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Аннотация
Обоснование. За последнюю декаду N-ацетилтрансферазы (AT) бактерий 

стали объектами интенсивного изучения, поскольку участвуют в биосинтезе/
инактивации антибиотиков; образуют систему «токсин-антитоксин»; а статус 
ацетилирования белков и пептидов оказывает влияние на их вирулентность 
и патогенность. Ферменты AT обладают низким процентом идентичности 
аминокислотных последовательностей, что затрудняет их идентификацию и 
аннотацию в геномах. В этой связи цель данной работы заключалась в струк-
турном и функциональном анализе новой «предполагаемой» ацетилтрансфе-
разы («probable acetyltransferase»), кодируемой открытой рамкой считывания 
(ОРС) TTHA1209 бактерии T. thermophilus.

Материалы и методы. Структурный анализ фермента проводили метода-
ми биоинформатики. Для клонирования ОРС ТTHA1209 использовали методы 
генной инженерии. Для очистки белка применяли аффинную хроматографию. 
Проверку активности белка проводили в реакции in vitro ацетилирования мо-
дельного белка парвальбумина (ПА). Оценку включения ацетильной группы 
на N-конец парвальбумина проводили при помощи масс-спектрометрии.

Результаты. Установлено, что TTHA1209 содержит в своей структу-
ре единственный GNAT-домен и обладает характерным для N-концевых AT 
(NAT) чередованием элементов вторичных структур и трёхмерной укладкой. 
Исследовано сходство структуры фермента TTHA1209 с белками-ортологами 
из E.coli. Наибольший процент идентичности TTHA1209 наблюдается с фер-
ментом RimI (27%). Показано, что фермент TTHA1209 ацетилирует парваль-
бумин, т.е. проявляет специфическую Nα-ацетилтрансферазную активность.
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Заключение. Новый фермент TTHA1209 бактерии T. thermophilus на всех 
уровнях организации проявляет свойства, характерные для NAT, обладает 
специфической активностью, и может быть аннотирован в геноме как N-кон-
цевая ацетилтрансфераза. Полученные результаты создают предпосылки для 
дальнейшего исследования субстратной специфичности и биохимических 
свойств новой NAT TTHA1209, что откроет перспективы его использования 
в биотехнологии для ацетилирования белков и пептидов.

Ключевые слова: N-концевые ацетилтрансферазы; GNAT-токсин; микро-
цин С; антибиотикорезистентность; спермидин; серотонин
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Abstract
Background. In the last decade, bacterial N-acetyltransferases (ATs) have been 

intensively studied because they are involved in the biosynthesis/inactivation of 
antibiotics, form the “toxin-antitoxin” system and the acetylation status of proteins 
and peptides influences their virulence and pathogenicity. AT enzymes have a low 
percentage of amino acid sequence identity, which complicates their identification 
and annotation in genomes. In this regard, the aim of this work was the structural 
and functional analysis of a new “probable” acetyltransferase encoded by the open 
reading frame (ORF) TTHA1209 of the bacterium T. thermophilus.

Materials and methods. Structural analysis of the enzyme was carried out 
using bioinformatics methods. Genetic engineering methods were used to clone 
the TTHA1209 gene. Affinity chromatography was used to purify the protein. The 
protein activity was tested in an in vitro reaction of acetylation of the model protein 
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parvalbumin (PA). The incorporation of an acetyl group at the N-terminus of PA 
was evaluated by mass spectrometry.

Results. It was found that TTHA1209 share single GNAT domain in its structure 
and exhibits the alternation of secondary structure elements and three-dimension-
al folding characteristic of N-terminal At (NAT). The similarity of the structure of 
the TTHA1209 enzyme with orthologous proteins from E. coli was investigated. 
The highest percentage identity of TTHA1209 is observed with the RimI enzyme 
(27%). It has been shown that the TTHA1209 enzyme acetylates parvalbumin, i.e. 
has a specific Nα-acetyltransferase activity.

Conclusion. The new enzyme TTHA1209 from the bacterium T. thermophilus 
exhibits properties characteristic of NAT at all levels of organization, has a specif-
ic activity and can be annotated in the genome as an N-terminal acetyltransferase. 
The results obtained create the prerequisites for further investigation of the substrate 
specificity and biochemical properties of the new NAT TTHA1209, which will open 
up prospects for its use in biotechnology for the acetylation of proteins and peptides.

Keywords: N-terminal acetyltransferases; GNAT-toxin; microcin C; antibiotic 
resistance; spermidine; serotonin
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Введение
N-концевые ацетилтрансферазы (NAT) – внутриклеточные ферменты, 

которые катализируют перенос ацетильной группы от ацетил-коэнзима А 
на Nα-аминогруппу различных субстратов [10]. Nα-ацетилирование (Nα-
Ац) затрагивает до 28% протеома бактерий и архей. За последнюю декаду 
NAT бактерий стали объектами интенсивного изучения, ввиду их вовле-
ченности в различные клеточные процессы [12; 25; 32]. Ферменты NAT 
участвуют как в биосинтезе, так и инактивации антибиотиков [13; 15], 
N-ацетилирование полиаминов (спермин, кадаверин, путресцин) является 
начальной стадией их деградации [18], Nα-ацетилирование белков (в том 
числе факторов патогенности) и пептидов (в том числе антимикробных) 
оказывает влияние на их активность, структуру и функции [7; 8; 20; 22]. 
NAT бактерий рассматривают в качестве ферментов, вовлеченных в адап-
тацию бактерий к экстремальным условиям обитания [29]. Ферменты NAT 
E.coli находят применение в биотехнологии и лабораторной практике для 
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направленного Nα-ацетилирования рекомбинантных белков и пептидов 
[11; 17; 30].

Геномы бактерий содержат до 72 открытых рамок считывания (ОРС), 
предположительно кодирующих различные ацетилтрансферазы (АТ), одна-
ко функция большинства из них не подтверждена. Так, например, из 29 ОРС 
АТ бактерии E.coli функция восьми АТ не установлена [3]. Наиболее изу-
ченными на сегодняшний день NAT из E.coli являются RimJ, RimL и RimI.

Фермент RimJ E.coli участвует в ацетилировании белков преимуще-
ственно с Ser и Thr, реже с Ala на N-конце [1; 32]. Помимо ацетилирования 
белков RimJ участвует в сборке рибосомы, а также выступает в качестве 
транскрипционного регулятора pap-оперона в уропатогенных штаммах E. 
coli [1; 2; 31; 36; 37].

Для фермента RimL предпочтительнее белки с Ser N-конце, тогда как 
замена Ser на Ala приводит к снижению эффективности ацетилирования 
белка на 25-50% [21; 34]. Помимо ацетилирования белков, RimL E. coli 
участвует в ацетилировании микроцина С, что обеспечивает клеткам 
устойчивость к последнему [15].

RimI в E.coli специфично ацетилирует N-концевой Ala рибосомаль-
ного белка S18 [38], N-концевой Ser фактора элонгации Tu [29], серото-
нин и 5-метокситриптамин [19]. Работы последних лет показывают, что 
фермент RimI E. coli участвует в ацетилировании боковых лизинов, т.е. 
является лизин-ацетитрансферазой (KAT) (KAT) [6; 29; 33; 38]. Фермент 
RimI из M. tuberculosis проявляет широкую субстратную специфичность, 
схожую с эукариотическими NatA, NatC, and NatE [26]. Мутанты по rimI 
в M. smegmatis проявляют в 16 раз повышенную устойчивость к антибио-
тику изониазиду [25].

Ферменты NAT относятся к суперсемейству GNAT-ацетилтрансфераз 
(GNAT-АТ). GNAT-AT представляют собой белки, характеризующиеся 
низкой идентичностью аминокислотных последовательностей, но вы-
соко консервативной пространственной укладкой элементов вторичных 
структур (GNAT-fold). GNAT-укладка организована из 4 альфа-спиралей 
и 7 β-листов следующим образом β0-β1-α1-α2-β2-β3-β4-α3-β5-α4-β6. Ак-
тивный сайт ферментов имеет V-образную конфигурацию, образованную 
двумя параллельными складками β4-β5. За связывание ацетил-КоА отве-
чает консервативный мотив, называемый «P-петлей», который состоит из 
шести аминокислот, амиды которых образуют водородные связи с атома-
ми кислорода фосфата ацетил-КоА. Мотив имеет вид Q/R-X-X-G-X-G/A и 
локализован в петле между β4-складкой и α3-спиралью [35].
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GNAT-AT могут содержать только GNAT-домен (N-концевые АТ и ли-
зин-АТ); могут содержать более чем один GNAT-домен (аминогликозид-АТ) 
[5], а также ряд других доменов [9]. Архитектура GNAT-домена может не-
сколько меняться от фермента к ферменту, обеспечивая тем самым то ве-
ликое разнообразие субстратов, подвергающихся ацетилированию [4]. На 
сегодняшний день, однако, нет четкого понимания молекулярных основ суб-
стратной специфичности и возможности предсказания активности фермен-
та на основании его последовательности или структуры.

Ранее нами были разработаны критерии идентификации NАТ в гено-
мах, что позволило выявить в геноме бактерии T. thermophilus HB8 шесть 
«предполагаемых» NAT из 14 аннотированных «ацетилтрансфераз» [16]. 
Для одной из них, а именно продукта гена TTHA1209, решена кристалли-
ческая структура (https://doi.org/10.2210/pdb2CY2/pdb), на основании ко-
торой белок и был аннотирован как «probable acetyltransferases». Однако 
отсутствуют данные о возможной функциональной активности фермента 
и его дальнейшей классификации. 

Цель данного исследования заключалась в анализе структурной орга-
низации фермента TTHA1209 и подтверждении его Nα-ацетилтрансфе-
разной активности.

Материалы и методы
Штаммы бактерий, плазмиды и условия культивирования. В каче-

стве источника гена TTHA1209 использовали геномную ДНК бактерии 
T. thermophilus HB8 Всероссийской коллекции микроорганизмов (ВКМ 
В-1605). Т. thermophilus выращивали при 60°С 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% бакто-агаром в течение 16 часов. Геномную ДНК T. 
thermophilus HB8 (идентификатор генома GenBank: AP008226.1 https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AP008226.1) получали при помощи ком-
мерческого набора для выделения геномной ДНК (Евроген).

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 ка-
честве хозяев для генетических манипуляций с плазмидами и для сверхэкс-
прессии белка, соответственно. Штаммы E. coli выращивали при 37°С в среде 
LB с добавлением канамицина (25 мг/л) для селекции в течение 16 часов.
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Плазмиду pET-29 использовали для клонирования и экспрессии в E.coli 
BL21(DE3) ОРС TTHA1209 T. thermophilus.

Биоинформатический анализ TTHA1209. Анализ аминокислотной 
последовательности с целью определения параметров белка TTHA1209 
(изо-электрическая точка, молекулярный вес и прочее) проводили при по-
мощи программы ProtParam https://www.protparam.net/index.html. Множе-
ственное выравнивание аминокислотной последовательности TTHA1209 
с белками-ортологами из других микроорганизмов осуществляли при по-
мощи программы Clustal Omega (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

Клонирование гена TTHA1209. Ген TTHA1209 (идентификатор гена 
NCBI: 3169039) был амплифицирован из геномной ДНК T. thermophilus 
с помощью ПЦР с использованием праймеров 5-T AAGGGTAACATATG
GTGCGGATCCGTAGGGC-3 и 5- TTTATTCTCGAGCCACTTATGCCCC
CCTAGGTC-3 на приборе MJ Mini thermal cycler (Bio-Rad Laboratories, 
Inc.,США). Ген был клонирован под контроль промотора фага Т7 в вектор 
pET-29 между сайтами рестрикции NdeI и XhoI. Нуклеотидные последо-
вательности плазмид подтверждали рестрикционным анализом и автома-
тическим секвенированием ДНК вставок. Полученная плазмида pET-1209 
кодирует белок (предположительно ацетилтрансферазу), соответствую-
щую UniProt ID: Q5SJ05 (с заменой Ala76Thr, что соответствует штам-
мовой вариабельности) с дополнительной C-концевой аминокислотной 
последовательностью His-tag (LEHHHHHH).

Наработка в клетках E.coli и очистка рекомбинантного фермента 
TTHA1209. Клетки E. coli BL21(DE3) трансформировали плазмидой pET-
1209 при помощи метода электропорации с использованием 0.1 см кю-
вет BioRad (BioRad Laboratories, Inc., США) и электропоратора ПЭП-2006 
(ИБП РАН, Россия), и высевали на питательную среду LB с селективным 
антибиотиком канамицином 25 мкг/мл. Для наработки фермента в препа-
ративных количествах, клетки нарабатывали в объеме 1 Л среды 2YT с 
канамицином 25 мкг/мл. Когда культура достигала оптической плотности 
(ОД600нм) 0.8-1.0 ОЕ проводили индукцию синтеза белка путем добавления 
индуктора ИПТГ в концентрации 0.5 мМ, и далее растили при температу-
ре 37°С в течение 4 часов. Оптическую плотность культуры измеряли на 
приборе NanoPhotometer NP80 (IMPLEN, Германия). Биомассу осажда-
ли при помощи центрифугирования при 5 тыс. g в течение 15 минут при 
температуре 4°С на центрифуге Beckman Coulter Avanti J-26XP (Beckman 
Coulter, США) и хранили при -70°С или же сразу использовали для выде-
ления фермента.
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Для очистки фермента TTHA1209 использовали аффинную ме-
талл-хелатную хроматографию на Ni-NTA агарозе (QIAGEN) с ис-
пользованием хроматографической системы низкого давления AKTA 
(GE Healthcare, США). Для выделения использовали буферы следую-
щего состава: буфер А - 50 мМ натрий-фосфатный буфер рН=8.0, 300 
мМ NaCl, 10 мМ имидазол; буфер B - 50 мМ натрий-фосфатный буфер 
рН=8.0, 300 мМ NaCl, 20 мМ имидазол; С - 50 мМ натрий-фосфатный 
буфер рН=8.0, 300 мМ NaCl, 250 мМ имидазол. Биомассу клеток ресу-
спендировали в 40 мл буфера А, с добавлением ингибитора сериновых 
протеаз ПМСФ, ДНКазы и лизоцима. Клетки разрушали при помощи 
ультразвукового гомогенизатора Sonicator Q125 (Qsonica 125, США). 
Растворимую фракцию белков отделяли от клеточного дебриса при по-
мощи центрифугирования при 10 тыс. g в течение 1 часа. Супернатант 
наносили на колонку с сорбентом Ni-NTA (5 мл), промывали 5 объема-
ми буфера А, затем 5 объемами буфера В, белок элюировали буфером 
С. Анализ индукции и белковый состав хроматографических фракций 
анализировали при помощи электрофореза в 15% ПААГ в трис-глици-
новом буфере с использованием электрофоретического оборудования 
(Bio-Rad Laboratories, Inc., США). ПААГ сканировалои при помощи си-
стемы гель-документирования Pharos FX Plus (Bio-Rad Laboratories, Inc., 
США). Фракции, содержащие целевой белок, диализовали от имидазола 
против буфера 20 мМ Трис-НСl, 150 мМ NaCl, рН 8.5, 50% глицерин и 
хранили при -20°С. Концентрацию белка TTHA1209 измеряли спектро-
фотометрически с использованием аналитический спектрофотометра 
Cary 100 (Agilent Technologies, США). Концентрацию высчитывали с 
учетом молекулярной массы 20672 Да и молярного коэффициента экс-
тинкции белка 54480 M−1см−1, рассчитанных на основе аминокислотной 
последовательности согласно [24] и при помощи программы ProtParam 
https://www.protparam.net/index.html.

In vitro ацетилирование рекомбинантного альфа-парвальбумина крысы 
ферментом TTHA1209. Для проверки N-ацетилтрансферазной активности 
рекомбинантного фермента TTHA1209 проводили in vitro ацетилирова-
ние рекомбинантного альфа-парвальбумина крысы (ПА), наработанного 
в клетках E.coli и очищенного согласно методике опубликованной ранее 
[28]. Реакцию проводили в течение 16 часов при 37°С в 50 мкл реакцион-
ной смеси следующего состава: 5 мМ HEPES pH 8.1, 20-25 мкМ ПА, 2.5 
мкМ TTHA1209, 100 мкМ Ac-CoA, 1 мМ ЭДТА (для поддержания ПА в 
апо-форме). После реакции образцы подвергали диализу в дистиллирован-
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ной воде и оценивали уровень N-концевого ацетилирования при помощи 
метода масс-спектрометрии. В качестве отрицательного контроля исполь-
зовали ПА, не подвергавшийся реакции ацетилирования.

Анализ уровня ацетилирования ПА проводили на масс-спектроме-
трическом детекторе с электрораспылительной ионизацией (ESI-MS) 
Shimadzu Corporation, LCMS-2010EV (Shimadzu Co., Япония). Образцы 
0,1–0,5 мкМ ПА в смеси деионизированной воды и ацетонитрила (10 мМ 
муравьиной кислоты) в соотношении 40:60 (по объему) вводили непо-
средственно со скоростью 40 мкл/мин в масс-детектор LCMS-2010EV 
МС-спектры снимали в положительном режиме от 500 до 1500 м/з при 
скорости сканирования 125 а.е.м./с, напряжении детектора 1,5 кВ и рас-
ходе распыляющего азота 1,2 л/мин. Калибровку прибора проводили с 
использованием миоглобина сердца лошади (Sigma-Aldrich Co., США). 
Молекулярные массы белковых фракций анализировали при помощи про-
граммного обеспечения GPMAW 9.02 [27].

Результаты исследования и их обсуждение
По данным базы NCBI ген TTHA1209 аннотирован в геноме бактерии 

T. thermophilus как «probable acetyltransferase». В наших предыдущих ис-
следованиях мы предположили, что TTHA1209 кодирует фермент, который 
можно отнести к N-концевым ацетилтрансферазам (NAT), осуществляю-
щих перенос ацетильной группы на Nα-аминогруппу субстратов (Nα-а-
цетилирование).

NAT бактерий имеют размеры от 140 до 205 аминокислот, и их мо-
лекулярная масса значительно меньше эукариотических ортологов. NAT 
бактерий характеризуются наличием в своей структуре единственного 
GNAT-домена, присутствием Р-петли в области между β4 складкой и α3 
спиралью, а также наличием консервативного (для NAT бактерий) аспа-
рагин (Asn) в начале спирали α3. Так, например, наиболее изученные на 
сегодняшний день NAT RimI, RimJ и RimL бактерии E.coli состоят из 148 
а.о., 194 а.о. и 174 а.о., соответственно [14; 38]. Анализ аминокислотной 
последовательности TTHA1209 и множественное выравнивание с NAT 
из E.coli показал, что 175 а.о. фермент TTHA1209 проявляет 27 %, 13 % 
и 16 % идентичности с ферментами RimI, RimJ и RimL, соответственно 
(Рис.1). Наибольший процент идентичности (27 %) TTHA1209 наблюда-
ется с ферментом RimI, что считается достаточно высокой для ферментов 
данного типа. Идентичность самих RimI, RimJ и RimL составляет от 19 
до 23 % [23].
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Рис. 1. Множественное выравнивание аминокислотных                      
последовательностей TTHA1209 и ферментов-ортологов (RimI, RimJ и RimL)          

из E.coli. Слева от названия белка указаны их номера базы данных Uniprot. 
Анализ предсказывает наличие консенсусной последовательности (отмечена 
желтым и подчеркнута) и консервативного аспарагина (N, отмечен зеленым), 

отвечающих за связывание ацетил-КоА.

Выравнивание аминокислотных последовательностей показывает, что 
TTHA1209, как и NAT E.coli, содержит консервативный аспарагин (отме-
чен зеленым) и высоко консервативную область Р-петли (отмечена жел-
тым и подчеркнута). Последовательность Р-петли TTHA1209 проявляет 
наибольший процент идентичности с ферментом RimI E.coli, и имеет об-
щий консенсус «Q-R-X-G-L-G». Кроме того, выравнивание последователь-
ностей позволило нам идентифицировать ряд консервативных остатков 
(отмечены звездочкой и двумя точками на Рис. 1), функция которых не 
известна и ее предстоит установить.

Ферменты NAT имеют низкий процент идентичности на уровне ами-
нокислотных последовательностей, но высокое сходство в топологии эле-
ментов вторичных структур и третичной укладки. В базе данных RCSB 
PDB депонирована кристаллическая структура TTHA1209 T. thermophilus 
(PDB: 2СY2), анализ которой позволяет отнести данный фермент к 
GNAT-ацетилтрансферазам (рис. 2A).

Фермент имеет V-образный активный центр, образованный парал-
лельными β4-β5 складками. В области между β4 складкой и α3 спира-
лью располагается Р-петля (последовательность Q-R-K-G-L-G), а в начале 
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спирали α3 располагается консервативный (для NAT бактерий) аспара-
гин (Asn). В совокупности все это позволяет отнести TTHA1209 к NАТ. 
С использованием кристаллической структуры TTHA1209 (PDB: 2СY2) 
и сервера PDBsum мы провели анализ топологии элементов вторичных 
структур. Анализ показал, что топология TTHA1209 имеет вид β1-α1-α2-
β2-β3-β4-α3-β5-α4-β6-β7 (Рис. 2Б), характерный для NAT, однако область 
спиралей α1-α2 у TTHA1209 несколько длинней, чем у ортологов E.coli. 
К сожалению, в настоящее время в литературе отсутствуют критерии для 
предсказания специфичности NAT на основе молекулярных структур, по-
этому оценить роль этой дополнительной вставки в ферменте TTHA1209 
пока сложно.

Рис. 2. A - ленточная диаграмма третичной структуры фермента TTHA1209 
(PDB: 2СY2). Отмечены основные элементы вторичных структур: фиолетовым 

отмечен V-образный активный центр, образованный параллельными                          
β4-β5 складками; область Р-петли и аспарагина (Asn) отмечены стрелками;                                                                                                                                       

Б – топология элементов вторичных структур фермента TTHA1209, 
рассчитанная на основе 3D кристаллической структуры PDB: 2СY2 при 

помощи сервера https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/. Красными 
цилиндрами отмечены позиции α-спиралей, розовыми стрелками отмечены 
β-складки. Желтые квадраты с символами N и С указывают на N- и С- конец 

белка, соответственно. Звездочкой отмечено положение P – петли.
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В целом, фермент TTHA1209 проявляет структурные особенности, ха-
рактерные для NAT, однако схожую укладку имеют также ферменты поли-
амин-ацетилтрансферазы (PAT), лизин-ацетилтрансферазы (KAT) и др. АТ, 
имеющие в своей структуре единичный GNAT-домен. Учитывая широкий 
спектр ацетилируемых субстратов NAT, их низкий процент идентичности 
и отсутствие четких критериев для предсказания их субстратной специфич-
ности, актуальным представляется экспериментальная проверка активности 
TTHA1209. Для проверки активности TTHA1209 как предполагаемой NAT, 
ее ген был клонирован, а рекомбинантный фермент наработан в E.coli.

Рис. 3. Экспрессия и очистка рекомбинантного фермента TTHA1209: А - 
Cхема плазмидной конструкции pET-1209, показывающая область TTHA1209 

(серая стрелка), промотор РНК-полимеразы Т7 (темно-серый треугольник)                             
и другие области (серые стрелки), включая ColE1 ориджин репликации (Ori), 
ген репрессора LacI (LacI) и ген устойчивости к канамицину (Km). Стрелки 
указывают направление транскрипции. Показаны сайты рестрикции NdeI/
XhoI, использованные для клонирования гена TTHA1209; Б - Экспрессия                       

в штамме E. coli BL21(DE3) и очистка TTHA1209, отслеживаемая при помощи 
электрофореза в 15% ПААГ в денатурирующих условиях (окраска Кумасси 

бриллиантовым синим R-250). Дорожка 1 - растворимый экстракт клеток после 
4 часов индукции; 2- осадок клеточного дебриса после разрушения биомассы 

клеток; 3 – растворимая фракция белков перед хромтографией; 4 – проскок через 
Ni-NTA; 5 – промывка буфером B; 6-7 – фракции элюции, содержащие белок 

TTHA1209; М - маркеры молекулярной массы в кДа.

Выделение и очистка предполагаемой N-ацетилтрансферазы 
TTHA1209. Рекомбинантный фермент TTHA1209 был наработан в клет-
ках E.coli BL21(DE3), содержащих плазмиду pET-1209 (Рис. 3А), в виде 
растворимого белка, слитого с шестью остатками гистидина на С-конце 
белка, и очищен при помощи аффинной металл-хелатной хроматографии. 
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Этапы очистки представлены на рисунке 3Б). Как видно из рисунка нара-
батываемый белок имеет чистоту свыше 95%, а его электрофоретическая 
подвижность соответствует расчетной массе ~ 20 кДа. Выход фермента 
составляет примерно 30 мг с 1 Л культуры.

Проверка N-ацетилтрансферазной активности TTHA1209. Ранее 
нами было показано, что рекомбинантный парвальбумин крысы (ПА) 
является удобным модельным объектом для тестирования у ферментов 
ацетилтрансферазной активности и была исследована активность NAT из 
E.coli [17]. По данным базы UniProt, для ПА, как и многих белков эукариот, 
характерно наличие такой пост-трансляционной модификации как N-кон-
цевое (Nα-) ацетилирование (https://www.uniprot.org/uniprotkb/P02625/
entry#ptm_processing). Для проверки ацетилтрансферазной активности 
фермента TTHA1209 мы использовали апо-форму ПА, поскольку она не 
обладает жесткой третичной структурой, что способствуетацетилирова-
нию. Поскольку в настоящее время отсутствуют данные о термостабиль-
ности и оптимуме работы фермента TTHA1209, то реакцию проводили 
при температуре 37 ºС. В результате масс-спектрометрического анализа 
образцов было установлено, что 10 % препарата ПА имеет массу 11924 
Да, что соответствует фракции белка с N-концевым инициаторным мети-
онином (iMet). Видимо, при наработке белка в клетках E.coli метионин 
аминопептидаза не полностью удалила инициаторный метионин (iMet). 
24% препарата имеет массу 11793, что соответствует ПА без iMet, и допол-
нительных модификаций. По сравнению с контрольным образцом ПА (не 
обработанного ферментом), 45% препарата имеет массу 11834 Да (+41 Да), 
что соответствует ПА с одной ацетильной группой. Что свидетельствует 
о наличии у фермента TTHA1209 Nα- ацетилтрансферазной активности. 
Хочется отметить, что 5 % препарата имеет массу 11875 Да (+82 Да), что 
может соответствовать ПА с двумя ацетильными группами. Возможно, 
фермент TTHA1209, как RimI из E.coli, обладает Nɛ-ацетилтрансфераз-
ной активностью и является лизин ацетилтрансферазой (KAT). В настоя-
щее время в литературе отсутствуют данные об ацетилировании лизинов 
ПА. Для проверки KAT активности фермента требуются дополнительные 
исследования.

Заключение
Исследование субстратной специфичности АТ является ключевым эта-

пом их классификации. В настоящей работе впервые продемонстрирована 
характерная для NAT специфическая активность у фермента TTHA1209, 
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который до выполнения данного исследования был аннотирован в гено-
ме T. thermophilus как «probable acetyltransferase». Нами была клониро-
вана ОРС и разработана методика очистки рекомбинантного фермента. 
Результаты анализа реакции in vitro ацетилирования ПА, полученные при 
помощи метода масс-спектрометрии, свидетельствуют о наличии у фер-
мента TTHA1209 Nα- ацетилтрансферазной активности. Вопрос в отноше-
нии наличия у фермента TTHA1209 KAT активности остается открытыми 
и требует дальнейшего изучения. Полученные данные расширяют наши 
представления о структурных особенностях NAT бактерий, их субстрат-
ной специфичности, и вносят вклад в понимание механизмов функцио-
нирования NAT и молекулярных основ их субстратной специфичности. 
Полученные результаты создают предпосылки для дальнейшего исследо-
вания субстратной специфичности и биохимических свойств новой NAT 
TTHA1209 бактерии Thermus thermophilus, что откроет перспективы его 
использования в биотехнологии для ацетилирования белков и пептидов.
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