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Ãåíû ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñôåðàç ñèñòåìû ðåñòðèêöèè-ìîäèôèêàöèè BspACI èç Bacillus psy-
chrodurans AC êëîíèðîâàëè â êëåòêàõ E. coli. Àíàëèç àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
áåëêîâ, êîäèðóåìûõ ýòèìè ãåíàìè, ïîêàçàë, ÷òî îíè îáà îòíîñÿòñÿ ê êëàññó Ñ5 ÄÍÊ-ìåòèë-
òðàíñôåðàç. Ãåí M1.BspACI ñóáêëîíèðîâàëè â ñîñòàâå ýêñïðåññèðóþùåãî âåêòîðà pJW2.
Ïðåïàðàò âûñîêîî÷èùåííîãî ðåêîìáèíàíòíîãî ôåðìåíòà ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ õðîìàòîãðà-
ôèè íà ðàçëè÷íûõ íîñèòåëÿõ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî M1.BspACI ìîäèôèöèðóåò ïåðâûé öèòî-
çèí â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 5´-CCGC-3´. Îïðåäåëåíû êèíåòè÷åñêèå ïàðàìåòðû ðåàêöèè ìå-
òèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ ôåðìåíòîì è ïîêàçàíî, ÷òî êàòàëèòè÷åñêàÿ êîíñòàíòà îêàçàëàñü ðàâíîé
0,095 ± 0,002 ìèí–1, Km ÄÍÊ ôàãà � — 0,053 ± 0,007 ìêÌ, Km SAM — 5,1 ± 0,3 ìêÌ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñôåðàçà, êëîíèðîâàíèå ãåíîâ, Bacillus psychrodurans,
ôåðìåíòàòèâíàÿ êèíåòèêà.

ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñôåðàçû (ìåòèëàçû, Ì) — ñàéò-
ñïåöèôè÷åñêèå ôåðìåíòû, êàòàëèçèðóþùèå ïåðåíîñ
ìåòèëüíîé ãðóïïû îò äîíîðà, S-àäåíîçèë-L-ìåòèî-
íèíà (SAM), íà àäåíèíîâîå èëè öèòîçèíîâîå îñíî-
âàíèå â îïðåäåëåííîé íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè. Ó ïðîêàðèîòè÷åñêèõ îðãàíèçìîâ, êàê ïðàâèëî,
ýòè ôåðìåíòû âìåñòå ñ ýíäîíóêëåàçàìè ðåñòðèêöèè
(ðåñòðèêòàçàìè, R) îáðàçóþò ñèñòåìû ðåñòðèêöèè-
ìîäèôèêàöèè (RÌ-ñèñòåìû), îñíîâíîé ôóíêöèåé êî-
òîðûõ ÿâëÿåòñÿ çàùèòà êëåòêè îò ÷óæðîäíîé ÄÍÊ.
Áîëüøèíñòâî RM-ñèñòåì ñ íåñèììåòðè÷íûìè óçíà-
âàåìûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè (ïîäòèï IIS) âêëþ-
÷àþò ÷àùå âñåãî äâå ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñôåðàçû, êàæäàÿ
èç êîòîðûõ ìîäèôèöèðóåò ëèøü îäíó èç öåïåé ÄÍÊ.

Ðàíåå íàìè áûë âûÿâëåí øòàìì Bacillus psy-
chrodurans AC, êîòîðûé ïðîäóöèðóåò ýíäîíóêëåàçó
ðåñòðèêöèè, óçíàþùóþ íåïàëèíäðîìíóþ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü 5´-CCGC-3´ [1]. Â ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòå
îïèñàíî êëîíèðîâàíèå, âûäåëåíèå, áèîõèìè÷åñêèå
è ñóáñòðàòíûå ñâîéñòâà ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ-ìå-
òèëòðàíñôåðàçû M1.BspACI.

Ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ

Êëîíèðîâàíèå ãåíîâ ìåòèëòðàíñôåðàç
ÐÌ ñèñòåìû BspACI âûïîëíÿëîñü ñî-
ãëàñíî ñòàíäàðòíûì ìåòîäàì [2]. Ñóì-
ìàðíàÿ ïëàçìèäíàÿ ÄÍÊ, ñîñòîÿùàÿ èç
PstI- è Zsp2I-ôðàãìåíòîâ õðîìîñîìíîé
ÄÍÊ Bacillus psychrodurans AC â ñîñòà-
âå ïëàçìèäíîãî âåêòîðà pUC19, îáðàáà-
òûâàëàñü ðåñòðèêòàçîé BspACI è òðàíñ-
ôîðìèðîâàëàñü â êëåòêè E. coli ER2267.
Ïëàçìèäà îäíîãî èç ïîëó÷åííûõ òàêèì

îáðàçîì êëîíîâ èñïîëüçîâàëàñü äëÿ ñóáêëîíèðîâà-
íèÿ ãåíà ìåòèëòðàíñôåðàçû â ñîñòàâå âåêòîðà pJW2
ïî ñàéòàì ðåñòðèêöèè FauNDI è BamHI. Ïîëó÷åí-
íûå êëîíû ïîäâåðãàëè òåðìîèíäóêöèè è íàáëþäàëè
ïîÿâëåíèå ïîëîñû, ñîîòâåòñòâóþùåé öåëåâîìó áåë-
êó, â 10%-ì SDS-ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå.

Âûäåëåíèå ðåêîìáèíàíòíîé M1.BspACI ïðîâî-
äèëè ïóòåì ïîñëåäîâàòåëüíîé õðîìàòîãðàôè÷åñêîé
î÷èñòêè íà êîëîíêàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñëåäóþùèõ
íîñèòåëåé: ôîñôîöåëëþëîçû P-11, ãèäðîêñèëàïïàòè-
òà — äëÿ âòîðîé è ïÿòîé ñòàäèé, ãåïàðèí-ñåôàðîçû,
ñåôàêðèëà S-200. Íàëè÷èå àêòèâíîé M1.BspACI â
ïðîôèëå îïðåäåëÿëè ïî çàùèòå ÄÍÊ ôàãà � îò ãèä-
ðîëèçà ðåñòðèêòàçîé BspACI (èíêóáèðîâàííîé ñ àëèê-
âîòàìè èç ôðàêöèé). Îòñóòñòâèå ïðèìåñíûõ áåëêîâ
â ãîòîâîì ïðåïàðàòå êîíòðîëèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ýëåêòðîôîðåçà â 10%-ì SDS-ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå.
Îïòèìàëüíóþ òåìïåðàòóðó, ðÍ è êîíöåíòðàöèþ
èîíîâ êàëèÿ è íàòðèÿ îïðåäåëÿëè ïî èíòåíñèâíî-
ñòè âêëþ÷åíèÿ ìå÷åííîãî SAM çà 60 ìèí ðåàêöèè.

Îïðåäåëåíèå ìåòèëèðóåìîãî îñíîâàíèÿ â ñàéòå
óçíàâàíèÿ M1.BspACI ïðîâîäèëîñü ñ ïîìîùüþ îëè-
ãîíóêëåîòèäíîãî äóïëåêñà Ì1ÀÑ (ðèñóíîê).
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Ñòðóêòóðà ñèíòåòè÷åñêîãî îëèãîíóêëåîòèäíîãî äóïëåêñà M1AC. Æèðíûì øðèô-
òîì âûäåëåí ñàéò óçíàâàíèÿ M1.BspACI, â ñïëîøíîé ðàìêå ñàéò óçíàâàíèÿ
R.FokI, â ïóíêòèðíîé — R.AlwI, ìåñòà ðàñùåïëåíèÿ ÄÍÊ óêàçàííûìè ôåð-
ìåíòàìè îáîçíà÷åíû ñîîòâåòñòâåííî ñïëîøíûìè è ïóíêòèðíûìè ñòðåëêàìè



Äóïëåêñ ìåòèëèðîâàëè M1.BspACI ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ìå÷åíîãî òðèòèåì SAM, äåëèëè
íà äâå ðàâíûå ÷àñòè è ðàñùåïëÿëè ðåñòðèêòà-
çàìè FokI è AlwI. Çàòåì äëÿ êàæäîãî ôðàãìåíòà
ïîäñ÷èòûâàëè êîëè÷åñòâî âêëþ÷åííîé ìåòêè.

Îïðåäåëåíèå ñòàöèîíàðíûõ êèíåòè÷åñêèõ
ïàðàìåòðîâ ðåàêöèè ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ ïî
êàæäîìó èç ñóáñòðàòîâ ïðîâîäèëîñü ïðè íà-
ñûùåíèè ïî äðóãîìó ñóáñòðàòó. Ðåàêöèþ ïðî-
âîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìå÷åíîãî òðèòèåì
SAM â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè îïòèìàëüíûõ óñëîâèÿõ
ðàáîòû ôåðìåíòà. Îïðåäåëåíèå íàëè÷èÿ íåêà-
íîíè÷åñêîãî ìåòèëèðîâàíèÿ ïðîâîäèëîñü â óñ-
ëîâèÿõ ðåàêöèè îäíîãî îáîðîòà.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Êëîíèðîâàíèå ãåíîâ ìåòèëàç ÐÌ ñèñòåìû
BspACI. Â ðåçóëüòàòå îòáîðà êëîíîâ, íåñóùèõ âåê-
òîð pUC19 ñî âñòðîåííûìè ôðàãìåíòàìè õðîìî-
ñîìíîé ÄÍÊ B. psychrodurans AC, áûëà ïîëó÷åíà
ïëàçìèäà pMBspACI, ñîäåðæàùÿ âñòàâêó äëèíîé îêî-
ëî 4 ò.ï.í., îáëàäàþùàÿ çàùèòîé ê ãèäðîëèçó ðåñò-
ðèêòàçîé BspACI. Àíàëèç àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé äâóõ îòêðûòûõ ðàìîê òðàíñëÿöèè
äëèíîé 320 è 455 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, îáíà-
ðóæåííûõ âî âñòàâêå, ïîêàçàë èõ ïðèíàäëåæíîñòü
ê êëàññó Ñ5-ìåòèëòðàíñôåðàç. Ïëàçìèäà pMBspACI
áûëà èñïîëüçîâàíà äëÿ äàëüíåéøåãî ñóáêëîíèðîâà-
íèÿ îäíîãî èç ãåíîâ ìåòèëàç â ñîñòàâå ýêñïðåññè-
ðóþùåãî âåêòîðà pJW2. Â èòîãå áûëà ïîëó÷åíà ðå-
êîìáèíàíòíàÿ ïëàçìèäà pM1BspACI, íåñóùàÿ ôóíê-
öèîíàëüíî àêòèâíûé ãåí bspAC1M1.

Âûäåëåíèå ïðåïàðàòà ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñôåðàçû.
Èç 4,5 ã ñûðîé áèîìàññû áûëî ïîëó÷åíî 4,5 ìë
ãîìîãåííîãî ïðåïàðàòà ôåðìåíòà ñ êîíöåíòðàöèåé
0,35 ìêã/ìêë. Áûëè îïðåäåëåíû îïòèìàëüíûå óñëî-
âèÿ ðàáîòû ðåêîìáèíàíòíîãî ôåðìåíòà: ìàêñèìàëü-
íàÿ åãî àêòèâíîñòü ïðîÿâëÿëàñü ïðè òåìïåðàòóðå
30°, pH 8 è îòñóòñòâèè èîíîâ êàëèÿ è íàòðèÿ â ðå-
àêöèîííîé ñðåäå.

Îïðåäåëåíèå ìåòèëèðóåìîãî îñíîâàíèÿ. Ïîñëå
ðàñùåïëåíèÿ Í-ìå÷åíîãî äóïëåêñà M1AC îòäåëüíî
ðåñòðèêòàçàìè FokI è AclWI áûëî ïîëó÷åíî âîñåìü

îäíîöåïî÷å÷íûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ. Ìàêñèìàëüíûå
çíà÷åíèÿ êîëè÷åñòâà ðàäèîàêòèâíîé ìåòêè áûëè çà-
ôèêñèðîâàíû äëÿ ôðàãìåíòîâ äëèíîé 21 è 20 íóê-
ëåîòèäîâ, ÷òî ìîæåò íàáëþäàòüñÿ òîëüêî â òîì ñëó-
÷àå, åñëè M1.BspACI îáðàçóåò 5´-(5mC)CGC-3´.

Îïðåäåëåíèå ñòàöèîíàðíûõ êèíåòè÷åñêèõ ïàðà-
ìåòðîâ ðåàêöèè ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ. Çíà÷åíèå êîí-
ñòàíòû Ìèõàýëèñà, âû÷èñëåííîå ðåãðåññèîííûì
àíàëèçîì íà îñíîâå äàííûõ, ïîëó÷åííûõ ïðè èçìå-
ðåíèè ñêîðîñòè ðåàêöèè ìåòèëèðîâàíèÿ îò êîíöåí-
òðàöèè ÄÍÊ ôàãà �, ñîñòàâèëî 0,053 ± 0,007 ìêÌ.
Êîíñòàíòà Ìèõàýëèñà äëÿ âòîðîãî ñóáñòðàòà, SAM,
îêàçàëàñü ðàâíîé 5,1 ± 0,3 ìêÌ. Çíà÷åíèå êàòàëè-
òè÷åñêîé êîíñòàíòû ñîñòàâèëî 0,095 ± 0,002 ìèí–1.
Ðàíåå â íàøåé ëàáîðàòîðèè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
Km ÄÍÊ ó IIS ìåòèëòðàíñôåðàç áîëåå ÷åì íà ïîðÿ-
äîê âûøå, ÷åì Km ÄÍÊ ó ôåðìåíòîâ, óçíàþùèõ ñèì-
ìåòðè÷íûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè [3]. Ïîëó÷åííîå íàìè
çíà÷åíèå Km ÄÍÊ M1.BspACI ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííîé
çàêîíîìåðíîñòüþ (òàáëèöà). Òàêæå ìû ïîêàçàëè, ÷òî
êàòàëèòè÷åñêàÿ êîíñòàíòà M2.BspACI áîëåå ÷åì â
25 ðàç íèæå ìèíèìàëüíîãî çíà÷åíèÿ ýòîãî ïàðàìåò-
ðà äëÿ ïðåäñòàâëåííûõ â òàáëèöå 2 Ñ5-ìåòèëòðàíñ-
ôåðàç ñ ïàëèíäðîìíûìè ñàéòàìè óçíàâàíèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, â ñëó÷àå êàê N6-, òàê è Ñ5-ìå-
òèëòðàíñôåðàç, ôåðìåíòû, óçíàþùèå ïàëèíäðîìíûå
ñàéòû óçíàâàíèÿ, ïðîÿâëÿþò áîëüøóþ àêòèâíîñòü è
ýôôåêòèâíåå ñâÿçûâàþòñÿ ñ ÄÍÊ, ÷åì ìåòèëòðàíñ-
ôåðàçû, ìîäèôèöèðóþùèå íåïàëèíäðîìíûå ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ.
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Çíà÷åíèÿ êàòàëèòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ
íåêîòîðûõ ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñôåðàç IIS òèïà

Ôåðìåíò,
ñàéò óçíàâàíèÿ

Ñóáñòðàò
kcat,

ìèí–1
Êm ÄÍÊ,

íÌ
Km SAM,

ìêÌ
Ññûëêà

EcoRII
CCWGG

ÄÍÊ ôàãà � 2,52 0,22 — [4]

EcoHK31I
YGGCCR

ïëàçìèäà
pWM2372

3,0 2 0,58 [5]

MspI
CCGG

ÄÍÊ ôàãà � 10,2 1,8 0,013 [6]

M1.BspACI
CCGC

ÄÍÊ ôàãà � 0,095 53 5,1 Äàííàÿ
ðàáîòà



CLONING AND ANALYSIS OF BIOCHEMICAL AND CATALYTIC PROPERTIES
OF DNA METHYLTRANSFERASE M1.BspACI

M.V. Tarasova, V.V. Kuznetsov, N.A. Netesova, D.À. Gonchar, S.Kh. Degtyarev

Genes coding for the DNA methyltransferases of restriction-modification system BspACI
from Bacillus psychrodurans AC have been cloned in E. coli cells. The analysis of amino acid se-
quences of the proteins showed that both these genes belong to C5 DNA methyltransferases. Gene
bspACIM1 has been subcloned in pJW2 vector. High-purity recombinant enzyme has been obtained
with chromatography on different carriers. It has been shown that M1.BspACI modifies the first
cytosine residue in the sequence 5´-CCGC-3´. Kinetic parameters have been determined. The cata-
lytic constant appears to be 0,095 ± 0,002 min–1, Km ÄÍÊ ôàãà � — 0,053 ± 0,007 ìêÌ, Km SAM —
5,1 ± 0,3 ìêÌ.

Key words: DNA-methyltransferase, gene cloning, Bacillus psychrodurans, enzyme kinetics.
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