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N-концевые ацетилтрансферазы (NAT) бактерий ацетилируют α-аминогруппу в аминокислотах 
и белках, участвуют в биосинтезе лантибиотиков и инактивации ряда антибиотиков. NAT находят 
применение в биотехнологии для направленного ацетилирования рекомбинантных белков и пепти-
дов. В этой связи актуален поиск NAT, отличающихся по субстратной специфичности, а также спо-
собных функционировать в реакции при высоких температурах, широком диапазоне рН и др. Мы 
разработали специфические характеристики и алгоритм поиска для идентификации N-концевых 
ацетилтрансфераз на примере термофильной бактерии Thermus thermophilus. Из 14 аннотированных 
в геноме АТ мы отобрали шесть «предполагаемых» NAT. Часть генов, кодирующих отобранные NAT, 
были успешно клонированы, наработаны и очищены из клеток E. coli. Была подтверждена специфи-
ческая ферментативная активность ряда ферментов.
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N-terminal acetyltransferases (NATs) of bacteria acetylate the alpha-amino group in amino acids and pro-
teins, participate in the biosynthesis of lantibiotics, and inactivate a number of antibiotics. NATs are used 
in biotechnology for targeted acetylation of recombinant proteins and peptides. In this regard, the search 
for NATs that differ in terms of substrate specificity and are also capable of functioning in the reaction at 
elevated temperatures, a wide pH range, etc., seems relevant. In this work, we develop specific charac-
teristics and a search algorithm for the identification of N-terminal acetyltransferases using the Thermus 
thermophilus thermophilic bacterium as an example. Out of 14 Abs annotated in the genome, we selected 
six «putative» NATs. Some of the genes encoding the selected NATs were successfully cloned, generated, 
and purified from E. coli cells. The specific enzymatic activity of a number of enzymes was confirmed.
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Ацетилирование играет важную регуля-
торную роль в поддержании метаболиз-
ма бактерий. N-aцетилтрансферазы (АТ) 
многочисленного (свыше 10 тыс. предста-
вителей) GNAT-суперсемейства бактерий 
ацетилируют широкий круг субстратов: 
аминокислоты, витамины, антибиотики, 
полиамины, тРНК, белки, пептиды, струк-
турные компоненты клеточных стенок 
и др. [1]. Среди АТ особый интерес пред-
ставляют N-концевые АТ (NAT). NAT из-
бирательно ацетилируют α-аминогруппу 
в аминокислотах и белках, участвуют 
в синтезе/инактивации ряда антибиотиков 
[3, 7, 8]. NAT находят применение в био-
технологии для направленного ацетилиро-
вания рекомбинантных белков и пептидов 
[2, 4], а также рассматриваются в качестве 
мишеней для решения проблемы антибио-
тикорезистентности бактерий [5, 9]. АТ 
обладают низким процентом идентично-
сти аминокислотных последовательностей, 
но высоким сродством третичных структур. 
В связи с этим классификация ферментов 
осуществляется в основном на основании 
предполагаемой укладки элементов вторич-
ных структур (GNAT-фолд). Геномы бакте-
рий содержат от 26 до 72 открытых рамок 

считывания (ОРС) N-ацетилтрансфераз. 
Среди них на основании лишь аминокис-
лотной последовательности сложно опреде-
лить, является ли интересующий нас белок 
N-концевой АТ, полиамин-АТ или лизин-
АТ. В этой связи актуальна разработка спе-
цифических характеристик и алгоритма по-
иска ферментов для каждой подгруппы АТ.

Целью данной работы является иден-
тификация новых NAT и подтверждение 
их функциональной активности. В каче-
стве модельного организма была выбра-
на гипертермофильная бактерия Thermus 
thermophilus. С использованием методов 
биоинформатики проведен анализ генома  
T. thermophilus HB8 и отобраны 14 анно-
тированных ацетилтрансфераз. Проведено 
множественное выравнивание аминокис-
лотных последовательностей отобранных 
АТ с известными белками-ортологами 
из бактерий E. coli и Salmonella spp. При по-
мощи сервера BLAST (https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi) аминокислотные после-
довательности АТ исследованы на наличие 
в них консервативного аминокислотного 
мотива «(Q/R)-X-X-G-X-(G/A))», ответст-
венного за связывание ацетил-кофермен-
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та А. При помощи программы PSIPRED 
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) и JPRED4 
(http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/) 
проведено предсказание элементов вторич-
ных структур на основе последовательно-
сти аминокислот каждой из АТ. Проведен 
анализ предсказанных структур NАТ 
на их соответствие специфическому чере-
дованию элементов вторичных структур 
«GNAT-fold».

В результате биоинформатического ана-
лиза нами были отобраны шесть предпола-
гаемых NAT. Мы установили, что предпо-
лагаемые NAT имеют длину от 150 до 200 
аминокислот, содержат вырожденный кон-
сенсус «(Q/R)-X-X-G-X-(G/A))» и кон-
сервативный «GNAT-fold». С целью под-
тверждения функциональной активности 
предполагаемых NАТ гены, кодирующие 
эти ферменты (TTHA_0176, TTHA_0282, 
TTHA_0790, TTHA_1209 и TTHA_1799), 
были клонированы в экспрессионные век-
тора. В настоящее время проведена нара-
ботка и очистка двух рекомбинантных NАТ 
(TTHA_1799 и TTHA_1209) в клетках  
E. coli. Для подтверждения N-концевой 
ацетилтрансферазной активности про-
водили реакцию ацетилирования in vitro, 
где в качестве донора ацетильной группы 
выступал ацетил-кофермент А, в качестве 
акцептора — рекомбинантный парвальбу-
мин крысы. Методом масс-спектрометрии 

установлено, что ферменты TTHA_1209 
и TTHA_1799 ацетилируют парвальбумин 
с эффективностью 20 и 80% соответствен-
но. Ацетилирование N-концевой альфа-
аминогруппы (а не ε-аминогрупп лизина) 
подтверждали при помощи реакции с флю-
оресцентным реактивом NBD-Cl, кото-
рый избирательно реагирует со свободной 
α-аминогруппой. Биоинформатический 
анализ фермента TTHA_1209 позволил 
отнести его к группе ферментов, ацети-
лирующих α-аминогруппы метионина 
и его производных метионин сульфокси-
мина (MSX) и метионин сульфона (MSO) 
[6]. Активность TTHA_1209 в отношении 
MSX подтверждали в реакции с DTNB, 
который взаимодействует со свободными 
сульфгидрильными группами кофермента 
А, образующимися после ферментативно-
го отщепления ацетильной группы ацетил-
трансферазой и переноса ее на MSX.

Таким образом, нами сформулированы 
параметры, характерные для N-концевых 
АТ. Разработан алгоритм поиска, позволя-
ющий идентифицировать N-концевые АТ. 
Подтверждена специфическая функцио-
нальная активность идентифицированных 
N-концевых АТ. Результаты исследования 
важны для систематики и классификации фер-
ментов суперсемейства GNAT-ацетилтранс-
фераз, а также для понимания молекулярных 
основ их субстратной специфичности.
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