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РАЗРАБОТКА ИНГИБИТОРОВ НИКУЮЩЕЙ ЭНДОНУКЛЕАЗЫ BspD6I  
НА ОСНОВЕ СИНТЕТИЧЕСКИХ ФРАГМЕНТОВ ДНК 
 
Л.А. Абросимова1, А.Ю. Мигур1, Е.А. Кубарева1,  
В. Венде2, Л.А. Железная3, Т.С. Орецкая1 

 
1Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова,  
119991, Россия, г. Москва, Ленинские горы, 1. 
2Университет имени Юстуса Либиха, институт Биохимии,  
D-35392, Германия, г. Гиссен, Хайнрих-Буфф-Ринг, 58.  
3Институт теоретической и экспериментальной биофизики Российской академии наук, 
142290, Россия, Московская область, г. Пущино, Институтская ул., 3, oretskaya@belozersky.msu.ru  
 
Никующие эндонуклеазы (НЭ), узнающие в двутяжевой ДНК специфические последовательности и 
вносящие разрыв в определенное положение только одной из цепей ДНК, нашли широкое примене-
ние в молекулярной биологии и генетической инженерии. НЭ представляют собой перспективные 
ферменты в качестве молекулярных инструментов для расщепления ДНК вблизи дефектного ге-
на с целью его последующего «исправления». Отсутствие неспецифического гидролиза ДНК яв-
ляется ключевым требованием этого метода. Актуальной задачей является направленное регу-
лирование активности НЭ, что предотвратит появление неконтролируемых разрывов в ДНК, 
приводящих к нежелательным последствиям для клетки. На примере НЭ BspD6I разработан под-
ход, позволяющий «выключать» и «включать» фермент в заданный момент времени с помощью 
внешнего сигнала (изменение температуры) за счет использования термочувствительных ана-
логов субстрата. Сконструированы 13- и 15-звенные немодифи-цированные синтетические ДНК-
дуплексы, которые блокируют активность фермента при 20 °С. Повышение температуры вызы-
вает диссоциацию дуплексов-ингибиторов и приводит к инициации ферментативного гидролиза 
протяженной ДНК при ~ 40–50 °С. Предлагаемый подход может быть использован для оптимиза-
ции реакции изотермической амплификации ДНК с вытеснением цепи, а также для модулирования 
активности химерных нуклеаз, применяемых в генной терапии. 
Ил. 6. Табл. 1. Библиогр. 14 назв. 
Ключевые слова: регулирование активности ферментов; никующие эндонуклеазы; термо-
чувствительные аналоги субстрата. 
 
ENGINEERING OF THE INIHIBITORS OF NICKING ENDONUCLEASE BspD6I  
USING SYNTHETIC DNA FRAGMENTS 
 
L.A. Abrosimova1, A.Y. Migur1, E.A. Kubareva1,  
W. Wende2, L.A. Zheleznaya3, T.S. Oretskaya1 

 
 
1Lomonosov Moscow State University,  
1, Leninskie gory, Moscow 119991, Russia.  
2Justus-Liebig University, Institute of Biochemistry,  
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58, Heinrich-Buff-Ring, Giessen, D-35392, Germany. 
3Institute of Theoretical and Experimental Biophysics of Russian Academy of Science,  
3, Institutskaya St., Pushchino, Moscow region, 142290, Russia, oretskaya@belozersky.msu.ru  
 
Nicking endonucleases (NE) recognize specific sites in double-stranded DNA and cleave only one strand in 
predetermined position. These enzymes  have become widely used in molecular biology and genetic engi-
neering. NEs are possible to consider as powerful molecular tools for DNA cleavage near defective gene that 
may further result in its repair by cell mechanisms. The absence of non-specific DNA hydrolysis is a key re-
quirement of this method. The targeting regulation of NEs activity represents a critical task at present: it is 
necessary to prevent the undesirable cleavage of DNA since it can have harmful effects for the cell. Using 
NE BspD6I as a model we developed the strategy that allows to “switch” on and off the enzymatic activity at 
any given point in time by means of external signal (changing of temperature). The approach is based on 
using thermosensitive analogues of enzyme’s substrate. We constructed 13 and 15 b.p. non-modified syn-
thetic DNA duplexes that can block the enzymatic activity at 20 °С. Temperature increase causes dissocia-
tion of duplexes-inhibitors and results in enzymatic hydrolysis of long length DNA at ~ 40–50 °С. The pro-
posed approach can be used for optimization of isothermal strand displacement amplification of DNA, as well 
as for hydrolytic activity modulation of chimeric nucleases used in gene therapy. 
6 figures. 1 table. 14 sources. 
Key words: regulation of enzymatic activity; nicking endonucleases; thermosensitive substrate’s analogues. 

 
ВВЕДЕНИЕ 
Эндонуклеазы рестрикции, узнающие в 

двутяжевой ДНК специфические последова-
тельности и гидролизующие её в строго фикси-
рованном месте относительно участка узнава-
ния, являются незаменимыми инструментами 
генетической инженерии. Однако в последнее 
время в молекулярной биологии всё чаще воз-
никает потребность в сайт-специфических эн-
донуклеазах, вносящих разрыв в определенное 
положение только одной из цепей ДНК. Эти 
ферменты получили название никующих эндо-
нуклеаз (HЭ, от англ. nicking endonucleases, nick 
– разрыв (ник)).  

Первая НЭ была обнаружена Абдурашито-
вым и др. в 1996 г. [1]. За десятилетие эти 
ферменты нашли широкое применение в раз-
личных областях молекулярной биологии. Их 
используют для изотермической амплификации 
олигонуклеотидов и геномной ДНК [11], для 
экономного клонирования ДНК, не требующего 
ферментативного лигирования [14], для конст-
руирования ДНК-интермедиатов репарацион-
ных процессов [13]. С помощью НЭ созданы 
наномашины и сверхчувствительные ДНК-
сенсоры, в том числе для детекции ДНК болез-
нетворных микроорганизмов [4]. Благодаря 
своей уникальной способности вносить одноце-
почечный разрыв в ДНК НЭ представляют со-
бой перспективные ферменты для целей ген-
ной терапии [12]. Вносимый НЭ одноцепочеч-
ный разрыв в ДНК репарируется по механизму 
гомологичной рекомбинации с большей вероят-
ностью, чем двуцепочечный разрыв. Именно 
репарация путем гомологичной рекомбинации 
лежит в основе «исправления» последователь-
ности ДНК с использованием высокоспецифич-
ных химерных белков [10]. Однако неконтроли-

руемое проявление активности этими белками 
может привести к нежелательным последстви-
ям для клетки. Актуальной задачей является 
разработка подходов к направленному регули-
рованию функционирования таких белков, а 
именно «включению» и «выключению» их ак-
тивности в заданный момент времени с помо-
щью внешнего сигнала.  

Объектом данного исследования является 
НЭ BspD6I, обнаруженная в природном термо-
фильном штамме Bacillus species D6 [2]. Было 
показано, что НЭ BspD6I является большой 
субъединицей гетеродимерной эндонуклеазы 
рестрикции BspD6I, в присутствии второй (ма-
лой) субъединицы происходит гидролиз обеих 
цепей ДНК. Целью данного исследования явля-
лась разработка методов регулирования актив-
ности НЭ BspD6I для расширения границ ее 
практического использования. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Олигодезоксирибонуклеотиды синтезиро-

вали на автоматическом синтезаторе ASM 800 
компании BIOSSET (Россия) по стандартному 
регламенту с использованием коммерческих 
реагентов и растворителей.  

32P-Метку на 5'-конец олигонуклеотидов 
вводили с помощью полинуклеотидкиназы фага 
Т4 (Thermo Fisher Scientific, США) в присутствии 
[γ-32P]АТР при 37 °С в течение 30 мин. в буфе-
ре, содержащем 50 мМ Трис-HCl (рН 7,6),         
10 мМ MgCl2, 5 мМ ДТТ. Меченый олигонуклео-
тид выделяли на колонке MicroSpin G-50 (GE 
Healthcare, США). Радиоактивность 32Р-мечен-
ных препаратов определяли методом счета по 
Черенкову в импульсах в минуту на счетчике 
Tracor Analytic Delta 300 («ThermoQuest/CE 
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Instruments», США). 
ДНК-дуплексы (рис. 1) формировали из 

комплементарных олигонуклеотидов, смешивая 
их в эквимолярных количествах. 32P-меченные 
дуплексы с известной удельной радиоактивно-

стью получали добавлением к определенному 
количеству ДНК-дуплекса соответствующего 
32P-меченного олигонуклеотида. Смесь нагре-
вали до 90 °С и медленно охлаждали до ком-
натной температуры. 

 

 
Рис. 1. ДНК-дуплексы, использованные в работе: жирным шрифтом отмечен  

участок узнавания НЭ BspD6I; стрелкой (  ) указана фосфодиэфирная связь, которую  
гидролизует НЭ BspD6I; п.н. – пара нуклеотидов 
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Термическую стабильность ДНК-дуплексов 
определяли в 10 мМ буфере Трис-HCl (pH 7,8), 
150 мМ KCl, 10 мМ MgCl2 на спектрофотометре 
U-2800A HITACHI с температурным регулято-
ром SPR-10 HITACHI (Япония). Использовали 
термостатируемые кварцевые кюветы Hellma 
(Германия) c длиной оптического пути 1 см. УФ-
поглощение фиксировали при длине волны   
260 нм, соблюдая следующий температурный 
режим: 15 С – 10 мин., нагрев от 15 до 80 С – 
130 мин. Результаты представляли как в инте-
гральной (зависимость оптической плотности 
раствора дуплекса от температуры f(T) = A260), 
так и в дифференциальной форме: f(T) =            
= A260/(T). Для обработки экспериментальных 
данных использовали программу Origin (США). 
Температуру плавления (Тпл) дуплексов опре-
деляли по максимуму первой производной оп-
тической плотности по температуре. Рассчиты-
вали среднее арифметическое двух или трех 
независимых экспериментов. Ошибка состав-
ляла ± 1 С. 

Для экспрессии гена НЭ BspD6I использо-
вали штамм Nova Blue (DE3) (Novagen, США) 
клеток E. coli. Трансформацию клеток E. coli 
проводили методом электропорации сначала 
плазмидой pRARE/М.SscL1l, которая содержа-
ла ген метилтрансферазы SscL1l (М.SscL1l) и 
гены, кодирующие тРНК для редко используе-
мых в E. coli кодонов. На втором этапе клетки 
трансформировали плазмидой pЕТ28b/Nick, 
кодирующей НЭ BspD6I с дополнительным гек-
сагистидиновым блоком на С-конце [3]. 

Клетки выращивали в 3 л среды LB, со-
держащей канамицин (35 мкг/мл, Sigma-Aldrich, 
США) и хлорамфеникол (10 мкг/мл, Sigma-
Aldrich), при 37 C и при интенсивной аэрации 
до плотности культуры A590 = 0,6–08 O.E. Затем 
проводили индукцию экспрессии рекомбинант-
ного белка, добавляя в среду изопропил-β-D-
тиогалактозид (ИПТГ) (Хеликон, Россия). Куль-
туру растили ещё 3 ч, затем клетки осаждали 
центрифугированием (4000 об./мин, 30 мин), 
ресуспендировали в 200 мл буфера для лизиса 
(20 мМ K2HPO4/KH2PO4 (pH 7,5), 1 М KCl, 0,1 мМ 
ЭДТА, 7 мМ β-меркаптоэтанол), содержащем 
ингибитор протеаз – 2 мМ фенилметилсульфо-
нил фторид (AppliChem, Германия). Клеточную 
биомассу разрушали на ультразвуковом дезин-
теграторе УЗДН-1А (Россия) в ледяной бане 
четырьмя импульсами по 60 с, с интервалом 
между импульсами по 60 с. Клеточный дебрис 
осаждали центрифугированием в течение        
30 мин. при 4 C при 30000 об./мин. Жидкость 
над осадком отбирали и наносили на колонку, 
заполненную 5 мл Ni-NTA агарозы (QIAGEN, 
Германия) и уравновешенную буфером А (50 
мМ K2HPO4/KaH2PO4 (pH 7,5), 1 М KCl, 10 мМ 

имидазол). Перед нанесением на колонку к рас-
твору, содержащему НЭ, добавляли имидазол 
до концентрации 10 мМ. Выделение НЭ BspD6I 
на Ni-NTA-агарозе проводили в соответствии с 
протоколом QIAexpressionist фирмы QIAGEN. 
После нанесения препарата колонку промыва-
ли десятью объемами буфера А. При разделе-
нии использовали ступенчатый градиент ими-
дазола в буфере А: 30 мМ (для удаления при-
месей) и 200 мМ (для элюирования НЭ BspD6I). 
Все операции по выделению НЭ BspD6I прово-
дились при температуре +4 °C. Наличие целе-
вого белка во фракциях определяли методом 
электрофореза по Лэммли [9]. 

НЭ BspD6I переводили в буфер для хране-
ния (10 мМ Tрис-HCl (pH 7,5), 50 мМ KCl, 0,1 мМ 
ЭДТА, 50% глицерин) посредством диализа. 
Концентрацию препаратов НЭ BspD6I опреде-
ляли спектрофотометрически по формуле Бу-
гера-Ламберта-Бера, используя молярный ко-
эффициент экстинкции при 280 нм (77240          
М-1·см-1). 

Комплексообразование НЭ BspD6I с 5'-32Р-
меченным ДНК-дуплексом I-1 проводили в те-
чение 30 мин. при 37 °С в 10 мкл буфера Б      
(10 мМ Трис-HCl (pH 7,5), 150 мМ KCl, 1 мМ 
ДТТ, 0,1 мг/мл бычьего сывороточного альбу-
мина (БСА)), содержащего 10 мМ CaCl2. Ис-
пользовали 25 нМ НЭ BspD6I и 10 нМ ДНК-
дуплекс. За образованием комплексов НЭ 
BspD6I с ДНК следили методом электрофореза 
в 7%-м полиакриламидном геле (ПААГ, акри-
ламид: N,N′-бисакриламид = 29 : 1) в пластинах 
размером 200 × 200 × 1 мм. Электрофорез про-
водили в буфере ТВЕ (50 мМ Трис-HCl, 50 мМ 
борная кислота, 1 мМ ЭДТА, pH 8,3) при силе 
тока 15 мА. Здесь и далее электрофореграммы 
получали с помощью прибора Typhoon FLA 
9500 (GE Healthcare, США). Анализ интенсивно-
сти зон, соответствующих ДНК и продуктам ее 
взаимодействия с белком, проводили, исполь-
зуя программу Quantity One (Bio-Rad 
Laboratories, США). Степень связывания ДНК-
субстрата с ферментом рассчитывали как от-
ношение интенсивности зоны, соответствую-
щей комплексу, к суммарной интенсивности зон 
исходной ДНК и ДНК-белкового комплекса. 

Значение KД комплекса НЭ BspD6I с ДНК-
дуплексом I-1 определяли как среднее арифме-
тическое не менее трех независимых экспери-
ментов. Считали, что значению KД белково-
нуклеинового комплекса соответствует концен-
трация НЭ, при которой 50% 32Р-меченного 
ДНК-субстрата I-1 находится в комплексе с 
ферментом. Стандартную ошибку определяли в 
программе Origin по формуле  

 
SE = s / n0,5, 
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Схема 

 
где SE – стандартная ошибка; s – стандартное 
отклонение; n – количество независимых экс-
периментов по комплексообразованию.  

Гидролиз НЭ BspD6I ДНК-дуплекса I-1, со-
держащего метку 32P на 5'-конце «верхней» це-
пи, или дуплекса I-2 с флуоресцентной меткой 
TAMRA (карбокситетраметилродамин) на 3'-
конце той же цепи проводили в течение 30 мин. 
при 20, 25, 30, 35, 40, 45 и 50 °С в 10 мкл буфе-
ра Б, содержащего 10 мМ MgCl2. Использовали 
10 нМ НЭ BspD6I и 10 нМ ДНК-дуплекс I-1 или I-
2. В случае добавления дуплекса-конкурента 
его концентрация составляла 3 мкМ. Продукты 
гидролиза разделяли в 20%-ном ПААГ с 7 М 
мочевиной в пластинах размером 200 × 200 × 1 
мм (акриламид : N,N′-бисакриламид = 19 : 1) в 
буфере ТВЕ при напряженности поля 30 В/см. 
Степень гидролиза ДНК-субстрата ферментом 
рассчитывали как отношение интенсивности 
зон, соответствующих продукту гидролиза, к 
суммарной интенсивности зон исходной ДНК и 
продукта реакции. 

ДНК фага Т7 гидролизовали НЭ BspD6I в 
течение 30 мин при 20, 25, 30, 35, 40, 45 и 50 °С 
в 10 мкл буфера Б, содержащего 10 мМ MgCl2. 
Использовали 12 нМ НЭ BspD6I и 0,2 нМ ДНК 
фага Т7. В случае добавления дуплекса-конку-
рента его концентрация составляла 60 мкМ. 
Перед нанесением на гель в пробы добавляли 
краситель SybrGold (Life Technologies, США), 
который, взаимодействует с углеводофосфат-
ным остовом двуцепочечной ДНК. Продукты 
гидролиза разделяли в 0,7%-м агарозном геле 
в буфере TBE при напряженности поля 10 В/см. 
В качестве маркера длины ДНК использовали 
препарат GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo 
Fisher Scientific, США). С помощью прибора Ty-
phoon детектировали флуоресценцию SybrGold, 
связанного с ДНК. Степень расщепления ДНК-
субстрата ферментом рассчитывали как отно-
шение интенсивности зон, соответствующих 
продуктам гидролиза, к суммарной интенсивно-
сти всех зон (исходная ДНК и продукты реак-
ции). 

Все эксперименты по гидролизу субстратов  
НЭ BspD6I выполняли не менее трех раз. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
НЭ BspD6I узнаёт последовательность      

5'-GAGTC-3'/5'-GACTC-3' в двуцепочечной ДНК 
и гидролизует одну из цепей («верхнюю») на 
расстоянии 4 нуклеотидных пар (н.п.) от узна-
ваемой последовательности в направлении     
3'-конца (схема) [2]. 

НЭ BspD6I состоит из 604 аминокислотных 
остатков (молекулярная масса – 70,8 кДа). Ме-
тодом РСА была получена ее кристаллическая 
структура [8]. Оптимум действия НЭ BspD6I со-
ставляет 55 ºС, однако этот фермент способен 
проявлять активность и при комнатной темпе-
ратуре.  

Для расширения областей практического 
применения НЭ BspD6I необходимо добиться 
отсутствия гидролиза ДНК этим ферментом при 
20–25 ºС. Для «выключения» НЭ BspD6I мы 
предложили использовать короткие синтетиче-
ские фрагменты ДНК – негидролизуемые ана-
логи субстрата НЭ. Такие ДНК-дуплексы долж-
ны временно и эффективно связываться с НЭ 
BspD6I, ингибируя ее активность, но при этом 
не подвергаться гидролизу. Избыток дуплекса-
ингибитора «удерживал» бы НЭ в непродуктив-
ном комплексе, что приводило бы к отсутствию 
гидролиза целевой ДНК в виду отсутствия сво-
бодного фермента в реакционной смеси. По-
вышение температуры должно приводить к 
диссоциации дуплекса-ингибитора, нарушению 
его комплексообразования с белком и высво-
бождению НЭ BspD6I в сферу реакции.  

На первом этапе мы изучили взаимодейст-
вие 30-звенного ДНК-дуплекса, содержащего 
участок узнавания НЭ BspD6I, с ферментом. 
ДНК-дуплекс I-1 эффективно связывается с НЭ 
BspD6I (KД = 11 ± 3 нМ) и гидролизуется этим 
ферментом (рис. 2). Однако использовать дуп-
лекс I в качестве модулятора активности НЭ 
BspD6I нецелесообразно из-за слишком высо-
кой Тпл (77 °С, таблица), а также потому, что 
фермент способен расщеплять его и диссоции-
ровать из ДНК-белкового комплекса с после-
дующим гидролизом целевого субстрата.  

Следует отметить, что термическая ста-
бильность является ключевым моментом выбо-
ра оптимального дуплекса-ингибитора активно-
сти НЭ BspD6I. Тпл дуплекса не должна быть 
слишком высокой, для того чтобы незначитель-
ное повышение температуры могло вызвать 
дестабилизацию двойной спирали. Для умень-
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Рис. 2. Взаимодействие НЭ BspD6I с 5'-32Р-меченным ДНК-дуплексом I-1:   

а – связывание НЭ BspD6I с ДНК-дуплексом I-1. Радиоавтограф 7%-го ПААГ  
после электрофореза в неденатурирующих условиях: дорожка 1 – контроль (исходная 

ДНК); 2 – результат связывания белка с ДНК (ДНК-дуплекс + НЭ BspD6I). Концентрации НЭ 
BspD6I и ДНК-дуплекса составляют 10 нМ и 25 нМ, соответственно; б – гидролиз НЭ BspD6I 

ДНК-дуплекса I-1. Радиоавтограф 20%-го ПААГ, содержащего 7 М мочевину: 
дорожка 1 – контроль (исходная ДНК); 2 – результат гидролиза ДНК (ДНК-дуплекс +  

НЭ BspD6I). Концентрации НЭ BspD6I и ДНК-дуплекса в обоих случаях составили 10 нМ 
 

шения стабильности 30-звенного дуплекса мы 
предложили искусственно внести в его структу-
ру разрывы. В результате был сконструирован 
30-звенный дуплекс II. (см. рис. 1). Он был со-
ставлен из 5 олигодезоксирибонуклеотидов и, 
таким образом, содержал разрывы (см. рис. 1, 
дуплекс II). «Верхняя» цепь дуплекса, гидроли-
зуемая НЭ BspD6I, состояла из 3 олигодезокси-
рибонуклеотидов; комплементарная цепь 30-
звенного дуплекса содержала два 15-звенных 
олигодезоксирибонуклеотида. Термическая 
стабильность такого составного субстрата ока-
залась достаточно низкой (температурный ин-
тервал перехода «спираль-клубок» – от 25 до       
46 °С). Предполагалось, что при повышении 
температуры устойчивость ДНК-белкового ком-
плекса значительно понизится из-за диссоциа-
ции дуплекса, и фермент будет способен гид-
ролизовать целевую ДНК. 

В качестве целевого субстрата НЭ BspD6I 
для анализа ее ферментативной активности 
использовали 30-звенный ДНК-дуплекс I-2 с 
флуоресцентной меткой TAMRA на 3'-конце 
«верхней» цепи (см. рис. 1). Был изучен гидро-
лиз НЭ BspD6I ДНК-дуплекса I-2 при 300-
кратном избытке дуплекса II относительно суб-

страта. Показано, что при 25 °С такой избыток 
дуплекса II в значительной степени ингибирует 
активность НЭ BspD6I (рис. 3). В контрольном 
эксперименте наличие в реакционной смеси 
составного ДНК-дуплекса III, не содержащего 
участок узнавания НЭ BspD6I (см. рис. 1), не 
влияло на ферментативный гидролиз целевого 
субстрата I-2 (рис. 3, а, дорожка 4). Этот факт 
свидетельствует о специфичном характере ин-
гибирования активности НЭ BspD6I ДНК-
дуплексом II при 25 °С.  

Однако, как видно из рис. 3, а (дорожка 3) 
фермент все же способен в незначительной 
степени гидролизовать целевой ДНК-дуплекс I-
2 в присутствии 300-кратного избытка дуплекса 
II. Такой результат, по-видимому, обусловлен 
тем, что Тпл дуплекса II, состоящего из 5 олиго-
нуклеотидов, составляет около 25 °С, то есть 
при этой температуре он лишь частично сохра-
няет двуспиральную форму. Также возможно, 
что НЭ BspD6I способна гидролизовать дуплекс 
II, после чего фермент диссоциирует из ком-
плекса с продуктом реакции. Данное предполо-
жение было проверено экспериментально. Ра-
диоактивную метку 32P вводили на 5'-конец 14-
звенного олигодезоксирибонуклеотида (2), вхо-   

 
Таблица 

Термическая стабильность ДНК-дуплексов 
ДНК-дуплекс Длина, п.н. Tпл, ± 1 °С 

I 30 77 
II 30 25 
IV 15 62 
V 13 54 
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Рис. 3. Анализ в 20%-м ПААГ, содержащем 7 М мочевину, продуктов гидролиза  

НЭ BspD6I (10 нМ) дуплексов I-2 (а) и II (б): а – гидролиз 30-звенного субстрата I-2  
в присутствии дуплекса-конкурента II. Зоны ДНК детектировали по флуоресценции.  

Реакцию проводили в течение 30 мин. при 25 °C: дорожка 1 – исходная ДНК;  
дорожка 2 – реакционная смесь после гидролиза ДНК-дуплекса I-2 НЭ BspD6I;  

дорожки 3, 4 – реакционные смеси после гидролиза ДНК-дуплекса I-2 НЭ BspD6I  
в присутствии дуплекcов-конкурентов II и III соответственно. Концентрация субстрата 

I-2 составляла 10 нМ, дуплекса-конкурента – 3 мкМ; б – Гидролиз 5'-32Р-меченного  
ДНК-дуплекса II. Радиоавтограф 20%-го ПААГ, содержащего 7 М мочевину: дорожка 1 – 

контроль (исходная ДНК), 2 – результат гидролиза НЭ BspD6I. Концентрация ДНК-дуплекса 
составляла10 нМ. Реакцию проводили в течение 3 ч при 25 °С 

 
дящего в состав «верхней» цепи дуплекса II и 
содержащего фосфодиэфирную связь, которую 
способна расщеплять НЭ BspD6I. Как видно из 
рис. 3, б, ДНК-дуплекс II действительно может в 
незначительной степени гидролизоваться НЭ 
BspD6I. Тем не менее, мы считаем, что ДНК-
дуплекс II может служить основой для создания 
более эффективного ингибитора НЭ BspD6I. 
Для этого необходимо добиться блокирования 
гидролиза такой системы с помощью введения 
модифицированного звена в ДНК, например, в 
место гидролиза ферментом. 

На втором этапе работы было предложено 
уменьшить длину дуплекса-конкурента. Были 

использованы 15- и 13-звенные фрагменты ДНК 
(см. рис. 1, дуплексы IV и V), содержащие уча-
сток узнавания НЭ BspD6I и только 4 п.н. после 
него. Таким образом, дуплексы IV и V должны 
связываться с НЭ BspD6I, но не могут подвер-
гаться гидролизу, так как не содержат расщеп-
ляемой ферментом фосфодиэфирной связи.  

Проанализирован гидролиз НЭ BspD6I це-
левого 30-звенного субстрата I-2 в присутствии 
300-кратного избытка по отношению к нему 
ДНК-дуплексов IV и V в течение 30 мин в ин-
тервале температур от 20 до 55 °С (рис. 4). Как 
видно из полученных результатов, дуплексы IV 
и V эффективно ингибируют функционирование 

                              

                                   
Рис. 4. Графики зависимости степени гидролиза НЭ BspD6I 30-звенного  

субстрата I-2 без добавления ингибитора (кривая 1) и в присутствии 300-кратного  
избытка ДНК-дуплексов IV (кривая 2) или V (кривая 3)  

от температуры. Гидролиз проводился в течение 30 мин  
(10 нМ НЭ BspD6I, 10 нМ ДНК-дуплекс I-2, 3 мкМ ДНК-дуплекс IV или V) 
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НЭ BspD6I при 25 °С. Активность НЭ BspD6I 
восстанавливается на 50% при 37 °С в случае 
использования дуплекса-конкурента V, в то 
время как в случае дуплекса IV такая же актив-
ность фермента наблюдается только при 45 °С 
(см. рис. 4). Этот эффект обусловлен более 
высокой термической стабильностью дуплекса 
IV (Тпл = 62 °С) по сравнению с дуплексом V (Тпл 
= 54 °С).  

Необходимо отметить, что НЭ BspD6I все 
же способна проявлять незначительную актив-
ность в интервале температур от 25 до 40 °С 
при добавлении ингибиторов IV или V. Это мо-
жет быть связано с нестабильностью комплек-
сов НЭ BspD6I с этими дуплексами-ингиби-
торами: при повышении температуры степень 
диссоциации ДНК-белковых комплексов увели-
чивается. При температурах, близких к Тпл дуп-
лексов-ингибиторов, диссоциация самой дву-
спиральной ДНК вносит дополнительный вклад 
в этот процесс, обеспечивая «включение» 

ферментативной активности НЭ BspD6I. 
В настоящее время НЭ используют при 

создании химерных белков в качестве ДНК-
гидролизующего модуля [6]. Такие химерные 
белки способны с высокой специфичностью 
вносить одноцепочечный разрыв в геномную 
ДНК, стимулируя при этом гомологичную ре-
комбинацию [10]. Мы оценили возможность ре-
гулирования активности НЭ BspD6I при гидро-
лизе протяженной ДНК с помощью дуплексов IV 
и V, используя в качестве модельного субстра-
та ДНК фага Т7. 

Длина ДНК фага Т7 составляет около       
40 тыс. п.н. и содержит 115 участков узнавания 
НЭ BspD6I (программа VectorNTI, США). НЭ 
расщепляют ДНК на фрагменты только в том 
случае, когда два противоположно ориентиро-
ванных участка узнавания расположены на не-
большом расстоянии друг от друга (рис. 5, а). В 
фага Т7 НЭ BspD6I в зависимости от темпера-
туры ДНК фага Т7 близко расположенные ин-

 

                         

                  
Рис. 5. Гидролиз ДНК фага Т7 НЭ BspD6I: а – принцип тестирования активности 

НЭ BspD6I при использовании в качестве субстрата ДНК фага Т7. Серыми стрелками 
схематически показаны участки, гидролизуемые НЭ BspD6I; б – Анализ в 0,7%-ом агарозном 

геле продуктов гидролиза ДНК фага Т7 НЭ BspD6I. Зоны ДНК детектиро-вали по  
флуоресценции SYBR Gold. Реакцию проводили в течение 30 мин при температурах,  

указанных над дорожками. Дорожка К – исходная ДНК, дорожка М – ДНК-маркер.  
Концентрация НЭ BspD6I составляла 12 нМ, ДНК фага Т7 – 0,2 нМ. 
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Рис. 6. Зависимость степени гидролиза НЭ BspD6I ДНК фага Т7 в присутствии ингибиторов 

IV и V от температуры. Реакцию проводили в течение 30 мин. Концентрация НЭ BspD6I  
составляла 12 нМ, ДНК фага Т7 – 0,2 нМ, дуплекса-конкурента – 60 мкМ: а и б – анализ в  

0,7%-м агарозном геле продуктов гидролиза ДНК фага Т7 НЭ BspD6I в присутствии  
дуплексов-конкурентов IV или V соответственно. Реакцию проводили при температурах, 

указанных над дорожками. Зоны ДНК детектировали по флуоресценции SYBR Gold: дорожка 
К – исходная ДНК; дорожка М – ДНК-маркер; в – графики зависимости степени гидролиза НЭ 
BspD6I ДНК фага Т7 без добавления ингибитора (кривая 1) и в присутствии ДНК-дуплексов 

IV (кривая 2) и V (кривая 3) от температуры 
 

вертированные участки 5'-GAGTC-3'/3'-CTCAG-
5' встречаются 4 раза, что в свою очередь обу-
словлено тем, что эти последовательности 

входят в состав фагоспецифических промото-
ров [5]. Характерная картина гидролиза ДНК 
представлена на рис. 5, б. Как видно из рис. 5,б, 
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НЭ BspD6I достаточно эффективно расщепляет 
ДНК фага Т7 при 20 °С. При использовании в 
генной терапии даже незначительный неспе-
цифический гидролиз НЭ геномной ДНК в со-
ставе химерного белка может стать фатальным 
для клетки. «Включение» активности НЭ при 
повышенной температуре будет способство-
вать формированию специфического фермент-
субстратного комплекса и, как следствие, ис-
ключению неспецифического гидролиза. 

Для «выключения» активности НЭ BspD6I 
дуплексами IV и V в более широком диапазоне 
температур было решено использовать их в 
относительно высокой концентрации. Проана-
лизирован гидролиз НЭ BspD6I ДНК фага Т7 
(концентрация – 0,2 нМ) в присутствии 60 мкМ 
ДНК-дуплексов IV или V в течение 30 мин. в 
интервале температур от 20 до 55 °С (рис. 6). 
Бóльшая концентрация дуплексов IV и V, ис-
пользованная для ингибирования гидролиза 
фаговой ДНК (60 мкМ) по сравнению с экспери-
ментом по гидролизу субстрата I-2 (3 мкМ), 
приводит к блокированию действия НЭ BspD6I 
при 20–25 °С (рис. 6, в). Активность НЭ BspD6I 
восстанавливается на 50% при 45 °С в случае 
использования дуплекса V. При добавлении 
ингибитора IV НЭ BspD6I гидролизует ДНК при 
55 °С, хотя и с низкой эффективностью. Таким 
образом, опираясь на наши результаты, можно 
«программировать» температуру, при которой 
происходит гидролиз целевой ДНК НЭ BspD6I, 
варьируя концентрацию негидролизуемого дуп-
лекса-ингибитора, содержащего только 4 п.н. 
после участка узнавания, и изменяя длину 
фланкирующих последовательностей с 5'-конца 
от него. 

Разработанный подход может быть приме-
нен в реакции амплификации ДНК с вытеснени-
ем цепи [7]. Из-за неконтролируемой активно-
сти НЭ при использовании этого метода возмо-
жен высокий уровень синтеза нецелевых фраг-
ментов ДНК. Для преодоления указанной про-

блемы мы предлагаем использовать специаль-
но сконструированные дуплексы-ингибито-ры. 
Добавление их в реакционную смесь после 
инициации синтеза ДНК приведет к блокирова-
нию активности НЭ и позволит избежать накоп-
ления нежелательных продуктов. Амплифика-
ция ДНК с вытеснением цепи происходит в ши-
роком диапазоне температур в зависимости от 
типа используемых ДНК-полимеразы и НЭ. 
Предлагаемый нами подход позволяет подоб-
рать оптимальный дуплекс-ингибитор для каж-
дого отдельного случая. Изменяя температуру 
реакции, можно добиться обратимого «включе-
ния» – «выключения» активности НЭ в нужный 
момент времени.  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Предложены синтетические ДНК-дуплексы, 

позволяющие регулировать активность НЭ 
BspD6I с помощью изменения температурного 
режима реакции гидролиза ДНК. Наиболее пер-
спективными являются дуплексы – аналоги 
субстрата НЭ BspD6I, содержащие в своем со-
ставе участок связывания фермента, но не 
подвергающиеся гидролизу в связи с отсутст-
вием расщепляемой фосфодиэфирной связи. 
Такие соединения не расходуются в ходе гид-
ролиза НЭ целевой ДНК. Продемонстрировано, 
что 13-звенный ДНК-дуплекс, используемый в 
определенной концентрации, может блокиро-
вать гидролиз ДНК фага Т7 при 20–25 °С. По-
вышение температуры реакционной смеси при-
водит к восстановлению ферментативной ак-
тивности. Степень активации НЭ зависит как от 
концентрации используемого дуплекса-ингиби-
тора, так и от его структуры. Разработанный 
подход может быть использован для снижения 
количества нецелевых продуктов в ходе реак-
ции амплификации ДНК с вытеснением цепи, а 
в перспективе для модулирования активности 
химерных нуклеаз, содержащих НЭ в качестве 
гидролизующего домена, в клетках. 
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УДК 664.8.039 
БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИЙ ПОТЕНЦИАЛ СУХОГО ЭКСТРАКТА БЕРЕСТЫ  
И ВОЗМОЖНОСТИ ЕГО ИСПОЛЬЗОВАНИЯ В ТЕХНОЛОГИИ  
ПРОДУКТОВ ЗДОРОВОГО ПИТАНИЯ 
 
Ю.Г. Базарнова  
 
Санкт-Петербургский торгово-экономический университет,  
194021, Россия, г. Санкт-Петербург, ул. Новороссийская, д. 50, j.bazarnowa2012@yandex.ru 
 
Изучены спектральные характеристики сухого экстракта бересты (БЭС). Выявлено, что основ-
ным компонентом экстракта является тритерпеновый спирт бетулин. Получены результаты 
исследований антиоксидантных свойств экстракта бересты в составе белково-жировых эмуль-
сий и композиций на основе растительных масел. Проведены исследования влияния БЭС на дина-
мику накопления перекисей в майонезах при холодильном хранении. Изучены бактериостатические 
и фунгистатические свойства сухого экстракта бересты, определены его эффективные кон-
центрации для применения в рецептурах пищевых продуктов. 
Ил. 5. Табл. 4. Библиогр. 7 назв. 
Ключевые слова: сухой экстракт бересты, бетулин, функциональные продукты, антиоксидант-
ные свойства, бактериостатические и фунгистатические свойства 
 
DRY BIRCHBARK EXTRACTSBIOTECHNOLOGICAL POTENTIALAND  
POSSIBILITIES OF ITSUSING IN THE HEALTHY FOODTECHNOLOGY 
 
U.G. Bazarnova  
 
St.-Petersburg commercial-economic University, 
50, Novorossiyskaya st., Saint-Petersburg, 194021,Russia, j.bazarnowa2012@yandex.ru 
 
The spectral characteristics of dry birchbark extract (BED) are studied. It was revealed that the main compo-
nent of the birchbark extract is the triterpene alcohol betulin. The results of studies of birch bark 
extractsantioxidant properties in the composition of protein-fatty emulsions and compositions based on vege-
table oils are received. The effect of BED on the dynamics of the accumulation of peroxides in mayonnaises 
with refrigeration storage are Investigated. Bacteriostatic and fungistaticproperties of dry birchbark extract 
are studied, effective concentration for use in food recipesare defined. 
5 figures. 4 tables. 7 sources. 
Key words: dry extract of birchbark; betulin; functional products; antioxidant properties; bacteriostatic and 
fungistatic properties 
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