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ИЗБИРАТЕЛЬНОСТЬ РЕСТРИКТАЗЫ BspRI 
В ОТНОШЕНИИ СОБСТВЕННЫХ САЙТОВ НА ДНК * 

В. Р. Сагитов, А. З. Метлицкая, А. А. Александров 

В в е д е н и е . Д л я р я д а р е с т р и к т а з (HaeIIIy HhaI [1] , EcoRl [2 , 3] , PstI [4 ] , 
HinfI [5], HindIII и BamHI [6]) п о к а з а н о , что скорость г и д р о л и з а Д Н К 
в различных сайтах существенно отличается. В предельных случаях 
некоторые сайты полностью устойчивы к действию фермента, хотя и 
обладают канонической последовательностью для данной рестриктазы 
[7]. Причина этого явления неизвестна. Предполагают, что эффектив-
ность гидролиза Д Н К определяется ближайшим окружением сайта [2]. 
Действительно, на олигонуклеотидах было показано, что скорость гид-
ролиза Д Н К для рестриктаз HaeIII, BspRI и BsuRI зависит от того, 

* Представлена членом редколлегии М. Д . Франк-Каменецким. 
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какое основание находится около сайта [8]. Высказываются предполо-
жения о влиянии на эффективность работы рестриктазы концов Д Н К 
[5, 6], локальной температуры плавления Д Н К [8], шпилечных струк-
тур вблизи сайта [5]. 

Д л я того чтобы изучить влияние окружающих последовательностей 
на эффективность разрезания Д Н К , в настоящей работе были измере-
ны относительные скорости гидролиза ряда сайтов рестрикционной эн-

Метод определения относительной скорости гидролиза сайтов BspRI на кольцевой Д Н К : 
1 — ограниченный гидролиз плазмидной Д Н К рестриктазой BspRI — получение набора 
линейных пермутированных молекул; 2 — разрезание фракции линейных молекул ре-
стриктазой, имеющей на плазмиде уникальный сайт; 3 — электрофорез полученных фраг-
ментов Д Н К на примере плазмиды pUC19, расщепляемой на этапе 2 рестриктазой 
EcoRI. Поперечными черточками обозначены сайты BspRI, треугольником — уникальный 
сайт какой-либо рестриктазы на этой плазмиде 
Measurement of relative hydrolysis rate (kcat/Km) of BspRI sites on circular DNA: 1 — 
the limited hydrolysis of plasmid DNA by BspRI restrictase for obtaining a set of linear 
permulated molecules; 2 — cleavage of linear molecules by the restrictase with a unique 
site on this DNA; 3 — electrophoresis of the obtained DNA fragments through the example 
of pUC19 plasmid cleaved by EcoRI at stage 2. Cross bars and triangle denote BspRl 
sites and unique site, respectively. 

донуклеазы BspRI (узнаваемая последовательность — GGCC) на плаз-
мидах с известной нуклеотидной последовательностью (pBR322, pUC15 
и рАОЗ) и сделана попытка выявить на Д Н К особенности, определя-
ющие различия в значении этих величин. 

Материалы и методы. Относительные скорости гидролиза различных сайтов опре-
деляли методом, сходным с предложенным в [9] способом построения рестрикционных 
карт на кольцевой Д Н К (рисунок). На первом этапе проводили ограниченное расщеп-
ление плазмидной Д Н К рестриктазой BspRL Реакцию останавливали в тот момент, 
когда около 10 % Д Н К перешло в линейную форму (рисунок, 1-й этап). Линеаризация 
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может происходить по любому из сайтов BspRI. Поскольку убыванием субстрата в ходе 
реакции можно пренебречь, доля молекул, линеаризованных по данному сайту, про-
порциональна константе скорости гидролиза Д Н К в этом месте. Различные сайты на 
одной молекуле Д Н К можно рассматривать как конкурирующие субстраты фермента-
тивной реакции, присутствующие в равных концентрациях, поэтому относительные кон-
станты скорости реакции для каждого сайта, выраженные в терминах ферментативной 
кинетики, равны kc,at/Km [10]. Разрезав фракцию линеаризованной Д Н К рестриктазой, 
имеющей в плазмиде уникальный сайт (рисунок, 2-й этап), и разделив полученные 
фрагменты электрофорезом (3-й этап) , можно по интенсивности соответствующих полос 
определить вероятности линеаризации плазмиды по индивидуальным сайтам BspRI, 
а значит, и относительные скорости разрезания для этих сайтов. Аналогичным образом 
можно определить константы скорости гидролиза сайтов на линейной Д Н К . 

В работе использовали рестрикционные эндонуклеазы EcoRI, PstI и SalGI про-
изводства Н П О «Фермент» (Вильнюс). Гомогенный препарат рестриктазы BspRI вы-
деляли по [11] с модификациями. Выделение плазмидной Д Н К , обработку рестрикта-
зами SalGI, EcoRI и PslI, а также электрофорез в агарозном геле проводили по обще-
принятым методикам [12]. Ограниченный гидролиз плазмидной Д Н К рестриктазой 
BspRI проводили в условиях, описанных в [11]. Формы плазмидной Д Н К разделяли 
электрофорезом в агарозе. Линейную форму выделяли из геля (рисунок, 1-й этап) 
фенольной экстракцией. После электрофоретического разделения продуктов вторичной 
рестрикции (2-й этап) гель фотографировали в УФ-свете на пленку «Микрат-300», 
которую затем денситометрировали на микроденситометре ИФО-451. Относительную 
молярную концентрацию продуктов вторичного гидролиза рассчитывали, разделив пло-
щадь соответствующего пика сенситограммы на длину фрагмента. 

Результаты и обсуждение. В таблице представлены величины K= 
= k с а t /Кm характеризующие относительную скорость гидролиза, и нук-
леотидные последовательности окружения для 15 сайтов BspRI плаз-
мид pBR322 и pUC 19. Значения констант вычисляли отдельно в опытах 
с использованием рестриктаз EcoRI, PstI и SalGI на 2-м этапе (рису-
нок). По условиям эксперимента можно определить только относитель-
ные значения kсаt/Кm в каждом опыте. Однако, поскольку для некото-
рых сайтов константы были измерены независимо с помощью разных 
рестриктаз, а плазмида pUC19 имеет область гомологии с pBR322y 
оказалось возможным пронормировать значения констант из разных 
опытов на максимально полученное значение К. Приведенные в таб-
лице величины представляют собой среднее из трех или более измере-
ний. Расхождение между результатами разных опытов не превы-
шало 30 %. 

Как видно из таблицы, значения kсаt/Кm различаются для разных 
сайтов более чем в 10 раз. Такую избирательность нельзя в нашем 
случае объяснить влиянием концов Д Н К или шпилечных структур, как 
предполагается некоторыми авторами [5, 6], поскольку эксперименты 
проводились на кольцевой суперскрученной Д Н К , а потенциальных шпи-
лек вблизи BspRI сайтов pBR322 нами найдено не было. Наиболее 
правдоподобным кажется предположение о зависимости эффективности 
гидролиза сайта от ближайшего нуклеотидного окружения. Косвенным 
подтверждением этого является сходство нуклеотидных последователь-
ностей вокруг двух самых «хороших» (с высокой скоростью гидролиза) , 
а также двух самых «плохих» (с низкой скоростью гидролиза) сайтов 
(таблица) . В обоих случаях идентичны шесть из 10 нуклеотидов. 

Какие же особенности нуклеотидного окружения отличают «хоро-
шие» сайты от «плохих»? Прежде всего, во всех случаях, когда / ( > 0 , 3 , 
в 5'-положении рядом с сайтом хотя бы с одной стороны находится Т, 
причем если К>0,5, перед сайтом стоит PuT (обычно в составе мотива 
CPuT) , в то время как в сайтах с K < 0 , 3 в этом положении T не встре-
чается ни разу. Кроме того, пяти сайтам из шести с K < 0 , 3 хотя бы с 
одной стороны предшествует пара P u P u . В самом «плохом» сайте пури-
новые блоки находятся с обеих сторон, а в случаях с K > 0 , 5 не встре-
чаются ни разу. Наконец, в «хороших» сайтах ( K > 0 , 5 ) ни разу не 
встречается аденин в —3-м положении относительно сайта, в то время 
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как в четырех из шести «плохих» он встречается пять раз. Таким обра-
зом, прослеживаются два типа особенностей нуклеотидного окружения 
сайта. Первый т и п — э т о последовательность CPuT (или PuT) в 5'-по-
ложении, характерная для «хороших» сайтов ( / ( > 0 , 5 ) , и просто T 
рядом с сайтом ( / ( > 0 , 3 ) . Второй тип — это пара PuPu с 5'-стороны и 
А в —3-м положении, характерные для «плохих» сайтов ( / ( < 0 , 3 ) , но 

Значения констант скорости гидролиза сайтов BspRI 
The values of relative hydrolysis rate constants for BspRI sites 

Положение Рестриктаза, которой Относительная 
Нуклеотидная сайта на Рестриктаза, которой скорость Нуклеотидная 

пос ледователь- проводился вторичный гидролиза сайта, последовательность 
ности гидролиз ^caiIKm в окрестности сайта 

PBR322 
1949 EcoRl 1,00 AACAT GGCC 

CCGG GCGAA 
1048 EcoRI 0,87 TTGCA GGCC 

CCGG TACGA 
1445 EcoRI, PstI 0,83 GTCCT GGCC 

CCGG TGCCC 
2952 EcoRI, PstIi 

SalGL EcoRI на plJC19 
0,57 GTGGT GGCC 

CCGG ATTGA 
401 PstI 0,54 ATCGT GGCC 

CCGG CCGTA 
991 EcoRI 0,39 TGGAT GGCC 

CCGG aaGGG 
6ЩриС19) EcoRI на pUCIV 0,37 CAaTC GGCC 

CCGG TTGCG 
3757 EcoRI на pUCl'J 0,33 AAGTT GGCC 

CCGG CGTCA 
3410 SalGI, EcoRI на рИСП 0,33 CATCT GGCC 

CCGG ggTCA 
1261 EcoRI, PstI 0,30 AGCCG GGCC 

CCGG TGGAG 
174 PstI 0,28 CTGCC GGCC 

CCGG gaGAA 
830 EcoRI, PstI 0,28 TGaTC GGCC 

CCGG ACaGC 
596 PstI 0,14 TCaAC GGCC 

CCGG agTTG 
3490 SalGIy EcoRI, 

EcoRI на pUC19 
0,11 GGaag GGCC 

CCGG CTCGC 
4344 PstI 0,07 CACga GGCC 

CCGG gaaAG 

рАОЗ 
838 EcoRI 1,00 GTaGT GGCC EcoRI 1,00 

• · , . . CCGG GCTGA 

1251 EcoRI 0,86 TATTT GGCC 0,86 
CCGG ACaTG 

402 EcoRI 0,65 AAGaa GGCC 
CCGG TGCAT 

359 EcoRI 0,28 GATaa GGCC 
CCGG CCTTT 

П р и м е ч а н и е . Поскольку измеряли относительные значения констант, сравнивать 
величины, полученные на pBR322 и pUC19 с величинами для рЛОЗ нельзя. Положения 
сайтов на последовательности плазмид даны в соответствии с нумерацией, принятой в 
оригинальных работах [13—15], причем для сайтов из области гомологии между плаз-
мидами pBR322 и pUC19 положения приведены для pBR322. Фланкирующие нуклео-
тидные последовательности приведены только с 5'-стороны от сайта. Особенности ок-
ружения, характерные для сайтов с высокими скоростями гидролиза, выделены, для 
сайтов с низкими скоростями — обозначены строчными буквами. 
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в сочетании с особенностями первого типа встречающиеся вплоть до 
K=0,5. 

На основании выведенных закономерностей мы попытались, исходя 
из нуклеотидной последовательности, расположить четыре BspRI-сай-
та плазмиды рАОЗ в порядке убывания kcatlKm, а затем определили 
относительные значения констант экспериментально ( т а б л и ц а ) . На этой 
плазмиде лишь один сайт (359) не имеет особенностей первого типа, но 
он фланкирован с одной стороны парой P u P u и д о л ж е н быть типичным 
«плохим» сайтом с низким значением К. Три оставшихся сайта, о б л а д а я 
особенностями обоих типов, должны иметь среднее значение Ky причем 
сайт 838 должен быть «лучше», чем 1251, так как в первом случае в 
б ' -положении находится PuT, а во втором — Т. Положение в этой ие-
рархии сайта 402 неясно, он может занимать места от 1-го до 3-го. К а к 
видно из таблицы, экспериментальные данные согласуются с нашими 
предположениями. Правда , различия между сайтами 838 и 1251 нахо-
дятся в пределах ошибки эксперимента. Аналогичные результаты были 
получены на линейной Д Н К плазмиды рАОЗ, что свидетельствует о 
независимости избирательности BspRI от сверхспирализации Д Н К . 

Найденные нами закономерности несколько расходятся с результа-
тами работы [8], в которой на палиндромных олигонуклеотидах типа 
T T N G G C C N AA показано, что рестриктаза предпочитает рядом с сай-
том А, а не Т. Это несоответствие можно объяснить тем, что по услови-
ям эксперимента цитируемой статьи невозможно определить, чему рав-
на измеряемая скорость реакции — kсаt/Кm, kcat или промежуточному 
выражению из уравнения Михаэлиса — Ментен. Другие возможные 
причины расхождения — конкретная последовательность использован-
ных в [8] олигонуклеотидов или различная избирательность рестрикта-
зы на олигонуклеотидах и длинной Д Н К . 

Б л и ж а й ш е е окружение может влиять на эффективность сайта по 
крайней мере двумя способами — во-первых, путем непосредственных 
контактов фермента с функциональными группами оснований в окрест-
ности сайта, во-вторых — за счет структурных изменений Д Н К в комп-
лексе с белком. В случае рестриктазы EcoRI, по-видимому, реализу-
ется вторая возможность [16, 17]. Н а ш и данные не позволяют однознач-
но сделать выбор между этими двумя альтернативами. Однако рядом 
с «плохим» сайтом расположен полипуриновый блок (вместе с двумя 
G сайта ) , а рядом с «хорошим» — последовательность чередующихся 
пуринов и пиримидинов. По современным представлениям, структурные 
параметры двойной спирали в последовательностях P u P y , P y P u и P u P u 
сильно различаются [18]. Поэтому мы считаем для BspRI более вероят-
ной вторую возможность. Об этом свидетельствует и тот факт, что пу-
рин в положении —2 характерен и д л я «плохих», и для «хороших» сай-
тов, что трудно объяснить прямыми контактами белка с этим ос-
нованием. 

К сожалению, среди изученных нами сайтов не попались фланкиро-
ванные мотивом C P u T с обеих сторон, а т а к ж е не о б л а д а ю щ и е ника-
кими из перечисленных особенностей. Д а л е е мы планируем проверку 
обнаруженных закономерностей на синтетических олигонуклеотидах. 

Авторы благодарят Л . С. Зарицкую за ценные советы и помощь в 
работе и А. С. Боровика за обсуждение результатов. 

PREFERENCE OF BspRI RESTRICTASE AS ТО THE PROPER SITES ON DNA 

V. R. Sagitov, A. Z. Metlitskaya, A. A. Aleksandrov 

Institute of Molecular Genetics, Academy of Sciences of the USSR, Moscow 

S u m m a r y 

Relative hydrolysis rates are measured for 15 BspRI sites (GGCC) on pBR322 and 
pUC19 plasmids and for 4 sites on рАОЗ plasmid. Some features of nucleotide sequences 
in 5'-direction from the site have been found: the sequence CPuT or its part PuT adjacent 
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to the site with high hydrolysis rate; PuPu pair in —1-2 position and/or A in —3 posi-
tion relative to the boundary of sites with low hydrolysis rate; some combinations of 
these features, but T always in —1 position for sites with intermediate rates. Relative 
hydrolysis rates of sites are the same for supercoiled and linear DNAs. An attempt is 
m a d e to expla in t h e s e r e su l t s in t e r m s of pecul ia r i t i es of local DNA structure near the 
restriction site. 
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СПЕЦИФИЧНОСТЬ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ГЛИЦИНА 
И ЕГО МЕТИЛИРОВАННЫХ ПРОИЗВОДНЫХ 
С ОСНОВАНИЯМИ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 
ПО ДАННЫМ ЯДЕРНОГО МАГНИТНОГО РЕЗОНАНСА 

В. И. Брусков, В. П. Кутышенко 

Введение. Исследование взаимодействия мономерных компонентов бел-
ков и нуклеиновых кислот представляет интерес как один из подходов, 
позволяющих вычленить и оценить роль отдельных элементарных взаи-
модействий, лежащих в основе образования специфических белково-
нуклеиновых комплексов. Результаты, полученные в таких модельных 
исследованиях, обобщены в обзорах [1, 2]. 
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