
КРИСТАЛЛОГРАФИЯ, 2023, том 68, № 6, с. 859–865

859

ВЛИЯНИЕ ВОЗВРАЩЕНИЯ CYS11 НА СТРУКТУРУ 
И ФУНКЦИЮ S11C CYS-FREE NT.BSPD6I

© 2023 г.   Р. И. Артюх1,*, Б. Ф. Фатхуллин2, В. Н. Антипова1, Т. А. Перевязова1,
1, А. К. Юнусова1

1Институт теоретической и экспериментальной биофизики РАН, Пущино, Россия
2Институт белка РАН, Пущино, Россия

*E-mail: rimmaartyukh@gmail.com
Поступила в редакцию 30.06.2023 г.

После доработки 20.07.2023 г.
Принята к публикации 20.07.2023 г.

Пространственная структура рекомбинантной никующей эндонуклеазы S11C Cys-free Nt.BspD6I
определена с разрешением 1.85 Å. Никаза S11C Cys-free Nt.BspD6I получена в результате возвраще-
ния Cys11 в Cys-free Nt.BspD6I методом сайт-направленного мутагенеза. Анализ кристаллической
структуры никазы S11C Cys-free Nt.BspD6I показал, что возвращение Cys11 индуцирует заметные
конформационные изменения в узнающем домене никазы, которые сопровождаются изменениями
в ее функции: уменьшением сродства к ДНК, потерей образования олигомерных форм и высокой
активностью эндонуклеазы рестрикции S11C Cys-free R.BspD6I.
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ВВЕДЕНИЕ

Цистеиновые аминокислотные остатки (а. о.)
редко встречаются (1.9%) в молекулах белка, за
исключением случаев, когда они определяют ос-
новную функцию белков, например металлотио-
неин-подобные белки [1]. Присутствие цистеи-
нов в активном центре белков определяется вы-
сокой реакционной активностью их тиольных
групп. Согласно данным “Mechanism and Catalytic
Site Atlas” (M-CSA) количество ферментов с а. о.
цистеина, задействованных в каталитической
функции, составляет 189 из 648 ферментов [2, 3].

Цистеины участвуют в окислительно-восста-
новительных реакциях. Окисление цистеина ве-
дет к образованию связи между двумя атомами
серы от двух разных а. о. цистеинов. Дисульфид-
ные мостики поддерживают стабильную структу-
ру молекулы белка [4].

В связи с этим возникает интерес определить
роль остатков цистеина в структуре и функции
никующей эндонуклеазы Nt.BspD6I (никазы).

Никаза Nt.BspD6I принадлежит к классу уни-
кальных ферментов, которые связываются со
специфической последовательностью в ДНК и
гидролизуют только одну цепь. Никаза узнает ас-
симетричный короткий сайт 5'-GAGTC-3' в двух-
цепочечной ДНК (дцДНК) и вносит ник в верх-
нюю цепь дцДНК на расстоянии четырех нуклео-
тидов от узнающего сайта в сторону 3'-конца.

Гетеродимерная эндонуклеаза рестрикиции
R.BspD6I состоит из двух разных субъединиц (ни-
каза и малая субъединица BspD6I) и расщепляет
обе цепи дцДНК. Структуры никазы (PDB ID:
2EWF) и малой субъединицы BspD6I (PDB ID: 2P14)
определены с высоким разрешением в [5].

Молекула никазы имеет доменную структуру:
N-концевой узнающий домен, состоящий из двух
субдоменов D1 и D2, линкерный домен и С-кон-
цевой расщепляющий домен (рис. 1). Механизм
функционирования никазы Nt.BspD6I до настоя-
щего времени не известен. Для изучения меха-
низма функционирования ферментов использу-
ют метод сайт-направленного мутагенеза инди-
видуальных а. о. в структуре белка.

Пространственное расположение цистеино-
вых остатков в молекуле никазы позволяет опре-
делить их влияние как на связывание, так и на
гидролиз ДНК, так как два цистеиновых остатка
(11 и 160) локализованы в D1- и D2-субдоменах
узнающего домена соответственно, и два других
цистеиновых остатка (508 и 578) расположены в
расщепляющем домене.

В [6] определена кристаллическая структура
никазы Cys-free Nt.BspD6I, в которой четыре ци-
стеиновых остатка (11, 160, 508 и 578) заменены на
серин. Анализ структуры и функциональной ак-
тивности Cys-free-никазы показал, что замеще-
ние цистеинов на серин не влияет на никующую
функцию, тогда как имеет значительное воздей-
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ствие на рестрикционную активность мутантной
рестриктазы R.BspD6I. Поэтому важно опреде-
лить, один или более из четырех остатков цистеи-
на являются важными для активности рестрикта-
зы R.BspD6I. С этой целью получена S11C-никаза
Cys-free Nt.BspD6I (S11C-никаза) методом сайт-
направленного мутагенеза, в которой один оста-
ток цистеина (Cys11) “возвращен” (обратно мути-
рован), а три цистеиновых остатка (160, 508 и 578)
заменены на серин. Цель данной работы – изу-
чить структуру и функцию S11C-никазы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Никаза Nt.BspD6I и малая субъединица (ss)

BspD6I получены ранее [7, 8].
Получение и выделение S11C-никазы. S11C-ни-

казу получали методом сайт-направленного му-
тагенеза на плазмиде pET28b/Cys-free Nt.BspD6I
[6] с использованием праймеров:

S11C-f: 5'-TGTTCACCTAGAAGTCCAGA-3' и
S11C-r: 5'-AGAAACATACCAATTAACTTTTT-3'
(Синтол, Россия). Замена серина на цистеин в ге-
не никазы была подтверждена секвенированием.

Белок S11C-никазы получали, как описано
в [9]. Биомассу выращивали на среде LB с анти-
биотиками (40 мкг/мл канамицина и 10 мкг/мл
хлорамфеникола) в течение 3 ч при 37° С до опти-
ческой плотности D590 = 0.68 О.Е. и охлаждали до
комнатной температуры. Целевой белок индуци-
ровали 1 мМ изопропил-β-D-1-тиогалактопира-
нозида. Клетки инкубировали в течение ночи при
интенсивной аэрации при температуре 20°С. За-
тем клетки осаждали на центрифуге CR 22GIII
(Hitachi, Япония) при 18000 g в течение 30 мин
при 4°С и ресуспендировали в буфере А (20 мМ
калий-фосфатный буфер, рН 7.5, 7 мМ β-меркап-
тоэтанол, 1 мМ этилендиаминтетрауксусная кис-

лота), содержащем 1 мМ фенилметилсульфонил-
фторида, при 4°С. Клетки разрушали ультразву-
ком до снижения оптической плотности в 10 раз
на дезинтеграторе УЗД-1 У4.2 (СССР) и центри-
фугировали при 18 000 g 30 мин (4°С). Получен-
ный лизат очищали в две стадии с помощью хро-
матографии с использованием системы BioLogic
LP (Bio-Rad). Первичную очистку проводили на
Ni-NTA-агарозе (QIAGEN, Германия), уравнове-
шенной буфером А с добавлением 10 мМ имида-
зола. Разделение проводили в ступенчатом гради-
енте имидазола (30, 50 и 100 мМ) в буфере А со
скоростью 0.5 мл/мин. Фракции анализировали
на наличие целевого белка методом электрофоре-
за в 10%-ном полиакриламидном геле по Лэммли
[10]. Целевой продукт обнаружен во фракциях,
элюированных 100 мМ имидазола. Для очистки
от примесей фракции, содержащие максималь-
ное количество мутантной никазы, объединяли,
диализовали против буфера В (10 мМ калий-фос-
фатный буфер, рН 7.5, 100 мМ KCl, 10% глицери-
на) и наносили на колонку с фосфоцеллюлозой
Р11 (Whatman, Великобритания), уравновешен-
ную буфером В, со скоростью 0.3 мл/мин. Разде-
ление проводили в ступенчатом градиенте KCl
(200, 500 и 800 мМ) в буфере В со скоростью
0.5 мл/мин. Целевой белок обнаруживали во
фракциях, элюированных 500 мМ KCl. Для по-
следующей кристаллизации отбирали фракции с
наибольшей концентрацией белка.

Определение активности S11C-никазы. Актив-
ность S11C-никазы определяли гидролизом 1 мкг
ДНК фага Т7 (“СибЭнзим”, Россия) в 50 мкл ре-
акционной смеси, содержащей 20 мМ Трис-HCl,
pH 7.5, 150 мМ KCl и 1 мМ β-меркаптоэтанола, в
течение 1 ч при 55°С. Продукты расщепления
ДНК разделяли электрофорезом в 0.8%-ном ага-
розном геле с использованием трис-ацетатного

Рис. 1. Структура А-цепи S11C-никазы и влияние мутации: а – организация доменов S11C-никазы. Положения мути-
рованных аминокислот показаны красными сферами, Cys11 – серой сферой; б – наложение трех структур никазы: wt-
никаза (зеленый), Cys-free-никаза (пурпурный) и A-цепь S11C-никазы (голубой) в области остатка Cys11. Водородные
связи показаны черными точками. Показаны две альтернативные конформации Cys11 (голубой) для S11C-никазы.

(а) Линкерный
домен

D1
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домен

(б)
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буфера. ДНК окрашивали бромистым этидием и
визуализировали в УФ-трансиллюминаторе.

Связывание S11C-никазы с ДНК дуплексом.
Комплементарные 26-мерные олигонуклеотиды A
и B (5'-CTGATGAAGAGTCCTTAGTTACACT G-3'
и 5'-CAGTGTAACTAAGGACTCTTCATCA G-3')
смешивали в эквимолярных количествах в буфе-
ре (20 мМ Трис-HCl, pH 7.5, 50 мМ NaCl и 1 мМ
β-меркаптоэтанола), нагревали на водяной бане
до 90°С и медленно охлаждали до комнатной тем-
пературы.

Комплекс дуплекса АВ (1 мкМ) с никазой по-
лучали в буфере для связывания (10 мМ Трис-
HCl, рН 7.5, 10 мМ CaCl2, 1 мМ дитиотреитол)
при варьировании концентрации белка в течение
15 мин при 55°С. Эксперименты проводили не
менее трех раз. Продукты комплексообразования
разделяли электрофорезом в 10%-ном полиакри-
ламидном геле при постоянном токе 20 мА в трис-
ацетатном буфере, рН 8.0 [11]. Положение АВ-
дуплекса и комплекса в геле определяли броми-
стым этидием.

Кристаллизация S11C-никазы. Очищенный бе-
лок S11C-никазы (36.5 мг/мл) в буфере (20 мМ
Трис-HCl, pH 7.5, 200 мМ KCl и 10% глицерина)
кристаллизовали при 293 К методом диффузии
паров в варианте сидячей капли. Кристаллизаци-
онную каплю, которая состояла из 2 мкл белка и
1 мкл резервуарного раствора, уравновешивали
100 мкл резервуарного раствора, содержащего
0.04 М KH2PO4, 16 мас. % ПЭГ 8000 и 20% глице-
рина, pH 5.5. Через 24 ч образовались игольчатые
кристаллы. На четвертые сутки размеры кристал-
лов достигали 950–750 × 100 × 50 мкм.

Сбор и обработка данных рентгеноструктурно-
го анализа (РСА) монокристалла S11C-никазы.
Данные РСА монокристалла S11C-никазы полу-
чены на станции ID23-1 в Европейском центре
синхротронного излучения (ESRF; Гренобль,
Франция) при 100 К с использованием CCD-де-
тектора ADSC QUANTUM 315r с монохроматиче-
ским излучением с длиной волны 0.97623 Å. Пол-
ный угол поворота кристалла составлял 100° с ша-
гом осцилляции 0.1°. Кристалл в нейлоновой
петле замораживали без добавления криораство-
ра. Полный набор данных получен при разреше-
нии 1.85 Å. Индексацию и интегрирование экспе-
риментальных данных проводили с помощью
программ XDS [12, 13] и iMosflm [14]. Масштаби-
рование интенсивности и расчет структурных
факторов проводили с помощью программы
Scala [15]. Уточнение структуры выполнено в
REFMAC [16]. Данные и статистика уточнения
приведены в табл. 1.

Атомные координаты модели и структурные
факторы S11C-никазы депонированы в PDB ID:
5LIQ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Структурное исследование. Cобран набор дан-
ных с монокристалла и определена структура
S11C-никазы с высоким разрешением (1.85 Å)
(рис. 2). Кристаллы S11C-никазы относятся к
пр. гр. P21 и содержат две молекулы никазы (це-
пи А и В) в асимметричной ячейке. Кристаллы
никазы дикого типа (wt) [5] и Cys-free-никазы [6]
относятся к одной и той же пространственной
группе.

Таблица 1. Статистические характеристики дифракци-
онного набора и кристаллографического уточнения

* Данные в скобках соответствуют зоне высокого разрешения.

Статистика набора

Пр. гр. P21

a, b, c, Å 76.20, 92.48, 113.81
α, β, γ, град 90.00, 105.67, 90.00
Разрешение, Å 109.6–1.85 (1.92–1.85)*
Rmerge 0.03 (0.66)
Среднее I/σ(I) 18.7 (2.0)*
Полнота набора, % 99.6 (99.6)*
Избыточность 3.8 (3.6)*
Число отражений на незави-
симую часть элементарной
ячейки

129040 (12820)

Уточнение структуры
Разрешение, Å 19.58–1.85
Rwork/Rfree 0.21/0.25 (0.33/0.34)
B-фактор Вильсона, Å2 39.2
Число атомов
Неводородные атомы 10 168
Белковые атомы 9671
Атомы лигандов 83
Атомы растворителя 295

Карта Рамачандрана
предпочтительные, % 97.49
разрешенные, % 2.34
запрешенные, % 0.17
R.M.S.D.
Связи, Å 0.07
Углы, град 0.08
B-фактор, Å2

Средний 48.4
Белка 48.29
Лигандов 60.42
Растворителя 47.95
Выбросы по ротамерам (%) 1.57
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Наложение структуры А-цепи S11C-никазы
дает следующие значения среднеквадратичного
отклонения координат (RMSD) Cα-атомов: с В-
цепью – 0.573 Å, с Cys-free-никазой – 0.773 Å, с
wt-никазой – 0.429 Å. Эти значения указывают на
незначительные различия в положении атомов Cα
в сравниваемых структурах никаз.

Сравнение структур никаз S11C, wt и Cys-free
выявило а. о., конформация боковых групп кото-
рых изменилась в результате возврата Cys11 в Cys-
free-никазу. Например, положения Cys11 в wt-ни-
казе и Ser11 в Cys-free-никазе совпадают, а тиоль-
ная группа возвращенного Cys11 занимает два
альтернативных положения: A и B. Положение A
совпадает с положением Cys11 в wt-никазе и Ser11
в Cys-free-никазе.

В положении B SH-группа Cys11 повернута на
120° вокруг связи Cα–Cβ в сторону Tyr8, гидрок-
сильная группа которого сближается с SH-груп-
пой Сys11 на 4.6 Å в результате поворота феноль-
ного кольца Tyr8 на 85° относительно его положе-
ния в wt- и Cys-free-никазах (рис. 3). Как видно из
рис. 3, Cys11 в wt-никазе и Ser11 в Cys-free-никазе
расположены на расстоянии 10 Å от фенольного
кольца Tyr8. Возвращение Cys11 также вызывает
изменение положения карбоксильной группы
Asp236 по отношению к ее положению в никазах
wt и Cys-free. Карбоксильная группа повернута
вокруг связи Cα–Cβ на угол 67.4°, а атом Сγ сме-
щен на 1.8 Å, что приводит к потере водородной
связи (2.8 Å) с Arg14.

Изменения в электростатических взаимодей-
ствиях наблюдаются также в области Lys106, свя-
занного водородной связью в Cys-free-никазе с
Оε2/Glu442 (3.09 Å) и с Оε2/Glu364 (3.29 Å), тогда

как в S11C- и wt-никазе этих взаимодействий не
происходит. Таким образом, Lys106 субдомена
D1 образует связь как с линкерным доменом, так
и с С-доменом в Cys-free-никазе, что, вероятно,
важно для поддержания конформации молекулы
никазы, необходимой для ее функционирования.

Возврат Cys11 вызывает значительные измене-
ния положения некоторых боковых групп гидро-
фобных остатков в субдомене D1 узнающего до-
мена. Наложение структур Cys-free- и S11C-никаз
(рис. 3) демонстрирует заметные конформацион-
ные изменения, которым подвергается боковая
цепь Phe56.

Как видно из рис. 3, Сα-атом полипептидной
цепи в этом районе смещен на 2.85 Å, а феноль-
ное кольцо Phe56 развернуто вокруг связи Сα–Сβ,
что приводит к смещению Сz-атома фенольного
кольца в двух никазах на 11.26 Å друг относитель-
но друга. На рис. 3 также хорошо видно измене-
ние положения боковой группы Gln55. Амино-
кислотные остатки, боковые группы которых из-
меняют свою конформацию в результате
возвращения Cys11, занимают такое же положе-
ние в wt-никазе, также содержащей Cys11.

Таким образом, сравнительный структурный
анализ никаз S11C, Cys-free и wt показал, что воз-
вращение Cys11 сопровождается конформацион-
ными изменениями в N-концевом узнающем до-
мене (рис. 1, 3).

Функциональное исследование. В связи с изло-
женным выше интерес заключался в том, чтобы
определить возможное влияние возврата Cys11 на

Рис. 2. Фото кристалла S11C Cys-free Nt.BspD6I.

100 мкм

Рис. 3. Наложение фрагмента петли L1 в молекулах
Cys-free (желтый) и А- и В-цепей (зеленый и голубой)
S11C-никаз.

NE2/55 GLN/B

OE1/55 GLN/B

OE1/55 GLN/A CZ/56 PHE/A

CA/56 PHE/B

CB/56 PHE/A

11.26

2.85
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связывание S11C-никазы с ДНК. Для этого срав-
нили связывание ДНК-дуплекса с wt-никазой в
концентрации, соответствующей полному связы-
ванию 1 мкМ дуплекса [6], и S11C-никазы в кон-
центрации от 3 до 18 мкМ (рис. 4).

Используемый АВ-дуплекс состоит из 26 по-
следовательностей нуклеотидов (п. н.) и содержит
сайт узнавания 5'-GAGTC. В [6] показано, что
полное связывание АВ-дуплекса Cys-free-ника-
зой происходит при концентрации 9 мкМ. Эта
концентрация никазы указывает на то, что пол-
ная замена всех цистеиновых остатков на серин в
никазе немного снижает ее способность связы-
вать дуплекс по сравнению с wt-никазой, полное
связывание которой происходит при 6 мкМ. Как
видно из рис. 4, возврат Cys11 не приводит к пол-
ному связыванию дуплекса даже при концентра-
ции 18 мкМ. Следовательно, возврат Сys11 значи-
тельно снижает сродство S11С-никазы к ДНК.

В [17] было показано, что цистеиновые а. о. 11
и 160 узнающего домена или один из них образу-
ют ковалентную связь с ДНК-дуплексом, имею-
щим в сайте узнавания реактивную группу, спе-
цифически взаимодействующую с тиоловой
группой цистеинов. Эти данные указывают на
близкое расположение а. о. цистеина 11 или 160 к
ДНК при образовании комплекса с никазой. Дан-
ные, полученные при анализе структуры S11C-
никазы (рис. 1) и в эксперименте по связыванию
этого белка с ДНК (рис. 4), позволяют предполо-
жить, что именно Сys11 находится вблизи сайта
узнавания и поэтому конформационное измене-
ние в области Сys11 оказывает такое сильное вли-
яние на связывание S11C-никазы с ДНК.

Отметим, что Cys160 локализован в глубине
субдомена D2, а Cys11 расположен на поверхно-

сти щели, в которую, согласно модели комплекса
никаза–ДНК, встраивается ДНК [5]; поэтому
весьма вероятно, что Cys11 взаимодействует с
ДНК. На взаимодействие S11C-никазы с ДНК
могут влиять и другие а. о., расположенные в ще-
ли (Tyr8, Asp236, Cys11, петля L1 с Phe56), боко-
вые группы которых, как показано выше, претер-
певают конформационные изменения в результа-
те возвращения Cys11.

Особо отметим, что с увеличением концентра-
ции S11C-никазы (рис. 4) увеличивается концен-
трация мономерного комплекса никазы с дуплек-
сом, а олигомерные формы белка не образуются
даже при концентрации 18 мкМ. Никаза дикого
типа в концентрации 6 мкМ образует большое ко-
личество димерных комплексов с дуплексом, а в
случае Cys-free-никазы количество димерных
комплексов с дуплексом превышает количество
мономерных даже при концентрации 3 мкМ [6].
Способность белка образовывать олигомерные
формы при увеличении его концентрации явля-
ется свойством многих белков [18, 19]. Возможно,
конформационные изменения, обнаруженные в
узнающем домене S11C-никазы, происходят в об-
ластях, участвующих в межмолекулярных взаи-
модействиях [20].

Представляло интерес определить, влияет ли
возвращение Cys11 на способность никазы гидро-
лизовать фосфодиэфирную связь в ДНК. Как
правило, активность никазы определяется ее спо-
собностью расщеплять ДНК фага Т7. Активность
wt- и S11C-никаз определяли по полноте специ-
фического гидролиза 1 мкг нативной ДНК фага
Т7 в течение 1 ч в оптимальных для фермента
условиях. Узнаваемая никазой последователь-
ность 5-GAGTC встречается в этой ДНК 115 раз,

Рис. 4. Образование комплексов ДНК-дуплекса с никазами wt и S11C. Отношение концентрации дуплекса АВ (1 мкМ)
к концентрации никаз wt и S11C обозначено цифрами cверху (мкМ).

wt-никаза

Димер

Мономер

АВ-
дуплекс

ABS11C-никаза
1 : 18 1 : 15 1 : 12 1 : 9 1 : 6 1 : 61 : 3
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АРТЮХ и др.

но никаза гидролизует ДНК на фрагменты только
в том случае, если два инвертированных сайта
расположены на расстоянии ~7–17 п. н. друг от
друга. В ДНК фага Т7 таких последовательностей
четыре. Таким образом, никование ДНК фага Т7
приводит к образованию пяти фрагментов. На
рис. 5а представлены продукты гидролиза ДНК
wt- и S11C-никазами. На рис. 5а показан полный
гидролиз ДНК фага Т7 wt- и S11C-никазами в
концентрации 0.15 и 0.9 мкМ соответственно. Эти
данные указывают на то, что возвращение Cys11
значительно снижает никующую активность
S11C-никазы по сравнению с wt- и Cys-free-ника-
зами, обладающими одинаковой активностью [6].
Наиболее вероятной причиной низкой активно-
сти S11C-никазы является низкое сродство к ДНК
(рис. 4).

Никаза вместе с малой субъединицей образу-
ют гетеродимерную эндонуклеазу рестрикции
R.BspD6I, которая гидролизует обе цепи ДНК.
Ранее было показано, что активность R.BspD6I,
состоящей из большой субъединицы Cys-free-ни-
казы и малой субъединицы BspD6I, в 2 раза ниже
активности wt R.BspD6I [6].

В связи с этими данными представляло инте-
рес выяснить, влияет ли возвращение Сys11 на ре-
стрикционную активность R.BspD6I. Поскольку
100%-ное никование ДНК wt- и S11C-никазами
происходит при концентрациях 0.15 и 0.9 мкМ со-
ответственно (рис. 5а), эти концентрации ис-
пользованы при гидролизе ДНК рестриктазой
S11C R.BspD6I. На рис. 5б показаны продукты ре-
стрикции ДНК фага Т7 рестриктазой R.BspD6I,

Рис. 5. Продукты гидролиза ДНК фага Т7 никазами wt и S11C Nt.BspD6I (а) и эндонуклеазами рестрикции wt и
S11C R.BspD6I (б); М – маркер ДНК (Lambda/Eco91I) (Fermentas, Thermo Fisher), М1 – маркер ДНК (Lambda:
EcoRI + HindIII; Thermo Fisher Scientific), Т7 – необработанная ДНК фага Т7. Размеры маркеров в п. н. указаны слева.
Концентрация никаз wt и S11C (мкМ) и отношение концентрации никазы к концентрации малой субъединицы (ss)
обозначены сверху.

(a)

M

8453

8453
6369
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3675

2323
1929
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1264

700

7242

6369
5687
4822
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3675

T7

M M1T7
1 : 0 1 : 0 1 : 1 1 : 41 : 8 1 : 8 1 : 16 1 : 20

0.15 0.9 0.8 0.6 0.3 0.15 мкм
wt-никаза S11C-никаза

(б)
wt-никаза : ss S11C-никаза : ss
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состоящей из большой субъединицы S11C-ника-
зы и малой субъединицы BspD6I.

О полной рестрикции ДНК судили по образо-
ванию набора фрагментов длиной менее 2000 п.н.
Как видно из рис. 5б, полный гидролиз ДНК ре-
стриктазой S11C R.BspD6I наблюдается уже при
соотношении концентраций большой и малой
субъединиц 1 : 1, в то время как wt R.BspD6I осу-
ществляет полную рестрикцию ДНК только при
соотношении 1 : 8. Рестриктаза R.BspD6I с S11C-
никазой в мономерной форме проявляет в не-
сколько раз выше активность относительно ре-
стриктазы wt R.BspD6I и рестриктазы с Cys-free-
никазой. Причиной различий в активности ре-
стриктаз является то, что в условиях полной ре-
стрикции ДНК большие субъединицы двух по-
следних рестриктаз находятся в олигомерной
форме [6]. Ранее мы предположили, что на актив-
ность рестриктазы влияет олигомеризация боль-
шой субъединицы. Это исследование подтвер-
ждает предположение и указывает на то, что
лимитирующей стадией рестрикции является де-
сорбция большой субъединицы от ДНК после ее
гидролиза. По-видимому, олигомерные формы
никазы диссоциируют медленнее, чем мономер-
ные, вероятно, из-за большего числа контактов с
ДНК. Следовательно, в случае олигомерных форм
большой субъединицы требуется большее коли-
чество молекул малых субъединиц, чтобы облег-
чить диссоциацию никазы от ДНК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, возвращение Сys11 в Cys-free-
никазу привело к тому, что белок утратил способ-
ность образовывать олигомерные формы, его
сродство к ДНК было снижено, а активность эн-
донуклеазы рестрикции R.BspD6I, образованной
большой субъединицей S11C-никазы и малой
субъединицей BspD6I, повысилась. Все структур-
ные изменения происходят вдоль щели, образо-
ванной N-концом узнающего домена, петлей L1
субдомена D1 и α5-спиралью субдомена D2. По-
лагаем, что аминокислоты, расположенные в
этой щели, непосредственно взаимодействуют с
ДНК и ответственны за функциональную актив-
ность никазы.

Авторы выражают благодарность А.Н. Попову
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