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ВВЕДЕНИЕ

Сайт�специфические ДНК�эндонуклеазы –
это ферменты, которые узнают специфическую
нуклеотидную последовательность и расщепляют
ДНК вблизи или на некотором расстоянии от нее.
К ним относятся широко распространенные среди
прокариотических организмов эндонуклеазы ре�
стрикции, а также хоминг�эндонуклеазы, транспо�
зазы и некоторые репарационные эндонуклеазы,
устраняющие неспаренные основания у прокариот.
Среди большого разнообразия известных в настоя�
щее время сайт�специфических ДНК�эндонуклеаз
метилзависимые ферменты, способные специфи�
чески узнавать и расщеплять только метилирован�
ную ДНК, составляют немногочисленную группу.

Некоторые авторы относят их к эндонуклеазам ре�
стрикции – огромному семейству сайт�специфи�
ческих ДНК�эндонуклеаз, которые расщепляют
чужеродную ДНК при ее проникновении в бакте�
риальную клетку [1]. Однако метилзависимые фер�
менты отличаются по своим свойствам (и, вероят�
но, функциям) от классических эндонуклеаз ре�
стрикции.

Среди метилзависимых ДНК�эндонуклеаз раз�
личают N6�метиладенин� и 5�метилцитозинзави�
симые ферменты. К первым относится, например,
фермент DpnI, который узнает и гидролизует тет�
рануклеотидную палиндромную последователь�
ность G(6mA)TC [2]. Абсолютно все обнаруженные
до сих пор N6�метиладенинзависимые ДНК�эндо�
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нуклеазы имеют ту же специфичность, т.е. DpnI –
прототип этих ферментов. Среди 5�метилцито�
зинзависимых ДНК�эндонуклеаз наиболее из�
вестна эндонуклеаза McrBC, которую открыли в
80�х годах прошлого столетия [3]. Этот фермент
узнает пару сайтов R(mC), разделенных неспеци�
фическим участком длиной 30–3000 п.н. [4, 5].
Долгое время McrBC был единственным изучен�
ным представителем 5�метилцитозинзависимых
сайт�специфических ДНК�эндонуклеаз. Однако
за последние 5–7 лет обнаружено и охарактеризо�
вано более десятка ферментов этого типа – и все
они узнают различные метилированные последо�
вательности ДНК. Прогресс в открытии и изуче�
нии 5�метилцитозинзависимых ДНК�эндонукле�
аз во многом связан с бурным развитием эпигене�
тических исследований и возможностью
использования этих ферментов для изучения ста�
туса метилирования ДНК высших организмов (в
том числе человека) – для них именно 5�метил�
цитозин представляет (5mC) собой эпигенетиче�
ский маркер.

РАЗНООБРАЗИЕ И РАСПРОСТРАНЕНИЕ
МД�ЭНДОНУКЛЕАЗ

Метилзависимые сайт�специфические ДНК�
эндонуклеазы (МД�эндонуклеазы) – это фермен�
ты, которые способны специфически фрагменти�
ровать только метилированную ДНК. Описанные
до настоящего времени МД�эндонуклеазы со�
ставляют немногочисленную группу прокариоти�
ческих ферментов, первый представитель кото�
рой был охарактеризован около 40 лет назад. Это
фермент DpnI из Streptococcus (ранее Diplococus)
pneumoniae, узнающий метилированную последо�
вательность G(6mA)↓TC и расщепляющий ДНК
как указано стрелкой [2].

Позднее в результате изучения рестрикции чу�
жеродной 5mC�содержащей ДНК некоторыми
штаммами Escherichia coli, а также индукции SOS�
ответа при экспрессии генов чужеродных ДНК�
метилтрансфераз в клетках E. coli были открыты
еще три эндонуклеазы, расщепляющие только
метилированную ДНК: McrA, McrBC и Mrr [3–6].
Впоследствии гомологи McrA, McrBC, Mrr и DpnI
были обнаружены во многих видах бактерий [7–
9], что свидетельствует о достаточно широком
распространении ферментов этой группы среди
прокариотических организмов. Однако в подавля�
ющем большинстве случаев продукты соответству�
ющих генов не были выделены. В течение продол�
жительного времени список новых МД�эндонукле�
аз с установленной субстратной специфичностью
пополняли лишь ферменты, узнающие ту же после�
довательность, что и прототип DpnI (так называе�
мые изошизомеры) [9–12].

Лишь недавно открыты и охарактеризованы
сразу несколько 5mC�зависимых сайт�специфи�

ческих ДНК�эндонуклеаз, многие из которых в
настоящее время доступны для широкого круга
исследователей. В частности, сотрудниками на�
шей лаборатории описаны 5mC�зависимые
сайт�специфические эндонуклеазы BisI, GlaI,
GluI, BlsI, PcsI, KroI, AoxI, MteI, PkrI (Патенты
на изобретение RU 2270859, RU 2287012, RU
2322492, RU 2322494, RU 2377294, RU 2394099, RU
2399663, RU 2475533, RU 2475534). Зарубежны�
ми коллегами охарактеризована эндонуклеаза
MspJI из Mycobacterium sp., а также ее ортологи
из Frankia sp., Legionella pneumophila, Azoarcus sp.,
Ruminococcus lactaris, Streptomyces griseoflavus [13,
14]. Еще одной группой авторов определена суб�
стратная специфичность новой 5mC�зависимой
эндонуклеазы SgeI (Патент US 20110207139 A).

Метилзависимая эндонуклеазная активность
описана также для одного из ортологов белка
McrA – эндонуклеазы ScoA3McrA из Streptomyces
coelicolor [15]. Кроме того, биохимически охарак�
теризована новая 5mC�зависимая сайт�специфи�
ческая эндонуклеаза SauUSI. Более 150 ортологов
этого белка обнаружены в различных видах бакте�
рий, что подтверждает мнение о широком распро�
странении МД�эндонуклеаз среди бактерий [16].

СУБСТРАТНАЯ СПЕЦИФИЧНОСТЬ 
МД�ЭНДОНУКЛЕАЗ

Классификация по сайту узнавания и позиции 
расщепления ДНК

В зависимости от сайта узнавания и позиции
гидролиза ДНК известные в настоящее время
МД�эндонуклеазы можно условно разделить на
три группы (табл. 1). Первая представлена эндо�
нуклеазами AoxI, BisI, BlsI, DpnI, GlaI, GluI,
KroI, MteI, PcsI и PkrI, которые узнают короткие
палиндромные метилированные последователь�
ности, в том числе вырожденные, и расщепляют
ДНК симметрично по обеим цепям внутри узна�
ваемой последовательности в строго фиксиро�
ванном положении.

МД�эндонуклеаза MspJI и родственные ей эн�
донуклеазы FspEI, LpnPI, AspBHI, RlaI и SgrTI
вместе с МД�эндонуклеазой SgeI формируют вто�
рую группу. Эти ферменты также гидролизуют
ДНК в строго фиксированной позиции, однако
узнают асимметричные последовательности и рас�
щепляют ДНК на некотором расстоянии от узнава�
емого метилированного сайта. Способность рас�
щеплять ДНК в стороне от сайта узнавания, веро�
ятно, обусловлена особенностями структурной
организации этих ферментов, которые, как показа�
но с помощью биоинформатического анализа, со�
стоят из двух пространственно обособленных до�
менов, один из которых содержит активный центр,
тогда как другой обеспечивает специфическое свя�
зывание ДНК [13, 14]. Необходимо отметить, что
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именно такая организация функциональных до�
менов характерна и для других сайт�специфиче�
ских эндонуклеаз, расщепляющих ДНК в стороне
от сайта узнавания, например, для эндонуклеаз
рестрикции подтипа IIS [17]. Интересно, что все
охарактеризованные до сих пор МД�эндонукле�

азы этой группы, хотя и различаются сайтами
узнавания, расщепляют ДНК на одинаковом рас�
стоянии (N12/N16) от модифицированного осно�
вания.

Третью группу представляют МД�эндонукле�
азы, которые не имеют однозначно определяемо�

Таблица 1. Субстратная специфичность известных МД�эндонуклеаз

Фермент Организм Сайт узнавания Модификации

DpnI Streptococcus pneumoniae G(mA)↓TC
CT↑(mA)G

6mA

BisI Bacillus subtilis G(mC)↓NGC
CGN↑(mC)G

5mC

GlaI Glacial ice bacterium R(mC)↓GY
YG↑(mC)R

5mC

AoxI Arthrobacter oxydans ↓RG(mC)Y
Y(mC)GR↑

5mC

BlsI Bacillus simplex RYN↓RY
YR↑NYR

5mC (≥2*)

GluI Glacial ice bacterium G(mC)↓NG(mC)
(mC)GN↑(mC)G

5mC

PcsI Paracoccus carotinifaciens (mC)GN5↓N2(mC)G
G(mC)N2↑N5G(mC)

5mC

KroI Kocurea rosea G↓C(mC)GGCC
GG(mC)C↑G

5mC

PkrI Planomicrobium koreense GCN↓GC
CG↑NCG

5mC (≥3)*

MteI Microbacterium testaceum G(mC)G(mC)↓NG(mC)G(mC)
(mC)G(mC)GN↑(mC)G(mC)G

5mC

MspJI Mycobacterium sp. (mC)NNR(N9/N13) 5mC, 5hmC

FspEI Frankia sp. C(mC) (N12/N16) 5mC, 5hmC

LpnPI Legionella pneumophila (mC)DS(N10/N14) 5mC, 5hmC

AspBHI Azoarcus sp. YN(mC)NS(N10/N14) 5mC, 5hmC

SgeI Streptomyces griseoflavus (mC)NNG(N9/N13) 5mC

RlaI Ruminococcus lactaris V(mC)W(N11/N15) 5mC, 5hmC

SgrTI Streptomyces griseoflavus B(mC)DS(N10/N14) 5mC, 5hmC

McrBC** Escherichia coli R(mC)N30�3000 R(mC) 5mC, 4mC, 5hmC

SauUSI Staphylococcus aureus S(mC)NGS 5mC, 5hmC

McrA E. coli (Y > R)(mC)GR*** 5mC, 5hmC

ScoA3McrA Streptomyces coelicolor Неизвестен 5mC, S�ДНК

Mrr E. coli Неизвестен 5mC, 6mA

GmrSD** E. coli Неизвестен glc�5hmC

* Минимальное количество модифицированных оснований в обеих цепях сайта узнавания, необходимое для эффективно�
го расщепления ДНК.

** Эндонуклеазы с гетеродимерной организацией, состоящие из двух различных полипептидов.
*** Предполагаемый сайт узнавания эндонуклеазы.
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го сайта узнавания и/или позиции расщепления
ДНК. Например, узнаваемая последовательность
нуклеотидов не установлена для ферментов Mrr
[18, 19], ScoA3McrA [15], GmrSD [20]. Эндо�
нуклеаза McrBC, хотя и узнает строго определен�
ную динуклеотидную последовательность R(mC),
расщепляет ДНК неоднозначно. Гидролиз осу�
ществляется на расстоянии приблизительно
30 п.н. вблизи только одного из двух модифици�
рованных динуклеотидов, расположенных на
расстоянии от 30 до 3000 п.н. друг от друга [21, 22].
МД�эндонуклеаза SauUSI – сайт узнавания
S(mC)NGS) – также характеризуется вариабель�
ной позицией расщепления ДНК и вносит раз�
рыв в случайной позиции на расстоянии от 2 до
18 п.н. от узнаваемой последовательности [16].

Типы узнаваемых модификаций ДНК

Наличие соответствующей модификации в
ДНК – ключевой элемент, который необходим
для гидролиза ДНК�субстрата МД�эндонуклеаза�
ми. У прокариот метилирование ДНК происхо�
дит по аденину с образованием N6�метиладенина
(6mA) [23] или по цитозину с образованием С5�
или N4�метилцитозина (5mC, 4mC) [24, 25]. Со�
ответственно выделяются две группы МД�эндо�
нуклеаз: первые расщепляют только 6mA�содер�
жащую ДНК, вторые представляют собой метил�
цитозинзависимые эндонуклеазы (табл. 1).
Исключительным примером в этом плане можно
считать фермент Mrr, субстратом которого может
быть ДНК, содержащая как один, так и другой
тип модификаций [18].

Стоит отметить, что метилцитозинзависимые
ферменты, как правило, узнают только один из
двух возможных вариантов метилирования цито�
зинового основания (для большинства охаракте�
ризованных ферментов это 5mC, но не 4mC). В
настоящее время известна единственная метил�
цитозинзависимая ДНК�эндонуклеаза, расщеп�
ляющая как 5mC, так и4mC�содержащую ДНК, –
фермент McrBC [4, 5, 26]. Тем не менее, многие
5mC�зависимые ДНК�эндонуклеазы могут спе�
цифически узнавать не только С5�метилирован�
ные, но и С5�гидроксиметилированные (5hmC)
или гликозил�С5�гидроксиметилированные (glc�
5hmC) цитозиновые основания (табл. 1), которые
встречаются в ДНК некоторых бактериофагов
[27, 28]. Кроме того, 5mC�зависимая эндонукле�
аза ScoA3McrA из Streptomyces coelicolor способна
наряду с С5�метилированной расщеплять S�мо�
дифицированную ДНК [15], в которой сахарофос�
фатные остатки в составе некоторых специфиче�
ских последовательностей ферментативно тиофос�
форилированы [29]. Таким образом, для целого ряда
МД�эндонуклеаз характерно узнавание расширен�
ного спектра модификаций ДНК.

К сожалению, молекулярный механизм узнава�
ния модифицированных оснований для большин�
ства МД�эндонуклеаз в настоящее время остается
неясным. Исключение составляет, например, гете�
родимерная эндонуклеаза McrBC, для которой по�
казано, что в процессе узнавания модифицирован�
ное цитозиновое основание “выворачивается” из
ДНК�дуплекса и располагается внутри белкового
кармана субъединицы McrB, отвечающей за свя�
зывание ДНК [30]. Этот механизм, однако, не яв�
ляется универсальным для всех МД�эндонуклеаз,
о чем свидетельствуют полученные недавно дан�
ные рентгеноструктурного анализа 6mA�зависи�
мой эндонуклеазы DpnI в комплексе с ДНК [31].

Узнаваемая последовательность нуклеотидов

МД�эндонуклеазы, как правило, узнают моди�
фицированные основания в некотором нуклеотид�
ном контексте. Некоторые ферменты, например,
DpnI, GluI и KroI, узнают модифицированные ос�
нования в достаточно строго определенном нуклео�
тидном контексте: G(6mA)TC, G(5mC)NG(5mC),
GC(5mC)GGC соответственно [2, 32, 33]. Узнавае�
мая последовательность в этих случаях имеет длину
не менее 4 п.н., ферменты чувствительны к замене
нуклеотидов в сайте узнавания, хотя некоторые из
них при высокой концентрации эндонуклеазы мо�
гут проявлять «звездчатую» активность и расщеп�
лять сайт узнавания с единичными заменами [31].
Но часто активность МД�эндонуклеаз обусловле�
на скорее наличием модифицированных основа�
ний, нежели определенной последовательностью
ДНК. Так, например, McrBC [4], MspJI [13, 14] и
MspJI�подобные эндонуклеазы [14] узнают очень
короткие (2–3 п.н.) и в значительной мере вы�
рожденные нуклеотидные последовательности
(табл. 1). Кроме того, некоторые МД�эндонукле�
азы, узнающие более или менее определенную
нуклеотидную последовательность (например,
SauUSI, сайт узнавания S(5mC)NGS), способны с
меньшей эффективностью расщеплять иные сай�
ты, содержащие подходящую модификацию,
узнавая, таким образом, целое семейство после�
довательностей, среди которых есть предпочти�
тельно узнаваемые субстраты [16]. Способность
некоторых МД�эндонуклеаз расщеплять очень
вырожденные нуклеотидные последовательности
или целые семейства последовательностей может
вызывать серьезные затруднения для четкого
определения субстратной специфичности этих
ферментов и выявления консенсусного сайта узна�
вания, как, например, в случае ферментов Mrr,
GmrSD, ScoA3McrA.

Толерантность многих МД�эндонуклеаз к вари�
ациям нуклеотидного контекста, в котором нахо�
дится модифицированное основание, значительно
отличает эти ферменты от классических эндонукле�
аз рестрикции, субстратная специфичность кото�
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рых определяется вполне однозначно. Вероятно,
это свойство МД�эндонуклеаз обусловлено отсут�
ствием давления отбора по строго определенной
последовательности узнавания ввиду отсутствия в
клетке, где продуцируется эндонуклеаза, соответ�
ствующего типа модификации, тогда как только
четко определенная специфичность метил�чув�
ствительных эндонуклеаз рестрикции обеспечивает
целостность бактериальной ДНК, которая защище�
на от расщепления ферментативным метилирова�
нием соответствующих сайтов узнавания [13, 16].

“Рисунок” метилирования ДНК#субстрата

Помимо типа модификации ДНК и нуклеотид�
ного контекста, в котором располагается модифи�
цированное основание, есть еще один параметр,
который определяет субстратную специфичность
МД�эндонуклеаз, – “рисунок” метилирования
ДНК�субстрата. В простейшем случае фермент
узнает некоторую нуклеотидную последователь�
ность с фиксированной позицией модифициро�
ванного основания. При этом ферменты, узнаю�
щие асимметричные последовательности, напри�
мер MspJI�подобные эндонуклеазы, расщепляют
ДНК, содержащую модифицированное основание
только в одной из цепей короткого сайта узнава�
ния [14], тогда как для эффективного расщепления

палиндромной узнаваемой последовательности
модифицированные основания должны распола�
гаться симметрично в обеих цепях [34] (реже воз�
можен также достаточно эффективный гидролиз
полуметилированного субстрата [33]). 

Однако для целого ряда охарактеризованных в
настоящее время МД�эндонуклеаз расположение
модифицированных оснований в субстрате не
строго фиксировано. Показано, что некоторые
5mC�зависимые ДНК�эндонуклеазы, узнающие
сайты, в которых несколько оснований потенци�
ально могут быть модифицированы, способны
распознавать альтернативные комбинации мети�
лированных нуклеотидов. При этом, как прави�
ло, происходит увеличение активности при заме�
не цитозинов на 5mC (исключение составляет
МД�эндонуклеаза BisI [35]). Нуклеотидный кон�
текст может сохраняться или меняться в зависи�
мости от “рисунка” метилирования. Это исчер�
пывающе продемонстрировано на примере МД�
эндонуклеазы GlaI в работах Тарасовой (Tarasova
G.V.) с соавт. [36] и Томиловой с соавт. [37]. Выяв�
лено целое семейство последовательностей с раз�
личными вариантами метилирования, которые с
разной эффективностью расщепляет эндонукле�
аза GlaI (рисунок). Интересно, что позиция гид�
ролиза ДНК при этом не зависит от “рисунка”
метилирования узнаваемой последовательно�
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сти. Аналогично действуют, например, МД�эн�
донуклеазы BlsI и PkrI. Так, BlsI расщепляет по�
следовательность GCNGC, содержащую в обеих
цепях в произвольных позициях не менее двух
5mC оснований, а PkrI гидролизует ту же после�
довательность при наличии не менее трех 5mC
(табл. 1) [38, 39].

В качестве интересного примера зависимости ак�
тивности МД�эндонуклеазы от “рисунка” метили�
рования субстрата можно рассмотреть MteI. Мини�
мальный сайт узнавания этого фермента – последо�
вательность G(5mC)G(5mC)NG(5mC)GC; при этом
активность MteI возрастает не только при замене не�
модифицированного динуклеотида GC на G(5mC),
но и при появлении дополнительных G(5mC) ди�
нуклеотидов на 5'�концах узнаваемого нонануклео�
тида в обеих цепях ДНК [40]. Этот феномен отличает
MteI от других охарактеризованных в настоящее
время МД�эндонуклеаз. Более тонкие детали суб�
стратной специфичности этой эндонуклеазы еще
предстоит выяснить.

СВОЙСТВА МД�ЭНДОНУКЛЕАЗ

Зависимость активности от ионов 
двухвалентных металлов

МД�эндонуклеазы, как и подавляющее боль�
шинство других ДНК�нуклеаз прокариот, способ�
ны катализировать реакцию гидролиза фосфоди�
эфирной связи только в присутствии катионов
двухвалентных металлов [41]. Как правило, пред�
почтительный кофактор – ионы Mg2+, которые,
однако, в некоторых случаях могут быть заменены
другими двухвалентными катионами. Например,
glc�5hmC�зависимая эндонуклеаза GmrSD отдает
предпочтение ионам Ca2+ [20], ScoA3McrA прояв�
ляет максимальную активность в Mn2+� или Ni2+�
содержащем буфере [15], метилзависимая эндо�
нуклеаза SauUSI сохраняет частичную активность
в буферах, содержащих Mn2+, Ca2+ или Co2+, хотя
максимальную активность проявляет только в
присутствии Mg2+ [16].

В настоящее время данных о механизме гидро�
лиза фосфодиэфирной связи МД�эндонуклеаза�
ми нет, однако каталитическая функция двухва�
лентных катионов в большинстве случаев не вы�
зывает сомнения. Так, с использованием методов
биоинформатического, мутационного и рентге�
ноструктурного анализа показано, что активные
центры ряда МД�эндонуклеаз имеют конфигура�
цию, характерную для нуклеаз, осуществляющих
Mg2+�опосредованный катализ реакции гидроли�
за фосфодиэфирной связи. В частности, консер�
вативный каталитический мотив PD(D/E)XK и
его варианты выявлены в структуре белков DpnI
[31], Mrr и его гомологов [7, 42, 43], включая био�
химически охарактеризованные MspJI�подобные
эндонуклеазы [13, 14], а также в структуре катали�

тической субъединицы McrC гетеросубъединич�
ной эндонуклеазы McrBC [44]. В каталитическом
домене McrA и гомологичных белков (в том числе
биохимически охарактеризованного ScoA3McrA)
выявляется эндонуклеазный мотив HNH [15, 45].

Интересно, что каталитический домен Mg2+�
зависимой эндонуклеазы SauUSI содержит кон�
сервативный каталитический мотив HKD, харак�
терный для ЭДТА�устойчивых нуклеаз семейства
фосфолипаз D (PLD) [16, 46], которые, как пра�
вило, проявляют активность в отсутствии двухва�
лентных катионов [47–49]. В этом случае не ясно,
необходимы ли ионы металла SauUSI для осу�
ществления непосредственно эндонуклеазной
функции или иной ферментативной активности.
Ответ на этот вопрос дадут дальнейшие исследо�
вания.

Зависимость активности от NTP

Для гидролиза ДНК некоторыми МД�эндо�
нуклеазами помимо двухвалентных катионов не�
обходимы также молекулы нуклеозидтрифосфа�
тов. В частности, McrBC представляет собой
GTP�зависимую эндонуклеазу [26], для гидроли�
за ДНК GmrSD необходимо присутствие в реак�
ционной смеси UTP [20], для SauUSI – ATP или
dATP [16]. В структуре этих ферментов, как пра�
вило, присутствуют функциональные домены,
ответственные за связывание и гидролиз соответ�
ствующего кофактора. Так, согласно данным ана�
лиза BlastP, в структуре МД�эндонуклеазы SauUSI
между каталитическим и ДНК�связывающим до�
менами присутствует ATPазный/хеликазный до�
мен, высококонсервативный у ДНК/РНК�хели�
каз надсемейства DEXD [16]. В случае гетероди�
мерных эндонуклеаз McrBC и GmrSD NTP�
связывающий домен располагается в одной из
двух субъединиц. У McrBC GTPазную активность
обеспечивает ДНК�связывающая субъединица
McrB [50, 51], которая помимо ДНК�связываю�
щего [52] содержит также GTP�связывающий до�
мен семейства ААА+ [53–55]. У GmrSD, напро�
тив, потенциальный UTP�связывающий мотив
располагается в эндонуклеазной субъединице
GmrS, содержащей также потенциальный ката�
литический мотив [56].

Предполагается, что в случае McrBC гидролиз
GTP требуется для осуществления GTP�зависи�
мой транслокации ДНК, что необходимо для спе�
цифического расщепления ДНК�субстрата [21,
52]. В других случаях роль NTP в процессе гидро�
лиза ДНК не совсем ясна. Интересно, что с ги�
потетической ATP�зависимой ДНК�хеликазной
активностью SauUSI связывают необычную
электрофоретическую картину расщепления
ДНК этой эндонуклеазой, которая отличается
от картины, получаемой для других сайт�специ�
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фических эндонуклеаз. Вместо дискретных по�
лос на электрофореграмме наблюдается размы�
тое пятно, что свидетельствует о проявлении не�
специфической нуклеазной активности после
специфического расщепления ДНК. Поскольку
эта активность проявляется только in cis, пред�
полагается, что эндонуклеаза связывает моди�
фицированные сайты и после внесения разры�
вов продолжает расщепление ДНК вдоль моди�
фицированной молекулы, используя ATP�
зависимую ДНК�хеликазную активность [16].

Неясен также биологический смысл использо�
вания разными МД�эндонуклеазами различных
нуклеозидтрифосфатов (ATP, GTP, UTP) в каче�
стве кофактора. Возможно, это может давать пре�
имущество при сосуществовании в одной клетке
различных метилзависимых систем ввиду отсут�
ствия конкуренции за один и тот же кофактор [16].

Зависимость активности 
от количества сайтов узнавания

Некоторым МД�эндонуклеазам (например,
McrBC, SauUSI, DpnI) для эффективного гидро�
лиза ДНК необходимо наличие двух сайтов узна�
вания на одной молекуле ДНК (in cis) [5, 16, 31].
Это свойство связано, как правило, с особенно�
стями механизма действия ферментов. Так, эндо�
нуклеаза McrBC после взаимодействия с моди�
фицированным динуклеотидом R(mC) осуществ�
ляет GTP�зависимую транслокацию ДНК [21,
52], и только после встречи двух транслоцирую�
щих комплексов происходит согласованное рас�
щепление обеих цепей ДНК вблизи одного из
сайтов узнавания [52, 22]. Стоит отметить, что
сходный механизм, когда для расщепления ДНК
требуется блокировать движение перемещающе�
гося вдоль ДНК белкового комплекса, ранее опи�
сан для ATP�зависимых эндонуклеаз рестрикции
типов I и III [57–62], которые также расщепляют
ДНК при наличии не менее двух сайтов узнава�
ния in cis. Механизм действия еще одной ATP�за�
висимой МД�эндонуклеазы, SauUSI, для реали�
зации гидролитической активности которой не�
обходимо присутствие на субстратной ДНК двух
сайтов узнавания [16], предстоит выяснить в
дальнейшем.

МД�эндонуклеаза DpnI расщепляет субстрат с
двумя сайтами узнавания гораздо эффективнее
субстрата с единичным сайтом [31]. Согласно
данным рентгеноструктурного анализа, этот бе�
лок содержит два ДНК�связывающих сайта, ко�
торые расположены в двух обособленных доме�
нах одного полипептида. Такая структурная орга�
низация характерна для эндонуклеаз рестрикции
подтипа IIE, которым для гидролиза ДНК необ�
ходимо связывание второго сайта, выполняюще�
го функцию аллостерического эффектора [63].
Расположение двух сайтов узнавания in cis облег�

чает связывание эффекторной последовательно�
сти, что объясняет затруднения при расщеплении
ДНК с единичным сайтом. Можно предполагать,
что DpnI использует сходный механизм расщеп�
ления ДНК, однако детали еще предстоит выяс�
нить [31]. Недавно на основании биоинформати�
ческого и мутационного анализа для белка Mrr
предсказана структурная организация, сходная с
установленной структурой DpnI [43]. Интересно
узнать, будут ли Mrr и родственные ему белки
сходными с DpnI с точки зрения зависимостисти
активности от присутствия эффекторного сайта.

Эндонуклеазная активность in vitro

ДНК�эндонуклеазная активность для большин�
ства биохимически охарактеризованных МД�эндо�
нуклеаз подтверждена в экспериментах in vitro. Ис�
ключение составляют метилзависимые системы
McrA и Mrr. Так, в экспериментах in vivo продукт ге�
на mcrA ограничивает проникновение в клетку
модифицированной ДНК, содержащей 5mC ос�
нования в последовательности C(mC)GG [3, 64].
Тем не менее, в экспериментах in vitro эндо�
нуклеазную активность предполагаемой эндо�
нуклеазы McrA, ответственной за расщепление
чужеродной модифицированной ДНК in vivo, за�
фиксировать не удалось, хотя показано, что ре�
комбинантный белок rMcrA способен специфи�
чески связываться с модифицированной после�
довательностью ДНК (Y > R)(mC)GR [65].
Вторым примером служит система Mrr, которая
in vivo ограничивает проникновение в клетку
ДНК, содержащей 6mA и 5mC основания [6, 18],
однако соответствующий рекомбинантный белок
не проявляет эндонуклеазной активности in vitro
[19].

На основании таких наблюдений выдвинули
предположение, что белки McrA и Mrr могут осу�
ществлять рестрикцию чужеродной модифици�
рованной ДНК не путем ее расщепления, которое
легко обратимо в результате религирования, а,
например, путем простого связывания ДНК�ми�
шени, что может предотвратить ее репликацию
или интеграцию в геном [8]. Однако охарактери�
зованная недавно в экспериментах in vitro эндо�
нуклеазная активность отдаленных гомологов
McrA (ScoA3McrA) и Mrr (MspJI�подобные эндо�
нуклеазы) свидетельствует в пользу исходной
идеи о том, что рестрикция чужеродной ДНК си�
стемами McrA и Mrr также осуществляется в ре�
зультате гидролиза ДНК [13, 15].

РОЛЬ МД�ЭНДОНУКЛЕАЗ 
В БАКТЕРИАЛЬНЫХ КЛЕТКАХ

В настоящее время существует несколькo на�
учных гипотез о биологической роли МД�эндо�
нуклеаз, тем не менее, до сих пор этот вопрос
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остается предметом дискуссий. Долгое время счи�
талось, что основная роль МД�эндонуклеаз – за�
щищать хозяйский геном от инвазии чужеродной
ДНК, в частности ДНК бактериофагов [66]. В от�
личие от классических эндонуклеаз рестрикции,
которые входят в состав систем рестрикции�мо�
дификации и распознают и расщепляют чужерод�
ную ДНК из�за отсутствия в ней метилирования
хозяйского типа [67], МД�эндонуклеазы могут
распознавать чужеродную ДНК по наличию в ней
каких�либо модификаций, отсутствующих в хо�
зяйской ДНК. Такие системы получили название
MDS (modification�dependent systems). Экспери�
ментально показана возможность эффективного
функционирования МД�эндонуклеаз в качестве
систем рестрикции. Так, присутствие в бактери�
альной клетке эндонуклеаз DpnI или SauUSI поз�
воляет значительно снизить долю инфицирован�
ных клеток при атаке вируса, выращенного в
клетках, где продуцируется ДНК�метилтрансфе�
раза M.DpnII или Dcm соответственно [16, 68,
69]. Системы рестрикции типа Mcr эффективно
ограничивают инвазию негликозилированных T�
четных фагов, ДНК которых содержит С5�гид�
роксиметилцитозиновые основания [70, 71], си�
стема GmrSD – инвазию glc�5hmC�содержащего
фага Т4 ipl� [72].

Однако в последнее время исследователи скло�
няются к тому, что защита клетки от инвазии мети�
лированной ДНК путем прямой атаки все�таки не
основная функция МД�эндонуклеаз. Предполага�
ется, что, в первую очередь, эти ферменты способ�
ствуют сохранению эпигеномного статуса ДНК,
вызывая гибель клетки в ответ на метилирование
ДНК чужеродными метилтрансферазами [73].
Поддержание стабильности эпигеномного статуса
клетки необходимо, поскольку метилирование
ДНК играет важную роль в регуляции фундамен�
тальных клеточных процессов [74–77], и измене�
ние эпигенетических характеристик ДНК может
вызывать серьезные фенотипические изменения,
не только полезные, но и вредные. Гипотеза об
индукции гибели клетки в ответ на инвазию чу�
жеродных эпигенетических систем хорошо под�
тверждается на примере эндонуклеазы McrBC [8].
В этой работе Фукуда (Fukuda) с соавт. экспери�
ментально показали, что McrBC�опосредованная
гибель клеток в результате расщепления метилиро�
ванной хромосомной ДНК имеет место после
внедрения в клетку или индукции гена метилтранс�
феразы, что предотвращает его фиксацию или ак�
тивацию. Показано также, что рестрикция фага λ,
содержащего ген метилтрансферазы M.PvuII, эн�
донуклеазой McrBC осуществляется именно в ре�
зультате инициирования гибели клетки, нежели
путем прямого расщепления внедрившейся в клет�
ку метилированной ДНК. Таким образом, имен�
но «суицидальная» защита может быть весьма эф�
фективна в отношении бактериофагов, геномы

которых содержат гены ДНК�метилтрансфераз,
что позволяет им избегать расщепления, по край�
ней мере, некоторыми классическими эндо�
нуклеазами рестрикции [78].

Помимо осуществления защитной функции от
инвазии чужеродных генетических и эпигенети�
ческих систем, МД�эндонуклеазы могут участво�
вать в фундаментальных процессах жизнедея�
тельности клетки, например, репарации ДНК.
SOS�ответ – это реакция клетки на повреждение
путем активации определенной группы генов (бо�
лее 20), контролирующих ряд внутриклеточных
процессов, ведущих в конечном счете к устране�
нию повреждений. Недавно показано, что МД�
эндонуклеаза Mrr из E. coli K�12 служит конеч�
ным эффектором при индукции RecBCD�зависи�
мого SOS�ответа клетки на стрессовое воздей�
ствие высоким давлением [79–82]. К сожалению,
до сих пор остается неясным механизм, позволя�
ющий в результате такого физического воздей�
ствия активировать эндонуклеазу Mrr для внесе�
ния двухцепочечных разрывов в хромосомную
ДНК и, соответственно, запуска SOS�ответа. Сто�
ит отметить, что не все ортологи Mrr ведут себя
одинаково. В частности, белок Mrr, кодируемый
Salmonella typhimurium LT2, не активируется при
воздействии высоким давлением, но может за�
пускать SOS�ответ в результате спонтанного му�
тирования [83].

По мнению ряда авторов, гены, кодирующие
потенциальные МД�эндонуклеазы, представля�
ют собой эгоистичные элементы генома, конку�
рирующие с мобильными эпигенетическими си�
стемами, и подвержены широкому горизонталь�
ному переносу, о чем свидетельствуют результаты
филогенетического анализа [8, 73]. В качестве
свидетельства потенциальной мобильности генов
mcrBC авторы приводят результаты геномного
анализа, где показали, что гомологи mcrBC часто
связаны с гомологами генов интеграз и транспо�
заз; несколько McrBC�подобных систем обнару�
жены в плазмидах. Некоторые гомологи mcrBC
представляют собой инсерции в комплекс генов
рестрикции�модификации. Эти генные комплек�
сы, по мнению ряда авторов, также есть не что иное
как мобильные элементы, которые подвержены
широкому горизонтальному переносу [84, 85]. 

ПРИМЕНЕНИЕ МД�ЭНДОНУКЛЕАЗ

МД#эндонуклеазы в эпигенетических 
исследованиях

Метилирование ДНК считается одним из наи�
более изученных механизмов эпигенетической ре�
гуляции экспрессии генов. С ним связаны, напри�
мер, такие биологические феномены как инакти�
вация Х�хромосомы [86] и геномный импринтинг
[87]. Известно, что метилирование регуляторных
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областей эукариотических генов приводит к их
инактивации [88]. При этом именно аберрантное
метилирование ДНК в регуляторных районах не�
которых генов обусловливает развитие ряда забо�
леваний человека, в том числе большинства онко�
патологий [89], что во многом объясняет все воз�
растающий интерес к исследованию эпигенетики
человека.

ДНК высших организмов, в том числе челове�
ка, содержит в качестве эпигенетического марке�
ра цитозиновые основания, метилированные в
5�ом положении пиримидинового кольца. Боль�
шинство остатков 5mC расположены в динуклео�
тидах CpG и распределены по геному неравно�
мерно. Благодаря способности специфически
расщеплять С5�модифицированную ДНК, 5mC�
зависимые сайт�специфические эндонуклеазы
стали уникальным инструментом для определе�
ния эпигенетического статуса ДНК и картирова�
ния позиции модификаций.

Применяющиеся в настоящее время методики
для определения эпигенетического статуса ДНК с
помощью МД�эндонуклеаз основаны, как прави�
ло, на ПЦР�анализе образца ДНК, гидролизован�
ного 5mC�зависимой эндонуклеазой, с использо�
ванием пары праймеров, ограничивающих иссле�
дуемый район [90, 91]. Расщепление матрицы
МД�эндонуклеазой (и, соответственно, отсут�
ствие продукта ПЦР) свидетельствует о метили�
ровании исследуемого района ДНК. Такой подход
успешно применяется, например, для выявления
гиперметилирования регуляторных областей ге�
нов�супрессоров опухолей в малигнизированных
клетках [91, 92], а также гипометилирования регу�
ляторных областей онкогенов [93]. Использование
для метил�специфической деградации ДНК фер�
ментов со сходным сайтом узнавания, но разной
чувствительностью к метилированию (например,
МД�эндонуклеазы и эндонуклеазы рестрикции,
активность которой блокируется соответствую�
щим метилированием ДНК) позволяет расши�
рить возможности этого подхода и дискримини�
ровать четыре различных варианта метилирова�
ния ДНК. Это полное метилирование (когда во
всех молекулах ДНК�образца модифицированы
все целевые сайты), нулевое (исследуемый район
свободен от метилирования), неполное (в иссле�

дуемом фрагменте содержатся как метилирован�
ные, так и неметилированные сайты) и составное
(часть молекул образца метилирована в исследуе�
мом районе, а часть свободна от модификации)
[90] (табл. 2). Это уже позволяет выявлять аллель�
специфическое метилирование CpG�островков,
характерное, например, для генов, подверженных
импринтингу как на половых хромосомах, так и в
аутосомах [94, 95].

Использование системы ПЦР в реальном вре�
мени для детекции продуктов реакции позволяет
определять количество интактной матрицы,
оставшейся после обработки образца ДНК соот�
ветствующими эндонуклеазами, и, соответствен�
но, осуществлять количественный анализ мети�
лирования ДНК [96, 97] (табл. 3). Этот метод, по�
лучивший название qAMP (quantitative analysis of
DNA methylation using real�time PCR), использу�
ется для исследования сайт� и район�специфиче�
ского уровня метилирования ДНК, причем поз�
воляет быстро получить достаточно точные дан�
ные о метилировании исследуемой области
генома [96].

Кроме анализа метилирования отдельных рай�
онов генома с помощью ПЦР�анализа ДНК�гид�
ролизатов, МД�эндонуклеазы могут быть полез�
ны при исследовании глобальной структуры эпи�
генома. Так, показано, что уровень глобального
метилирования ДНК коррелирует с уменьшени�
ем количества исходного ДНК�субстрата и сред�
ним размером фрагментов, полученных в резуль�
тате расщепления исследуемой ДНК 5mC�зави�
симыми сайт�специфическими эндонуклеазами,
а также с накоплением специфических фрагмен�
тов ДНК среди продуктов гидролиза [14, 98]. Бла�
годаря различиям в последовательностях, узнавае�
мых МД�эндонуклеазами, доступными в настоя�
щее время, можно установить специфичность
метилирования исследуемой ДНК напрямую из
электрофоретической картины расщепления суб�
страта [14]. Кроме того, развитие современных ме�
тодов секвенирования способствует тому, что МД�
эндонуклеазы в ближайшей перспективе могут
стать мощным инструментом для картирования
эпигеномов высших организмов. Эти технологии
основаны на секвенировании фрагментов, полу�
ченных при расщеплении геномной ДНК соответ�
ствующими ферментами. Возможность практиче�
ской реализации такого подхода показана в работе
группы американских ученых [14]. Таким образом,
5mC�зависимые сайт�специфические эндонукле�
азы можно рассматривать как новый мощный ин�
струмент для эпигенетических исследований.

МД#эндонуклеазы в биотехнологии 
и молекулярной биологии

Из известных в настоящее время МД�эндо�
нуклеаз в биотехнологии и молекулярно�биологи�

Таблица 2. Принцип HpaII�McrBC ПЦР

Метилирова�
ние

Гидролиз матрицы ПЦР�продукт

HpaII McrBC HpaII McrBC

Полное – + ++ –

Нулевое + – – ++

Составное +/– +/– + +

Неполное + + – –
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ческих исследованиях, не касающихся области эпи�
генетики, широко используется только 6mA�зави�
симая сайт�специфическая ДНК�эндонуклеаза
DpnI. Отчасти это сложилось исторически, по�
скольку на протяжении долгого времени белок
DpnI был единственным охарактеризованным ме�
тилзависимым ферментом, расщепляющим ДНК
в строго определенной позиции относительно сай�
та узнавания. С другой стороны, это обусловлено
свойствами эндонуклеазы, которая проявляет спе�
цифичность, совпадающую с продуктом действия
Dam ДНК�метилтрансферазы, в норме продуци�
рующейся у E. coli, причем позиция модифициро�
ванного основания сайте узнавания фермента
строго фиксирована. 

Используя свойство DpnI предпочтительно
расщеплять полностью метилированные, а не по�
луметилированные сайты узнавания, этот фер�
мент применяют для расщепления “ультраредких”
последовательностей ДНК, комбинируя эндо�
нуклеазу с соответствующим образом подобран�
ными 6mA�метилтрансферазами [99–101].

Эндонуклеаза DpnI используется также для
дискриминации ДНК�матрицы и продуктов по�
лимеразной реакции, проводимой in vitro. Так, в
стандартной стратегии сайт�направленного мута�
генеза (Stratagene) эндонуклеаза DpnI использу�
ется для удаления матрицы, которая нарабатыва�
лась в Dam+ штамме E. coli и, соответственно, со�
держит метилированные последовательности
G(6mA)TC, при этом продукт ПЦР, несущий му�
тацию, остается интактным. Расщепление полу�
метилированных сайтов в этом случае обеспечи�
вается высокой концентрацией эндонуклеазы. С
другой стороны, благодаря способности фермен�
та в низкой концентрации расщеплять последо�
вательность G(6mA)TC только в том случае, если
адениновые основания модифицированы в обеих
цепях, эндонуклеаза DpnI успешно используется
для детекции ДНК, реплицированной in vitro [34].
Поскольку в реплицированной ДНК сайты GATC
репортерной плазмиды, метилированные in vivo

Dam�метилазой, сохраняют модификацию лишь
в одной цепи или утрачивают ее полностью, МД�
эндонуклеаза расщепляет только исходную ДНК,
тогда как реплицированная ДНК будет устойчива
к ее действию.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несмотря на то, что первые представители
МД�эндонуклеаз были открыты более 35 лет на�
зад и, вероятно, достаточно широко распростра�
нены среди микроорганизмов, эта группа фер�
ментов до сих пор остается малоизученной как с
точки зрения структуры и механизма действия,
так и функций, выполняемых ими в бактериаль�
ной клетке. В последнее время, благодаря воз�
можности использовать МД�эндонуклеазы в эпи�
генетических иследованиях, интерес к ним зна�
чительно возрос. Открыты новые ферменты и
разработаны новые методы, основанные на ис�
пользовании МД�эндонклеаз для определения
статуса метилирования ДНК. Однако для полной
реализации практического потенциала МД�эндо�
нуклеаз необходимо более детальное изучение
свойств этих ферментов и их субстратной специ�
фичности. Установление механизма действия
МД�эндонуклеаз – одна из задач фундаменталь�
ных исследований, направленных на изучение
белок�нуклеинового взаимодействия и, в частно�
сти, функционирования сайт�специфических
ДНК�эндонуклеаз. Дальнейшие исследования
позволят приблизиться к пониманию роли этой
группы ферментов в функционировании бакте�
риальной клетки и поддержании стабильности
бактериального генома и эпигенома.
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