, и  затрагивает 
50–70 % клеточных белков [1]. Показано, что удаление 
N-концевого метионина необходимо для  правильной 
субклеточной локализации белков, осуществляет кон-
троль продолжительности жизни белков и предшествует 
другим посттрансляционным модификациям, например, 
N-концевому ацетилированию [1], миристоилированию, 
метилированию белков и др. [2]. Удаление N-концевого 
метионина катализируется специфическими фермента-
ми – метионин-аминопептидазами (МАП). МАП из разных 
организмов различаются по субстратной специфичности, 
а эффективность NME ограничивается радиусом боко-
вой цепи (< 1,29 Å) предпоследнего остатка, т. е. второго 
остатка после метионина. Обычно это небольшой, неза-
ряженный остаток, такой как Gly, Ala, Ser, Pro, Thr или Val 
[3, 4]. Специфичность МАП E.  coli убывает в  ряду  
Ala > Gly > Ser > Pro > Thr > Val, а МАП архея P. furiosus 
в ряду Ala > Gly > Pro > Ser [5].

МАП эволюционно близки к креатиназе, пролида-
зе и аминопептидазе P и принадлежат к семейству М24 
(клан MG) [6]. Экзопептидазы клана MG представляют со-
бой металл-зависимые ферменты, для активности кото-
рых требуются два иона Co2+, Mn2+, Ni2+ или Fe2+. Co2+ яв-
ляется одним из лучших активаторов ферментов данно-
го класса. В МАП из Escherichia coli (Ec-MАП) два иона ко-
бальта связаны лигандами пяти аминокислотных остат-
ков – один ион кобальта координируется Asp108, His171 
и Glu204, второй – Asp97, Asp108 и Glu235 [7]. Констан-
ты связывания ионов Co2+ составляют 0,3  ±  0,2  мкМ 
и ~2,5 мМ для каждого из центров соответственно [8, 9].

Семейство МАП делится на два типа – тип I и тип II. 
Тип  II характеризуется вставкой из ~60  аминокислот 
в аминопептидазный домен. В бактериях функциониру-
ет только МАП I типа, а в археях только МАП II типа [10]. 
В клетках эукариот обнаружены МАП I и II типа [11, 12]. 
Эти ферменты жизненно необходимы для роста и раз-
вития как про-, так и эукариот, а делеции генов МАП ле-
тальны для организма. В клетках эукариот МАП выполня-
ют регуляторную функцию в ангиогенезе и прогрессиро-
вании опухолей и рассматриваются в качестве мишеней 
для терапии различных видов опухолей и паразитарных 
инфекций [13–17]. Бактериальные МАП интересны в ка-
честве мишеней для разработки антибактериальных пре-
паратов селективного действия [18–22]. Кроме того, МАП 
применяют в технологии пищевой промышленности, на-
учных исследованиях и биотехнологии получения реком-
бинантных ферментов, белков, пептидов, гормонов (на-
пример, интерферона альфа, ряда трансфераз, гормона 
роста и др.) [5, 23, 24]. Всё это обусловливает актуальность 
изучения механизмов функционирования МАП и их инги-
бирования. В настоящее время хорошо изучены МАП па-
тогенных бактерий, однако нет исследований, посвящён-

ных МАП из термофильных бактерий. Ферменты бактерий 
рода Thermus, такие как полимеразы, протеазы, фосфата-
зы и др., широко применяются в различных областях био-
технологии ввиду их высокой стабильности к широкому 
диапазону температур, рН и денатурирующих веществ.

ЦЕЛЬ РАБОТЫ 

Идентификация метионин-аминопептидазы в гено-
ме Thermus thermophilus и подтверждение её функцио-
нальной активности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы бактерий, плазмиды  
и условия культивирования

В  качестве источника гена МАП использовали ге-
номную ДНК бактерии T. thermophilus HB8 (Tt-МАП) Все-
российской коллекции микроорганизмов (ВКМ В-1605). 
Штаммы E. coli E. cloni (F-mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) endA1 
recA1 Φ80dlacZΔM15 ΔlacX74 araD139 Δ(ara,leu)7697 
galU galK rpsL nupG λ-tonA (StrR)) и BL21(DE3) (fhuA2 [lon] 
ompT gal (λ DE3) [dcm] ∆hsdS λ DE3 = λ sBamHIo ∆EcoRI-B  
int::(lacI::PlacUV5::T7 ген1) i21 ∆nin5) использовали в каче-
стве хозяев для генетических манипуляций с плазмидами 
и для сверхэкспрессии белка соответственно. Плазмиду 
pHUE, любезно предоставленную R.T. Baker и соавт. [25], 
использовали для клонирования и экспрессии в  E.  coli 
BL21(DE3) ОРС метионин-аминопептидазы T. thermophilus.

Т. thermophilus выращивали при 60 °С в течение 16 ч 
при  интенсивной аэрации со  скоростью 180  об./ мин 
в шейкере-инкубаторе или на чашках со средой Thermus 
ruber (5,0  г пептона, 1,0  г дрожжевого экстракта, 1,0  г 
крахмала), агаризованной 1,2%-м бакто-агаром. Штам-
мы E. coli выращивали при 37 °С в среде LB с добавле-
нием ампициллина (100 мг/л) для селекции. Геномную 
ДНК T.  thermophilus HB8 (идентификатор генома NCBI: 
NC_006461.1) получали при помощи коммерческого на-
бора для выделения геномной ДНК (Евроген).

Клонирование гена метионин‑аминопептидазы
Ген метионин-аминопептидазы TTHA1670 (идентифи-

катор гена NCBI: 3168294) был амплифицирован из геном-
ной ДНК T. thermophilus с помощью ПЦР с использовани-
ем праймеров 5-TTTCCGCGGTGGTGCCATCAAGCTGAAAAG
CCCCTGG-3 и 5-TTTGGATCCTTACTACTCGGCCCGCGCCAG-3. 
Ген был клонирован под контроль промотора фага Т7 
между сайтами рестрикции SacII и BamHI в вектор pHUE. 
При такой стратегии клонирования целевой белок Tt-
МАП находится в единой полипептидной цепи с убикви-
тином (UB-МАП), который предотвращает агрегацию ре-
комбинантных белков и позволяет слитым с ним белкам 
находиться в растворимом состоянии. На N-конце убик-
витин содержит 6 остатков гистидина, что позволяет ис-
пользовать металл-хелатную хроматографию для очист-
ки белка. Вектор pHUE был любезно предоставлен кол-
легами из Австралии [25]. Нуклеотидные последователь-
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ности плазмид подтверждали рестрикционным анали-
зом и автоматическим секвенированием ДНК вставок.

Экспрессия фермента Tt‑МАП с убиквитином 
в клетках E. coli

Сконструированные плазмиды были трансформиро-
ваны в экспрессионный штамм клеток E. coli BL21(DE3). 
Клетки высевали на питательную среду LB с селектив-
ным антибиотиком ампициллином. Для наработки фер-
мента в препаративных количествах клетки нарабаты-
вали в объёме 1 л среды 2YT с ампициллином в концен-
трации 100  мкг/мл. Когда культура достигала оптиче-
ской плотности 0,6–0,8 ОЕ, проводили индукцию синтеза 
белка путём добавления индуктора изопропил-β-D-1-
тиогалактопиранозида (ИПТГ) в  концентрации 0,5  мМ 
и далее растили при температуре 22 °С в течение 3 ч. Био-
массу осаждали при помощи центрифугирования и хра-
нили при –70 °С или же сразу использовали для выделе-
ния. Анализ индукции проводили при помощи электро-
фореза в 15%-м полиакриламидном геле (ПААГ) в трис-
глициновом буфере.

Методика выделения  
и очистки фермента Tt‑МАП

Биомассу клеток ресуспендировали в 30 мл буфера 
для лизиса (буфер А: 50 мМ Na2HPO4, 1 М NaCl, 5 мМ ими-
дазола, 1 мМ фенилметилсульфонилфторида (ФМСФ) – 
ингибитора сериновых протеаз, 1  мМ бета-меркапто-
этанола (β-ME), 0,1 мг/мл лизоцима, pH = 8,0) и дезинте-
грировали при помощи ультразвукового гомогенизато-
ра Sonicator Q125 (Qsonica 125, США) при 75 % мощности 
в режиме работа/отдых прибора 15 с/30 с в течение часа 
на ледяной водяной бане. Растворимую фракцию бел-
ков отделяли от клеточного дебриса при помощи цен-
трифугирования при 25000 g в течение 40 мин при 4 °C. 
Для  очистки белка использовали программируемую 
хроматографическую станцию AKTA Start (GE Healthcare, 
США). Супернатант наносили на колонку Bio-Scale Mini 
Profinity IMAC (Bio-Rad, США), заряженную никелем, объ-
ёмом 5 мл, уравновешенную буфером А, со скоростью 
0,5  мл/мин. Затем колонку промывали десятью объё-
мами (50  мл) буфера  А со  скоростью 1  мл/мин. Белок 
элюировали буфером Б (50 мМ Na2HPO4, 300 мМ ими-
дазола, рН  =  7,5) при  скорости 0,5  мл/мин и  собира-
ли фракции по 1 мл. По результатам электрофоретиче-
ского анализа фракции, содержащие химерный белок 
убиквитин-MAП (UB-МАП), объединяли, трижды под-
вергали диализу против 100-кратного избытка буфера 
20 мМ Трис (pH = 8,2). Одновременно для расщепления 
полипептидной цепи химерного белка UB-МАП на по-
следовательность убиквитина (UB) и  целевого белка 
(Tt-МАП) проводили обработку химерного белка убик-
витин-специфичной протеазой Usp2 (50–100-кратный 
молярный избыток целевого белка над протеазой) в те-
чение 16 ч при 37 °C. При диализе наблюдается обра-
зование осадка ряда клеточных белков, который уда-
ляется при  помощи последующего центрифугирова-
ния при 25000 g в течение 40 мин при 4 °C. Для очистки  
Tt-МАП от убиквитина использовали ионообменную хро-

матографию и программируемую хроматографическую 
станцию AKTA Start (GE Healthcare, США). Раствор белка 
наносили на анионообменную колонку (объёмом 6 мл) 
TOYOPEARL® SuperQ-650 (Tosoh Bioscience, Япония), урав-
новешенную буфером 20 мМ Трис pH = 8,2, со скоростью 
0,5 мл/мин. При этом убиквитин не садится на колонку 
и  выходит в  проскоке. Для  удаления примесных бел-
ков колонку промывали буфером 20 мМ Трис pH = 8,2 
со  скоростью 1  мл/мин. Целевой белок Тt-МАП элюи-
ровали линейным градиентом NaCl от 0 до 1,5 М в бу-
ферной системе 20 мМ Трис pH = 8,2. Объём градиента 
составил 30 мл, скорость потока – 1 мл/мин. Затем бе-
лок Тt-МАП дополнительно очищали при помощи гель-
фильтрации с использованием колонки Hi Prep™ 26/60 
Sephacryl® S-100 HR (Cytiva, США), уравновешенной бу-
фером 20 мМ Трис pH = 8,2 (скорость потока 1 мл/мин). 
Очищенный белок подвергали диализу при температу-
ре 4 °C против буфера 20 мМ Трис pH = 8,0, 50 % глице-
рина, 1 мМ β-ME и хранили при –20 °C.

Концентрацию белка измеряли и  рассчитывали 
при помощи аналитического спектрофотометра Agilent 
Technologies Cary  100 с  учётом молекулярной мас-
сы (27819  Да) и  молярного коэффициента экстинкции 
(30940 М–1см–1), рассчитанных на основе аминокислот-
ной последовательности согласно C.N. Pace и соавт. [26].

Проверка функциональной активности  
метионин‑аминопептидазы

Функциональную активность Тt-МАП измеряли 
с  помощью специфического субстрата L-метионин-7-
амино-4-метилкумарина (Met-AMC). После отщепления 
L-метионина 7-амино-4-метилкумарин флуоресцирует 
(длина волны возбуждения 380 нм, эмиссии – 460 нм). 
Анализ проводили в 100 мкл реакционной смеси, содер-
жащей 25 мМ HEPES pH = 7,5, 150 мМ KCl, 100 мкМ CoCl2, 
1–4 мкМ Тt-МАП и различные концентрации субстрата 
Met-AMC (0–600 мкМ). Сухой Met-AMC растворяли в ди-
метилсульфоксиде и хранили при температуре –20 °С.  
Тt-МАП добавляли к реакционной смеси без Met-AMC 
и инкубировали при 37  °С в течение 30 мин. Реакцию 
запускали добавлением Met-AMC, отслеживание эмис-
сии флуоресценции высвободившихся свободных AMC 
осуществляли с использованием ридера для микроплан-
шетов BioTek Synergy H1 и чёрных 384-луночных микро-
планшетов Greiner Bio-One #781906. Длина волны воз-
буждения флуоресценции – 380 нм, эмиссии – 460 нм. 
Измерения проводили при  температуре 45  °С (макси-
мально возможная температура эксплуатации прибо-
ра) в течение 1 ч с интервалом в 1 мин (60 измерений), 
с орбитальным встряхиванием перед каждым измерени-
ем. Эксперименты проводились однократно. Для расчё-
та кинетических параметров Tt-МАП мы использовали 
следующие концентрации субстрата Met-AMC: 25, 100, 
200, 300, 400 и 500 мкМ. Кинетические параметры опре-
делялись из наклона кривых флюоресценции при раз-
личных концентрациях субстрата путём их  обработ-
ки при  помощи программного обеспечения Microcal 
OriginPro 9.1 (OriginLab Corp., США). Среднее значение 
константы Михаэлиса – Ментен и стандартное отклоне-
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ние получены из подгонки экспериментальных данных 
согласно уравнению Михаэлиса – Ментен (V = Vmax × [S]/
(Km  +  [S])) при  помощью программного обеспечения 
Microcal OriginPro 9.1 (OriginLab Corp., США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Поиск и биоинформатический анализ Тt‑МАП
По  литературным данным, геномы бактерий мо-

гут содержать от  1 до  4  генов МАП [19, 27]. С  исполь-
зованием методов биоинформатики нами был про-
ведён анализ генома бактерии T.  thermophilus (NCBI 
genome  ID: NC_006461.1) и  идентифицирована одна 
ОРС – TTHA1670, предположительно кодирующая МАП 
(Тt-МАП). Насколько нам известно, ранее функциональ-
ная активность продукта ОРС TTHA1670 не  была под-
тверждена экспериментально. В  настоящей работе 
мы установили, что ОРС TTHA1670 кодирует белок раз-
мером 255 аминокислотных остатков (а. о.) с расчётной 
молекулярной массой 27,8  кДа. С  целью идентифика-
ции остатков активного центра при помощи програм-
мы Clustal Omega [28] мы провели попарное выравни-
вание а. о. Тt-МАП с наиболее изученным на сегодняш-
ний день ортологом фермента – МАП из E. coli (Ес-МАП) 
(рис. 1). Процент идентичности аминокислотных после-
довательностей Тt-МАП и Ес-МАП составляет 42,8 %. Вы-
равнивание позволило выявить остатки активного цен-
тра – Asp95, Asp106, His169, Glu202, Glu233, характерные 

для МАП семейства М24, подсемейства М24А, клана MG, 
согласно MEROPS Database [6]. Расположение остатков 
активного центра и  отсутствие дополнительных до-
менов в последовательности Тt-МАП свидетельствуют 
о том, что по современной классификации она относит-
ся к типу I a1. К этому типу относятся также МАП E. coli, 
Salmonella, Pseudomonas.

Клонирование гена TTHA1670 в экспрессионный 
вектор, наработка и очистка рекомбинантного 

фермента
Для  подтверждения активности фермента ген 

TTHA1670 был клонирован в  экспрессионном векторе 
pHUE под  контроль индуцибельного промотора РНК-
полимеразы фага  Т7. Схематическая карта сконструи-
рованной плазмиды показана на  рисунке  2а. Хочется 
отметить, что  определение нуклеотидной последова-
тельности гена показало наличие нескольких нуклео-
тидных замен, которые, однако, не приводят к измене-
нию аминокислотной последовательности белка. Та-
ким образом, сконструированная нами плазмида pHUE-
MAP кодирует белок метионин аминопептидазы I типа 
T.  thermophilus, соответствующий UniProt  ID: Q5SHR0, 
но слитый на N-конце с последовательностью убикви-
тина (UB). Выбор вектора и убиквитина в качестве ста-
билизирующего фьюжн-партнёра обусловлен возмож-
ной токсичностью для  клеток E.  coli сверхэкспрессии 
МАП и,  как  следствие, агрегации белка. При  наработ-
ке белка в качестве индуктора для инициации синтеза 

РИС. 1.  
Попарное выравнивание аминокислотных последовательно-
стей Тt-МАП и Ес-МАП. Анализ Тt-МАП предсказывает нали-
чие каталитического His в положении 78 (отмечен жёлтым) 
и остатков активного центра – Asp95, Asp106, His169, Glu202, 
Glu233 (отмечены красным), которые координируют два иона 
Co2+. Эти остатки соответствуют остаткам активного 
центра Asp97, Asp108, His171, Glu204, Glu235 в МАП E. coli

FIG. 1.  
Pairwise alignment of amino acid sequences of Tt-MAP and Ec-MAP. 
The analysis of Tt-MAP predicts the presence of the catalytic His in po-
sition 78 (marked in yellow) and the active site residues – Asp95, 
Asp106, His169, Glu202, Glu233 (marked in red) which coordinated 
two Co2+ ions. These residues correspond to Asp97, Asp108, His171, 
Glu204 and Glu235 active site residues in E.coli methionine amin-
opeptidase
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белка использовали ИПТГ. При подборе условий индук-
ции мы определили, что оптимальная концентрация ин-
дуктора – 0,5 мМ ИПТГ, температура культивирования – 
22 °С, время роста клеток после индукции – 3 ч (рис. 2б). 
Электрофорез клеток E. coli с плазмидой pHUE-MAP по-
сле 3 ч индукции представлен на дорожке 1 рисунка 2б. 
Как видно, в клетках нарабатывается химерный белок 
(UB-МАП) массой примерно ~40  кДа, что  соответству-
ет сумме расчётных масс Тt-МАП (27,8 кДа) и убиквити-
на (~10 кДа). Убиквитин содержит шесть остатков гисти-
дина на N-конце, что позволило нам очистить химерный 
белок UB-МАП при помощи аффинной металл-хелатной 
хроматографии. Тотальный препарат элюции с колон-
ки Bio-Scale Mini Profinity IMAC (Bio-Rad, США) представ-
лен на дорожке 2 рисунка 2б. Как видно из рисунка, по-
мимо целевого белка UB-МАП, препарат содержит при-
меси других клеточных белков E. coli. Для дальнейшей 

очистки Тt-МАП от  примесей и  убиквитина проводи-
ли обработку UB-МАП убиквитин-специфичной проте-
азой (Usp2) и разделяли их при помощи анионообмен-
ной хроматографии. Хочется отметить, что при переводе 
препарата из буфера 50 мМ Na2HPO4, 300 мМ имидазо-
ла, рН = 7,5 в буфер 20 мМ Трис, рН = 8,2 ряд клеточных 
белков выпадают в осадок, что способствует дополни-
тельной очистке целевого белка. Препарат UB-МАП по-
сле гидролиза Usp2 и до анионообменной хроматогра-
фии представлен на дорожке 3 рисунка 2б. Как видно, 
препарат представлен двумя белками массой ~10 кДа 
и ~28 кДа, что соответствует убиквитину и Тt-МАП соот-
ветственно. При дальнейшей очистке препарата на ани-
онообменном сорбенте TOYOPEARL SuperQ-650, убикви-
тин не садится на колонку и выходит в проскоке при на-
несении (рис. 2, дорожка 4), а элюция Тt-МАП достига-
ется за счёт градиента NaCl (рис. 2, дорожка 5). Тt-МАП 

       а                      б
РИС. 2.  
а – схема плазмидной конструкции pHUE-МАP, показывающая 
область убиквитина (UB; серый прямоугольник), область ме-
тионин-аминопептидазы (МАP; серая стрелка), промотор 
РНК-полимеразы Т7 (тёмно-серый треугольник) и другие обла-
сти (серые стрелки), включая ColE1-ориджин репликации (Ori), 
ген репрессора LacI (LacI) и β-лактамазы (Amp). Стрелки указы-
вают направление транскрипции. Показаны сайты рестрик-
ции SacII/BamHI, использованные для клонирования гена Tt-МАП. 
б – экспрессия в штамме E. coli BL21(DE3) и очистка Tt-МАП, от-
слеживаемая при помощи электрофореза в 15%-м ПААГ в дена-
турирующих условиях (окраска Кумасси бриллиантовым си-
ним R-250): дорожка 1 – растворимый экстракт клеток после 
индукции; дорожка 2 – аффинно очищенный химерный белок 
UВ-МАП до расщепления протеазой Usp2; дорожка 3 – аффин-
но очищенный химерный белок UВ-МАП после расщепления 
протеазой Usp2; разделение на TOYOPEARL SuperQ-650 молеку-
лы убиквитина (дорожка 4) от Tt-МАП (дорожка 5); М – марке-
ры молекулярной массы (кДа)

FIG. 2.  
а – plasmid map of pHUE-МАP vector showing the ubiquitin (UB) 
coding region (gray box), methionine aminopeptidase (MAP) re-
gion (gray arrow), T7 RNA polymerase promoter (dark gray trian-
gle), and other regions (gray arrows), including the ColE1 origin 
of replication (Ori), the LacI repressor gene (LacI), and β-lactamases 
(Amp). Arrows indicate the direction of transcription. The SacII/
BamHI restriction sites used for cloning Tt-MAP gene are shown. 
б – expression in E. coli strain BL21(DE3) and purification of Tt-МАP, 
monitored by reducing SDS-PAGE (15 %; Coomassie brilliant blue 
R-250 staining): lane 1 – soluble cell extract after induction; lane 2 – 
affinity purified UB-MAP chimeric protein before cleavage by Usp2 
protease; lane 3 – affinity purified UB-MAP chimeric protein after 
cleavage by Usp2 protease; separation of the ubiquitin molecule 
(lane 4) from Tt-MAP (lane 5) on TOYOPEARL SuperQ-650; M – mo-
lecular mass markers (kDa)
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дополнительно очищали с использованием метода гель-
фильтрации, переводили фермент в раствор с глицери-
ном и хранили при –20 °С. Таким образом, нами разра-
ботана методика получения в клетках E. coli рекомбинат-
ного фермента МАП из T. thermophilus, позволяющая по-
лучать до 30 мг/л высокоочищенного препарата белка.

Проверка функциональной активности  
метионин‑аминопептидазы

Для  проверки функциональной активности раз-
личных МАП используют гидролизуемые хромоген-
ные субстраты, такие как L-метионин паранитроанилид  
(Met-pNA) [29] или Met-AMC [30]. Для последнего кон-
станты Михаэлиса (Km) таких ферментов, как  МАП  2 
и  аминопептидаза  N, составляют 310  и  377  мкМ соот-
ветственно (pH = 7,5, температура 30 °C). Для провер-
ки активности Тt-МАП мы использовали субстрат Met-
AMC. Реакцию проводили в  буферной системе HEPES 
pH = 7,5 (25 мМ) при максимально возможной для план-
шетного ридера температуре – 45 °С. Поскольку МАП – 
это металл-зависимые протеазы, то для стимуляции ак-
тивности Тt-МАП использовали ионы кобальта (0,1 мМ). 
С  целью определения оптимального уровня сигнала 
флуоресценции использовалось разное соотношение 
фермент/субстрат. В качестве отрицательного контро-
ля и для определения фоновой флюоресценции мы ис-
пользовали реакцию, не содержащую Тt-МАП, но содер-
жащую Met-AMC. 7-амино-4-метилкумарин, высвобожда-
ющийся при отщеплении метионина от Met-AMC, флуо-
ресцирует при λвозб. = 380 нм, λисп. = 460 нм. График за-

висимости интенсивности флуоресценции от времени 
при различных соотношениях фермент/субстрат приве-
дён на рисунке 3. Как видно из рисунка 3а, на протяже-
нии 60 мин уровень фоновой флуоресценции в контро-
ле не превышает 600 единиц флуоресценции, в то вре-
мя как в опытных образцах происходит значительное 
усиление сигнала из-за появления в реакции свободно-
го АМС. Это свидетельствует о том, что Тt-МАП проявля-
ет специфическую функциональную активность в отно-
шении метионина и следовательно является метионин 
аминопептидазой. Диапазон констант для МАП из раз-
личных видов бактерий варьирует от 250 до 980 мкМ [11]. 
Для расчёта Кm Tt-МАП мы использовали значения на-
чальных скоростей реакций гидролиза ферментом сле-
дующих концентраций Met-AMC: 25, 100, 200, 300, 400 
и 500 мкМ. Кинетические кривые обрабатывали при по-
мощи программного обеспечения Microcal OriginPro 9.1 
(OriginLab  Corp., США). Среднее значение константы 
Михаэлиса  –  Ментен и  стандартное отклонение полу-
чены из подгонки экспериментальных данных соглас-
но уравнению Михаэлиса – Ментен. Рассчитанная нами 
Кm для Tt-МАП в отношении Met-AMC при температуре 
45 °С составляет 173 ± 93 мкМ (рис. 3б), что свидетель-
ствует о  высоком сродстве Tt-МАП к  анализируемому 
субстрату. Очевидно, что температура 45 °С не являет-
ся оптимальной для работы фермента Tt-МАП из термо-
фильной бактерии (фермент стабилен до 79 ºС) [31], од-
нако это максимально возможная температура работы 
прибора для считывания кинетических параметров ги-
дролиза Met-AMC. В дальнейшем мы планируем решить 

         
         а                б
РИС. 3.  
Проверка функциональной активности Тt-МАП: а – график за-
висимости интенсивности флуоресценции в реакции гидро-
лиза Met-AMC при различных соотношениях фермент/суб-
страт (чёрный квадрат (■) – точки в контрольной реакции 
с Met-AMC без Тt-МАП; пустой кружок (○) – точки в реакции 
с 100 мкМ Met-AMC и 4 мкМ Тt-МАП; пустой квадрат (□) – точ-
ки в реакции с 200 мкМ Met-AMC и 4 мкМ Тt-МАП; чёрный кру-
жок (●) – точки в реакции с 200 мкМ Met-AMC и 8 мкМ Тt-МАП); 
б – график Михаэлиса – Ментен гидролиза Met-AMC фермен-
том Tt-MAП в 25 мМ HEPES, 150 мМ KCl, 0,1 мМ CoCl2 при 45 °C

FIG. 3.  
Testing the functional activity of Tt-MAP: а – graph of fluorescence 
intensity in the Met-AMC hydrolysis reaction at different enzyme/sub-
strate ratios (black squares (■) indicate the points in the control reac-
tion with Met-AMC without Tt-MAP; empty circles (○) indicate points 
in the reaction with 100 μM of Met-AMC and 4 μM of Tt-MAP;  
empty squares (□) indicate points in the reaction with 200 μM 
of Met-AMC and 4 μM of Tt-MAP; black circles (●) indicate the points 
in the reaction with 200 µM of Met-AMC and 8 µM of Tt-MAP); 
б – Michaelis – Menten plot for the hydrolysis of Met-AMC by Tt-MAP 
in 25 mM HEPES, 150 mM of KCl, 0.1 mM of CoCl2 at 45 °C
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данную техническую проблему и исследовать темпера-
турный оптимум работы фермента и другие параметры.

Таким образом, проведённые в данной работе ис-
следования, полученные результаты и разработанные 
методики создают хорошую базу для дальнейшего изу-
чения фермента Tt-МАП из T. thermophilus и возможно-
стей его применения в биотехнологии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе выполнения данной работы нами проведе-
на идентификация МАП Thermus thermophilus и проведе-
на проверка её функциональной активности. Нами по-
казано, что продукт ОРС TTHA1670 кодирует специфич-
ную к метионину аминопептидазу, т. е. метионин-ами-
нопептидазу. Разработанная нами оригинальная мето-
дика позволяет получать до 30 мг высокоочищенного 
фермента с 1 л культуры E. coli. Фермент может быть ис-
пользован в различных отраслях биотехнологии и науч-
ных исследованиях для отщепления N-концевого мети-
онина в белках и пептидах.
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