
ДНК-ме тил т ран с фе ра зы пе ре но сят ме -
тиль ную груп пу с S-аденозилметионина (SAM)
на ос но ва ния ДНК. К та ким ос но ва ни ям от но сят -
ся ци то зин С5((C5)-ДНК- ме тил т ран с фе ра зы эука -
ри о ти чес кие, КФ 2.1.1.37, и про ка ри о ти чес кие,
КФ 2.1.1.73), ци то зин N4 ((N4)-ДНК- ме тил т ран -
с фе ра зы, КФ 2.1.1.113) и аде нин N6 ((N6)-ДНК-
 ме тил т ран с фе ра зы, КФ 2.1.1.72) [1]. Ме ти ли ро -
ван ные ос но ва ния обоз на ча ют со от вет с т вен но

m5C, m4C и m6A. ДНК-ме тил т ран с фе ра зы от ли -
ча ют ся спе ци фич нос тью к нук ле о тид ной пос ле -
до ва тель нос ти ДНК, к ос но ва нию в ней, а так же
к ато му ос но ва ния (уг ле ро ду или азо ту). В сис те -
мах рес т рик ции—мо ди фи ка ции (РМ) бак те рий
ДНК-ме тил т ран с фе ра зы, ме ти ли руя уз на ва е -
мую пос ле до ва тель ность ДНК, за щи ща ют ее от
соп ря жен ных эн до нук ле аз рес т рик ции (рес т рик -
таз) [2]. 
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ДН К-ме т ил т  ра н с фе р а  за  M.BssECI об ра зу  ет 5  -m4CCNNGG-3  .
Чу в с  т ви т ель ность э н до нук лез рес т ри к ции к но  во му
ме ти ли ро  ва  нию

Из кле ток Bacillus stearothermophilus EC вы де ле на и очи ще на ДНК-ме тил т ран с фе ра за
M.BssECI, ко то рая ме ти ли ру ет на руж ный ци то зи но вый ос та ток в пос ле до ва тель нос ти
ДНК 5-CCNNGG-3 с об ра зо ва ни ем ос тат ка N4-метилцитозина (5-m4CCNNGG-3).
Опи са ны спо со бы вы де ле ния, очис т ки фер мен та (гель - филь т ра ция с ис поль зо ва ни -
ем би о ге ля А-0,5m с пос ле ду ю щей хро ма тог ра фи ей на бен зил - ДЭ А Э- цел лю ло зе и ге -
па рин - се фа ро зе) и иден ти фи ка ции ме ти ли ру е мой ДНК-пос ле до ва тель нос ти. Оп ти -
маль ные ус ло вия и ак тив ность ДНК-ме тил т ран с фе ра зы оп ре де ля ли с ис поль зо ва ни -
ем ДНК фага  по бло ки ро ва нию рес т рик та зы BssECI. Ос но ва ние, ме ти ли ру е мое в
уз на ва е мой пос ле до ва тель нос ти, вы яв ля ли пу тем вве де ния [3H]-мет ки в оли го нук -
ле тид ный дуп лекс. Спе ци фич ность М. BssECI изу ча ли с при ме не ни ем “са мо ме ти -
ли ро ван ной” ДНК фага Аде но-2 с уче том чув с т ви тель нос ти эн до нук ле аз рес т рик -
ции BssECI, MvaI и MspI к ме ти ли ро ван ной ДНК, а так же пу тем ком пь ю тер но го мо -
де ли ро ва ния. Вы де лен ный фер мент мо жет быть ис поль зо ван для изу че ния ха рак те -
ра ме ти ли ро ва ния ДНК; в час т нос ти, дан ный ме тод поз во лил от ли чить m4C- мети -
лированный ци то зин от m5C. ДНК фа гов  и Т7, ме ти ли ро ва ную M.BssECI, ис поль -
зо ва ли для изу че ния чув с т ви тель нос ти ря да рес т рик таз к ме ти ли ро ва нию их сай тов 
уз на ва ния.

Клю че вые сло ва: ДНК-ме тил т ран с фе ра за, ком пь ю тер ное мо де ли ро ва ние, оп ре де ле ние спе ци фич нос ти.

                                 
Дед ков Вла ди мир Сер ге е вич, Мих нен ко ва На та лья Алек сан д ров на, Джа но би ло ва Зе бо Кур бо нов на, Та ра со ва Мар га ри та Вла -
ди ми ров на.

Спи сок  со кра ще ний: ДМТ — ДНК-ме тил т ран с фе ра за; ДТТ — ди ти от ре и тол; ДЭАЭ — ди э ти ла ми но э тил; КЖ — ку ль ту ра ль -
ная жид кость; ОП — оп ти че ская плот ность; ре ст рик та за — эн до нук ле а за ре ст рик ции; си с те ма РМ — си с те ма ре ст рик -
ции—мо ди фи ка ции; трис — трис (ок си ме тил)- ами но ме тан; ЭДТА — эти лен ди а мин тет ра ук сус ная кис ло та; BSA-Ac — бы чий
сы во ро точ ный аль бу мин аце ти ли ро ван ный; m4C — N4-ме тил ци то зин; m5C — 5-ме тил ци то зин; N — лю бой нук ле о тид; PMSF —
па ра ме тил су ль фо нил ф то рид; S — нук ле о тид G или C; SAM — S-аде но зил ме ти о нин; W — нук ле о тид А или Т.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



Тер мо филь ная рес т рик та за BssECI из
Bacillus stearothermophilus EC уз на ет пос ле до ва -
тель ность 5-C^CNNGG-3. Про то ти пом дан ной рес -
т рик та зы яв ля ет ся фер мент SecI из ци а но бак те рии  
Syne chocystis 6701 [3]. В ба зе дан ных REBASE
(http://www.rebase.neb. com) при ве ден ряд изо ши -
зо ме ров SecI; из них BsaJI, BseDI и BssECI яв ля ют -
ся ком мер чес ки дос туп ны ми пре па ра та ми. Ука за -
ны так же и соп ря жен ные ДНК-ме тил т ран с фе ра -
зы, ге ны ко то рых кло ни ро ва ны и сек ве ни ро ва ны,
нап ри мер M.BsaJI, M.BseDI, M.Hpy99IV и др. Эти
фер мен ты ме ти ли ру ют в ДНК пос ле до ва тель -
ность 5-CCNNGG-3. M.BsaJI и M.Hpy99IV об ра -
зу ют m4C, од на ко мес то ме ти ли ро ва ния не оп ре де -
ле но. По э то му впол не ак ту аль но изу че ние спе ци -
фич нос ти ДНК-ме тил т ран с фе ра зы, соп ря жен ной
с рес т рик та зой BssECI.

Для оп ре де ле ния спе ци фич нос ти ДНК-ме -
тил т ран с фе ра зы M.BssECI мы ис поль зо ва ли прин -
цип из ме не ния ви ди мой спе ци фич нос ти рес т рик -
таз при ме ти ли ро ва нии ДНК [4], до пол нив его ком -
пь ю тер ным мо де ли ро ва ни ем ме ти ли ро ва ния ДНК
[5, 6]. Ме ти ли ру е мое ос но ва ние оп ре де ля ли так -
же пу тем его [3H]-ме че ния в оли го нук ле тид ном
дуп лек се. Целью ра бо ты яв ля лось так же изу че ние 
чув с т ви тель нос ти рес т рик таз к но во му ме ти ли ро -
ва нию их сай тов уз на ва ния. 

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Ма те ри а лы. В ра бо те ис поль зо ва ли сле ду -
ю щие рес т рик та зы: MvaI (гид ро ли зу ет ДНК по
5-CC^WGG-3) про из вод с т ва Fermentas (Лит ва),
а так же AccB1I (5-G^GYRCC-3), AccB7I
(5-CCANNNN^NTGG-3), AjnI (5-^CCWGG-3),
AclWI (5-GGATCN4/5-3), Ama87I (5-C^YCGRG-3), 
AspA2I (5-C^CTAGG-3), AsuC2I (5-CC^SGG-3), 
AsuHPI (5-GGTGAN8/7-3), BglI (5-GCCNNNN^NGGC-3),
Bme18I (5-G^GWCC-3), Bsc4I (5-CCNNNNN^NNGG-3),
BslFI (5-GGGACN10/14-3), Bsp19I (5-C^CATGG-3),
BssECI (5-C^CNNGG-3), BssT1I (5-C^CWWGG-3),
Bst4CI (5-CAN^GT-3), BstDSI (5-C^CRYGG-3),
BstH2I (5-RGCGC^Y-3), BstMAI (5-GTCTCN1/5-3),
BstV2I (5-GCAGCN2/6-3), BstXI (5-CCANNNNN̂ NTGG-3),
BsuRI (5-GG^CC-3), DriI (5-GACNNNNN^GTC-3),
HpaI (5-GTT^AAC-3), MspI (5-C^CGG-3),
MspR9I (5-CC^NGG-3), RsaI (5-GT^AC-3),
Sfr303I (5-CCGC^GG-3) и SmaI (5-CCC^GGG-3)
про из вод с т ва НПО “Си бЭн зим” (Но во си бирск).
Ис поль зо ва ли ДНК бак те ри о фа га  (dam-, dcm-)
[7], ДНК бак те ри о фа га Т7 [8], ДНК ви ру са Аде -
но-2 [9], ДНК плаз ми ды pBR322 (dcm+) [10], а так -

же мар кер дли ны ДНК ( ДНК+BssT1I) — того же
про из во ди те ля. Были так же ис поль зо ва ны аце ти -
ли ро ван ный бы чий сы во ро точ ный аль бу мин
(BSA-Ac) (Biotechnic GmbH, Гер ма ния); ли зо цим
(Helicon, Рос сия); трип тон и дрож же вой эк с тракт
(Organotechnie, Фран ция); хро ма тог ра фи чес кие
смо лы: Bio-Gel A-0,5m (Bio-Rad, США), бен зил -
 ДЭ А Э- цел лю ло за и ге па рин - се фа ро за (Sigma,
США); ага ро за LE (Segenetic, Гер ма ния); S-адено -
зилметионин (SAM) — «ГЕП Т РАЛ для инъ ек -
ций» (Hospira, Ита лия); [3H]-SAM 15 Кю/мМ
(Amersham, Ан г лия), а так же со ли и хи ми ка ты оте -
чес т вен но го про из вод с т ва ква ли фи ка ции «х.ч.». 

Штамм B. stearothermophilus EC, про ду -
цент рес т рик та зы BssECI, по лу чен из кол лек ции
куль тур мик ро ор га низ мов НПО “Си бЭн зим”, где
хра нит ся под но ме ром 3М53. 

B. stearothermophilus EC вы ра щи ва ли при
55° в буль о не, со дер жа щем 1% трип то на, 0,5%
дрож же во го эк с трак та, 0,5% NaCl, 0,05% MgCl2 и
0,001% ти а ми на, рН 7,5. Пе ред по се вом куль ту ру
ин ку би ро ва ли 18 ч без встря хи ва ния в 6 кол бах
объ е мом 500 мл, со дер жа щих по 300 мл буль о на.
Вы ра щи ва ние про во ди ли в 20 л сре ды в фер мен те -
ре (New Brunswick, США) при аэра ции 15 л/мин и
пе ре ме ши ва нии с час то той 200 об/мин в те че ние
4 ч до ОП 2,2 ед. (1 см) при  550 нм. Клет ки осаж -
да ли при 4° цен т ри фу ги ро ва ни ем в J2-21
(Beckman, США) в те че ние 30 мин в ро то ре
JA-10 при 8000 g и за мо ра жи ва ли. Из 20 л КЖ
по лу ча ли 83 г би о мас сы.

Вы де ле ние ДНК-ме тил т ран с фе ра зы
M.BssECI про во ди ли при 4°. Все рас т во ры со дер -
жа ли бу фер сле ду ю ще го сос та ва: 10 мМ трис-HCl
(pH 7,5), 10 мМ 2-меркаптоэтанол, 0,1 мМ ЭДТА и 
5% гли це ри на. 10 г кле ток сус пен зи ро ва ли в 50 мл 
бу фе ра с 0,05 M NaCl, 0,03% ли зо ци ма, 0,1 мМ
PMSF и ин ку би ро ва ли 1 ч. За тем клет ки раз ру ша -
ли уль траз ву ком на при бо ре Soniprep 150 (MSE,
Ан г лия) дву мя им пуль са ми по 1 мин с ин тер ва лом 
1 мин. Смесь ин ку би ро ва ли еще 1 ч и об ра бот ку
пов то ря ли. Эк с тракт ос вет ля ли на цен т ри фу ге
J2-21 в те че ние 30 мин в ро то ре JA-20 при 20000 g
и на но си ли на ко лон ку (1002,6 см), со дер жа щую
Bio-Gel A-0,5m. Ко лон ку про мы ва ли 500 мл бу фе -
ра с 0,8 M NaCl, 0,1% три то на Х-100 и 1 мМ ЭДТА
со ско рос тью 30 мл/ч. Со би ра ли 50 фрак ций, из ко -
то рых фрак ции 23—27 со дер жа ли ак тив ную
M.BssECI. Их объ е ди ня ли, ди а ли зо ва ли про тив 20 
объ е мов бу фе ра и на но си ли на ко лон ку бен зил -
 ДЭ А Э- цел лю ло зы (104 см). Фер мент элю и ро ва -
ли 200 мл гра ди ен та NaCl от 0,05 до 0,8 М и элю ат
со би ра ли в 40 про би рок. Фрак ции 18—22 раз бав -
ля ли рав ным объ е мом бу фе ра и на но си ли на ко -
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лон ку ге па рин - се фа ро зы (102 см). Фер мент элю и -
ро ва ли 80 мл гра ди ен та NaCl от 0,05 до 1 М. Из 40
фрак ций объ е ди ня ли фрак ции 26—30 и ди а ли зо ва -
ли про тив бу фе ра с 50%-ным гли це ри ном. По лу ча -
ли 2,5 мл пре па ра та M.BssECI, ко то рый хра ни ли
при –18°. 

Оп ти маль ные ус ло вия ак тив нос ти
M.BssECI оп ре де ля ли в при сут с т вии SAM при
37° и 55° в од ном из бу фе ров М: бу фер В — 10 мМ 
трис-HCl (рН 7,6 при 25°), 1 мМ ЭД ТА и 1 мМ ДТТ;
бу фер G — 10 мМ трис-HCl (рН 7,6), 1 мМ ЭД ТА,
50 мМ NaCl и 1 мМ ДТТ; бу фер O — 50 мМ
трис-HCl (рН 7,6), 1 мМ ЭД ТА, 100 мМ NaCl и 1 мМ 
ДТТ; бу фер W — 10 мМ трис-HCl (рН 8,5), 1 мМ
ЭД ТА, 100 мМ NaCl и 1 мМ ДТТ; бу фер Y — 33 мМ 
трис -а це тат (рН 7,9), 1 мМ ЭД ТА, 66 мМ ка лий
аце тат и 1 мМ ДТТ. Про бы по 50 мкл, со дер жа щие 
бу фер М, 50 мкг/мл  ДНК (dam-, dcm-), 10 мМ
SAM, 0,1 мг/мл BSA-Ac и 2,5 мкл пре па ра та
M.BssECI, ин ку би ро ва ли в те че ние 2 ч при 55°
или 37°. За тем до бав ля ли по 5 мкл кон цен т ра та
рес т рик ци он но го бу фе ра Y (330 мМ трис -а це тат
(рН 7,9), 100 мМ аце тат маг ния, 660 мМ аце тат ка -
лия и 10 мМ ДТТ) вмес те с 0,5 мг/мл BSA-Ac и
5000 ед/мл рес т рик та зы BssECI (10-кратный из бы -
ток). ДНК гид ро ли зо ва ли 1 ч при 60°. За тем до бав ля -
ли по 10 мкл стоп - бу фе ра для бло ки ро ва ния рес т рик -
таз: 0,25 М Na-ЭДТА (рН 8,5), 50% са ха ро зы, 0,01% 
бром фе но ло во го си не го и 0,01% ри бо нук ле а зы.

Про бы ана ли зи ро ва ли пу тем элек т ро фо ре за 
в 1%-ной ага ро зе в трис -а це тат ном бу фе ре (рН 8,1)
с 0,5 мг/л эти дий б ро ми да при нап ря же нии 5 В/см
в те че ние 70 мин по ме то ди ке [11]. При этом ис -
поль зо ва ли мар кер дли ны ДНК ( ДНК+BssT1I),
сос то я щий из фраг мен тов дли ной 19329 п.н., 7743,
6223, 4254, 3472, 2690, 1882, 1489, 925, 421 и 74 п.н.

За еди ни цу ак тив нос ти M.BssECI при ни ма -
ли ко ли чес т во фер мен та, дос та точ ное для пол но -
го бло ки ро ва ния рас щеп ле ния 1 мкг ДНК фага 
за 1 ч ин ку ба ции при оп ти маль ных ус ло ви ях. 

Та ким же об ра зом срав ни ва ли ак тив ность
ДМТ при 40°, 50°, 60°, 70° и 80° в оп ти маль ном бу -
фе ре, ис поль зуя по 1 мкл фер мен та на 50 мкл ре ак -
ци он ной сме си.

Пол ное M.BssECI-метилирование ДНК про -
во ди ли в 1,5 мл ре ак ци он ной сме си, со дер жа щей
100 мкг/мл ДНК, 10 мМ SAM, бу фер G, 0,1 мг/мл
BSA-Ac и 70 мкл пре па ра та M.BssECI в те че ние 5 ч 
при 55°. Пол но ту ме ти ли ро ва ния кон т ро ли ро ва ли 
при по мо щи рес т рик та зы BssECI, как опи са но вы -
ше. ДНК очи ща ли хло ро фор мом, осаж да ли эта но -
лом и рас т во ря ли в 1 мл 10 мМ трис-HCl (рН 7,6),
со дер жа щем 1 мМ ЭДТА. 

Бло ки ро ва ние рес т рик таз при гид ро ли зе
сай тов уз на ва ния, ме ти ли ро ван ных M.BssECI, оп -
ре де ля ли пу тем гид ро ли за ис ход ной и ме ти ли ро -
ван ной ДНК при ак тив нос ти рес т рик таз, дос та точ -
ной для рас щеп ле ния 10-кратного из быт ка ДНК, в 
ус ло ви ях, ре ко мен до ван ных про из во ди те ля ми. В
про бы по 50 мкл, со дер жа щие 50 мкг/мл ДНК в
рес т рик ци он ном бу фе ре с 0,1 мг/мл BSA-Ac, до -
бав ля ли 12 ед. рес т рик та зы и ин ку би ро ва ли 2 ч
при оп ти маль ной тем пе ра ту ре. За тем до бав ля ли
10 мкл стоп - бу фе ра и про во ди ли элек т ро фо рез в
1%-ной ага ро зе при нап ря жен нос ти 5 В/см в те че -
ние 2,5 ч по ме то ди ке [11]. 

Мо де ли ро ва ние ме ти ли ро ва ния ДНК, бло -
ки ру ю щее уз на ва ние сай тов рес т рик та за ми, про -
во ди ли как опи са но ра нее [5, 6]. Пред по ло жив,
что дей с т вие M.BssECI сос то ит в ме ти ли ро ва нии
5-mCCNNGG-3, его мо де ли ро ва ли за ме няя в за -
пи сях нук ле о тид ных пос ле до ва тель нос тей ДНК
все CCNNGG на NCNNGN. Это ре дак ти ро ва ние в
даль ней шем обоз на ча ли как (C=>N)CNNG(G=>N).
В сай тах, уз на ва е мых не ко то ры ми рес т рик та за -
ми, M.BssECI мог ла ме ти ли ро вать раз лич ные ци -
то зи ны. В этих слу ча ях мо де ли ро ва ли ме ти ли ро -
ва ние каж до го ци то зи на от дель но. Нап ри мер, бло -
ки ро ва ние уз на ва ния рес т рик та зой DriI сай тов, в
ко то рых M.BssECI ме ти ли ро ва ла толь ко внут рен -
ний ци то зин (5-GAmCNNNNNGTC-3), мо де ли -
ро ва ли со от вет с т вен но как GA(C=>N)CNNGGGTC
и GACCCNNG(G=>N)TC. За тем мо де ли ро ва ли
рас щеп ле ние рес т рик та зой ис ход ной и ре дак ти ро -
ван ной ДНК и их элек т ро фо рез в 1%-ном ага роз -
ном ге ле. Мо де ли ис поль зо ва ли для оп ре де ле ния
спе ци фич нос ти ДНК-ме тил т ран с фе ра зы M.BssECI, 
а так же для изу че ния чув с т ви тель нос ти рес т рик -
таз к ме ти ли ро ва нию их сай тов уз на ва ния. 

[3Н]-Ме ти ли ро ва ние и оп ре де ле ние ме че -
но го ос но ва ния про во ди ли с ис поль зо ва ни ем де -
зок си о ли го нук ле о тид но го дуп лек са (“Си бЭн зим”), 
в ко то ром на сайт ме ти ли ро ва ния M.BssECI при хо -
ди лись точ ки гид ро ли за рес т рик та зы IIS-типа
AclWI, как опи са но в [12]. Дуп лекс ме ти ли ро ва ли
с по мощью M.BssECI, ис поль зуя ме чен ный три ти -
ем SAM (15 Кю/мМ, Amersham). Для это го к
80 мкл ре ак ци он ной сме си, со дер жа щей 30 мкМ
ДНК-дуп лекс в бу фе ре G и 6,7 мкМ [3H]SAM, до -
бав ля ли 8 мкл пре па ра та ДМТ и ин ку би ро ва ли 3 ч
при 55°. Ме че нный та ким об ра зом дуп лекс осаж -
да ли эти ло вым спир том, рас т во ря ли в 50 мкл
SE-буфера Y (33 мМ трис -а це тат (pH 7,9 при 25°),
10 мМ маг нийаце тат, 66 мМ ка лийаце тат, 1 мМ
ДTT) и об ра ба ты ва ли рес т рик та зой AclWI (8 ед.) в 
те че ние 4 ч при 37°. Про дук ты рас щеп ле ния раз де -
ля ли с по мощью элек т ро фо ре за в 40%-ном по ли ак -
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ри ла мид ном ге ле (1717 см) с 7,5 М мо че ви ной в
те че ние 2 ч при нап ря же нии 500 В. Гель ок ра ши ва -
ли кра си те лем “Stains-all” (Sigma, Гер ма ния) и вы -
яв лен ные од но це по чеч ные про дук ты гид ро ли за
элю и ро ва ли из ге ля пу тем пас сив ной диф фу зии, а
за тем пе ре но си ли на филь т ры DE-81. Ко ли чес т во
вклю чен ной мет ки оп ре де ля ли на жид кос т ном
сцин тил ля ци он ном счет чи ке Beckman Coulter LS
6500 (США). 

Спе ци фич ность M.BssECI оп ре де ля ли с ис -
поль зо ва нием ме ти ли ро ван ной ею ДНК ви ру са
Аде но-2 с уче том чув с т ви тель нос ти к ме ти ли ро -
ван ной ДНК рес т рик таз BssECI, MvaI и MspI, а
так же ме то дом ком пь ю тер но го мо де ли ро ва ния.

РЕ ЗУ ЛЬ ТА ТЫ И ОБ СУЖ ДЕ НИЕ

В ре зуль та те вы ра щи ва ния B. stearothermo -
philus EC при аэра ции и 55° (см. «Ус ло вия эк с пе ри -
мен та») по лу чи ли 83 г кле ток из 20 л буль о на.
ДМТ вы де ля ли из 10 г кле ток пос ле раз ру ше ния
их уль траз ву ком и пос ле ду ю щей хро ма тог ра фии
эк с трак та на ко лон ках Bio-Gel A-0,5m, бен зил - ДЭ -
А Э- цел лю ло зы и ге па рин - се фа ро зы. Фер мент ди а -
ли зо ва ли про тив бу фе ра с 50%-ным гли це ри ном и
хра ни ли при –18°; вы ход пре па ра та фер мен та сос -
та вил 2,5 мл рас т во ра с ак тив нос тью 500 ед/мл.
ДМТ наз ва ли M.BssECI в со от вет с т вии с но мен к ла -
ту рой [13].

При оп ре де ле нии оп ти маль ных ус ло вий ак -
тив нос ти M.BssECI за ос но ву бы ли при ня ты SE-бу -
феры: B, G, O, W и Y (http://russia.sibenzyme.com).
Они от ли ча ют ся ве ли чи ной ион ной си лы и рН, а
так же со дер жат ионы Mg2+, не об хо ди мые для ак -
тив нос ти рес т рик таз. Пос коль ку эти ионы не тре -
бу ют ся для про яв ле ния ак тив нос ти ДМТ [14], мы
за ме ни ли их на 1 мМ ЭД ТА для бло ки ро ва ния нук -
ле аз и рес т рик та зы. Но вые бу фе ры M обоз на чи ли
со от вет с т вен но B, G, O, W и Y. В них и оп ре де -
ля ли ак тив ность M.BssECI, как опи са но в «Ус ло ви -
ях эк с пе ри мен та». 

На рис. 1 вид но, что пос ле ин ку ба ции ДНК
фа га  и SAM с ДМТ эта ДНК ста но вит ся ус той чи -
вой к рас щеп ле нию из быт ком BssECI при оп ти -
маль ной тем пе ра ту ре (50°, 60°). Сре ди ис поль зо -
ван ных оп ти маль ны м для ак тив нос ти M.BssECI
был бу фер G

Ос но ва ние, ме ти ли ру е мое M.BssECI, оп ре -
де ля ли пу тем его ме че ния с ис поль зо ва ни ем
[3H]-SAM, как опи са но в “Ус ло ви ях эк с пе ри мен -
та”. Для это го син те зи ро ва ли оли го нук ле о тид ный 
дуп лекс, в ко то ром имел ся сайт, ме ти ли ру е мый
ДМТ M.BssECI (на схе ме вы де лен жир ным шриф -
том), а так же от де лен ный от не го тре мя нук ле о ти -

да ми сайт, уз на ва е мый рес т рик та зой IIS-типа
AclWI (вы де лен рам кой). При этом точ ки гид ро ли -
за AclWI (по ка за ны стрел ка ми) при хо ди лись на ме -
ти ли ру е мый сайт. 

Пос ле гид ро ли за ме че но го дуп лек са рес т -
рик та зой AclWI од но це по чеч ные фраг мен ты раз -
де ля ли с по мощью элек т ро фо ре за (рис. 2), в каж -
дом из ко то рых из ме ря ли ра ди о ак тив ность. В
табл. 1 вид но, что мет ка вклю ча лась пре и му щес т -
вен но во фраг мен ты дли ной 19 и 9 нук ле о ти дов.
Та кая кар ти на мог ла наб лю дать ся толь ко в том слу -
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Рис. 1. Ак тив ность ДМТ M.BssECI, ог ра ни чи ва ю щая
гид ро лиз ДНК фа га  из быт ком рес т рик та зы BssECI, при ис -
поль зо ва нии для ме ти ли ро ва ния раз лич ных бу фе ров (55°) и
раз лич ных зна че ний тем пе ра ту ры (бу фе ре G): M — мар кер
дли ны фраг мен тов ДНК ( ДНК + BssT1I)

Рис. 2. Элек т ро фо рез в 40%-ном по ли ак ри ла мид ном
ге ле с 7,5 М мо че ви ной фраг мен тов це пей ме че но го оли го нук -
ле о тид но го дуп лек са пос ле его гид ро ли за AclWI: 1 — гид ро -
ли зат, 2 — мар кер дли ны фраг мен тов ДНК. Циф ры обоз на ча -
ют чис ло нук ле о ти дов в каж дом фраг мен те



чае, ес ли M.BssECI ме ти ли ро ва ла внеш ний ци то -
зин уз на ва е мой пос ле до ва тель нос ти с об ра зо ва ни -
ем фраг мен та 5-[3H]mCCNNGG-3.

Спе ци фич ность M.BssECI оп ре де ля ли так -
же с ис поль зо ва ни ем рес т рик таз и мо де ли ро ва ния 
(см. «Ус ло вия эк с пе ри мен та»). Этот ме тод дол жен 
был поз во лить оп ре де лить, ка кой имен но ци то -
зин, С5 или С4, под вер г ся ме ти ли ро ва нию. Для
это го в ус ло ви ях, оп ти маль ных для ак тив нос ти
M.BssECI, про во ди ли ме ти ли ро ва ние ме тил т ран с -
фе ра зой M.BssECI ДНК ви ру са Аде но-2,  ко то рую 
за тем рас щеп ля ли рес т рик та за ми. На рис. 3 (a, до -
рож ка 1) вид но, что BssECI рас щеп ля ла ис ход ную
ДНК по сай ту 5-CCNNGG-3, но не рас щеп ля ла
ме ти ли ро ван ную ДНК (см. рис. 3, a, до рож ка 2). 

Мо де ли ро ва ние ме ти ли ро ва ния на руж но го
ци то зи на в обе их це пях уз на ва е мой пос ле до ва -
тель нос ти пу тем за мен (C=>N)CNNG(G=>N) так -
же ис к лю ча ло уз на ва ние сай тов 5-CCNNGG-3
рес т рик та зой BssECI (см. рис. 3, б, до рож ка 2). На
рис. 3 вид но так же, что рес т рик та за MvaI, уз на ю щая
5-CCWGG-3, не рас щеп ля ла сай ты 5-CCWGGG-3
на ме ти ли ро ван ной ДНК. Пос коль ку MvaI не чув с -
т ви тель на к m5C, но бло ки ру ет ся ме ти ли ро ва ни -
ем 5-Cm4CWGG-3 [15] и 5-m4CCWGG-3 [16],
по лу чен ный ре зуль тат сви де тель с т ву ет о том, что
M.BssECI об ра зу ет m4C в пос ле до ва тель нос ти
5-CCNNGG-3. Что бы оп ре де лить, ка кой имен но
ци то зин ме ти ли ро ван, ис поль зо ва ли MspI, ко то рая
не рас щеп ля ет ни 5-m5CCGG-3, ни 5-m4CCGG-3
[4] да же при ме ти ли ро ва нии од ной це пи сай та уз -
на ва ния, од на ко рас щеп ля ет 5-Cm5CGG-3 [17] и
5-Cm4CGG-3 [18]. На рис. 3 вид но, что MspI не
рас щеп ля ла сай ты 5-CCGGGG-3 (см. рис. 3, а, б,
до рож ки 2) и рас щеп ля ла сай ты 5-CCCGGG-3
(см. рис. 3, а, до рож ка 2, и б, до рож ка 3), ме ти ли ро -
ван ные M.BssECI. Та ким об ра зом, ДМТ M.BssECI 
об ра зо вы ва ла 5-m4CCNNGG-3, не мо ди фи ци руя 

внут рен ний ци то зин. На рис. 3 так же вид но, что
пе рек ры ва ю щее ме ти ли ро ва ние дос та точ но пол -
но бло ки ро ва ло MvaI и MspI. Это сви де тель с т ву ет 
о том, что M.BssECI ме ти ли ро ва ла обе це пи ДНК
в сай те уз на ва ния. 

Та ким об ра зом, M.BssECI, об ра зу ю щая
5-m4CCNNGG-3, от но сит ся к ци то зин (N4)- ДНК-
 ме тил т ран с фе ра зам (КФ 2.1.1.113) [1]. По сво ей
спе ци фич нос ти она близ ка к M.CfrBI, ко то рая об -
ра зу ет 5-m4CCWWGG-3 [19]. Та ким об ра зом,
M.BssECI как фер мент с но вой спе ци фич нос тью
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Та б ли  ца  1
Рас пре де ле ние мет ки во фраг мен тах оли го нук ле о тид но го дуп лек са, ме чен но го M.BssE CI 
в при сут ст вии 3Н-SAM, по сле его гид ро ли за Ac l WI 

Цепь дуп лек са Нук ле о тид ная по сле до ва те ль ность
фраг мен та*

Дли на, чис ло
нук ле о ти дов

Ра дио ак тив ность 3Н,
имп/мин

Вер х няя 5-CACAACGTTAGGATCATAC-3 19 1048

5-CATGGTAACCAAAT-3 14 166
Ниж няя 5-ACCTGTGTTGCAATCCTAGTATGG-3 24 141

5-TACCATTGG-3 9 1008

*Нук ле о ти ды сай та, ме ти ли ро ван но го M.BssE CI, вы де ле ны жир ным шриф том.

Рис. 3. Эк с пе ри мен таль ный (а) и рас чет ный (б) гид ро -
лиз на тив ной (1) и M.BssECI-метилированной (2) ДНК ви ру -
са Аде но-2 рес т рик та за ми BssECI (уз на ет 5-CCNNGG-3),
MvaI (уз на ет 5-CCWGG-3) и MspI (уз на ет 5-CCGG-3): 1 —
ДНК; 2 — ДНК + M.BssECI (а) или за ме ны при мо де ли ро ва -
нии (б): (C=>N)CNNG(G=>N); 3 — С(C=>N)CG(G=>N)G



впол не мо жет пред с тав лять ин те рес для мо ле ку -
ляр но- ге не ти чес ких ис с ле до ва ний.

Су щес т вен ной ха рак те рис ти кой спе ци фич -
нос ти рес т рик таз яв ля ет ся их чув с т ви тель ность к
ме ти ли ро ва нию сай тов уз на ва ния. По э то му мы ис -
поль зо ва ли ДНК фа гов  и Т7, ме ти ли ро ван ные
M.BssECI, для изу че ния чув с т ви тель нос ти ря да
рес т рик таз к но во му ви ду ме ти ли ро ва ния.

Для рес т рик таз, сай ты уз на ва ния ко то рых
пе рек ры ва ют ся с 5-m4CCNNGG-3, мо де ли ро ва -
ли рас щеп ле ние ка но ни чес ких и ре дак ти ро ван ных
(C=>N)CNNG(G=>N) пос ле до ва тель нос тей ДНК
фа гов  и Т7. Рес т рик та зы, для ко то рых вы я ви ли
бло ки ро ва ние рас щеп ле ния, ис поль зо ва ли для эк с -
пе ри мен таль но го гид ро ли за ме ти ли ро ван ной ДНК.

В не ко то рых слу ча ях рас чет ные и эк с пе ри мен -
таль ные ре зуль та ты не сов па да ли. Это объ яс ня ли
тем, что ДМТ M.BssECI мог ла ме ти ли ро вать раз -
ные ци то зи ны в сай тах уз на ва ния рес т рик таз, ко -
то рые, в свою оче редь, про яв ля ли из би ра тель ную
чув с т ви тель ность к ме ти ли ро ва нию. Для каж дой
та кой рес т рик та зы за тем мо де ли ро ва ли ме ти ли ро -
ва ние каж до го ци то зи на от дель но, как опи са но в

“Ус ло ви ях эк с пе ри мен та”. Та ким об ра зом оп ре де -
ля ли вли я ние ме ти ли ро ва ния этих ос но ва ний на
бло ки ро ва ние изу ча е мой рес т рик та зы, а рас чет -
ные про фи ли при во ди ли в со от вет с т вие с эк с пе ри -
мен том. Ре зуль та ты, по лу чен ные при рас щеп ле -
нии ДНК фа гов  и Т7, по ка за ны со от вет с т вен но
на рис. 4 и 5, а так же сум ми ро ва ны в табл. 2. 
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Рис. 4. Эк с пе ри мен таль ный (ввер ху) и рас чет ный (вни зу) про фи ли гид ро ли за рес т рик та за ми ДНК фа га  до (1) и пос ле (2)
ее об ра бот ки ДМТ M.BssECI: 1 — ис ход ная ДНК (эк с пе ри мент) (или ее пос ле до ва тель ность (мо дель)); 2 — ДНК + M.BssECI
(эк с пе ри мент) или за ме ны (C=>N)CNNG(G=>N) в пос ле до ва тель нос ти ДНК при мо де ли ро ва нии ее рас щеп ле ния сле ду ю щи ми рес т -
рик та за ми: AjnI (уз на ет 5-CCWGG-3); BslFI (5-GGGAC); Bsp19I (5-CCATGG-3); BssECI (5-CCNNGG-3); BssT1I (5-CCWWGG-3);
BstDSI (5-CCRYGG-3); HpaI (5-GTTAAC-3); RsaI (5-GTAC-3); Sfr303I (5-CCGCGG-3) и SmaI (5-CCCGGG-3). За ме ны при 
рас щеп ле нии Ama87I (5-CYCGRG-3) — (C=>N)CCGG(G=>N); AsuC2I (5-CCSGG-3) — (C=>N)CSGGG и CCCSG(G=>N); BglI
(5-GCCNNNNNGGC-3) — GC(C=>N)NNGGNGGC и GGCNCCNN(G=>N)GC; Bme18I (5-GGWCC-3) — GGWC(C=>N)CNNGG
и CCNNG(G=>N)GWCC; BstMAI (5-GTCTC-3) — CCNNG(G=>N)TCTC и GAGA(C=>N)CNNGG



Из дан ных табл. 2 вид но, что ме ти ли ро ван -
ную ДНК фа га  не рас щеп ля ла как BssECI (по сай -
ту 5-m4CCNNGG-3), так и Bsp19I (5-m4CCATGG-3),
BssT1I (5-m4CCWWGG-3), BstDSI (5-m4CCRYGG-3),
Sfr303I (5-m4CCGCGG-3) и SmaI (5-m4CCCGGG-3), 
а ме ти ли ро ван ную ДНК фа га Т7 кро ме BssECI не
рас щеп ля ла так же AspA2I (5-m4CCTAGG-3).
Сай ты уз на ва ния этих рес т ри каз бы ли ме ти ли ро -
ва ны по внеш ним ци то зи нам обе их це пей. Ama87I,
уз на ю щая 5-CYCGRG-3, не рас щеп ля ла на ДНК
фа га  сайт 5-m4CCCGGG-3 (см. табл. 2). 

В сай тах, уз на ва е мых не ко то ры ми рес т рик -
та за ми, M.BssECI мог ла ме ти ли ро вать толь ко

один ци то зин на од ной из це пей. На рис. 4 вид но,
что в этих слу ча ях рес т рик та за AjnI не рас щеп ля ла
5-m4CCWGG-3, HpaI не рас щеп ля ла 5-GTTAAm4C-3,
а RsaI не рас щеп ля ла 5-GTAm4C-3. На рис. 5 вид но
так же, что AccB7I рас щеп ля ла 5-m4CCANNNNNTGG-3.
В табл. 2 по ка за но, что в сай те уз на ва ния дру гая
цепь ДНК бы ла ме ти ли ро ва на вне это го сай та. 

Мо де ли ро ва ние по ка за ло, что ДМТ M.BssECI
ме ти ли ро ва ла раз ные ци то зи ны в од ной из це пей
в сай тах, уз на ва е мых рес т рик та за ми BglI, Bme18I
и BslFI на ДНК фа га , а так же рес т рик та за ми
AccB1I, BstH2I, BstVI, BsuRI и DriI на ДНК фа га
Т7 (рис. 6). Рес т рик та зы при этом мог ли про яв -
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Рис. 5. Эк с пе ри мен таль ный (ввер ху) и рас чет ный (вни зу) про фи ли гид ро ли за рес т рик та за ми ДНК фа га T7 до (1) и пос ле
(2) ее об ра бот ки ДМТ M.BssECI: 1 — ис ход ная ДНК (эк с пе ри мент) (или ее пос ле до ва тель ность (мо дель)); 2 — ДНК + M.BssECI
(эк с пе ри мент) или за ме ны (C=>N)CNNG(G=>N) в пос ле до ва тель нос ти ДНК при мо де ли ро ва нии ее рас щеп ле ния сле ду ю щи ми 
рес т рик та за ми: AccB7I (уз на ет 5-CCANNNNNTGG-3); AspA2I (5-CCTAGG); BssECI (5-CCNNGG); Bst4CI (5-ACNGT-3);
BstXI (5-CCANNNNNNTGG-3) и BsuRI (5-GGCC-3). За ме ны при рас щеп ле нии AccB1I (5-GGYRCC-3) —
GGYR(C=>N)CNNGG и CCNNG(G=>N)YRCC; AsuHPI (5-GGTGA-3) — CCNNG(G=>N)GTGA и TCAC(C=>N)CNNGG;
Bsc4I (5-CCNNNNNNNGG-3) — (C=>N)CNNGGNNNGG и CCNNNNCCNG(G=>N); BstH2I (5-RGCGCY-3) —
RGCG(C=>N)CNNGG и CCNNG(G=>N)CGCY; BstV2I (5-GAAGAC-3) — CCNNG(G=>N)AAGAC и GTCTT(C=>N)CNNGG;
DriI (5-GACNNNNNGTC-3) — GA(C=>N)CNNGGGTC и GACCCNNG(G=>N)TC; MspR9I (5-CCNGG-3) — (C=>N)CNGGG
и CCCNG(G=>N)
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ДНК-МЕ ТИЛ Т РАН С ФЕ РА ЗА M.BssECI ОБ РА ЗУ ЕТ 5-m4CCNNGG-3. ЧУВ С Т ВИ ТЕЛЬ НОСТЬ ЭН ДО НУК ЛЕЗ

Та б ли  ца  2
Гид ро лиз ДНК ре ст рик та за ми по сай там уз на ва ния, ме ти ли ро ван ным M.BssE CI 

ДНК фа га  ДНК фа га Т7

Ре ст рик та за Ме ти ли ро ван ный сайт,
уз на ва е мый ре ст рик та зой

Гид ро лиз,
% Ре ст рик та за Ме ти ли ро ван ный сайт,

уз на ва е мый ре ст рик та зой
Гид ро лиз,

%

AjnI 5-m4CCWGG-3
-GGWCC-5

0 AccB7I 5-m4CCANNNNNTGG-3
3-GGTNNNNNACC-5

100

Ama87I 5-m4CYCGRG-3
-GRGYm4C-5

0

AccB1I

5-GGYRm4CC-3
3-CCRYGG-5

0

AsuC2I 5-m4CCSGG-3
3-GGSCC-5

0 5-GGYRCm4C-3
3-CCRYGG-5

100

BglI 5-Gm4CCNNNNNGGC-3
3-CGGNNNNNCCG-5

0 AspA2I 5-m4CCTAGG-3
3-GGATCm4C-5

0

5-GCCNNNNNGGm4C-3
3-CGGNNNNNCCG-5

100 AsuHPI 5-GGTGA-3
3-m4CCACT-5

100

Bme18I 5-GGWCm4C-3
3-CCWGG-5

0 Bsc4I 5-m4CCNNNNNNNGG-3
3-GGNNNNNNNCC-5

0

5-GGWm4CC-3
3-CCWGG-5

100 BssECI 5-m4CCNNGG-3
3-GGNNCm4C-5

0

BslFI 5-m4ccnnGGGAC-3
3-ggnnCm4CCTG-5

0 Bst4CI 5-Am4CNGT-3
3-TGNCA-5

0

5-GGGAC-3
3-CCm4CTG-5

0

BstH2I

5-RGCGm4CY-3
3-YCGCGR-5

0

Bsp19I 5-m4CCATGG-3
3-GGTACm4C-5

0 5-RGCGCm4Y-3
3-YCGCGR-5

100

BssECI 5-m4CCNNGG-3
3-GGNNCm4C-5

0

BstV2I

5-GAAGAm4C-3
3-CTTCTG-5

100

BssT1I 5-m4CCWWGG-3
-GGWWCm4C-5

0 5-GAAGAC-3
3-4CTTCTG-5

80

BstDSI 5-m4CCRYGG-3
-GGYRCm4C-5

0 BstXI 5-m4CCANNNNNNTGG-3
-GGTNNNNNNACC-5

0

BstMAI 5-GTCTC-3
-m4CAGAG-5

100

BsuRI

5-GGm4CC-3
-CCGG-5

100

HpaI 5-GTTAAm4C-3
-CAATTG-5

0 5-GGCm4C-3
-CCGG-5

100

RsaI 5-GTAm4C-3
-CATG-5

0

DriI

5-GAm4CNNNNNGTC-3
-CTGNNNNNCAG-5

0

Sfr303I 5-m4CCGCGG-3
-GGCGCm4C-5

0 5-GACNNNNNGTm4C-3
-CTGNNNNNCAG-5

100

SmaI 5-m4CCCGGG-3
-GGGCCm4C-5

0 MspR9I 5-m4CCNGG-3
-GGNCC-5

100



лять раз лич ную чув с т ви тель ность к ме ти ли ро ва -
нию. На до рож ках 2 рис. 6 пред с тав ле но мо де ли ро -
ва ние бло ки ру ю ще го ме ти ли ро ва ния ци то зи нов,
ко то рое со от вет с т во ва ло эк с пе ри мен ту на до рож -
ках 2 рис. 4 и 5. На до рож ках 3 рис. 6 пред с тав ле -
ны ре зуль та ты мо де ли ро ва ния бло ки ру ю ще го ме -
ти ли ро ва ния и дру гих ци то зи но вых ос тат ков. Вид -
но, что до рож ки 3 от ли ча ют ся от до ро жек 2. При
этом рес т рик та зы не рас щеп ля ли сай ты, ме ти ли -
ро ван ные по од ним ци то зи нам, и рас щеп ля ли
сай ты, ме ти ли ро ван ные по дру гим. Нап ри мер,
BglI (уз на ет 5-GCCNNNNNGGC-3) не рас щеп ля -
ла 5-Gm4CCNNNNNGGC-3, но рас щеп ля ла
5-GCCNNNNNGGm4C-3. Это сле ду ет из то го,
что эк с пе ри мен таль ное рас щеп ле ние ме ти ли ро -
ван ной ДНК фа га  при по мо щи BglI (см. рис. 4,
до рож ка 2) сов па да ло с рас чет ным при за ме нах
G(C=>N)CNNGGNGGC и GGCNCCNNG(G=>N)C 
(см. рис. 4 и рис. 6, до рож ка 2), но от ли ча лось от
рас чет но го при до пол ни тель ных за ме нах

GCCNNNNNGG(C=>N)CNNGG и CCNNG(G=>N)
CCNNNNNGGC (см. рис. 6, до рож ка 3). По ка за но
так же, что на ДНК фа га  (см. рис. 4 и 6) рес т рик -
та за Bme18I не рас щеп ля ла 5-GGWCm4C-3, но
рас щеп ля ла 5-GGWm4CC-3, а BslFI не рас щеп ля -
ла 3-Cm4CCTG-5 и 3-CCm4CTG-5; в от но ше -
нии ДНК фа га Т7 (см. рис. 5 и 6) по лу чен ные дан -
ные сви де тель с т ву ют, что AccB1I не рас щеп ля ла
5-GGYRm4CC-3 и рас щеп ля ла 5-GGYRCm4C-3,
а BstH2I не рас щеп ля ла 5-RGCGm4CY-3 и рас щеп -
ля ла 5-RGCGCm4Y-3. BstVI час тич но гид ро ли зо ва -
ла 5-GTCTTm4C-3 и пол нос тью — 5-GAAGAm4C-3.
BsuRI рас щеп ля ла 5-GGm4CC-3 и 5-GGCm4C-3,
DriI не вы зы ва ла дег ра да цию 5-GAm4CNNNNNGTC-3
и рас щеп ля ла 5-GACNNNNNGTm4C-3. Эти дан -
ные сум ми ро ва ны в табл. 2.

M.BssECI мо жет ме ти ли ро вать ци то зи но -
вые ос но ва ния в сай тах уз на ва ния и дру гих рес т -
рик таз. Од на ко в выб ран ных ДНК бы ло вы яв ле но
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Рис. 6. Мо де ли ро ва ние бло ки ро ва ния сай тов уз на ва ния рес т рик таз при пе рек ры ва нии в них от дель ных ци то зи нов ме ти -
ли ро ва ни ем 5-m4CCNNGG-3 на ДНК фа гов  (а) и Т7 (б): до рож ки 1 — ис ход ные пос ле до ва тель нос ти ДНК; до рож ки 2, 3 для
BglI (уз на ет 5-GCCNNNNNGGC-3) — за ме ны G(C=>N)CNNGGNGGC и GGCNCCNNG(G=>N)C, со от вет с т вен но; до рож ка 3
— до пол ни тель ные за ме ны GCCNNNNNGG(C=>N)CNNGG и CCNNG(G=>N)CCNNNNNGGC; до рож ки 2, 3 для Bme18I
(5-GGWCC-3) — за ме ны GGWC(C=>N)CNNGG и CCNNG(G=>N)GWCC, со от вет с т вен но; до рож ка 3 — до пол ни тель ные за -
ме ны GGW(C=>N)CNNGG и CCNNG(G=>N)WCC; до рож ка 2 для BslFI (5-GGGAC-3) — за ме ны CCNNG(G=>N)GAC и
GTC(C=>N)CNNGG, а так же за ме ны CCNGG(G=>N)AC и GT(C=>N)CCNGG, со от вет с т вен но; до рож ка 3 — за ме ны толь ко
CCNNG(G=>N)GAC и GTC(C=>N)CNNGG; до рож ки 2, 3 для AccB1I (5-GGYRCC-3) — за ме ны GGYR(C=>N)CNNGG и
CCNN(G=>N)GYRCC; до рож ка 3 — до пол ни тель ные за ме ны GGYRC(C=>N)CNNGG и CCNNG(G=>N)GYRCC; до рож ки 2, 3
для BstH2I (5-RGCGCY-3) — за ме ны RGCG(C=>N)CNNGG и CCNNG(G=>N)CGCY, со от вет с т вен но; до рож ка 3 — до пол ни -
тель ные за ме ны RGCGC(C=>N)CNNGG и CCNNG(G=>N)GCGCY; до рож ки 2, 3 для BstV2I (5-GAAGAC-3) — за ме ны
CCNNG(G=>N)AAGAC и GTCTT(C=>N)CNNGG, со от вет с т вен но; до рож ка 3 — до пол ни тель ные за ме ны GAAGA(C=>N)CNNGG
и CCNNG(G=>N)TCTTC; до рож ка 2 для BsuRI (5-GGCC-3) — за ме ны (C=>N)CNNGG и CCNNG(G=>N); до рож ка 3 — за ме -
ны толь ко GG(C=>N)CNNGG и CCNNG(G=>N)СС; до рож ки 2, 3 для DriI (5-GACNNNNNGTC-3) — за ме ны
GA(C=>N)CNNGGGTC и GACCCNNG(G=>N)TC, со от вет с т вен но; до рож ка 3 — до пол ни тель ные за ме ны
GACNNNNNGT(C=>N)CNNGG и CCNNG(G=>N)ACNNNNNGTC



ме ти ли ро ва ние толь ко од но го ци то зи на в сай те уз -
на ва ния. Мы по ка за ли, что AsuC2I не вы зы ва ла
дег ра да ции 5-m4CCSGG-3 (см. рис. 4), AsuHPI
рас щеп ля ла 5-TCACm4C-3 (см. рис. 5), MspR9I
— 5-m4CCNGG-3 (см. рис. 5), а BstMAI —
5-GAGAm4C-3 (см. рис. 4 и табл. 2). 

Сайт, уз на ва е мый рес т рик та зой, мо жет
быть пе рек рыт не од ним, а дву мя сай та ми ме ти ли -
ро ва ния M.BssECI. При ме ром мо жет слу жить
сайт 5-GTAC-3 (уз на ва е мый RsaI), на хо дя щий ся
в ок ру же нии 5-ccnngGTACcnngg-3. В этом слу -
чае M.BssECI ме ти ли ру ет оба ци то зи на в сай те
5-GTAC-3 (на вер х ней и ниж ней це пях). Од на ко
пос ле до ва тель ность 5-ccnngGTACcnngg-3 от сут -
с т ву ет в ДНК фа га . Оче вид но, что ве ро ят ность
на хож де ния ука зан но го де ка нук ле о ти да сре ди
48502 ос но ва ний ДНК фа га  дос та точ но ма ла.
Мы, тем не ме нее, рас с мот ре ли воз мож ность двой -
но го пе рек ры ва ния ме ти ли ро ва ни ем сай тов уз на -
ва ния рес т рик таз, пе ре чис лен ных в табл. 2. Бы ло
по ка за но, что лишь для сай та 5-GGYRCC-3, уз на -
ва е мо го AccB1I, в пос ле до ва тель нос ти ДНК фа га
Т7 при сут с т ву ет фраг мент CCGTGGCACCGAGG 
в по зи ции 7522. Мо де ли ро ва ние, од на ко, по ка за -
ло, что бло ки ро ва ние рас щеп ле ния это го сай та на
элек т ро фо рег рам ме не воз мож но де тек ти ро вать.
Тем не ме нее, как вид но из дан ных табл. 2, для бло -
ки ро ва ния рес т рик таз RsaI и AccB1I дос та точ но
ме ти ли ро ва ния и од ной це пи в их сай тах уз на ва -
ния в об лас ти 5-GTAm4C-3 и 5-GGYRm4CC-3,
со от вет с т вен но. 

Чув с т ви тель ность рес т рик таз к ме ти ли ро ва -
нию m4C (см. табл. 2) впол не мож но ис поль зо вать 
для изу че ния ха рак те ра ме ти ли ро ва ния ДНК. Она
так же мо жет ха рак те ри зо вать и спе ци фич ность
соп ря жен ных ДНК-ме тил т ран с фе раз. Рес т рик та -
зы не рас щеп ля ют ДНК, ме ти ли ро ван ную соп ря -
жен ной ме ти ла зой да же по од ной це пи. По э то му,
нап ри мер, M.BglI, от но ся ща я ся к m4C ДНК-ме -
тил т ран с фе ра зам [20], ве ро ят но, не об ра зу ет
5-GCCNNNNNGGm4C-3, пос коль ку BglI рас -
щеп ля ла та кой сайт, ме ти ли ро ван ный M.BssECI.

По лу че но 14.09.11

ЛИТЕРАТУРА

1. S-Ade no syl met hi o ni ne-De pen dent Met hyl t ran s fe ra ses:
Struc tu res and Fun c ti ons [eds. X. Cheng, R.M. Blu men t hal].
— Sin ga po re, New Jer sey, Lon don, Hong Kong: World Sci -
en ti fic Pub lis hing Co. Pte. Ltd., 1999.

2. Ar ber, W. Host spe ci fi ci ty of DNA pro du ced by Es c he ric hia co -
li. I. Host con t rol led mo di fi ca ti on of bac te ri op ha ge lam b da /
W. Ar ber, D. Dus so ix // J. Mol. Biol. — 1962. — V. 5. — P.
18—36.

3. Cal le ja, F. A new en do nuc le a se re cog ni zing the de o xy nuc le -
o ti de se qu en ce C^CNNGG from the cy a no bac te ri um Sy nec -
ho cys tis 6701 / F. Cal le ja, N. Tan deau de Mar sac, T. Co ur sin,
H. van Or mondt, A. de Wa ard // Nuc le ic Acids Res. — 1985.
— V. 13. — P. 6745—6751.

4. Ne lson, M. Al te ra ti on of ap pa rent res t ric ti on en do nuc le a se re -
cog ni ti on spe ci fi ci ti es by DNA met hy la ses / M. Ne lson, C.
Christ, I. Schil d k ra ut // Nuc le ic Acids Res. — 1984. — V. 12.
— P. 5165—5173.

5. Дед ков В.С. Опре де ле ние спе ци фич но сти ДНК-ме тил т -
ран с фе ра зы M.Bsc4I в кле точ ном ли за те при по мо щи
бло ки ро ва ния эн до нук ле аз ре ст рик ции и компь ю тер но го 
мо де ли ро ва ния // Мо ле кул. ге не ти ка, мик ро би ол. ви ру -
сол. — 2009. — № 3. — С. 3—8.

6. Дед ков В.С. Опре де ле ние спе ци фич но сти ДНК-ме тил т -
ран с фе ра зы M.As pS9I в кле точ ном ли за те при по мо щи
бло ки ро ва ния эн до нук ле аз ре ст рик ции // Био тех но ло гия. 
— 2009. — № 4. — С. 30—39.

7. San ger, F. Nuc le o ti de se qu en ce of bac te ri op ha ge lam b da
DNA / F. San ger, A.R. Co ul son, G.F. Hong, D.F. Hill, G.B.
Pe ter sen // J. Mol. Biol. — 1982. — V. 162. — P. 729—773.

8. Dunn, J. Com p le te nuc le o ti de se qu en ce of bac te ri op ha ge T7
DNA and the lo ca ti ons of T7 ge ne tic ele ments / J. Dunn, F.W. 
Stu di er // J. Mol. Biol. — 1983. — V. 166. — P. 477—535. 

9. Ro berts, R.J., Akus jar vi, G., Ales t rom, P., Ge li nas, R.E., Gin ge -
ras, T.R., Sci a ky, D., Pet ters son, U. A con sen sus se qu en ce for
the ade no vi rus-2 ge no me: Ade no vi rus DNA [ed. W. Do er f ler].
— Bos ton: Mar ti nus Nij hoff Pub lis hing, 1986. — P. 1—53.

10. Sut с lif fe, J.G.. Nuc le o ti de se qu en ce of the am pi cil lin re sis tan -
ce gene of Es c he ric hia co li plas mid pBR322 // Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. — 1978. — V. 75. — P. 3737—3741.

11. Ма ни а тис Т., Фрич Э., Сэм б рук Дж. Ме то ды ге не ти че -
ской ин же не рии. Мо ле ку ляр ное кло ни ро ва ние: пер. с
англ. — М.: Мир, 1984.

12. Чер ну хин В.А. ДНК-ме тил т ран с фе ра за FauIA, мо ди фи ци -
ру ю щая вто рой оста ток ци то зи на в не па лин д ром ной по -
сле до ва те ль но сти 5-CCCGC-3 (Вы де ле ние и свой ст ва) /
В.А. Чер ну хин, Ю.Г. Ка ши ри на, К.С. Су ха но ва, М.А. Аб -
ду ра ши тов, Д.А. Гон чар, С.Х. Дег тя рев // Био хи мия. —
2005. — Т. 70. — № 6. — С. 829—837.

13. Ro berts, R.J. A no men c la tu re for res t ric ti on en zy mes, DNA
met hyl t ran s fe ra ses, ho ming en do nuc le a ses and the ir ge nes /
R.J. Ro berts, M. Bel fort, T. Bes tor, A.S. Bhag wat, T.A. Bic k -
le, J. Bi ti na i te, R.M. Blu men t hal, S.K. Deg ty a rev, D.T. Dry -
den, K. Dyb vig, K. Fir man, E.S. Gro mo va, R.I. Gum port,
S.E. Hal ford, S. Hat tman, J. He it man, D.P. Hor n by, A. Ja nu -
la i tis, A. Jeltsch, J. Jo sep h sen, A. Kiss, T.R. Kla en ham mer, I.
Ko bay as hi, H. Kong, D.H. Kru ger, S. Lacks, M.G. Ma ri nus,
M. Miy a ha ra, R.D. Mor gan, N.E. Mur ray, V. Na ga ra ja, A. Pi -
e ka ro wicz, A. Pin go ud, E. Ra le igh, D.N. Rao, N. Re ich, V.E.
Re pin, E.U. Sel ker, P.C. Shaw, D.C. Ste in, B.L. Stod dard, W.
Szy bal s ki, T.A. Tra ut ner, J.L. Van Et ten, J.M. Vi tor, G.G.
Wil son, S.Y. Xu // Nuc le ic Acids Res. — 2003. — V. 31. —
P. 1805—1812. 

14. Boy er, H.W. DNA res t ric ti on and mo di fi ca ti on mec ha nisms
in bac te ria // Annu. Rev. Mic ro bi ol. — 1971. — V. 25. — P.
153—176. 

Биотехнология, 2012, № 2 41

ДНК-МЕ ТИЛ Т РАН С ФЕ РА ЗА M.BssECI ОБ РА ЗУ ЕТ 5-m4CCNNGG-3. ЧУВ С Т ВИ ТЕЛЬ НОСТЬ ЭН ДО НУК ЛЕЗ



15. But kus, V. In ves ti ga ti on of res t ric ti on-mo di fi ca ti on en zy mes
from M. va ri ans RFL19 with a new type of spe ci fi ci ty to ward
mo di fi ca ti on of sub s t ra te / V. But kus, S. Kli ma sa us kas, D.
Ker su ly te, D. Va it ke vi ci us, A. Le bi on ka, A. Ja nu la i tis // Nuc -
le ic Acids Res. — 1985. — V. 13. — P. 5727—5746. 

16. Ку ба ре ва Е.А. Осо бен но сти рас щеп ле ния эн до нук ле а за -
ми ре ст рик ции MvaI и Eco RII суб ст ра тов, мо ди фи ци ро -
ван ных по ами ног руп пам ге те ро цик ли че ских осно ва ний
/ Е.А. Ку ба ре ва, Е.С. Гро мо ва, Е.А. Ро ма но ва, Т.С. Орец -
кая, З.А. Ша ба ро ва // Био ор ган. хи мия. — 1990. — Т. 16.
— С. 501—506.

17. Wa al wijk, C. MspI, an isoc hi zo mer of HpaII which cle a ves
both un met hy la ted and met hy la ted HpaII si tes / C. Wa al wijk,
R.A. Fla vell // Nuc le ic Acids Res. — 1978. — V. 5. — P.
3231—3236.

18. But kus, V. Cle a va ge of met hy la ted CCCGGG se qu en ces con -
ta i ning eit her N4-met hyl cy to si ne or 5-met hyl cy to si ne with
MspI, HpaII, SmaI, XmaI and Cfr9I res t ric ti on en do nuc le a ses 
/ V. But kus, L. Pet ra us ki e ne, Z. Ma ne li e ne, S. Kli ma sa us kas,
V. La u cys, A. Ja nu la i tis // Nuc le ic Acids Res. — 1987. — V.
15. — P. 7091—7102.

19. Za kha ro va, M.V. Clo ning and se qu en ces of the ge nes en co -
ding the CfrBI res t ric ti on-mo di fi ca ti on sys tem from Cit ro -
bac ter fre un dii / M.V. Za kha ro va, A.N. Kra vetz, I.V. Be let z -
ka ja, A.V. Re pyk, A.S. So lo nin // Gene. — 1993. — V. 129.
— P. 77—81.

20. Lun nen, K.D. Clo ning Type II res t ric ti on and mo di fi ca ti on
ge nes / K.D. Lun nen, J.M. Bar so mi an, R.R. Camp, C.O.
Card, S.-Z. Chen, R. Croft, M.C. Lo o ney, M.M. Meda, L.S.
Mo ran, D.O. Nwan k wo, B.E. Slat ko, E.M. Van Cott, G.G.
Wil son // Gene. — 1988. — V. 74. — P. 25—32.

V.S. DED KOV*, N.A. MIK H NEN KO VA, 
Z.K. DJA NO BI LO VA, and M.V. TA RA SO VA 

Si bEn zy me Ltd, 630117, No vo si birsk Rus sia

e-ma il: ded kov@si ben zy me.ru

A M.BssE CI DNA Met hyl t  ran s fe ra  se
Forms 5 -m4CCNNGG -3  . Sen si  t i v i  ty of
Res t  r ic t i  on  En do nuc le a  ses to the New Met -
hy la  t i  on

A no vel DNA met hyl t ran s fe ra se, M.BssE CI, has been iso la -
ted and pu ri fi ed from Ba cil lus ste a rot her mop hi lus EC cells. The en -
zy me met hy la tes a sur fa ce cy to si ne re si due in a 5-CCNNGG-3  se -
qu en ce with the for ma ti on of N4-met hyl cy to si ne,
5-m4CCNNGG-3. The ap pro ac hes to en zy me iso la ti on, pu ri fi ca ti -
on (gel-fil t ra ti on on a Bi o gel A-0,5m with the fol lo wing chro ma tog -
rap hy on ben zyl-DEAE-cel lu lo se and he pa rin-Sep ha ro se) and iden -
ti fi ca ti on of the met hy la ted DNA se qu en ce were de ve lo ped. The op -
ti mum con di ti ons and the ac ti vi ty of the no vel met hyl t ran s fe ra se
were de ter mi ned using pha ge  DNA on the ba sis of the BssE CI res t -
ric ti on en do nuc le a se bloc ka ge. A base that was met hy la ted wit hin
the re cog ni zed se qu en ce was de tec ted using the [3H]-la be ling of the
oli go nuc le o ti de dup lex. The spe ci fi ci ty of M.BssE CI was in ves ti ga -
ted using self-met hy la ted Ade no-2 DNA ta king into ac co unt the sen -
si ti vi ty of the BssE CI, MvaI and MspI res t ric ti on en do nuc le a ses to
met hy la ted DNA; com pu ter mo de ling was also em p loy ed. The iso -
la ted en zy me can be used in stu dy ing of cha rac ter of DNA met hy la -
ti on; in part icu lar, it per mit ted to dis tin gu ish the m4C-met hy la ted cy -
to si ne from m5C. DNAs of pha ges  and Т7 met hy la ted by M.BssE CI
were ap pli ed to the in ves ti ga ti on of the sen si ti vi ty of some res t ric ti on 
en do nuc le a ses to the met hy la ti on of the ir re cog ni ti on si tes.

Key words: com pu ter mo de ling, DNA met hyl t ran s fe ra se, 
stu dy on spe ci fi ci ty.
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