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Rpn4 – короткоживущий белок, координирован�
но регулирующий транскрипцию генов убиквитин�
протеасомной системы в клетках дрожжей Saccharo�
myces cerevisiae [1, 2]. Мишенью Rpn4 служит нуклео�
тидная последовательность 5'�GGTGGCAAA�3', на�
званная PACE (Proteasome�Associated Control Ele�
ment) и обнаруженная в промоторах почти всех
генов, кодирующих субъединицы протеасомы. В
опытах in vitro и in vivo показана способность Rpn4
связываться с этим элементом и регулировать актив�
ность репортерных генов, находящихся под контро�
лем PACE�содержащих промоторов [1–3]. Распро�
страненность этой регуляторной системы, по�види�
мому, ограничена подклассом Hemiascomycetes [4, 5].

Биоинформатический анализ, проведенный
сразу после открытия трансактиваторной функции

Rpn4, показал, что PACE встречается в промотор�
ных областях множества других генов. Среди них
гены, кодирующие компоненты системы убикви�
тинирования, и гены, ответственные за другие про�
цессы, происходящие в клетке, в том числе гены ша�
перонов, рибосомных белков, ферментов биосинтеза
аминокислот, углеводов, и другие [1, 2]. Появляется
все больше экспериментальных данных, указываю�
щих на ключевую роль Rpn4 в устойчивости дрож�
жей к действию различных стрессовых агентов –
теплового шока, тяжелых металлов, лекарственных
средств и т.д. [6–9]. По всей видимости, Rpn4 – это
элемент регуляторной сети, контролирующей кле�
точный ответ на стресс [8]. К настоящему времени
роль Rpn4 как регулятора транскрипции, участвую�
щего в самых разных областях жизнедеятельности
клетки, подтверждена полногеномным анализом на
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В клетках Saccharomyces cerevisiae фактор транскрипции Rpn4p отвечает за координированную регуля�
цию протеасомных генов. Этот фактор прямо или косвенно участвует в регуляции более 10% всех генов
дрожжей. Картирование сайтов связывания Rpn4p при помощи традиционных методов сильно затруд�
нено, что обусловлено низким содержанием белка в клетке. Мы разработали модельную систему, в ко�
торой используется Dam�метилаза Escherichia coli, что позволяет обнаружить связывание Rpn4p с гена�
ми�мишенями. При помощи этой системы установлено, что Rpn4p привлекается к протеасомным генам
только за счет взаимодействия с ДНК. 
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Escherichia coli DAM METHYLASE AS A MOLECULAR TOOL FOR MAPPING BINDING SITES OF
THE YEAST TRANSCRIPTION FACTOR RPN4, by D. S. Spasskaya, D. S. Karpov*, V. L. Karpov (Engel�
hardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia; *e�mail: ale�
om@yandex.ru). Rpn4p is a transcription factor responsible for coordinated regulation of proteasomal genes in
Saccharomyces cerevisiae. This factor is involved directly or indirectly in regulation of comprise more than one
tenth part of all yeast genome. Traditional methods are inappropriate for mapping of Rpn4p binding sites be�
cause of its extremely low concentration in the cell. We have developed the model system using Dam�methylase
of E. coli which allows to detect interaction of Rpn4p with its target genes. In this system we showed that Rpn4p
is recruited to proteasomal genes only through interactions with DNA. 
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Принятые сокращения: PACE – ассоциированный с протеасомными генами регуляторный элемент (Proteasome�Associated
Control Element); MACE – ассоциированный с геном MAG1 регуляторный элемент (MAG1 Associated Control Element);
DamID – метод идентификации сайтов метилирования Dam (Dam identification). 
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микрочипах. Показано, что в штамме с делецией
RPN4 изменяется экспрессия более 700 генов [6].
Однако методом иммунопреципитации хроматина
и последующим анализом на микрочипах с высо�
кой степенью достоверности выявлено не более
50 сайтов связывания фактора [10]. 

До сих пор о механизмах функционирования
Rpn4 в клетке известно довольно мало. Остается не�
понятным, имеет ли равное сродство Rpn4 с сайтами
связывания в норме и при воздействии различных
типов стресса. Необходимо также выяснить, в каких
случаях сайтами связывания Rpn4 служат неканони�
ческие последовательности, такие как MACE (MAG1
Associated Control Element) – 5'�GGTGGCGA�3', и
недавно обнаруженный 5'�CGCCACCC�3' [2, 6, 11].
Кроме того, согласно последним данным, Rpn4 вза�
имодействует не только с промоторными областями
генов. В частности показано, что белок привлекается
к местам двухцепочечных разрывов в ДНК [12].

Изучение взаимодействия Rpn4 с ДНК ослож�
няется тем, что фактор крайне быстро деградирует
на протеасоме, и время его полужизни составляет
всего около 2 мин [3]. Традиционные методы изуче�
ния ДНК�белковых взаимодействий в случае таких
нестабильных белков, как Rpn4, малоинформатив�
ны, поэтому возникает необходимость в использо�
вании альтернативных более чувствительных мето�
дов, например DamID (Dam Identification) [13].
Суть метода состоит в том, что изучаемый белок
сшивается с Dam�метилазой Escherichia coli, которая
метилирует остатки аденина в прилежащих к пред�
полагаемому сайту связывания белка последователь�
ностях GATC. Степень метилирования GATC�сай�
тов определяется при помощи метилчувствительных
эндонуклеаз рестрикции с последующей количе�
ственной ПЦР, причем степень метилирования пря�
мо пропорциональна частоте взаимодействия иссле�
дуемого белка с данным сайтом. Схема метода пред�
ставлена на рис. 1. Этот метод успешно применяли
в клетках Drosophila melanogaster и млекопитающих,
а также для изучения распределения белков хрома�
тина в клетках дрожжей [14–19]. Однако следует от�
метить, что этот метод не использовали ранее в слу�
чае факторов транскрипции дрожжей. 

Мы разработали модельную систему, в которой
использовали Dam�метилазу E. coli, позволяющую
картировать сайты связывания Rpn4 на геномной
ДНК in vivo. Эта система включает штаммы дрож�
жей c делецией гена RPN4, в которых под контролем
промотора GAL1 с низкокопийных плазмид синтези�
руется или свободная Dam�метилаза, или химерный
белок Dam�Rpn4, или белок Dam�Rpn4�C/A с нару�
шенной ДНК�связывающей активностью Rpn4.
Количество мРНК гена химерного белка, экспрес�
сируемого под контролем промотора GAL1 в низко�
копийном векторе, соответствует физиологическому
уровню экспрессии RPN4. Установлено, что метили�
рующая активность химерного белка максимальна,

если фермент присоединен к N�концу Rpn4. В
представленной работе мы показали, что химерный
фактор Dam�Rpn4 значительно сильнее метилирует
протеасомные гены RPT2, RPT6, RPN5, RPN9 и,
следовательно, сильнее взаимодействует с ними по
сравнению с контрольными генами ACT1 и ADH1,
кодирующими актин и алкогольдегидрогеназу со�
ответственно. В то же время, метилирование проте�
асомных генов химерным белком с нарушенной
структурой ДНК�связывающего домена Rpn4 сни�
жается до уровня метилирования контрольных ге�
нов ACT1 и ADH1.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Дрожжевые и бактериальные штаммы, констру�
ирование плазмид, условия роста клеток. В работе
использовали штаммы S. cerevisiae WT BY4742
(MAT α; his3D1; leu2D0; lys2D0; ura3D0) и BY4742
rpn4�Δ (Mat α; his3Δ1; leu2Δ0; lys2Δ0; ura3Δ0;
YDL020c::kanMX4) c делецией гена RPN4 (“Euro�
scarf”, Германия). При получении плазмид ис�
пользовали штамм E. coli DH5α и векторы, пере�
численные в табл. 1.

Получение плазмиды pRS�Dam. Промотор
GAL1 амплифицировали с геномной ДНК S. cere�
visiae с праймерами 5'�GAGAGAGAGAAGCT�
TCAGCTTTAGCCTAAAAAA�3' (прямой) и 5'�
GAGAGAGAGCATATGGGTAGTTTTTTCTCCT�
TG�3' (обратный), содержащими сайты HindIII и NdeI

а

б

5' 3'

Rpn4 Dam

PACE

G T CA m6

Mbol

ПЦР

Нет продукта Количество ПЦР�продукта
прямо пропорционально степени

метилирования данного сайта
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Рис. 1. Схема метода DamID. а – События, происхо�
дящие in vivo: транскрипционный фактор (Rpn4) свя�
зывается со своим сайтом (PACE), в то время как Dam
метилирует аденин в находящихся поблизости сайтах
GATC . б – Детекция метилированных GATC�сайтов:
выделенную геномную ДНК обрабатывают метил�
чувствительной эндонуклеазой MboI, после чего про�
водят ПЦР с праймерами, фланкирующими анализи�
руемый сайт. ПЦР�продукт образуется только в том
случае, если сайт метилирован.
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соответственно. Ген dam амплифицировали с плазми�
ды pCMycDam с праймерами 5'�GAGAGAGAG�
CATATGAAGAAAAATCGCGCTTTT�3' (прямой),
содержащим сайт NdeI, и 5'�GAGAGAGAGCTC�
GAGTTATTTTTTCGCGGGTGAAAC�3' (обрат�
ный), содержащим сайт XhoI и стоп�кодон. Прямой
праймер не захватывал область myc�эпитопа. Полу�
ченные ПЦР�фрагменты клонировали в вектор
pRS426 по сайтам HindIII и XhoI в один этап.

Получение плазмиды pRS�GRD. GAL1�промотор
амплифицировали с праймерами 5'�GAGAGAGA�
GAAGCTTCAGCTTTAGCCTAAAAAA�3' (прямой),
содержащим сайт HindIII, и 5'�GAGAGAGAGC�
CATGGTAGTTTTTTCTCCTTG�3' (обратный), со�
держащим сайт NcoI. Область гена RPN4 от старт�
кодона до внутреннего сайта EcoRI амплифициро�
вали с геномной ДНК S. cerevisiae дикого типа с
праймерами 5'�AGAGAGAGACCATGGCTTCTAC�
GGAACTTAGC�3' (прямой) с сайтом NcoI и обрат�
ным праймером 5'�TTACCGTCAGAAGATGACGT�3'.
ПЦР�фрагменты (промотор и 5'�область RPN4)
объединяли путем клонирования в промежуточный
вектор pETBlue�2 по сайтам HindIII–EcoRI. Часть ко�
дирующей области гена RPN4 от внутреннего сайта
рестрикции для EcoRI до последнего значащего кодо�
на амплифицировали с праймерами 5'�TTTCCAT�
CTCCCTCAACCT�3' (прямой) и 5'�AGAAGAA�
GACTGCAGACCCATGACATAACCAATATT�3' (об�
ратный), содержащим сайт PstI. Ген dam амплифи�
цировали с плазмиды pCMycDam с прямым прай�
мером 5'�GAGAGAGAGCTGCAGGAACAGAAA�
CTCATCTCTGAA�3' с сайтом рестрикции для PstI
и обратным праймером с сайтом XhoI. Продукт ам�
плификации включал последовательность myc�

эпитопа. Полученные фрагменты (3'�область RPN4
и ген dam) также объединяли клонированием в про�
межуточный вектор pETBlue�2 по сайтам EcoRI–
XhoI. Из промежуточных плазмид вырезали объ�
единенные фрагменты по сайтам рестрикции
HindIII–EcoRI и EcoRI–XhoI и клонировали в век�
тор pRS426 по сайтам HindIII и XhoI.

Плазмиду pRS�GR�C/A�D (промежуточную) по�
лучали по такой же схеме, что и pRS�GRD, за ис�
ключением фрагмента RPN4 EcoRI–PstI, кодирую�
щего ДНК�связывающий домен белка. Методом
двухстадийного сайт�направленного ПЦР�мутаге�
неза в этот участок вводили точечные мутации, при�
водящие к замене остатков цистеина в позициях 450,
477 и 480 на аланин. На первой стадии ПЦР�мутаге�
неза с парами праймеров: 5'�TTTCCATCTCCCT�
CAACCT�3' (прямой) и 5'�ATTGGGCACCGGCCG�
GTTCATTTGTAATG�3' (обратный); 5'�CATTA�
CAAATGAACCGGCCGGTGCCCAAT�3' (прямой)
и 5'�GAATTTTTATGGCCTCCGAGGCACGGAAG�
3' (обратный); 5'�CTTCCGTGCCTCGGAGGCCAT�
AAAAATTC�3' (прямой) и 5'�AGAAGAAGACTGCA�
GACCCATGACATAACCAATATT�3' (обратный), по�
лучены три фрагмента с заменами кодонов цистеинов
на кодоны аланинов, содержащие перекрывающиеся
области. На второй стадии эквимолярную смесь ко�
ротких фрагментов использовали в качестве матрицы
для амплификации длинного фрагмента с праймера�
ми 5'�TTTCCATCTCCCTCAACCT�3' (прямой) и
5'�AGAAGAAGACTGCAGACCCATGACATAACCA�
ATATT�3' (обратный). 

Получение плазмиды pRS�GDR. Ген dam ампли�
фицировали с плазмиды pNDamMyc c прямым
праймером, содержащим сайт NdeI, и обратным

Таблица 1. Плазмиды, использованные в работе

Плазмида Описание плазмиды Источник

pETBlue�2 Бактериальный вектор для клонирования “Novagen”, США

pRS426 Высококопийный (2 µ) шаттл�вектор для клонирования [23]

pRS�Dam pRS426, содержит ген dam под контролем промотора GAL1 Данная работа

pRS�GRD pRS426, содержит ген RPN4, к которому с 3'�конца присоединен ген dam; 
экспрессия химерного гена находится под контролем промотора GAL1 

“–“

pRS�GR�C/A�D pRS�GRD, где в ген RPN4 введены точечные мутации, превращающие кодоны ци�
стеина в кодоны аланина в позициях 450, 477, 480, соответствующих аминокислот�
ной последовательности Rpn4

“–“

pRS�GDR pRS426, содержит ген RPN4, к которому с 5'�конца присоединен ген dam; 
экспрессия химерного гена контролируется промотором GAL1 

“–“

YCplac33 Низкокопийный (CEN) шаттл�вектор для клонирования [24]

YCp�Dam YCplac33, содержит ген Dam�метилазы под контролем промотора GAL1 Данная работа

YCp�GDR YCplac33, содержит ген RPN4, к которому с 5'�конца присоединен ген Dam�метила�
зы; экспрессия химерного гена контролируется промотором GAL1 

“–“

YCp�GDR�C/A YCp�GDR с заменой кодонов цистеина на кодоны аланина в позициях 450, 477, 480 “–“

pCMycDam Плазмида, кодирующая Dam�метилазу с myc�эпитопом с 5'�конца [13, 25]

pNDamMyc Плазмида, кодирующая Dam�метилазу с myc�эпитопом с 3'�конца [13, 25]
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праймером 5'�GAGAGAGAGCCATGGCGGGGC�
CCAGATCCTCTTCAGAGATGA�3', содержащим
сайт NcoI и дополнительную линкерную последо�
вательность. Полученный фрагмент вместе с после�
довательностью промотора, содержащей сайты
HindIII и NdeI (см. выше), клонировали в один этап
в промежуточный вектор pETBlue�2. Объединен�
ный фрагмент вырезали по сайтам HindIII–NcoI.
Ген RPN4 амплифицировали с прямым прайме�
ром, содержащим сайт NcoI, и обратным прайме�
ром 5'�GCAGTAGCGCTCGAGTCAACCCATGA�
CATAACCAAT�3', содержащим стоп�кодон и сайт
XhoI, и клонировали вместе с объединенным фраг�
ментом pGAL1�dam в вектор pRS426.

Плазмида pRS�GDR�C/A (промежуточная) полу�
чена аналогичным способом за исключением того,
что матрицей для амплификации гена RPN4 служи�
ла плазмида pRS�GR�C/A�D. Во все плазмиды по
сайтам XhoI–KpnI был встроен терминатор гена
CYC1, амплифицированный с геномной дрожжевой
ДНК с праймерами 5'�GAG AGAGAGCTCGAGAT�
CATGTAATTAGTTATGTC�3' и 5'�GAGAGAGAG�
GGTACCAGCTTGCAAATTAAAGCCTTC�3'. Плаз�
миды YCp�Dam, YCp�GDR и YCp�GDR�C/A полу�
чены путем переклонирования фрагмента HindIII–
KpnI из соответствующих производных pRS426 в
вектор YCplac33. 

Нуклеотидные последовательности плазмид,
полученных в нашей работе, проверяли секвениро�
ванием, которое проводили при помощи набора ре�
активов ABI PRISM® BigDye™ Terminator v. 3.1 с
последующим анализом продуктов реакции на ав�
томатическом секвенаторе ДНК ABI PRISM 3730
(“Applied Biosystems”).

Плазмиды pCMycDam и pNDamMyc, содержа�
щие ген Dam�метилазы, любезно предоставлены
Басом Ван Стинселом (Bas van Steensel, Netherlands
Cancer Institute).

Клетки дрожжей растили при 30°C на среде YPD
(2% глюкозы, 2% пептона, 1% дрожжевого экстрак�
та) и трансформировали, используя литий�ацетат�
ный метод [20]. Трансформированные клетки рас�
тили на селективной среде, содержащей YNB (Yeast
Nitrogen Base, “Sigma”, 6.7 г/л), смесь аминокислот
Drop�out media (“Sigma”), лейцин, гистидин, трип�
тофан, аденин, 2% глюкозы, с добавлением либо без
добавления 0.5% казаминовых кислот.

Метод выращивания серии последовательных
разведений культуры дрожжей на чашках Петри
(определение устойчивости клеток к стрессу). Ноч�
ные культуры клеток штамма rpn4�Δ, трансформи�
рованные плазмидами, содержащими ген RPN4 в
одной рамке считывания с геном метилазы, и клет�
ки штамма дикого типа, трансформированные “пу�
стым” вектором, разводили до OD600 = 1. Далее гото�
вили серию из последовательных пятикратных раз�
ведений суспензии дрожжевых клеток и высевали на
твердую селективную среду с добавлением 150 мкМ

ацетата кадмия, либо на среду без кадмия в качестве
контроля. Устойчивость штаммов дрожжей к стрес�
су определяли качественно по скорости формиро�
вания колоний.

Определение относительного уровня мРНК генов.
Дрожжи растили до OD600 = 0.5–1, РНК выделяли
при помощи реагента Trizol (“Invitrogen”). Компле�
ментарную ДНК синтезировали с использованием
обратной транскриптазы M�MLV (“Силекс”, Рос�
сия) по протоколу, рекомендованному производите�
лем, с олиго(dT) в качестве затравки. Количество
мРНК определяли методом ПЦР в реальном време�
ни с красителем SYBR Green I на приборе АНК�32
(“Синтол”, Россия) в соответствии с рекомендация�
ми производителя. Результаты нормировали по ко�
личеству мРНК не регулируемого Rpn4 гена PDA1,
кодирующего субъединицу пируватдегидроге�
назного комплекса [21].

DamID. Клетки производных штамма rpn4�Δ,
продуцирующие Dam�метилазу либо гибридный
белок Dam�Rpn4, растили до OD600 = 1–1.5, и выде�
ляли геномную ДНК фенол�хлороформным спосо�
бом [22]. Затем геномную ДНК (1–2 мкг) обрабаты�
вали эндонуклеазами рестрикции MboΙ или DpnI
(“Fermentas”, Литва) в концентрации 0.75 ед/мкл не
менее 16 ч при 37°С. Обработанную ДНК амплифи�
цировали с помощью ПЦР в реальном времени с
праймерами, фланкирующими исследуемый
GATC�сайт. Референтной последовательностью
служил фрагмент гена RPT6, не содержащий сайтов
GATC. Использованные в работе праймеры пере�
числены в табл. 2. Реакцию проводили в трех по�
вторностях на приборе АНК�32 (“Синтол”). Реак�
ционная смесь содержала 25 нг геномной ДНК, по
10 пмоль каждого праймера и реакционный буфер с
флуоресцентным красителем SYBR Green I (“Син�
тол”). Реакцию проводили в следующем режиме:
начальная денатурация при 96°С в течение 4 мин;
затем 35 циклов – 96°С – 20 с, X°С – 25 с, 72°С – 25 с,
где X – температура отжига праймеров (от 56 до
60°С). Пороговый цикл и эффективность реакции
рассчитывали при помощи программного обеспече�
ния, поставляемого вместе с прибором. Дальнейшую
обработку данных проводили в Microsoft Excel по
формуле: 

R =  где R – степень метилирова�
ния анализируемого GATC сайта, выраженная в

долях единицы,  – усредненная эффективность
реакции, С(t)реф – усредненный пороговый цикл
реакции амплификации референтной последова�
тельности, C(t)оп – усредненный пороговый цикл
реакции амплификации участка, содержащего
GATC�сайт. R не зависит от присутствия примесей
в препарате ДНК, используемой в ПЦР.

Относительный уровень метилирования анали�
зируемого GATC�сайта (Rrel) рассчитывали по сле�
дующей формуле:

E
C t( )реф C t( )оп–( )

,

E
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Rrel = R(Dam�Rpn4)/R(Dam), где R(Dam�Rpn4) –
значение R, описывающее степень метилирова�
ния определенного GATC�сайта химерным бел�
ком, а R(Dam) – значение R, описывающее сте�

пень метилирования того же сайта GATC свобод�
ной метилазой. 

Стандартное отклонение для Rrel вычисляли по
формуле: 

где M – математическое ожидание, D – дисперсия.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Выбор эндонуклеазы рестрикции для определения 
активности Dam�метилазы 

в дрожжах S. сerevisiae

Первый этап работы состоял в выборе эндо�
нуклеазы рестрикции, позволяющей адекватно
оценивать уровень активности Dam�метилазы. С
этой целью обычно используют одну из двух эндо�
нуклеаз рестрикции – DpnI или MboI. Оба фермен�
та узнают последовательность GATC, однако DpnI
гидролизует полностью метилированные сайты, то�
гда как MboI способна расщеплять только немети�
лированную ДНК. Поэтому в первом случае сте�
пень метилирования прямо пропорциональна ко�

личеству гидролизованной ДНК анализируемого
сайта GATC и обратно пропорциональна количе�
ству ПЦР�продукта. Во втором случае, наоборот,
степень метилирования данного сайта прямо про�
порциональна количеству ПЦР�продукта. Извест�
но, что DpnI успешно использовали для обработки
геномной ДНК D. melanogaster, млекопитающих и
дрожжей Schizosaccharomyces pombe [13, 16, 17]. В то
же время, геномную ДНК из S. cerevisiae обрабатыва�
ли не DpnI, а DpnII, полным аналогом MboI [18, 19].

В опыте по оценке эффективности гидролиза
ДНК эндонуклеазами DpnI и MboI использовали
мутантный штамм rpn4�Δ, трансформированный
плазмидой pRS�Dam, в которой экспрессия гена
метилазы контролируется промотором GAL1. Ана�
лизировали сайт GATC, расположенный возле
транслируемой области гена RPT6 (RPT6�545), коди�
рующего одну из АТРазных субъединиц регулятор�

σА/Б D A( ) M^2(A)+[ ]∗ D 1/Б( ) M^2 1/Б( )+( ) M^2 A( )∗M^2 1/Б( )–[ ],=

Таблица 2. Использованные в работе праймеры (экспрессионные и фланкирующие сайты GATC) 

Амплифицируемая область Праймер

Ген dam, фрагмент 151 п.н. Dam RT top 5'�GATATCAATAGCGAC CTGATC�3'

Dam RT bot 5'�GATCCTGGCTTTTGT TGAAC�3'

Ген RPN4, фрагмент 71 п.н. RPN4�ref�RT�top 5'�AAGGAAACCAGCAAAATCATC�3'

RPN4�ref�RT�bot 5'�TTTCTAATGTGCCGTTTTCAT�3'

Ген PDA1, фрагмент 341 п.н. PDA1�ex�top 5'�AGTTTGCTAAGGACTGGTGTC�3'

PDA1�ex�bot 5'�TAGGGTTGGAGTTTCTGTAC�3'

Ген RPT6, фрагмент 120 п.н. RPT6 2A 5'�TAAACGTGAAGGACT TAAAG�3'

RPT6�ex�rt�bot 5'�CTTTTTCCACCAT CATCAAC�3'

Ген ACT1, содержит сайт GATC +880 (фрагмент 137 п.н.) ACT1+880 top 5'�GATGTCACGGAC AATTTCTC�3'

ACT1+880 bot 5'�CTGGTTTCTCTC TACCTCAC�3'

Ген ADH1, содержит сайт GATC –251 (фрагмент 183 п.н.) ADH1–251 top 5'�CAAGAACCGTTCAACCATTTG�3'

ADH1–251 bot 5'�CGTTAAATACTCTGGTGTCTG�3'

Ген RPT6, содержит сайт GATC –545 (фрагмент 193 п.н.) RPT6–545 top 5'�CTACAGTTCTGAATT TGAGC�3'

RPT6–545 bot 5'�GACCAAATCTGA ATAATCACG�3'

Ген RPN5, содержит сайт GATC –279 (фрагмент 96 п.н.) RPN5–279 top 5'�GCTCAAAATGAT TGTAACTCTGC�3'

RPN5–279 bot 5'�CCAAAACTTCTT TCGAGGAG�3'

Ген RPN5, содержит сайт GATC +316 (фрагмент 117 п.н.) RPN5+316 top 5'�GACCATCTCTCC TCTTATTCC�3'

RPN5+316 bot 5'�CCAAAAGACAAG CGAAGGAG�3'

Ген RPN5, содержит сайт GATC +534 (фрагмент 109 п.н.) RPN5+534 top 5'�GCTTTGTCTTTCTCT GGTGAAAC�3'

RPN5+534 bot 5'�GATGAAGAATAA ACGTGGTGG�3'



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 45  № 4  2011

DAM�МЕТИЛАЗА Escherichia coli КАК МОЛЕКУЛЯРНЫЙ ИНСТРУМЕНТ 647

ного комплекса протеасомы. По данным [13], разре�
шение метода DamID составляет около 1–1.5 т.п.н. В
нашей работе анализируемые сайты GATC находи�
лись в пределах 600 п.н. от предполагаемого участка
связывания Rpn4 (PACE).

Результаты рестрикционного анализа с последу�
ющей ПЦР в реальном времени представлены на
рис. 2. Показано, что, во�первых, неметилирован�
ная геномная ДНК гидролизуется MboI на 95–99%
и не гидролизуется DpnI, а, во�вторых, 60% геном�
ной ДНК из клеток, синтезирующих метилазу, за�
щищены от гидролиза MboI, тогда как DpnI гидро�
лизует не 60% ДНК, как можно ожидать, если мети�
лированы обе цепи, а только 10–25%. Можно
предположить, что низкая эффективность гидроли�
за метилированной ДНК S. cerevisiae эндонуклеазой
DpnI связана с тем, что в ДНК метилирована пре�
имущественно одна цепь. Подобное одноцепочеч�
ное метилирование обусловлено, вероятно, способ�
ностью дрожжевых систем репарации удалять мети�
лированный аденин [26].

Таким образом, для более точной оценки актив�
ности Dam�метилазы в дрожжах S. cerevisiae пред�
почтительнее использовать MboI.

Метилаза и Rpn4 сохраняют активность 
в составе химерного белка

При использовании химерного фактора тран�
скрипции, содержащего метилазу и Rpn4, необхо�
димо было убедиться в том, что и метилаза, и Rpn4
сохраняют свою активность. Принимая во внимание
крайне низкий уровень Rpn4 в клетке, мы использо�
вали высококопийный вектор pRS426. Были созда�

ны две конструкции, одна из которых (pRS�GRD)
кодировала химерный белок, в котором метилаза
присоединена к C�концу Rpn4 (далее Rpn4�Dam), а
другая (pRS�GDR) – белок, в котором метилаза
присоединена к N�концу фактора (Dam�Rpn4). Из�
вестно, что Rpn4 обеспечивает устойчивость к дей�
ствию тяжелых металлов [27], поэтому наличие ак�
тивности Rpn4 у гибридных белков проверяли ме�
тодом выращивания серии последовательных
разведений суспензии дрожжевой культуры на чаш�
ках Петри в присутствии ацетата кадмия. Из резуль�
татов, представленых на рис. 3, следует, что штам�
мы, синтезирующие как Rpn4�Dam, так и Dam�
Rpn4, формируют колонии примерно с такой же
скоростью, как и штамм дикого типа. По�видимо�
му, химерные белки, как и Rpn4, способны восста�
навливать устойчивость штамма rpn4�Δ к стрессу,
вызванному ионами кадмия.

Взаимодействие химерных факторов тран�
скрипции с ДНК определяли, измеряя степень ме�
тилирования сайта RPT6�545. Связывание Rpn4 с
промоторной областью гена RPT6 показано ранее
[10]. Степень метилирования сайта химерными
белками нормировали по уровню метилирования
свободной метилазой. Значение относительного
уровня метилирования сайта (Rrel) служило оценкой
метилирующей активности белков. В качестве кон�
троля анализировали GATC�сайт в кодирующей об�
ласти гена актина ACT1 (ACT1+880). Экспрессия
ACT1 не зависит от Rpn4 [7, 28], и на расстоянии до
2000 п.н. в обе стороны от анализируемого сайта не
содержатся PACE. Результаты, представленные на
рис. 4, указывают на то, что относительная актив�
ность химерного белка Rpn4�Dam примерно в 2 ра�
за выше (рис. 4, 1), а относительная активность
Dam�Rpn4 в среднем в 3.5 раза выше, чем в контро�
ле (рис. 4, 2). Полученные данные свидетельствуют
о том, что оба химерных белка взаимодействуют с
геном RPT6, при этом Dam�Rpn4 проявляет наи�
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Рис. 2. Сравнение активностей эндонуклеаз рестрик�
ции MboI и DpnI на дрожжевой геномной ДНК.
Представлены результаты рестрикционного анализа
геномной ДНК, выделенной из клеток S. cerevisiae
rpn4�Δ, продуцирующих (Dam +) или не продуциру�
ющих (Dam –) свободную метилазу с последующей
ПЦР в реальном времени. Степень метилирования
Dam�метилазой (R) сайта GATC RPT6�545 выражена
в долях от единицы (за единицу принята 100% защита
от гидролиза MboI). Здесь и далее приведено среднее
из трех независимых выделений ДНК. Разброс дан�
ных охарактеризован стандартным отклонением. 

Контроль Cd2+ (150 мкМ)

OD600

WT

ΔRPN4

PGAL1�RPN4

pRS�GDR

YCp�GDR

pRS�GRD

Рис. 3. Плазмиды pRS�GRD, pRS�GDR и YCp�GDR
восстанавливают устойчивость штамма rpn4�Δ к стрессу,
вызванному ионами кадмия. Для сравнения приведены
клетки, продуцирующие немодифицированный Rpn4
под контролем промотора GAL1 (РGAL1�RPN4).
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большую активность и специфичность, поэтому его
и выбрали для дальнейшей работы.

В опытах по определению количества мРНК
dam�RPN4 и мРНК RPN4 установлено, что уровень
экспрессии химерного гена с высококопийного век�
тора примерно в 5 раз превышает уровень экспрессии
хромосомной копии гена (данные не представлены).
Чтобы привести содержание мРНК химерного гена к
физиологическому уровню и понизить содержание
фактора в клетке фрагмент PGAL1�dam�RPN4 клони�
ровали в низкокопийный вектор YCplac33. Ген ме�
тилазы вместе с промотором гена GAL1 также кло�
нировали в этот вектор. Количество мРНК dam�
RPN4, синтезируемой с низкокопийной плазмиды
YCp�GDR, соответствует количеству мРНК RPN4 в
штамме дикого типа. Более того, в клетках, содер�
жащих YCp�GDR, Dam�Rpn4 обладает большей
специфичностью и метилирующей активностью:
его относительная активность в среднем в 8 раз вы�
ше, чем в контроле (рис. 4, 3). Далее мы использова�
ли низкокопийные плазмиды.

В методе DamID необходимо поддерживать со�
держание метилазы на очень низком уровне во из�
бежание насыщения метилирования, поэтому ген
фермента экспрессируется под контролем промо�
тора, активность которого подавлена в использо�
ванных условиях. В клетках S. cerevisiae это может
быть промотор гена GAL1 [18], репрессированный
при росте на среде, содержащей глюкозу. Однако
при проведении контрольных опытов мы столкну�
лись с повышенной активностью промотора GAL1 в
штамме с делецией RPN4. Более того, активность
метилазы увеличилась после переноса ее гена из вы�

сокопийной в низкокопийную плазмиду (степень
метилирования сайта RPT6�545 возросла с 60 до
90%, а ACT1+880 – с 40 до 60%). Мы полагаем, что
такая аномально высокая активность метилазы мо�
жет быть связана с частичной дерепрессией промо�
тора из�за особенностей структуры плазмидного
хроматина либо из�за нарушения механизмов ре�
прессии промотора вследствие пониженного содер�
жания протеасом в мутантном штамме. Другим
объяснением может быть повышенная концентра�
ция фермента, обусловленная небольшими разме�
рами клеточного ядра у S. cerevisiae по сравнению с
ядрами клеток высших эукариот. Один из возмож�
ных способов снижения количества метилазы – из�
менение состава культуральной среды. Мы замети�
ли, что уровень мРНК dam, экспрессируемого с
плазмид YCp�Dam и YCp�GDR, в 3–4 раза ниже,
если дрожжи выращивать на среде, не содержащей
казаминовых кислот (данные не приведены).

Dam�Rpn4 взаимодействует 
с протеасомными генами RPT2, RPN5, RPN9 

и не взаимодействует с геном ADH1

Промоторные области почти всех протеасомных
генов содержат сайт связывания Rpn4, однако взаи�
модействие не всех протеасомных генов с этим фак�
тором показано с высокой степенью достоверности
[10]. Связывание Rpn4 с промотором гена RPN9,
как и RPT6, установлено достоверно [10], в то время
как в случае генов RPT2 и RPN5, кодирующих субъ�
единицы регуляторного комплекса протеасомы, во�
прос остается открытым. 

Мы измеряли относительный уровень метили�
рования генов RPN5, RPN9, RPT2 химерным фак�
тором Dam�Rpn4. Полученные нами результаты
свидетельствуют о его предпочтительном связыва�
нии с этими генами: в опыте сигнал в 6–7 раз пре�
вышает контрольное значение (рис. 5а). Промотор�
ная область гена ADH1, кодирующего алкогольде�
гидрогеназу, не содержит сайтов связывания Rpn4.
Степень метилирования этого локуса близка к сте�
пени метилирования гена ACT1 (рис. 5а). Все это
указывает на высокую специфичность привлечения
химерного фактора Dam�Rpn4 к изученным нами
PACE�содержащим генам.

Привлечение фактора Rpn4 к протеасомным ге�
нам за счет ДНК�белковых, а не белок�белковых
взаимодействий мы показали с помощью сконстру�
ированной нами плазмиды YCp�GDR�C/A, кото�
рая кодирует Dam�Rpn4�C/A с нарушенной струк�
турой ДНК�связывающего домена. Установлено,
что метилирующая активность мутантного белка на
протеасомных генах RPT6 и RPN5 снижалась до
уровня контрольного гена ACT1 (рис. 5б). Эти дан�
ные указывают на то, что мутантный белок не свя�
зывается специфично с анализируемыми областя�
ми, а ДНК�белковые взаимодействия, нарушенные
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Рис. 4. Активность и специфичность метилирования
химерных белков. Показано соотношение относи�
тельной степени метилирования сайта RPT6�545
(Rrel) и сайта ACT1+880 (принято за единицу) в клет�
ках дрожжей, синтезирующих химерные белки Rpn4�
Dam (1) и Dam�Rpn4 (2) с высококопийных плазмид
pRS�GRD и pRS�GDR, соответственно, и Dam�Rpn4
с низкокопийной плазмиды YCp�GDR (3). RrelACT1 –
нормированная по ACT1 относительная степень ме�
тилирования RPT6. Показан относительный уровень
метилирования ACT1 в штамме, продуцирующем
Rpn4�Dam.
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в этом белке, играют главную роль при контакте
Rpn4 со своим сайтом связывания.

Нуклеосомная ДНК защищена от метилирования 
как метилазой, так и химерным фактором

Ранее показали, что в клетках S. cerevisiae, проду�
цирующих Dam�метилазу, ДНК позиционирован�
ной нуклеосомы защищена от метилирования [29].
Мы также наблюдали защиту нуклеосомной ДНК
трех сайтов GATC, окружающих PACE гена RPN5,
от метилирования свободной метилазой и химер�
ным фактором Dam�Rpn4. Два сайта находились на
расстоянии 316 и 534 п.н. перед PACE и один – по�
сле PACE (279 п.н.) в кодирующей области RPN5.
Степень метилирования сайтов RPN5�279 и
RPN5+534 свободной метилазой оказалась на уров�
не 15–20%, а сайта RPN5+316 – почти 80% (рис. 6а).
За 100% принят уровень метилирования сайта, со�

ответствующий его полной защите при обработке
эндонуклеазой MboI. Аналогичная картина наблю�
далась и в штамме с Dam�Rpn4, где уровень метили�
рования сайта RPN5+316 составил более 50%, в то
время как два других сайта метилировались значи�
тельно хуже (рис. 6а). Когда мы сопоставили поло�
жения анализируемых сайтов GATC с их положени�
ем в базе данных по распределению Н3Н4�нукле�
осом в геноме дрожжей (доступна по адресу
atlas.bx.psu.edu), то оказалось, что сайты RPN5�279
и RPN5+534 находятся в областях, занятых нукле�
осомами, а сайт RPN5+316 – в межнуклеосомной
области. Следует отметить, что низкий уровень ме�
тилирования химерным фактором генов ACT1 и
ADH1 не связан с нуклеосомным барьером, так как
анализируемые сайты доступны для метилирования
(рис. 6а). Относительный уровень метилирования
сайтов, расположенных на нуклеосоме, значитель�
но превышает контрольное значение для гена акти�
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Рис. 5. Dam�Rpn4 специфично взаимодействует с протеасомными генами. Показан относительный уровень метили�
рования (Rrel) Dam�Rpn4 генов ACT1, ADH1, RPT6, RPN5, RPN9, RPT2 в штамме rpn4�Δ (а), и Rrel Dam�Rpn4 и Dam�
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на, однако характеризуется большим разбросом
данных (рис. 6б). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В представленной работе мы показали принци�
пиальную возможность использования Dam�мети�
лазы для изучения факторов транскрипции дрож�
жей S. cerevisiae, даже таких нестабильных, как
Rpn4p. Ранее этим методом изучали факторы тран�
скрипции D. melanogaster [14], а в клетках дрожжей –
только стабильные белки хроматина [18, 19].

Мы установили, что Rpn4 сохраняет функцио�
нальную активность, если к его N�концу присоеди�
нить домен метилазы, и обладает значительной спе�
цифичностью связывания. Показано, что химер�
ный белок привлекается к генам RPT6, RPN5,
RPN9, RPT2, но не к ACT1 и ADH1. Следует отме�
тить, что гены RPN5 и RPT2 не были достоверно
идентифицированы ранее в качестве мишеней
Rpn4p методом иммунопреципитации хроматина
[10], хотя они находятся под контролем PACE, и
опубликованы экспериментальные данные о регу�
ляции RPN5 белком Rpn4 [2]. 

Отличительная черта нашей модельной систе�
мы – использование мутантного белка Dam�Rpn4�
C/A, у которого нарушена ДНК�связывающая ак�
тивность Rpn4. Этот белок позволяет определить
тип взаимодействий, обеспечивающий привлече�
ние Rpn4 к изучаемым областям. К протеасомным
генам Rpn4 привлекается только за счет взаимодей�
ствий с ДНК. 

Таким образом, разработанная нами модельная
система по картированию сайтов связывания Rpn4
позволяет выявлять участки взаимодействия белка с
ДНК с большей достоверностью, чем традицион�
ные методы, а также получать информацию о меха�
низмах Rpn4�зависимой регуляции транскрипции.

Известно, что нуклеосомный кор препятствует
метилированию ДНК Dam�метилазой [29], однако
в более ранних работах по использованию DamID
внимание на этом не акцентировалось. В нашей ра�
боте мы столкнулись с тем, что сайты, расположен�
ные на нуклеосоме, хуже метилируются как свобод�
ной метилазой, так и химерным белком, и это затруд�
няет интерпретацию экспериментальных данных.
Существующие в настоящее время базы данных,
описывающие расположение нуклеосом в геномах
различных организмов, облегчают выбор анализи�
руемых сайтов GATC. Зависимость степени мети�
лирования сайта от присутствия нуклеосомы от�
крывает возможность для изучения изменений тон�
кой структуры хроматина при изменении условий
роста клеток, смене источника углерода, действии
стрессовых факторов. Кроме того, известно, что ак�
тивно транскрибируемые гены более доступны для
метилирования [30], поэтому по степени метилиро�
вания сайтов, расположенных в кодирующей обла�

сти гена, можно оценить изменение транскрипци�
онной активности гена.
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