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Аннотация 

Исследуемый белок SaHPF (Staphylococcus aureus hibernation-promoting factor) 

с молекулярным весом 22.2 кДа является трансляционным фактором, который в усло-

виях стресса (например, при аминокислотном голодании или под давлением антибио-

тика), связываясь с рибосомой, инактивирует ее, тем самым позволяя клетке выживать 

в неблагоприятных условиях. Процесс получения кристаллов данного белка сопровож-

дается большими трудностями, поэтому определение его структуры методом спектро-

скопии ЯМР представляет большой интерес. В работе описаны получение белка в ми-

нимальной синтетической среде, меченного по изотопам 
13

C и 
15

N, и результаты ЯМР-

экспериментов, которые показали, что белок присутствует в растворе в виде димера. 

При этом для полного белка в спектрах ЯМР наблюдаются два типа сигналов: 1) с низкой 

интенсивностью, но хорошей дисперсией от остатков N-концевого домена и 2) с высокой 

интенсивностью, но плохой дисперсией от остатков, соответствующих подвижной петле 

между доменами. Сигналов от остатков С-концевого домена белка в спектрах ЯМР 

не наблюдалось, что свидетельствует о возможном их участии в процессах димериза-

ции белка. Наличие белка в димерной форме было подтверждено методом электрофо-

реза в нативных условиях.  

Ключевые слова: SaHPF, Staphylococcus aureus, ЯМР, рибосома, антибиотик, транс-

ляционный фактор 

 

Введение 

Золотистый стафилококк (Staphylococcus aureus), резистентный к метицил-

лину (MRSA), является одной из главных проблем в клинической медицине во 

всем мире. Устойчивость золотистого стафилококка к большинству антибиоти-

ков обеспечивается за счет специфической мутации в рибосоме, что предот-

вращает возможность связывания молекулы антибиотика с рибосомой. С точки 

зрения трансляции устойчивость как результат реакции на стресс сопровожда-

ется изменениями в рибосомном профиле клеток, в частности образованием 

неактивных димеров. Данный процесс происходит при связывании с рибосомой 

специального регуляторного белка – фактора регуляции трансляции. Когда бак-

терии оказываются в благоприятных условиях, данный фактор диссоциирует 

и выжившие рибосомы вновь начинают участвовать в процессе трансляции. 
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Такой защитный механизм обеспечивает быструю реакцию на изменения условий 

окружающей среды. Подобный механизм описан и хорошо изучен на примере 

E. coli [1, 2], где в процессе образовании димеров рибосомы принимает участие 

два белка: HPF (Hibernation-Promoting Factor) с молекулярным весом 10.75 кДа и 

RMF (Ribosome Modulation Factor) с молекулярным весом 6.5 кДа [3]. Для 

S. aureus было показано наличие одного более длинного белка (22.2 кДа), участ-

вующего в образовании димеров рибосомы [4]. Структура данного белка была 

предсказана нами ранее с помощью биоинформатических методов [5, 6], а струк-

тура рибосомы S. aureus была определена методом криоэлектронной микроско-

пии [7] 

Целью настоящего исследования являлось получение рекомбинантного белка, 

меченного по изотопам 
13

C и 
15

N, и первичный анализ структуры фактора регуля-

ции трансляции патогенной бактерии Staphylococcus aureus SaHPF в растворе 

методом спектроскопии ЯМР, 

Материалы и методы исследования 

Белок SaHPF был клонирован в вектор pGS21A с tag 6-His на С-конце (190 

аминокислотных остатков, 22.2 кДа). Вектор был трансформирован в клетки 

E. coli типа BL21star(DE3). Для роста клеток использовалась минимальная син-

тетическая среда M9, содержащая обогащенную по изотопу 
13

C глюкозу и обо-

гащенный по изотопу 
15

N сульфат аммония. Культура клеток росла до дости-

жения оптической плотности среды А595 = 0.7 o.e., затем в среду добавляли 

ИПТГ для индуцирования экспрессии белка до конечной концентрации 0.5 мМ. 

После добавления ИПТГ клетки продолжали растить в течение 20 ч. Очистка 

белка производилась в два этапа: методом аффинной хроматографии на запол-

няемой колонке со смолой Ni-NTA Superflow (QIAGEN) и методом эксклюзи-

онной хроматографии на колонке Superdex 75 10/300 [8]. Электрофоретический 

анализ образца проводился в полиакриламидном геле в камере Mini-Protean 

Tetra. Полученный образец для ЯМР-исследований содержал 0.05–0.3 мМ мечен-

ного по изотопам 
13

С/
15

N белка в различных буферах, содержащей 250–500 мМ 

соли NH4Cl (pH раствора 7.6).  

Эксперименты ЯМР проводились на спектрометре Avance III HDTM фирмы 

Bruker с частотой 700 МГц по протонам, оснащенным криодатчиком QCI (
1
H/

19
F, 

13
C, 

15
N, 

31
P). Отнесение сигналов ядер 

1
H, 

13
C, и 

15
N проводилось на основе мно-

гомерных экспериментов ЯМР (CBCANH, CBCA(CO)NH, HNCA, HN(CO)CA, 

HN(CA)CO, HNCO, для атомов основной цепи и C(CO)NH, H(CCO)NH для бо-

ковых цепей). Спектры записывались с использованием фазочувствительной 

методики для 2048 точек F3-координаты, 48 точек F2-координаты и 128 точек 

F1-координаты. Подавление сигнала растворителя проводилось с помощью по-

следовательности Watergate. Отсчет химических сдвигов ядер 
1
H и 

13
C прово-

дился относительно внутреннего стандарта 2,2-диметил-2-силапентан-5-суль-

фоната натрия (ДСС). 
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Результаты и их обсуждение 

Из 1 л культуры клеток в среде М9 в среднем получали по 3.5 г клеток. 

В ходе аффинной хроматографии получали чистые фракции белков, буферы 

в которых меняли в ходе эксклюзионной хроматографии. Для ЯМР-экспери-

ментов образцы белков были получены в следующих буферах: трис-буферы 

с различной концентрацией соли – 0.15–0.5 М NH4Cl, 1 мМ ДТТ, 20 мМ трис-

HCl, pH 7.6; RE-буфер – 50 мМ RE, 0.5 М NH4Cl, 1 мМ ДТТ [9]; chaps-буфер – 

7 мM CHAPS, 0.25 М NH4Cl, 1 мМ ДТТ, 20 мМ трис-HCl, pH 7.6 [10]; poly-(U)-

буфер – 220 нг/мкл poly-(U), 0.25 М NH4Cl, 1 мМ ДТТ, 20 мМ трис-HCl, pH 7.6 

[11]; фосфатный буфер – 50 мМ фосфатный буфер, pH 6.8, 0.25 М NH4Cl, 1 мМ 

ДТТ. Концентрация белка варьировалась от 0.05 до 0.3 мМ. 

Первоначально с помощью спектроскопии ЯМР анализировался образец 

белка в фосфатном буфере с концентрацией соли NH4Cl 250 мM при темпера-

туре 298 K. В спектре эксперимента 
1
H–

15
N HSQC наблюдалось наличие двух 

типов сигналов с высокой и низкой интенсивностью, что может являться сви-

детельством о наличии подвижной части белка (рис. 1). Из анализа дисперсии 

сигналов можно сделать вывод о том, что часть белка упорядочена и имеет 

вторичную структуру, но также имеется и подвижная неупорядоченная часть, 

предположительно линкер между двумя доменами белка. Исходя из количества 

аминокислотных остатков в последовательности белка, ожидалось наличие по-

рядка 190 сигналов от амидных групп в спектре 
1
H–

15
N HSQC, однако в экспе-

рименте наблюдалось только около 130 сигналов. Далее на основе 3D-экспери-

ментов ЯМР (HNCA, HNCO, HNCACB, CBCA(CO)NH, CC(CO)NH) было про-

ведено отнесение сигналов в спектрах ЯМР для пяти участков в аминокислотной 

последовательности белка (остатки: 36–42, 49–54, 73–80, 107–114, 117–138). 

Полное отнесение оказалось невозможным из-за отсутствия сигналов от порядка 

30% аминокислотных остатков и сильного перекрытия сигналов. Сигналы остат-

ков 107–114 и 117–138 были намного более интенсивными и с меньшей диспер-

сией, чем все остальные, что соответствует подвижной и неупорядоченной петле 

между доменами, предсказанной методами биоинформатики ранее [5, 6]. 

Наиболее интересной с научной точки зрения является структура С-кон-

цевого домена белка SaHPF, так как по аминокислотной последовательности он 

имеет наименьшую гомологию с белком RMF из E. coli, который отвечает за 

димеризацию рибосомы, и, предположтельно, их положения относительно рибо-

сомы могут существено отличаться. Однако сигналов от С-концевых остатков 

белка в спектрах ЯМР не наблюдалось. Одним из объяснений этого может быть 

участие данных остатков в комплексообразовании или олигомеризации. Для 

поиска решения данной проблемы анализировались спектры ЯМР для образцов 

белка SaHPF в разных буферных условиях (трис-буфер; буфер, содержащий 

смесь аминокислот Arg и Glu (RE)); при разных концентрациях соли NH4Cl 

(150, 250, 500 мМ); при разных уровнях pH (4.0, 7.6, 8.3) и при разных темпера-

турах (от 15 °C до 35 °C) (рис. 2).  
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Рис. 1. 
1
H–

15
N HSQC-спектр (700 МГц) белка SaHPF, меченного по изотопам 

13
C/

15
N, 

(0.1 мM) в фосфатном буфере с 250 мM NH4Cl, T = 298 K 

Наиболее оптимальными оказались следующие буферные условия: 50 мМ 

RE-буфер (содержащий смесь аминокислот Arg и Glu) при pH 7.6, концентра-

ция соли NH4Cl 500 мМ и температура 35 °С (рис. 3). Для образца в этих бу-

ферных условиях наблюдался меньший разброс в интенсивностях сигналов от 

разных NH-групп белка, однако по-прежнему в спектрах отсутствовали сигна-

лы от аминокислот из С-концевого домена белка. Таким образом, дальнейшее 

определение структуры данного белка в растворе методом ЯМР оказалось не-

возможным.  

Ранее нами было проведено моделирование трехмерной структуры белка 

SaHPF с помощью биоинформатических методов [5, 6] на основе поиска гомо-

логичных последовательностей белков в программе ROBETTA [12]. Результаты 

моделирования показали, что исследуемый нами фактор регуляции трансляции 

состоит из двух доменов, соединенных петлей. Первые 100 аминокислотных 

остатков исследуемого белка имеют структурную гомологию с белком из E. coli 

HPF, выполняющим сходную функцию, а последние 60 остатков (остатки 130–

190) имеют гомологию по последовательности с белком Y (PSrp-1) из Clostridium 

acetobutylicum (pdb 3KA5) [13]. Участок белка с 110-го по 130-й остаток соответ-

ствует неупорядоченному линкеру между двумя доменами (рис. 4). 
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Рис. 2. 
1
H–

15
N HSQC-спектры (700 МГц) белка SaHPF, меченного по изотопам 

13
C/

15
N, 

(0.1 мМ) в трис-буфере с различной концентрацией соли NH4Cl: а) 250 мМ; б) 150 мМ; 

в) 500 мМ; г) 250 мМ с 7 мМ детергента CHAPS, T = 298 K 

 

Рис. 3. 
1
H-

15
N HSQC спектры (700 МГц) белка SaHPF, меченного по изотопам 

13
C/

15
N, 

в RE (а) и трис-буферах (б) с концентрацией соли NH4Cl 500 мM, T = 308 K. Слева по-

казано увеличение интенсивностей слабых сигналов от остатков соответствующих N-

концевому домену белка 

 

а б 

в г 

а б 
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Рис. 4. Структура белка SaHPF, предсказанная с помощью программы ROBETTA, в лен-

точном представлении. Изменение цвета соответствует росту номера аминокислотного 

остатка (синим цветом отмечено начало последовательности, красным – конец) 

 

Рис. 5. Электрофорез белка SaHPF в нативных условиях: М – маркер, 1 – SaHPF 

Структура белка Y (PSrp-1) из Clostridium acetobutylicum, гомологичная С-

концевому домену белка SaHPF, была определена методом рентгеноструктур-

ного анализа и является гомодимером [13]. На основе полученных данных 

можно предположить, что белок SaHPF в растворе также образует димер за счет 

взаимодействия двух С-концевых доменов, что приводит к отсутствию сигналов 

от амидных групп данной части белка в спектрах ЯМР. Для подтверждения этого 

предположения были проведены эксперименты по электрофорезу в нативных 

условиях белка SaHPF, который подтвердил наличие белка в димерной форме 

(рис. 5).  

Полученные результаты объясняют также трудности в процессе кристалли-

зации полного белка SaHPF. В качестве решения проблемы определения струк-

туры белка SaHPF мы предлагаем на основе полученного протокола выделения 

и очистки провести аналогичные эксперименты для N-концевого (остатки 1–

110) и С-концевого (остатки 130–190) доменов по отдельности и определить их 
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структуры независимо методом спектроскопии ЯМР высокого разрешения или 

рентгеноструктурного анализа.  

Заключение 

На основе полученных данных методами ЯМР, электрофореза в нативных 

условиях и гель-фильтрационной хроматографии было показано, что белок 

SaHPF в растворе присутствует в димерной форме, структура которого может 

образовываться за счет взаимодействия двух С-концевых доменов. Димериза-

ция белка объясняет отсутствие части сигналов в спектрах ЯМР и трудности 

с кристаллизацией белка. Согласно установленному протоколу выделения и 

очистки данных возможно дальнейшее определение структуры белка SaHPF 

путем разделения его на отдельные домены (N-концевой домен: остатки 1–110; 

и С-концевой домен: остатки 130–190) и изучения их  методами ЯМР или рент-

геноструктурного анализа. 
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Abstract 

Staphylococcus aureus hibernation-promoting factor (SaHPF) is a 22.2 kDa translation factor 

which under stress conditions (under amino acid starvation or antibiotic pressure) binds with the ribo-

some and inactivates it, thereby ensuring cell survival under stress. There are many problems with crys-

tallization of this protein which still remain unsolved. Therefore, its analysis by NMR spectroscopy is of 

great interest. In this paper, we have described expression, purification, and NMR analysis of 13C/15N-

labeled SaHPF protein and showed that it is present in a dimeric form in the solution. Notably, two 

types of signals in the NMR spectra have been observed: with weak intensity and high dispersion from 

N-terminal domain; with high intensity but low dispersion from a flexible loop between domains. 

No signals from C-terminal domain have been observed in the NMR spectra, which may indicate possi-

ble dimerization of this part of the protein. Protein dimerization has been also detected by the method of 

electrophoresis under native conditions. 

Keywords: SaHPF, Staphylococcus aureus, NMR, ribosome, antibiotic, translation factor 
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Figure Captions 

Fig. 1. 1H–15N HSQC NMR spectrum (700 MHz) of SaHPF (0.1 mM) in PBS buffer + 250 mM NH4Cl 

(13C, 15N), T = 298 K. 

Fig. 2. 1H–15N HSQC NMR spectra (700 MHz) of SaHPF at various NH4Cl salt concentrations, 

T = 298 K. 

Fig. 3. 1H–15N HSQC NMR spectra (700 MHz) of SaHPF in the RE buffer with 500 mM NH4Cl, 

T = 308 K. On the left – an increase in the intensity of weak signals from residues corresponding to 

N-terminal domain. 

Fig. 4. The structure of SaHPF protein predicted using the ROBETTA program. Color changes desig-

nate amino-acid residue number growth (sequence beginning is shown with blue, sequence end is 

shown with red). 

Fig. 5. Electrophoresis of SaHPF protein under native conditions: М – protein ladder, 1 – SaHPF. 
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