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Cистема рестрикции�модификации Bacillus psychrodurans AC (сайт узнавания 5'�CCGC�3') содержит две
ДНК�метилтрансферазы: M1.BspACI и M2.BspACI. Ген bspACIM1 клонировали в составе вектора pJW2 и
экспрессировали в клетках Escherichia coli. Высокоочищенный препарат фермента M1.BspACI получили пу�
тем очистки в пять хроматографических стадий. M1.BspACI проявляет максимальную активность при 30°,
pH 8. Фермент модифицирует первый остаток цитозина в последовательности узнавания 5'�CCGC�3'. Ката�
литическая константа реакции метилирования ДНК ферментом M1.BspACI равна 0,095 мин–1, Km для
ДНК фага λ – 0,053 мкМ, Km для S�аденозил�L�метионина – 5,1 мкМ.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ДНК�метилтрансфераза, Bacillus psychrodurans, ферментативная кинетика.

Сайт�специфичные ДНК�метилтрансферазы
(метилазы) широко распространены среди прока�
риот. Эти ферменты катализируют перенос ме�
тильной группы от донора, S�аденозил�L�метио�
нина (SAM), на адениновое или цитозиновое ос�
нование в определенной нуклеотидной последо�
вательности. Как правило, метилазы вместе с эн�
донуклеазами рестрикции образуют системы
рестрикции�модификации (RМ�системы), в ко�
торых эндонуклеаза рестрикции защищает бакте�
риальную клетку от проникновения чужеродной
ДНК, а метилаза, модифицируя хозяйскую ДНК,
защищает ее от гидролиза собственной рестрик�
тазой. RM�системы с непалиндромным сайтом
узнавания (тип IIS) содержат как минимум две
ДНК�метилтрансферазы, каждая из которых мо�

дифицирует лишь одну из цепей ДНК [1]. Конс�
танты Михаэлиса для ДНК, установленные для
такого типа метилаз, как правило, существенно
отличаются от Km для метилтрансфераз, узнаю�
щих симметричные нуклеотидные последова�
тельности [2]. По�видимому, это связано с раз�
личными механизмами реакции метилирования,
катализируемой ферментами этих двух типов.

Ранее нами был обнаружен штамм Bacillus
psychrodurans AC, продуцирующий эндонуклеазу
рестрикции BspACI, которая узнает непалиндром�
ную последовательность нуклеотидов 5'�CCGC�3'
[3]. В настоящей работе описано выделение, био�
химические и субстратные свойства рекомбинант�
ной ДНК�метилтрансферазы M1BspACI.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Выделение ДНК. Плазмидные ДНК pUC19
[4], pJW2 [5], а также рекомбинантные плазмид�
ные ДНК из E. coli выделяли с использованием
наборов «QIAGEN» согласно инструкциям про�
изводителя. Хромосомную ДНК B. psychrodurans
AC выделяли по методу, описанному ранее [6].

РЕКОМБИНАНТНАЯ ДНК�МЕТИЛТРАНСФЕРАЗА 
M1.BspACI ИЗ Bacillus psychrodurans AC: 
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Клонирование генов метилтрансфераз РМ
системы BspACI. Для приготовления хромосом�
ной «библиотеки» фрагменты хромосомной
ДНК, полученные при гидролизе рестриктазами
PstI и Zsp2I (НПО «Сибэнзим», Россия), лиги�
ровали с плазмидным вектором pUC19, линеа�
ризованным рестриктазой PstI. Полученной ли�
газной смесью трансформировали компетент�
ные клетки E. coli ER 2267 (F' proA + B + lacIq
Δ(lacZ)M15 zzf::mini�Tn10 (Kanr)/Δ(argF�lacZ)U169
glnV44 e14� (McrA�) rfbD1? recA1 relA1? endA1
spoT1? Thi�1 Δ(mcrC�mrr) 114::IS10) («New
England Biolabs», США). После инкубации на
селективной среде с ампициллином из получен�
ных клонов выделяли суммарную плазмидную
ДНК. Выделенную ДНК обрабатывали рестрик�
тазой BspACI и снова трансформировали в клет�
ки E. coli ER 2267. Все процедуры в процессе
клонирования (приготовление компетентных
клеток, трансформация клеток плазмидными
ДНК) выполняли согласно стандартным мето�
дам [7]. Электропорацию осуществляли на при�
боре Easyject Prima («EquiBio», Германия) сог�
ласно протоколу производителя. Определение
нуклеотидной последовательности фрагментов
ДНК осуществляли методом Сэнгера на автома�
тическом секвенаторе ABI Prism 310 Genetic
Analyzer («Applied Biosystems», США) согласно
протоколам производителя.

Экспрессия гена метилтрансферазы M1.BspACI.
Для проведения ПЦР использовали праймеры
производства НПО «СибЭнзим» (сайты узнава�
ния FauNDI (CATATG) и BamHI (GGATCC)
подчеркнуты):

M1ACup 5'�GTGACTAAACATATGAAGAATTT�
TAAATTTATTGATC�3',

M1AClow 5'�TGTTAAACGGATCCTCAATTCA�
TATTATTCAAAC�3'.

Полученный ПЦР�продукт обрабатывали
рестриктазами FauNDI и BamHI, очищали путем
элюции из агарозного геля с помощью наборов
«QIAGEN» в соответствии с инструкциями про�
изводителя и встраивали в экспрессирующий
вектор pJW2 по тем же сайтам. После электро�
порации лигазной смесью клеток E. coli RRI
(F�Δ(gpt�proA)62 leuB6 glnV44 ara�14 galK2 lacY1
Δ(mcrC�mrr) rpsL20 (Strr) xyl�5 mtl�1 RecA+) бы�
ли отобраны клоны, несущие рекомбинантную
плазмиду pM1.BspACI. Полученные клоны под�
вергали термоиндукции и наблюдали появление
полосы, соответствующей целевому белку, в
10%�ном Ds�Na�ПААГ.

При наработке биомассы использовали 0,5�лит�
ровые флаконы со 100 мл питательной среды.

Инокулят культуры (5 мл), выросшей при 30° за
ночь, засевали во флакон со 100 мл питательно�
го бульона LB, содержавшего 100 мкг/мл ампи�
циллина. Клетки подращивали на термостатиро�
ванной воздушной качалке при 30° и 130 об/мин
в течение примерно 3 ч до средней логарифми�
ческой фазы. Затем проводили термоиндукцию
в течение 4 ч при 42°. Клетки собирали центри�
фугированием при 6000 об/мин в течение 30 мин
на центрифуге J2�21 («Beckman», США). Храни�
ли биомассу при –20°.

Выделение рекомбинантной M1.BspACI.
M1BspACI выделяли из клеток E. coli штамм RRI,
несущих рекомбинантную плазмиду pM1.BspACI
(получение этой плазмиды описано в разделе
результаты и обсуждение). Все стадии процесса
проводили при 4°. Биомассу (4,5 г) суспендиро�
вали в 15 мл буфера A (10 мМ Tris�HCl, рН 7,6,
0,1 мМ ЭДТА, 7 мМ β�меркаптоэтанол, 5%�ный
глицерин), содержавшего 0,3 мг/мл лизоцима и
0,1 мМ PMSF, в течение 40 мин. Клеточную сус�
пензию обрабатывали ультразвуком в дезинтег�
раторе Soniprep 150 (MSE, Англия) в ледяной
бане восемью импульсами длительностью по 30 с
с интервалами в 30 с для охлаждения суспензии.
Супернатант переносили в стакан, добавляли
15 мл фосфоцеллюлозы P�11, предварительно
уравновешенной с буфером А, содержавшим
50 мМ NaCl. Смесь перемешивали в течение 1 ч,
наносили на колонку и промывали 30 мл буфера
А с 50 мМ NaCl. Сорбированный материал элю�
ировали линейным градиентом концентрации
NaCl (0,05–1,3 М) в буфере А объемом 180 мл.
Собирали 60 фракций по 3 мл.

Фракции с максимальной метилазной ак�
тивностью объединяли и наносили на колонку с
гидроксиаппатитом (ГАП) («Bio�Rad», США)
объемом 5 мл, предварительно уравновешенным
с буфером Р (10 мМ K�фосфат, pH 7,2, 0,1 мМ
ЭДТА, 7 мМ β�меркаптоэтанол, 5%�ный глице�
рин, 50 мМ NaCl). Колонку промывали двумя
объемами буфера Р. Фермент элюировали 200 мл
этого же буфера с линейно возрастающей кон�
центрацией К�фосфата до 300 мМ. Собирали
50 фракций по 4 мл. Фракции, обладавшие наи�
большей метилазной активностью, объединяли,
разбавляли в три раза буфером А. Препарат на�
носили на колонку с гепарин�сефарозой («Bio�
Rad») объемом 4 мл, предварительно уравнове�
шенной с буфером А, содержавшим 50 мМ
NaCl. Колонку промывали двумя объемами бу�
фера А с 50 мМ NaCl. Элюцию фермента прово�
дили линейным градиентом концентрации NaCl
0,05–1,3 М в буфере Р объемом 120 мл. Собира�
ли 40 фракций по 3 мл. Фракции с максималь�
ной метилазной активностью объединяли, до�
бавляли БСA до концентрации 0,1 мг/мл и диа�
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лизовали против 100 мл буфера, содержавшего
50%�ный глицерин, 10 мМ K�фосфат, рН 7,3,
0,1 мМ ЭДТА, 7 мМ β�меркаптоэтанол, 0,1 М
NaCl. Препарат наносили на колонку с сефак�
рилом S�200 объемом 120 мл, предварительно
уравновешенным с буфером А, содержавшим
0,6 М NaCl и 0,05%�ный тритона X�100. Элюи�
ровали фермент 120 мл буфера А, собирали 30
фракций по 4 мл. Фракции с максимальной ме�
тилазной активностью объединяли, добавляли
5 мл буфера Р и дезоксихолат натрия до 0,05%�ного
и наносили на колонку с ГАП объемом 4 мл,
предварительно уравновешанным с буфером Р.
Фермент элюировали 200 мл буфера Р с линей�
но возрастающей концентрацией К�фосфата до
200 мМ. Собирали 40 фракций по 5 мл. Фракции
с максимальной метилазной активностью объе�
диняли, добавляли БСА до концентрации 0,1 мг/мл
и диализовали против 100 мл буфера, содержав�
шего 50%�ный глицерин, 10 мМ K�фосфат, рН 7,3,
0,1 мМ ЭДТА, 7 мМ β�меркаптоэтанол, 0,1 М
NaCl. Отсутствие примесных белков в конечном
препарате контролировали с помощью электро�
фореза в 10%�ном Ds�Na�ПААГ.

Определение ДНК�метилтрансферазной ак�
тивности в элюате. Активность метилазы в хро�
матографическом элюате определяли по защите
ДНК фага λ от гидролиза рестриктазой BspACI.
Для этого отбирали из фракций аликвоты по
2 мкл и добавляли к 10 мкл реакционной смеси,
содержавшей 0,5 мкг ДНК фага λ в SE�буфере
No.5 (Y) (33 мМ Tris�ацетат, рН 7,9, 10 мМ аце�
тат магния, 66 мМ ацетат калия, 1 мМ ДТТ) и
160 мкМ SAM. Смесь инкубировали при 30° в те�
чение 30 мин, затем добавляли по 1 мкл препа�
рата BspACI и выдерживали еще 30 мин при 30°.
Продукты реакции разделяли в 1%�ном агароз�
ном геле, окрашивали раствором бромистого
этидия и наблюдали в УФ�свете. 

Определение оптимальных условий для работы
фермента. Оптимальную температуру, рН и кон�
центрацию ионов калия и натрия, обеспечиваю�

щих наибольшую активность работы фермента,
определяли по интенсивности включения мече�
ного SAM за 60 мин реакции. Реакционная смесь
содержала 1 мкМ ДНК λ (в пересчете на сайты
узнавания BspACI), 49 нМ BspACI, 10 мкМ
[3H]SAM, буфер М (100 мM Tris�HCl, 1 мM ДТТ,
1 мM ЭДТА, 0,2 мг/мл БСА, 2%�ный глицерин).
Реакцию метилирования останавливали нанесе�
нием аликвоты на фильтр ДЕ81 («Whatman»), ко�
торый затем трижды промывали в 0,02 М раство�
ре гидрокарбоната аммония по 20 мин, затем во�
дой и 70%�ным спиртом. После высушивания
фильтра подсчет количества включенной трити�
евой метки проводили на жидкостном сцинтил�
ляционном счетчике Beckman Coulter LS 6500.

Определение метилируемого основания в сайте
узнавания M1.BspACI. В качестве субстрата для
определения метилируемого основания в сайте
узнавания метилазы использовали олигонуклео�
тидный дуплекс М1АС («СибЭнзим») (рис. 1).

Дуплекс метилировали M1BspACI с исполь�
зованием меченого тритием SAM. Для этого к
50 мкл реакционной смеси, содержавшей ДНК�
дуплекс в SE�буфере No.5(Y) и 10 мкМ [3H]SAM
добавляли избыток препарата метилазы для ис�
черпывающего метилирования. Реакционную
смесь инкубировали 3 ч при 30°. Метилазу инак�
тивировали нагреванием до 70° в течение 10 мин.
Меченый таким образом олигонуклеотидный
дуплекс делили на две равные части и расщеп�
ляли рестриктазами FokI и AlwI в 50 мкл реакци�
онной смеси с тем же реакционным буфером в
течение 3 ч при 37°. Продукты расщепления раз�
деляли в 40%�ном ПААГ с 7,5 М мочевиной. Для
визуализации фрагментов гель окрашивали кра�
сителем Stains�all («Sigma», Германия), после че�
го полученные одноцепочечные продукты гид�
ролиза элюировали из геля путем пассивной
диффузии и переносили на фильтры DE�81. Ко�
личество включенной метки подсчитывали на
жидкостном сцинтилляционном счетчике Beck�
man Coulter LS 6500.

Рис. 1. Структура синтетического олигонуклеотидного дуплекса M1.AC, используемого при определении метилируемого
нуклеотидного остатка. Жирным шрифтом выделен сайт узнавания M1.BspACI, в сплошной рамке – сайт узнавания FokI,
в штриховой – сайт узнавания AlwI; места расщепления ДНК указанными ферментами обозначены, соответственно,
сплошными и штриховыми стрелками
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Определение кинетических параметров реак�
ции метилирования ДНК. Определение кинети�
ческих параметров реакции метилирования
ДНК λ проводили c 2,15 мкМ ДНК λ (в пересче�
те на сайты узнавания M1.BspACI, для опреде�
ления зависимости скорости метилирования от
SAM), 9,8 нМ M1.BspACI, 10 мкМ [3H]SAM (для
определения зависимости скорости метилиро�
вания от ДНК λ), в буфере М, pH 8,0. Реакцию
проводили в течение 1 ч при оптимальной тем�
пературе работы фермента. Определение нали�
чия неканонического метилирования произво�
дили в условиях реакции одного оборота. Реак�
ционная смесь содержала 100 нМ ДНК λ (в пе�
ресчете на сайты), 100 нМ M1.BspACI, 10 мкМ
[3H]SAM в буфере М, рН 8,0.

Для вычисления каталитической константы
и констант Михаэлиса использовали регресси�
онный анализ с помощью программы Origin 5.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Клонирование генов метилаз РМ системы
BspACI. Полученная хромосомная «библиотека»
штамма B. psychrodurans AC содержала ~1200
клонов. После повторной трансформации было
получено восемь клонов. Все они несли плазми�
ды, устойчивые к действию рестриктазы BspACI,
а значит, содержащие ген функционально ак�
тивной метилазы данной RМ системы. Из одно�
го из клонов была выделена плазмида, назван�
ная pMBspACI, содержавшая вставку длиной
около 4 т.п.н.

Генетическая организация РМ системы BspACI
и клонирование гена метилазы M1.BspACI. Ре�
комбинантная плазмида pMBspACI была ис�
пользована для определения нуклеотидной пос�
ледовательности встроенного фрагмента. После
расшифровки последовательности нуклеотидов
и анализа аминокислотной последовательности
вставки выявлено две одинаково направленные
открытые рамки трансляции (ОРТ), достаточно
протяженные для того, чтобы кодировать гены
РМ�системы (ОРТ1, район 3139–4101, и ОРТ2,

район 1771–3138) (рис. 2). Соответствующие
нуклеотидные и аминокислотные последова�
тельности депонированы в базе данных Gen�
Bank (N).

Первая рамка кодирует полипептид из 320 а.о.
с предсказанной молекулярной массой 36,57 кДа.
Вторая ОРТ длиной 1367 п.н. кодирует полипеп�
тид из 455 а.о. с предсказанной молекулярной
массой 50,58 кДа. Анализ аминокислотных пос�
ледовательностей потенциальных белковых
продуктов этих двух ОРТ показали их принад�
лежность к классу С5�метилтрансфераз. Плаз�
мида pMBspACI была использована для даль�
нейшего субклонирования. С помощью ПЦР с
праймерами M1.ACup и M1.AClow был амплифи�
цирован участок ДНК B. psychrodurans AC, со�
держащий ОРТ1 для последующего клонирова�
ния в составе экспрессирующего вектора pJW2
по сайтам FauNDI и BamHI. После трансформа�
ции лигазной смеси в штамм E. coli RRI и отбо�
ра выросших при 30° клонов была получена ре�
комбинантная плазмида pM1.BspACI, несущая
функционально активный ген bspAC1M1.

Выделение препарата ДНК�метилтрансфера�
зы BspACI и определение оптимальных условий
работы фермента. M1.BspACI выделяли из кле�
точного экстракта E. coli, несущих рекомбинант�
ную плазмиду pM1.BspACI с геном bspACM1, пу�
тем колоночной хроматографии (рис. 3, а). Из
4,5 г сырой биомасссы получено 4,5 мл раствора
гомогенного препарата фермента с концентра�
цией 0,35 мкг/мкл (рис. 3, б).

На рис. 4 приведены зависимости активнос�
ти M1BspACI от температуры, рН и концентра�
ций ионов натрия и калия в реакционной среде.
Видно, что максимальная активность фермента
проявляется при 30°. При этой температуре наб�
людаются также максимальные скорости гидро�
лиза ДНК рестриктазой BspACI и роста штамма
B. psychrodurans AC [3]. Все дальнейшие экспе�
рименты проводили при 30°. Значение рН, соот�
ветствующее наибольшей активности фермен�
та, равно 8, что соответствует обычному рН�оп�
тимуму для ДНК�метилтрансфераз. Что касается
зависимости активности фермента от концент�

Рис. 2. Схема расположения генов ДНК�метилтрансфераз из системы рестрикции�модификации BspACI
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рации ионов натрия и калия в реакционной сре�
де, максимальная активность M1.BspACI прояв�
ляется при полном их отсутствии.

Определение метилируемого основания. После
расщепления 3Н�меченого дуплекса отдельно
рестриктазами FokI и AclWI было получено во�
семь одноцепочечных фрагментов ДНК. Резуль�

Рис. 3. а – Электрофореграмма профиля активности
M1BspACI после последней стадии хроматографии на
ГАП. Тестирование активности фермента проводили по за�
щите ДНК фага λ от гидролиза BspACI. Дорожки: 1–10 –
каждая вторая фракция, начиная с 13�й; 4–6 – фракции со
значительной ДНК�метилтрансферазной активностью;
б – электрофореграмма высокоочищенного препарата
фермента M1.BspACI. Дорожки: 1 – маркеры молекуляр�
ных масс (цифры слева указывают их молекулярные мас�
сы, кДа), 2 – 20 мкл препарата M1.BspACI

1        2         3       4          5       6        7        8        9       10

а

116,0

66,2

45,0

35,0

1                       2

25,0

БСА

М1BspACI

б

Рис. 4. Зависимость скорости метилирования ДНК фага
ферментом M1.BspACI (концентрации: фермента – 49 нМ,
ДНК фага λ в пересчете на сайты 5'�CCGC�3' – 1 мкМ,
[3H]SAM – 10 мкМ) от температуры (а), рН (б) и (в) – от
концентраций ионов натрия (1) и калия (2) 
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таты определения количества радиоактивной
метки в каждом фрагменте приведены в табл. 1.
Видно, что метка включается преимущественно
во фрагменты длиной 21 и 20 нуклеотидов. Та�
кая картина может наблюдаться только в том

случае, если M1.BspACI модифицирует первый
цитозин последовательности 5'�CCGC�3'.

Определение наличия неканонического мети�
лирования. Учитывая тот факт, что среди метил�
трансфераз нередко встречаются ферменты с вы�
рожденным сайтом узнавания [8, 9], мы решили
проверить наличие неканонического метилиро�
вания у M1.BspACI. На рис. 5 представлен ре�
зультат такого эксперимента. Видно, что фер�
мент полностью метилирует ДНК λ и с течени�
ем времени нет тенденции к метилированию
других сайтов, кроме 5'�CCGC�3'.

Определение кинетических параметров реак�
ции метилирования ДНК. Измерение зависимости
скорости метилирования от концентрации одно�
го из субстратов проводили при насыщении дру�
гим субстратом. На рис. 6, а изображена зависи�
мость скорости метилирования от концентрации
ДНК фага λ. Значение константы Михаэлиса
составило 0,053 ± 0,007 мкМ. Значение каталити�
ческой константы составило 0,095 ± 0,002 мин–1.
Для анализа зависимости скорости метилирова�
ния ДНК от концентрации второго субстрата
(SAM) использовали концентрацию сайтов ме�
тилирования, равную 2,15 мкМ. Зависимость
скорости метилирования от концентрации SAM
приведена на рис. 6, б. На основании получен�
ных данных, значение константы Михаэлиса
составило 5,1 ± 0,3 мкМ.

Ранее в нашей лаборатории было показано,
что Km ДНК у IIS�метилтрансфераз, модифици�

Рис. 6. Зависимость скорости метилирования ДНК фага λ ферментом M1.BspACI (время реакции 60 мин, концентрация
фермента – 9,8 нМ). а – От концентрации ДНК (концентрация [3H]SAM – 10 мкМ); б – от концентрации SAM (концент�
рация ДНК фага λ в пересчете на сайты 5'�CCGC�3' – 2,15 мкМ)
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ДНК фага λ от времени (концентрация сайтов 5'�CCGC�3'
фага λ – 100 нМ, фермента M1.BspACI – 100 нМ и [3H]SAM –
10 мкМ) 
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рующих субстрат с образованием N6�метиладе�
нина или С5�метилцитозина, более чем на по�
рядок выше, чем Km ДНК у ферментов, узнающих
симметричные последовательности [2, 9]. Полу�
ченное нами значение Km ДНК M1.BspACI согла�
суется с данной закономерностью, Km ДНК изуча�
емой метилазы более чем в 20 раз выше, чем
максимальное из представленных в табл. 2 зна�
чений для С5�метилаз (M.EcoHK31I). 

Интересным представляется сравнение ка�
талитических констант ДНК�метилтрансфераз,
узнающих палиндромные и непалиндромные
последовательности ДНК. В целом значения
этих констант для ферментов с симметричными
сайтами узнавания выше, чем для ДНК�метилаз

IIS типа, модифицирующих как аденин [10], так
и цитозин [9]. С5�метилтрансферазы IIS типа
M1.BspACI и M. FauIA имеют значения kcat, рав�
ные 0,095 и 0,052 мин–1 [9] соответственно, что
более чем в 25 раз ниже минимального значения
этого параметра для представленных в табл. 2
С5�метилтрансфераз с палиндромными сайтами
узнавания (2,52 мин–1 у EcoRII).

Таким образом, в случае как N6�, так и С5�
метилтрансфераз ферменты, узнающие палинд�
ромные сайты узнавания, проявляют большую
активность и эффективнее связываются с ДНК,
чем метилтрансферазы, модифицирующие не�
палиндромные последовательности ДНК.

Рестриктазы, используемые
для гидролиза

AclWI

FokI

Радиоактивность,
cpm

1184
75

90
56

784
157

223
143

Таблица 1. Включение тритиевой метки в рестрикционные фрагменты, полученные после расщепления олигонуклеотид�
ного дуплекса FokI и AclWI

Длина, н.

21
10

28
5

20
11

30
3

Рестрикционные фрагменты*

5'�GCATAAGGATGTGGATCAACC�3'
5'�GCAACGTACG�3'

5'�CGGTTGATCCACATCCTTATGCTATCGT�3'
5'�CGTTG �3'

5'�GCATAAGGATGTGGATCAAC�3'
5'�CGCAACGTACG�3'

5'�TGCGGTTGATCCACATCCTTATGCTATCGT�3'
5'�CGT�3'

Верхняя цепь

* Жирным шрифтом выделены основания, входящие в сайт узнавания M1.BspACI.

Нижняя цепь

Верхняя цепь

Нижняя цепь

Фермент, сайт узнавания*

EcoRII CCWGG

EcoHK31I YGGCCR

MspI CCGG

M1.BspACI CCGC

Ссылка

[11]

[12]

[13]

Данная работа

Таблица 2. Значения каталитических параметров для некоторых ДНК�метилтрансфераз IIS�типа

Km SAM, мкМ

– 

0,58

0,013

5,1

Кm  ДНК, нМ

0,22

2

1,8

53

kcat, мин–1

2,52

3,0

10,2

0,095

Субстрат

ДНК фага λ

плазмида pWM2372

ДНК фага λ

ДНК фага λ

* Жирным шрифтом выделены основания, модифицируемые данными метилазами.
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RECOMBINANT DNA�METHYLTRANSFERASE 
M1.BspACI FROM Bacillus psychrodurans AC: 
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A restriction–modification system from Bacillus psychrodurans AC (recognition sequence 5'�CCGC�3') comprises
two DNA�methyltransferases: M1.BspACI and M2.BspACI. Gene bspACIM1 was cloned in pJW2 vector and
expressed in E. coli cells. High purity enzyme M1.BspACI preparation was obtained by chromatography on different
carriers. Study of the properties of M1.BspACI revealed that the enzyme has temperature optimum 30°C and maxi�
mum activity at pH 8.0. M1.BspACI modifies the first cytosine in the sequence 5'�CCGC�3'. Kinetic parameters of
the M1.BspACI DNA methylation reaction have been determined as follows: Km for Lambda DNA is 0.053 μM, Km

for S�adenosyl�L�methionine is 5.1 μM. The catalytic constant (kcat) is 0.095 min–1.

Keywords: DNA�methyltransferase, Bacillus psychrodurans, enzyme kinetics
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