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Определены оптимальные условия метилирования ДНК ферментом M3.BstF5I из Bacillus stearothermophilus
и установлены кинетические параметры реакции модификации ДНК фага λ и ряда олигонуклеотидных
субстратов. Сравнение кинетических параметров M1.BstF5I и M3.BstF5I показало, что при близких темпе#
ратурных оптимумах и сродстве к ДНК M3.BstF5I в оптимальных условиях имеет примерно в 4 раза мень#
шее число оборотов (0,24 мин–1) и модифицирует полуметилированный сайт узнавания менее эффективно,
чем неметилированный. В отличие от трех других метилаз системы рестрикции–модификации BstF5I фер#
мент M3.BstF5I способен дополнительно модифицировать неканоническую последовательность ДНК
5'#GGATC#3' со скоростью, которая более чем на порядок меньше скорости метилирования канонического
сайта узнавания ДНК 5'#GGATG#3'. 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ДНК#метилтрансфераза, ферментативная кинетика, сайтспецифичность.

Сайтспецифичные ДНК#метилтрансферазы
(метилазы, М) катализируют перенос метиль#
ной группы от S#аденозил#L#метионина (SAM)
на аминогруппу аденина или цитозина или же
на C5#атом цитозина. Большинство известных в
настоящее время ДНК#метилаз прокариотичес#
ких организмов входит в состав так называемых
систем рестрикции–модификации (РМ#сис#
тем). Входящие в РМ#системы рестриктазы спо#
собны гидролизовать ДНК, предотвращая та#
ким образом репликацию чужеродной ДНК в
бактериальной клетке. ДНК#Метилазы, моди#
фицируя тот же сайт узнавания, что и рестрик#
тазы, защищают хозяйскую ДНК от гидролиза. 

Уникальная РМ#система BstF5I из Bacillus
stearothermophilus F5 включает в себя четыре
сайтспецифичные ДНК#метилтрансферазы.
Ферменты M1.BstF5I и M3.BstF5I модифицируют
аденин в последовательности ДНК 5'#GGATG#3',

а M2.BstF5I и M4.BstF5I – в последовательности
5'#CATCC#3' в комплементарной цепи ДНК. Ра#
нее нами были изучены cвойства ДНК#метил#
трансфераз M2.BstF5I и M4.BstF5I [1], некоторые
свойства ДНК#метилтрансферазы M1.BstF5I
[2], а также было описано клонирование гена
M3.BstF5I и определение модифицируемого
этим ферментом основания [3]. ДНК#Метил#
трансферазы участвуют в регуляции транскрип#
ции генов, репликации, репарации [4], а также
важны для патогенности [5]. 

Наиболее изученными являются РМ#систе#
мы второго типа, которые объединяются рядом
общих признаков: для проявления фермента#
тивной активности эндонуклеаз рестрикции из
кофакторов необходимы только Mg2+, а место
гидролиза находится внутри или вблизи сайта
узнавания [6]. В большинстве известных РМ#
систем узнается палиндромная последователь#
ность ДНК. В этом случае для защиты хозяй#
ской ДНК достаточно одной ДНК#метилтранс#
феразы, модифицирующей обе цепи участка
узнавания с использованием SAM в качестве до#
нора метильной группы. В данной большой
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группе РМ#систем выделяется подгруппа IIS, в
которой сайтом узнавания является непалинд#
ромная последовательность ДНК. В этом случае
для защиты бактериальной ДНК требуются две
метилтрансферазы, одна из которых узнает
верхнюю цепь, а другая – нижнюю [6]. В неко#
торых случаях возможно также метилирование
обеих цепей непалиндромной последователь#
ности одним белком, что объясняется наличием
в белковой последовательности двух отдельных
доменов, каждый из которых ответствен за узна#
вание своей цепи, как, например, в случае мети#
лазы FokI, у которой N# и С#концевые домены
метилируют разные цепи [7–9]. Существуют
также промежуточные РМ#системы с вырож#
денным симметричным сайтом узнавания мети#
лазы (например, 5'#GASTC#3') и непалиндром#
ной последовательностью узнавания рестрикта#
зы (5'#GAGTC#3'), являющейся одним из вари#
антов сайта узнавания метилазы [10]. 

Ранее нами выявлены в РМ#системе BstF5I
две пары метилаз с одинаковой субстратной
специфичностью [1–3, 11]. Эндонуклеаза рест#
рикции BstF5I узнает непалиндромную после#
довательность ДНК 5'#GGATG#3'. M1.BstF5I и
M3.BstF5I узнают и метилируют аденин в верх#
ней цепи этой последовательности узнавания, а
M2.BstF5I и M4.BstF5I модифицируют аденин в
нижней цепи [12]. 

Цель данной работы – изучение субстратной
специфичности, биохимических и кинетичес#
ких свойств M3.BstF5I в сравнении со свойства#
ми метилазы M1.BstF5I [3] и N#концевого доме#
на метилазы FokI [9], имеющих одинаковые
сайты узнавания. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Реактивы. В настоящей работе были исполь#
зованы бактериальные штаммы B. stearothermophilus
F5 из коллекции микроорганизмов НПО «Сиб#
энзим» (Россия), штамм Escherichia coli RRI, а
также следующие реактивы и компоненты пита#
тельных сред: Tris («Promega», США), акрила#
мид, бис#акриламид, KH2PO4, NaHCO3, ампи#
циллин («Хеликон», Россия), ЭДТА («Fluka
AG», Швейцария), агароза («Hybaid#AGS», Гер#
мания), дитиотреитол (ДТТ), Triton Х#100 (ICN,
США), лизоцим («Serva», Германия), SAM
(«New England Biolabs», США), [3H#CH3]SAM
(«Amersham», Англия), дифенилметилсульфо#
нилфторид (PSMF) («Sigma», США), фосфоцел#
люлоза P11 («Whatman», Англия), гидроксила#
патит, гепаринсефароза («BioRad», США), се#
факрил S#200, триптон, дрожжевой экстракт
(«Organotechnie», Франция), ферменты и препа#

раты ДНК (НПО «Сибэнзим»), маркер молеку#
лярных масс белков: БСА (66,2 кДа), овальбу#
мин (45 кДа), карбоновая ангидраза (31 кДа),
ингибитор трипсина (21,5 кДа) («Хеликон»).
Остальные реагенты были отечественного про#
изводства квалификации х.ч.

Выращивание биомассы M3.BstF5I. Получе#
ние рекомбинантной плазмиды pJW#MF5#3 пу#
тем клонирования гена ДНК#метилтрансфера#
зы M3.BstF5I в экспрессионный вектор pJW
описано нами ранее [3]. Клетки E. coli RRI
трансформировали плазмидой pJW#MF5#3. От#
дельную колонию засевали во флакон со 100 мл
жидкой питательной среды LB, содержащей
триптон (10 г/л), дрожжевой экстракт (5 г/л),
NaCl (5 г/л), pH 7,0–7,3, и ампициллин в концен#
трации 100 мкг/мл. Культуру подращивали при
перемешивании среды на качалке при 30° и 150
об/мин в течение ночи. Затем выросшей культу#
рой инокулировали 0,5#л колбы с 200 мл свежей
среды LB с ампициллином, клетки растили при
перемешивании на качалке при 30° и 180 об/мин
до поглощения A550 = 0,8–0,9. После этого про#
водили термоиндукцию при 42° в течение 4 ч.
Клетки собирали центрифугированием на цент#
рифуге J2#21 («Beckman», США) при 3000 об/мин
и 4°. Биомассу хранили при –20°.

Выделение фермента M3.BstF5I. Все проце#
дуры по выделению фермента осуществляли
при 4°. В процессе выделения при 25° использо#
вали: буфер А, содержавший 10 мМ Tris#HCl
(pH 7,5), 10 мМ β#меркаптоэтанол, 7 мМ ЭДТА,
5%#ный глицерин; буфер Р, содержавший 10 мМ
КН2РО4 (pH 7,3), 10 мМ β#меркаптоэтанол, 7 мМ
ЭДТА, 5%#ный глицерин, 0,2 М NaCl; буфер С,
содержавший 10 мМ Tris#HCl (pH 7,5), 10 мМ
β#меркаптоэтанол, 7 мМ ЭДТА, 0,1 М NaCl,
50%#ный глицерин. 

Биомассу клеток E. coli (9,5 г), содержавших
M3.BstF5I, суспендировали в 40 мл буфера А с
лизоцимом (0,4 мг/мл) на магнитной мешалке в
течение 30 мин. Суспензию обрабатывали ульт#
развуком на дезинтеграторе Sonyprep 150 (MSE,
Англия) по 40 с 8 раз с интервалами по 1 мин для
охлаждения. В процессе разрушения клеток до#
бавляли Triton X#100 до 0,1%#ной концентра#
ции. Клеточные остатки удаляли центрифуги#
рованием при 15 000 об/мин в течение 30 мин на
центрифуге J2#21. В супернатант добавляли ин#
гибитор протеиназ PMSF до концентрации 1 мкМ
и 200 мМ NaCl. Хроматографическую очистку
проводили с использованием фосфоцеллюлозы
P11, гидроксилапатита (ГАП), гепарин#сефарозы,
сефакрила S#200. Грубый экстракт наносили на
колонку с фосфоцеллюлозой (1,6 × 20 см, объем
20 мл), предварительно уравновешенной буфе#
ром А с 0,2 М NaCl. Промывали двумя объема#

БИОХИМИЯ  том  75  вып.  1  2010

79



ЧЕРНУХИН  и  др.

ми этого же буфера. Элюцию проводили 200 мл
линейного градиента NaCl от 0,2 до 0,9 М в бу#
фере А, и собирали 50 фракций по 4 мл. Фрак#
ции, содержавшие пик активности M3.BstF5I,
объединяли и наносили на колонку с ГАП объе#
мом 4 мл, предварительно уравновешенным бу#
фером P, и промывали двумя объемами буфера P.
Сорбированный материал элюировали 120 мл
линейного градиента фосфата калия от 0,01 до
0,25 М в буфере P. Собирали 40 фракций по 3 мл.
Фракции, содержавшие целевую активность,
разбавляли в 3 раза буфером А и наносили на ко#
лонку с гепарин#сефарозой объемом 4 мл, пред#
варительно уравновешенной буфером А. Про#
мывали двумя объемами буфера А с 0,1 М NaCl.
Фермент элюировали 100 мл линейного гради#
ента NaCl от 0,1 до 0,8 М в буфере А. Собирали
40 фракций по 2 мл. Фракции, содержавшие
M3.BstF5I, осаждали 75%#ным сульфатом ам#
мония.

Осадок центрифугировали при 12 000 об/мин
на центрифуге J2#21 в течение 30 мин, растворяли
в 4 мл буфера А, наносили на колонку со 120 мл
сефакрила S#200 (2,0 × 80 см). Гель#фильтрацию
проводили 120 мл буфера А с 0,1%#ным Triton X#100
и 0,3 М NaCl со скоростью 20 мл/ч. Целевые фрак#
ции разбавляли в 2 раза буфером А, содержав#
шим 0,05% дезоксихолата натрия, и проводили ре#
хроматографию на ГАП. Фракции, содержавшие
активный фермент M3.BstF5I, объединяли и кон#
центрировали против буфера C в течение 16 ч. По#
лученный препарат M3.BstF5I хранили при –20°.

Препарат фермента M1.BstF5I с концентра#
цией белка 100 мкМ выделяли так же, как опи#
сано ранее [2].

Тестирование активности M3.BstF5I во фрак�
циях. Активность M3.BstF5I в хроматографичес#
ком профиле определяли по защите ДНК фага λ
от гидролиза эндонуклеазой рестрикции BstF5I.
Для этого из фракций отбирали аликвоты по 2
мкл, разбавляли в 5 раз SE#буфером Y (33 мМ
Tris#ацетат, pH 7,9, 10 мМ ацетат магния, 66 мМ
ацетат калия, 1 мМ ДТТ) и 2 мкл разбавленного
раствора добавляли к 20 мкл реакционной смеси,
содержавшей 1 мкг ДНК фага λ в SE#буфере Y и
80 мкМ SAM. Смесь инкубировали при 60° в те#
чение 15 мин, затем добавляли по 1 мкл препа#
рата эндонуклеазы рестрикции BstF5I и выдер#
живали еще 15 мин при 60°. Продукты реакции
разделяли в 1%#ном агарозном геле, обрабаты#
вали раствором этидия бромистого и наблюдали
в УФ#свете. Присутствие во фракциях примес#
ных белков определяли с помощью электрофо#
реза в денатурирующем Ds#Na#ПААГ. Для этого
аликвоты из фракций по 25 мкл наносили на
гель и проводили электрофорез по стандартной
методике [13].

Определение количества включенных в ДНК
метильных групп. Для проведения реакции мети#
лирования использовалась реакционная смесь,
содержавшая 100 мМ Tris#HCl, pH 8,0, 1 мМ ЭДТА,
1 мМ ДТТ, 0,2 мг/мл БСА. В реакции использо#
вался меченный тритием SAM. 

При определении зависимости активности
M3.BstF5I от pH использовали 100 мМ лимонную
кислоту (цитрат натрия) при pH 4,0–6,5, 100 мМ
Tris#HCl при рН 7,0–9,5 и 100 мМ карбонат нат#
рия (бикарбонат натрия) при pH 10,0–11,0 [14]. 

При определении температурной зависи#
мости активности фермента, pH#зависимости и
зависимости скорости реакции от концентра#
ции одного из субстратов время реакции подби#
ралось таким образом, чтобы концентрация
продуктов реакции метилирования (концентра#
ция метилированных последовательностей
ДНК) не превышала 10% начальной концентра#
ции сайтов метилирования. 

Реакцию метилирования останавливали на#
несением аликвоты на фильтр ДЕ#81 («Whatman»),
который трижды промывали 0,02 М гидрокар#
бонатом натрия по 20 мин и затем водой. После
высушивания фильтра количество включенной
тритиевой метки определяли путем измерения
радиоактивности с помощью сцинтилляционно#
го счетчика Марк III.

Статистическая обработка результатов. Для
вычисления параметров функций, соответству#
ющих кинетическим моделям, использовали
регрессионный анализ, проводимый с помощью
программы Origin 5.0 («Microcal», США). Ката#
литическую константу и константу Михаэлиса
определяли регрессионным анализом функции
Михаэлиса, описывающей экспериментальные
данные, с помощью минимизации величины χ2

[http://www.microcal.com].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Получение препарата фермента M3.BstF5I.
После проведения термоиндукции синтеза бел#
ка рекомбинантный фермент выделяли из био#
массы E. coli, как описано в разд. «Методы ис#
следования».

Результаты определения активности M3.BstF5I
после первой хроматографии на фосфоцеллю#
лозе P11 и оценки количества и степени чисто#
ты целевого белка с помощью электрофореза в
ПААГ в денатурирующих условиях приведены
на рис. 1. 

Фермент элюировался с 30#й по 42#ю фрак#
цию хроматографического профиля, что соот#
ветствует концентрации NaCl 0,45–0,65 М. На
последующих стадиях очистки целевой белок
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элюировался при концентрациях фосфата калия
82–195 мМ (ГАП), NaCl – 0,52–0,66 М (гепа#
рин#сефароза). После рехроматографии на ГАП
фермент элюировался при концентрации фос#
фата калия 170–210 мМ.

В результате из 9,5 г биомассы получили 10,5 мг
высокоочищенного препарата M3.BstF5I. Элект#
рофоретическая подвижность белка (рис. 1, в)
соответствует данным о первичной структуре
(41,1 кДа), а расчетная молярная концентрация
составляет 36 мкМ. 

Зависимость активности M3.BstF5I от темпе�
ратуры. Как видно на рис. 2, а, максимальная
активность для M3.BstF5I наблюдается при 60°,

что близко к 55° – температурному оптимуму
для M1.BstF5I [2]. Температурные оптимумы
обоих ферментов соответствуют таковым для
рестриктазы BstF5 и ДНК метилтрансфераз
M2.BstF5I и M4.BstF5I [1]. Таким образом, по#
вторные эксперименты не подтвердили опти#
мум активности фермента M3.BstF5I в низко#
температурной области, наблюдаемый ранее [2].

Зависимость активности ферментов от pH.
Влияние pH на активность фермента изучали
при 60° (рис. 2, б). Наибольшую активность фер#
мент проявляет в диапазоне pH 7,0–8,5, что со#
ответствует обычному pH#оптимуму для ДНК
метилтрансфераз. 
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Рис. 1. Анализ активности (а) и чистоты белка M3.BstF5I (б) после первой стадии хроматографии на фосфоцеллюлозе Р11
и в конечном препарате (в). а – Электрофореграмма хроматографического профиля M3.BstF5I. Номера дорожек соот#
ветствуют номерам фракций, 30–42 – пик метилазной активности, к1 – исходная реационная смесь, к2 – ДНК фага λ,
обработанная эндонуклеазой рестрикции BstF5I. б – Тестирование по белку (10%#ный Ds#Na#ПААГ) хроматографичес#
кого профиля M3.BstF5I. Номера дорожек соответствуют номерам фракций. в – Электрофореграмма (10%#ный Ds#Na#
ПААГ) конечного препарата M3.BstF5I (1) и маркера молекулярных масс (2) 
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Рис. 2. Зависимость скорости метилирования ферментом M3.BstF5I ДНК фага λ от температуры (а) и pH (б). Концентра#
ция ДНК в пересчете на сайты 5'#GGATG#3' – 1,3 мкМ, SAM – 5 мкМ, M3.BstF5I – 120 нМ; время реакции 15 мин
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Все дальнейшие измерения активности про#
водили при 60° и pH 8,0. Активность M3.BstF5I
максимальна в отсутствие Na+ и K+ (как и у фер#
ментов M.AluI, Dam E. coli, M.HhaI, M.HpaII
[15]) и с увеличением концентрации солей сни#
жается (данные не приводятся). 

Исследование субстратной специфичности
M3.BstF5. На рис. 3 приведены данные по мети#
лированию ДНК фага λ ферментами M3.BstF5I
и M1.BstF5I в оптимальных для каждого из них
условиях проведения реакции. Концентрация
сайтов 5'#GGATG#3', входящих в состав ДНК
фага λ, составляет 100 нМ (штриховая линия).
Как видно из сравнения кривых, метилаза
M3.BstF5I относительно быстро модифицирует
один сайт, а затем происходит дополнительная
модификация ДНК с существенно меньшей
скоростью. Это, видимо, связано с тем, что
M3.BstF5I в отличие от M1.BstF5I модифициру#
ет не только сайт 5'#GGATG#3', но и другие не#
канонические сайты. 

Возможное неканоническое метилирование
ДНК ферментом M3.BstF5I изучали с помощью
гидролиза различными ферментами плазмиды
pF5–32, полученной путем встраивания гена
M3.BstF5I в вектор pMTL22 [2] и последующей
трансформации клеток штамма E. coli JM119,
дефектного по гену dam#метилазы. На рис. 4
приведены результаты гидролиза плазмиды
pF5–32 различными рестриктазами. Метилиро#
вание ферментом M3.BstF5I in vivo приводит к
блокированию гидролиза плазмидной ДНК
рестриктазой BstF5I (рис. 4, дорожка 2). Эндо#

нуклеаза рестрикции Kzo9I, узнающая последо#
вательность 5'#GATC#3' и не чувствительная к
наличию в сайте узнавания метилированного
аденина, полностью гидролизует ДНК (рис. 4,
дорожка 3). В то же время появляется 1,7–1,8
тысяч пар нуклеотидов (т.п.н.) дополнительного
фрагмента (дорожка 4) при гидролизе ДНК фер#
ментом BstKTI, который также узнает последо#
вательность 5'#GATC#3', но не расщепляет ее
при наличии в сайте узнавания двух метилиро#
ванных аденинов [16]. Согласно первичной
структуре плазмиды pF5–32, фрагмент ДНК
длиной 1,792 т.п.н. образуется при блокирова#
нии гидролиза единственной последовательнос#
ти 5'#GGATCC#3'. Эта последовательность будет
метилироваться ферментом M3.BstF5I in vivo,
если помимо канонического сайта узнавания
5'#GGATG#3' он также модифицирует нуклео#
тидную последовательность 5'#GGATC#3'. В
этом случае метилирование сайтов 5'#GGATC#3'
приведет к модификации последовательности
5'#GGATCC#3' по обеим цепям и блокированию
гидролиза рестриктазой BstKTI, что мы и наблю#
даем в эксперименте. 

Примечательно, что неканоническое мети#
лирование обнаружено и для некоторых других
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Рис. 4. Рестрикционный анализ плазмиды pF5–32. 1 –
pF5–32; 2–4 – pF5–32, обработанная рестриктазами
BstF5I, Kzo9I и BstKTI соответственно; М – маркер

Рис. 3. Зависимость от времени количества метильных
групп, включенных в ДНК. 1 – M1.BstF5I, 100 нМ; 2 –
M3.BstF5I, 100 нМ. Концентрация ДНК фага λ в пересче#
те на сайты 5'#GGATG#3' – 100 нМ, SAM – 5 мкМ 
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метилаз и, видимо, не является исключением.
Возможность неканонического метилирования
ферментами показана как для метилаз, модифи#
цирующих палиндромные сайты узнавания
(например, метилазы EcoDam и T4Dam с кано#
ническим сайтом 5'#GATC#3' [17, 18], HaeIII с
каноническим сайтом 5'#GGCC#3' [19], EcoRI с
каноническим сайтом 5'#GAATTC#3' [20]), так и
для ферментов с непалиндромными последова#
тельностями узнавания (например, для метилазы
FauI с каноническим сайтом 5'#CCCGC#3' [21]).
При этом N#концевой домен метилазы FokI, с
которым M3.BstF5I наиболее гомологична и
имеет одинаковый сайт узнавания 5'#GGATG#3'
[2, 3], также проявляет звездчатую активность [9].

Определение и сравнение стационарных кине�
тических параметров M1.BstF5I и M3.BstF5I.
Изучение кинетических параметров реакции
метилирования ДНК ферментами M1.BstF5I и
M3.BstF5I проводилось нами как на природном
высокополимерном субстрате, в качестве кото#
рого использовали ДНК фага λ, так и на синте#
тических олигонуклеотидах.

Для получения более концентрированного
раствора ДНК фага λ и уменьшения его вязко#
сти мы предварительно провели гидролиз фаго#
вой ДНК рестриктазой VspI (сайт узнавания
ATTAAT). Все кинетические параметры на вы#
сокомолекулярной ДНК определяли на полу#
ченной смеси фрагментов ДНК фага λ. В наших
расчетах концентрация сайтов метилирования
5'#GGATG#3' определялась умножением моляр#
ной концентрации ДНК фага λ на число сайтов
5'#GGATG#3' в одной молекуле ДНК (150 сайтов).

Зависимость активности M1.BstF5I и M3.BstF5I
от концентрации SAM и ДНК фага λ приведена
на рис. 5. Как видно на рисунке, эксперимен#
тальные точки хорошо соответствуют кривой
Михаэлиса [22]. Кинетические параметры
(константа Михаэлиса, каталитическая конс#
танта, коэффициент специфичности), вычис#
ленные как описано в разд. «Методы исследова#
ния», приведены в табл. 1. Значения каталити#
ческой константы и константы Михаэлиса по
SAM для фермента M1.BstF5I оказались меньше
ранее описанных [22] приблизительно в 2 и 5 раз
соответственно. 

Сравнение кинетических параметров M1.BstF5I
и M3.BstF5I показало, что при близких темпера#
турных оптимумах M3.BstF5I в оптимальных ус#
ловиях имеет примерно в 4 раза меньшее число
оборотов. При этом значение константы Миха#
элиса по ДНК фага λ в оптимальных для обоих
ферментов условиях совпало и оказалось рав#
ным 0,11 мкМ, а значение этой константы по
SAM для M3.BstF5I оказалось примерно в 2 раза
бóльшим.

Анализ кинетических параметров реакции мо�
дификации M3.BstF5I на олигонуклеотидных дуп�
лексах. Для изучения кинетических параметров
метилирования синтетических дуплексов ис#
пользованы следующие взаимно комплементар#
ные олигонуклеотиды: 

1 – 5'#CGGCCAGCGGATGCGGGAGCG,
2 – 5'#CGCTCCCGCATCCGCTGGCCG,
3 – 5'#CGGCCAGCGG(m6A)TGCGGGAGCG,
4 – 5'#CGCTCCCGC(m6A)TCCGCTGGCCG,

где m6A – N6#метиладенин.
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Рис. 5. Зависимости скорости метилирования ДНК фага λ от концентраций SAM (а) и рестриктов ДНК фага λ (б). 1 –
M1.BstF5I, 2 – M3.BstF5I. Концентрация ДНК фага λ в пересчете на сайты 5'#GGATG#3' – 1,3 мкМ, M1.BstF5I – 24,7 нМ,
M3.BstF5I – 100 нМ; время реакции 20 мин
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Олигонуклеотиды с нечетными номерами
комплементарны олигонуклеотидам с четными
номерами. Олигонуклеотиды 1 и 3, а также 2 и 4
отличаются друг от друга наличием или отсут#
ствием N6#метиладенина. На рис. 6 приведены
зависимости скорости метилирования фермен#
тами M1.BstF5I и M3.BstF5I олигонуклеотидного
дуплекса 1/2 от концентрации SAM, а на рис. 7 –
зависимости скорости метилирования от кон#
центраций неметилированного (1/2) и полумети#
лированного (1/4) дуплексов. При этом метили#
рование уже модифицированного дуплекса 3/2 не
происходит (данные не приведены), что свиде#
тельствует об отсутствии неканонического ме#
тилирования дуплекса 1/2 ферментом M3.BstF5I.
Таким образом, использование в качестве суб#
страта для метилирования олигонуклеотидных
дуплексов 1/2 и 1/4 позволяет анализировать
исключительно каноническое метилирование
M3.BstF5I. Вычисленные на основе представ#
ленных зависимостей кинетические параметры
приведены в табл. 1. 

Скорости метилирования ферментами
M1.BstF5I и M3.BstF5I высокополимерной ДНК
и олигонуклеотидных субстратов различны
(табл. 1). Каталитические константы и коэффи#
циенты специфичности по SAM и ДНК для вы#
сокомолекулярного субстрата в несколько раз
больше. Таким образом, оба фермента эффек#
тивнее модифицируют ДНК фага λ, чем корот#
кие ДНК#субстраты. Предпочтительное мети#
лирование высокомолекулярной ДНК наблюда#
лось и для других сайтспецифических ДНК#ме#

тилтрансфераз. Для ДНК#метилтрансфераз
EcoDam, EcaI, EcoRII и MspI (табл. 2) значение
каталитической константы также приблизи#
тельно в 3–7 раза выше для высокомолекуляр#
ного субстрата, чем в случае метилирования
олигонуклеотидных дуплексов [23–26]. 

В табл. 1 представлены данные о свойствах
M3.BstF5I и двух других ДНК#метилтрансфераз:
M1.BstF5I [2] и N#концевого домена М.FokI [27,
28], также имеющих сайт узнавания 5'#GGATG#3'.
Каталитические константы модификации ДНК
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Фермент
(температура)

M1.BstF5I (55°)*

M3.BstF5I (60°)*

M.FokI, N#концевой 

домен (37°)**

Km SAM, 
мкМ

1,47

0,682

3,3

4,36

–

0,4

–

–

Таблица 1. Кинетические параметры реакций, катализируемых ДНК#метилтрансферазами, узнающими последователь#
ность 5'#GGATG#3'

Km ДНК, 
мкМ

0,11

0,229

0,16

0,11

0,168

0,09

3,3

0,0007

1,24

1,13

kkat, 
мин–1

0,98

0,328

0,51

0,24

0,053

0,032

0,0026

0,20

0,007

0,12

Субстрат

ДНК фага λ
неметилированный дуплекс 1/2

полуметилированный дуплекс 1/4

ДНК фага λ
неметилированный дуплекс 1/2

полуметилированный дуплекс 1/4

дуплекс 5/6 с неканоническим сайтом 5'#GGATC#3'

ДНК фага λ
немодифицированный дуплекс 21 п.н.

полуметилированный дуплекс 21 п.н.

* Приведены кинетические параметры, измеренные на полуметилированном олигонуклеотидном дуплексе 1/4. 
** Приведено значение Km на ДНК фага λ в расчете на концентрацию молекул ДНК фага λ, а не сайтов 5'#GGATG#3'.

ДНК#
Метилтранс#

фераза

EcoDam

EcoRII

MspI

EcaI

Субстрат

плазмид#
ная ДНК
дуплекс

ДНК фага λ
дуплекс

ДНК фага λ
дуплекс

ДНК фага λ
дуплекс

Источник

[23]

[25]

[26]

[24]

Каталитическая
константа,

мин–1

19,02

6,6

0,042
0,006

0,17
0,056

0,019
0,0047

Таблица 2. Каталитические константы ДНК#метилтранс#
фераз, которые предпочтительнее метилируют полимер#
ную ДНК
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фага λ высокогомологичными ферментами
M3.BstF5I и N#концевым доменом М.FokI
практически не отличаются и в 4 раза меньше
kkat для M1.BstF5I. Значения Km ДНК λ для всех
трех ферментов практически одинаковы и со#
ставляют 0,1 мкМ. Однако более существенные
различия в свойствах ферментов наблюдаются
при модификации олигонуклеотидных дуплексов,

содержащих последовательность 5'#GGATG#3'.
Для M1.BstF5I kkat в 6 раз превышает kkat для
M3.BstF5I и более чем в 40 раз kkat для N#конце#
вого домена М.FokI. Столь существенное разли#
чие в скорости реакции модификации олиго#
нуклеотидного дуплекса N#концевым доменом
может быть связано со структурой данного бел#
ка, полученного расщеплением М.FokI пополам
и добавлением лидерного гистидинового пепти#
да. Сравнение полученного синтетического бел#
ка с высокогомологичным ему природным фер#
ментом M3.BstF5I показывает, что сконструиро#
ванный N#концевой домен М.FokI помимо
гистидинов содержит дополнительные 20 ами#
нокислотных остатков на С#конце, пять из ко#
торых – лизины [27]. Таким образом, N#конце#
вой домен М.FokI содержит значительное коли#
чество избыточных положительно заряженных
аминокислотных остатков, что, видимо, приво#
дит к неспецифичному взаимодействию с фос#
фатами олигонуклеотида и изменению структу#
ры последнего из#за его небольших размеров
[27]. Поскольку у протяженной ДНК фага λ та#
кого заметного изменения свойств ДНК не про#
исходит, необходимая конформация двойной
спирали, по#видимому, сохраняется и kkat не ме#
няется. При этом из#за наличия дополнитель#
ных положительно заряженных аминокислот#
ных остатков Km ДНК для дуплекса получается
несколько лучше для N#концевого домена
М.FokI по сравнению с ферментами M1.BstF5I
и M3.BstF5I. 

Сравнение кинетических параметров моди#
фикации полуметилированного дуплекса (рис. 7)
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Рис. 6. Зависимости скоростей метилирования M1.BstF5I
и M3.BstF5I олигонуклеотидного дуплекса 1/2 от концент#
рации SAM. 1 – M1.BstF5I (24,7 нМ), 2 – M3.BstF5I
(28,7 нМ). Концентрация олигонуклеотидного дуплекса
для M1.BstF5I – 5 мкМ, для M3.BstF5I – 7 мкМ; время ре#
акции 20 мин
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Рис. 7. Зависимости скоростей метилирования M1.BstF5I и M3.BstF5I неметилированного (1/2) и полуметилированного
(1/4) олигонуклеотидных дуплексов от концентрации ДНК. а – M1.BstF5I (24,7 нМ), б – M3.BstF5I (28,7 нМ), 1 – полу#
метилированный дуплекс (1/4), 2 – неметилированный дуплекс (1/2). Концентрация SAM – 30 мкМ; время реакции 20 мин
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ЧЕРНУХИН  и  др.

показывает, что в случае M1.BstF5I наблюдается
увеличение kkat по сравнению с kkat неметилиро#
ванного олигонуклеотида, тогда как для M3.BstF5I
происходит уменьшение kkat. В итоге в случае
модификации полуметилированного дуплекса
kkat для M1.BstF5I в 16 раз превышает kkat для
M3.BstF5I. При этом значения Km ДНК для обоих
ферментов различаются менее чем в 2 раза, что
свидетельствует о преимущественном метили#
ровании ДНК после репликации в бактериаль#
ной клетке ферментом M1.BstF5I. 

Фермент M3.BstF5I метилирует также нека#
нонический сайт узнавания 5'#GGATC#3' (рис. 3).
В связи с этим мы установили кинетические па#
раметры модификации ферментом M3.BstF5I
олигонуклеотидного дуплекса, содержащего
последовательность 5'#GGATC#3'. Структура
использованного дуплекса приведена ниже (по#
лужирным шрифтом выделена последователь#
ность 5'#GGATC#3'/5'#GATCC#3'): 

5 – 5'#CAGTTTAGGATCCATTTCAC#3',

6 – 3'#GTCAAATCCTAGGTAAAGTG#5'.

Зависимость скорости метилирования фер#
ментом M3.BstF5I от концентрации олигонук#
леотидного дуплекса 5/6 приведена на рис. 8, а
вычисленные на основе представленных зави#
симостей кинетические параметры – в табл. 1. 

Каталитическая константа метилирования оли#
гонуклеотидного дуплекса c сайтом 5'#GGATC#3'
в 20 раз меньше каталитической константы ре#
акции модификации олигонуклеотидного дуп#
лекса с каноническим сайтом, а коэффициент
специфичности этой реакции (kkat/Km ДНК) мень#
ше в 400 раз. В результате метилирование сайта
5'#GGATC#3' ферментом M3.BstF5I, наблюдае#
мое нами как in vivo (рис. 3), так и in vitro (рис. 8),
происходит с существенно меньшей эффектив#
ностью по сравнению с метилированием кано#
нического сайта 5'#GGATG#3'. 

Таким образом, по сравнению с M3.BstF5I
фермент M1.BstF5I более активен и специфичен
в реакции модификации полуметилированной
ДНК и, видимо, именно он участвует в постреп#
ликативном метилировании ДНК. Роль фер#
мента M3.BstF5I в функционировании клетки
остается неясной. Гены метилаз M2.BstF5I и
M3.BstF5I характеризуются близкими и более
низкими значениями GC#содержания (29,1 и
29,0% соответственно) по сравнению с также
близкими значениями GC#содержания для ге#
нов M1.BstF5I и M4.BstF5I (32,3 и 32,2% соответ#
ственно). Этот факт наряду с описанной ранее
высокой гомологией второй и третьей метилаз
изоспецифичным С# и N#доменам метилазы
FokI соответственно [2] свидетельствует в пользу
существования каких#то дополнительных функ#
ций для пары метилаз M2.BstF5I и M3.BstF5I по
сравнению с M1.BstF5I и M4.BstF5I. 
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Рис. 8. Зависимость скорости метилирования от концент#
рации олигонуклеотидного дуплекса 5/6 с неканоничес#
ким сайтом 5'#GGATG#3'. Концентрация SAM – 10 мкМ,
M3.BstF5I – 100 нМ; время реакции 60 мин
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In the present work we have determined the optimal temperature, salt concentration, and pH value for M3.BstF5I
activity. The steady#state kinetic parameters of DNA modification with M3.BstF5I DNA methyltransferase have been
determined. M3.BstF5I and M1.BstF5I have similar temperature and pH optima, values of Km DNA, but kkat for
M3.BstF5I is 0.24 min–1 and four times less than kkat for M1.BstF5I. Unlike M1.BstF5I, the third DNA methyl#
transferase modifies hemi#methylated DNA less effectively. In contrast to other BstF5I DNA methyltransferases,
M3.BstF5I can modify a noncanonical sequence differing from 5'#GGATG#3'. The kinetic properties of methylation
of noncanonical site 5'#GGATC#3' have been studied.

Key words: DNA�methyltransferase, enzyme kinetics, site#specificity
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