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N-концевые ацетилтрансферазы (NAT) бактерий участвуют в биосинтезе/деградации антибиотиков. 
Фермент RimL из E. coli обеспечивает ей резистентность к антибиотику микроцину С. На сегод-
няшний день хорошо изучены NAT патогенных бактерий, однако отсутствуют данные о NAT тер-
мофильных бактерий. Целью работы является исследование физико-химических свойств и специ-
фичности новой NAT — RimL из Thermus thermophilus. Нами клонирована ОРС RimL (TTHA1799) 
и разработана методика очистки фермента. Методом собственной флуоресценции белка исследо-
вана стабильность RimL к pH, высоким температурам и денатурирующим агентам. Нами получен 
термофильный фермент, который может применяться в биотехнологии для ацетилирования белков 
и пептидов в нестандартных условиях.
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Bacterial N-terminal acetyltransferases (NATs) are involved in the biosynthesis/degradation of antibiotics. 
The RimL enzyme from E. coli provides it with resistance to the antibiotic microcin C. To date, the NATs 
of pathogenic bacteria have been well studied, but there is no data on the NATs of thermophilic bacteria. 
The purpose of the work is to study the physicochemical properties and specificity of a new NAT — RimL 
from Thermus thermophilus. We cloned the RimL ORF (TTHA1799) and developed a method for purifying 
the enzyme. The stability of RimL to pH, high temperatures and denaturing agents was studied using the 
protein intrinsic fluorescence method. We have obtained a thermophilic enzyme that can be used in biotech-
nology for the acetylation of proteins and peptides under non-standard conditions.
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Введение
N-aцетилтрансферазы (NАТ) являются 

представителями многочисленного GNAT-
суперсемейства ацетилтрансфераз (GNAT-
AT) [1]. Ряд NAТ участвуют как в биосин-
тезе, так и в инактивации антибиотиков [4, 
6], формируют систему «токсин —антиток-
син» типа II и рассматриваются в качестве 
мишеней для решения проблемы множест-
венной антибиотикорезистентности бакте-
рий [3, 7]. Резистентность к антибиотикам 
проявляет фермент RimL, который придаёт 
бактерии E. coli устойчивость к микроци-
ну С и альбомицину [6]. Ортологи RimL 
из разных бактерий ацетилируют рибо-
сомальный белок L12, который содержит 
N-концевой Ser или Ala [8]. NAT находят 
применение в практике направленного 
ацетилирования белков и пептидов [2, 5]. 
На сегодняшний день накоплены данные 
о ферментах патогенных бактерий, однако 
неизученными остаются ферменты термо-
фильных бактерий, которые могут обладать 
преимуществами использования в биотех-
нологии перед своими мезофильными ана-
логами. 

Цель работы — исследование физи-
ко-химических свойств и субстратной 
специфичности RimL из T. thermophilus  
(TTh-RimL).

Материалы и методы
Ген TTHA1799, кодирующий RimL 

(UniProt ID: Q5SHD1) бактерии Thermus 
thermophilus, клонировали в вектор pET-
29 под контроль гибридного промотора 
Т7/lac. Рекомбинантный фермент RimL 
(TTh-RimL) нарабатывали в клетках E. coli 
BL21(DE3) и очищали при помощи аффин-
ной хроматографии на Ni-NTA.

Изучение физико-химических свойств 
проводилось методом собственной флуо-
ресценции белка. Спектры флуоресценции 
измеряли при 25°C на спектрофлуориметре 
Cary Eclipse при λвозб=280 нм. Для опреде-
ления стабильности TTh-RimL (1,4 мкМ) 
при различных рН его инкубировали в те-
чение 5 мин при 25°C в буфере следующе-
го состава: 6 мкM MES 6.5, 6 мкМ HEPES, 
6 мкМ H3BO4, 6 мкМ глицин, 6 мкМ ацетат 
натрия, доведённом до рН от 3 до 12 с шагом 
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0,5. Для изучения устойчивости TTh-RimL 
к денатурирующим агентам проводили его 
разворачивание в гуанидин гидрохлориде 
(GdHCl) в градиенте концентрации от 0 
до 6 М с шагом 0,5 М при 25°C в реакци-
онной смеси: 50 мM MES 6.5, 150 мM NaCl, 
0,66 мкМ RimL. Термостабильность TTh-
RimL измеряли в градиенте температур 
от 20 до 98°C с шагом 2°C в реакционной 
смеси: 50 мM Na2HPO4 рН=8,1, 150 мМ 
NaCl, 1 мкМ TTh-RimL.

Методом ацетилирования in vitro пеп-
тидов с разными остатками на N-конце 
определяли субстратную специфичность 
TTh-RimL. Ацетилирование проводили 
в 50 мкл смеси: 50 мМ MES 6.5, 1 мкМ TTh-
RimL, 100 мкМ АцКоА, 100 мкМ пептиды 
с N-концевыми Ala, Ser, Gly, инкубировали 
1 ч при 60°C. Проверку уровня ацетилиро-
вания проводили при помощи реакции ал-
дритиола с сульфгидрильной группой КоА, 
отслеживаемой по поглощению при длине 
волны 324 нм (λ324). Измерение поглоще-
ния проводилось на BioTek Rider при 25°C, 
в течение 10 мин с интервалом 1 мин.

Результаты и их обсуждение
Ген TTHA1799 (UniProt ID: Q5SHD1) бак-

терии Thermus thermophilus (ВКМ В-1605) 
клонирован в вектор pET-29. Разработана 
методика очистки фермента TTh-RimL, 
которая позволяет получать TTh-RimL 
до 50 мг/л культуры.

Методом собственной флуоресценции 
белка показано, что TTh-RimL не прояв-
ляет заметных pH-индуцируемых конфор-
мационных переходов белка в диапазоне 
pH от 4 до 12 (данные не представлены). 
Увеличение интенсивности флуоресцен-
ции (рис., А) свидетельствует о разворачи-
вании молекул белка под действием GdHCl. 
Середина перехода TTh-RimL из нативно-
го в денатурированное состояние, оценён-
ная с использованием сигмоидальной 
функции, составляет 2,2 М GdHCl. График 
изменения интенсивности собственной 
флуоресценции на 304 нм при нагрева-
нии фермента (рис., Б) свидетельствует, 
что TTh-RimL является термостабильным 
(до 84°С) ферментом с серединой теплово-
го перехода 88°C.

Рис. Параметры флуоресценции: А — изменение интенсивности собственной флуоресценции TTh-RimL 
на 376 нм от концентрации GdHCl; Б — изменение интенсивности собственной флуоресценции на 304 нм 
при повышении температуры.
Fig. Fluorescence parameters: A — change in the intrinsic fluorescence intensity of TTh-RimL at 376 nm from the 
GdHCl concentration; Б — change in the intensity of intrinsic fluorescence by 304 nm with increasing temperature.
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В реакции ацетилирования пептидов по-
казано, что фермент TTh-RimL проявляет 
специфическую функциональную актив-
ность, т. е. является NАТ. Специфичность 
TTh-RimL в отношении пептидов снижает-
ся в ряду Ser → Gly → Ala.

Таким образом, нами получен термоста-
бильный фермент, который может приме-
няться в биотехнологии для ацетилирова-
ния белков и пептидов, предпочтительно 
с серином на N-конце, в широком диапазоне 
температур и в присутствии до 1,5 М GdHCl.
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