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ВВЕДЕНИЕ

Широко распространенные гены белков ArdA 
встречаются как в плазмидах (в основном конъю-
гативных), так и в хромосоме бактерий [1]. Белки 
семейства ArdA подавляют активность систем ре-
стрикции-модификации I типа (RMI) [2], они от-
носятся к ДНК-миметикам, т. е. структурно и элек-
тростатически имитируют В-форму ДНК и за счет 
этого функционируют как конкурентные ингиби-
торы ферментов рестрикции [3, 4]. Влияние ами-
нокислотной последовательности ДНК-мимикри-
рующих белков на способность к антирестрикции 
довольно подробно изучена на примере генов ardA 
и ocr [4–7]. В основном выявлено влияние отри-
цательно заряженных аминокислот (мимикриру-
ющих под сахарофосфатный остов ДНК) и интре-
фейс [6] димеризации антирестриктазы.

Cпецифичность генов ardA трех разных бакте-
рий в отношении трех RMI-систем изучена нами 
в гетерологичной системе Escherichia coli.

В работе использовали три гомолога ArdA грам-
положительных бактерий, имеющие схожий фор-
мфактор и отличающиеся от “классических” ArdA 
(как из конъюгативной плазмиды pKM101 [8] или 
транспозона Tn916 [3]) дополнительной вставкой 
на С-конце. Гены исследованных белков ArdA, 
как и гены ряда других гомологичных белков ArdA 
грамположительных бактерий, локализованы 
в хромосоме бактерий (например, у Bifidobacterium 
bifidum [9] или Pseudomonas putida, причем ами-
нокислотная последовательность ArdA P. putida 
полностью совпадает с  ArdA_Pm, согласно базе 
данных NCBI).

Исследованные RM-системы различаются сай-
тами узнавания/метилирования, поэтому возмож-
ность ингибировать все три RMI-системы каждым 
из трех белков ArdA с равной эффективностью оз-
начала бы отсутствие специфичности по отноше-
нию к сайту узнавания на ДНК. И, напротив, на-
личие такой специфичности означало бы способ-
ность белков ArdA преимущественно ингибировать 
ферменты, узнающие конкретный сайт на ДНК.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Штаммы и условия культивирования. Штамм E. 
coli TG1 (K‑12 glnV44 thi‑1 Δ(lac-proAB) Δ(mcrB-
hsdSM)5(rK–mK–) F′ [traD36 proAB+ lacIq 
lacZΔM15]) использовали для клонирования генов 
ardA и размножения фага λ.

Штаммы Agrobacterium tumefaciens B‑8833, 
P. monteilii B‑4116 и Xanthomonas sp. B‑6725 исполь-
зовали в качестве доноров генов ardA. Все штаммы 
получены из Всероссийской коллекции промыш-
ленных микроорганизмов.

Клонирование генов. Гены, аннотированные 
как ardA, были клонированы из ДНК бактерий 
A. tumefaciens, P. monteilii и Xanthomonas sp. и полу-
чили названия ardA_At, ardA_Pm и ardA_Xs соот-
ветственно. Перечисленные гены клонировали по 
липким Т-концам в коммерческий вектор pKAN-T 
(“Евроген”, Россия) и экспрессировали под про-
мотором Plac. В  результате получили плазмиды 
pArdA_At, pArdA_Pm и pArdA_Xs.

Оценка антирестрикционной активности. С  це-
лью проверки антирестрикционной активности 
генов ardA_At, ardA_Pm и  ardA_Xs против трех 
RMI грамотрицательных бактерий – EcoKI, EcoAI 
и EcoR124II – проводили посев немодифициро-
ванного фага λо на три типа клеток штамма TG1: 
бесплазмидные; с  плазмидами, несущими гены 
RMI-систем; с плазмидами, несущими гены RMI 
и гены ardA_At, ardA_Pm и ardA_Xs (табл. 1). Посев 
фага и подсчет эффективности посева фага (EOP) 
проводили согласно [10].

Моделирование. Моделирование комплекса 
S-субъединицы каждой из EcoKI RMI-системы 
с  димером антирестрикционного белка ArdA_Xs 
выполнено с помощью локальной версии програм-
мы ColabFold v1.5.3 [11–13] с  параметрами num-
seeds 5 и num-recycle 3. Из полученных в резуль-
тате моделирования 25 структур для дальнейшего 
анализа отобрали структуры, имеющие наиболь-
шее количество очков (rank 1). Качество моделей, 
предсказанных AlphaFold с приведением pLDDT 
score, представлено на рис. S1 (см. Дополнительные 

материалы на сайте http://www.molecbio.ru/
downloads/2024/3/supp_Kudryavtseva_rus.pdf).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Аминокислотные последовательности белков 
ArdA_At, ArdA_Pm, ArdA_Xs были выровнены 
с использованием сервиса MView на сайте EMBL-
EBI с последовательностью первого открытого бел-
ка ArdA, кодируемого конъюгативной плазмидой 
pKM101 (ArdA_pKM101)), кристаллическая струк-
тура которого известна [3]. Результаты выравнива-
ния представлены на рис. 1.

Структуры ArdA_At, ArdA_Pm, ArdA_Xs смоде-
лированы в программе AlphaFold. Далее с помо-
щью PyMOL v.1.9 выполнено выравнивание по-
лученных структур с известной структурой ArdA_
Tn916 (PDB2W82) [3] (рис. 2).

Как видно из рис. 1 и 2, формфакторы предска-
занных структур практически полностью совпа-
дают, несмотря на малое количество идентичных 
аминокислот (не более 21%).

Для оценки антирестрикционной активности 
генов ardA_At, ardA_Pm и  ardA_Xs клетки E. coli 
TG1 трансформировали плазмидами, перечислен-
ными в табл. 1, и проводили посев немодифициро-
ванного фага λо. На рис. 3 представлены результа-
ты посева фага, посчитанные как EOP = Y/X, где 
Y – число негативных фаговых колоний на чашке 
с исследуемым штаммом; X – число негативных 
фаговых колоний на чашке с E. coli TG1.

На рис. 3 представлена эффективность посева 
немодифицированного фага λо на клетки E. coli 
TG1, содержащие плазмиды, несущие гены ре-
стрикции, а также гены рестрикции и антирестрик-
ции. Из рис. 3 видно, что присутствие гена ardA_Xs 
подавляет работу RMI-систем EcoKI и EcoR124II, 
но не влияет на EcoAI. Стоит отметить, что из трех 
исследованных генов только ardA_Xs оказался ак-
тивным против EcoR124II. Напротив, ardA_Pm 
с  примерно равной эффективностью ингибиру-
ет RMI-системы EcoKI и EcoAI, но не EcoR124II. 
Ген ardA_At подавляет рестрикционную активность 

Таблица 1. Плазмиды, использованные в работе

Плазмида Описание Источник
pACYCEcoKI Вектор pACYC184, содержащий гены, определяющие синтез IA RMI-

системы EcoKI. Cmr.
[11]

pAM35 Вектор pACYC184, содержащий гены, определяющие синтез IB RMI-
системы EcoAI. Cmr.

[11]

pKF650 Вектор pACYC184, содержащий гены, определяющие синтез IC RMI-
системы EcoR124II. Cmr.

[12]

pArdA_At Вектор pKAN-T, содержащий ген ardA_At. Kmr. Эта работа
pArdA_Pm Вектор pKAN-T, содержащий ген ardA_Pm. Kmr. Эта работа
pArdA_Xs Вектор pKAN-T, содержащий ген ardA_Xs. Kmr. Эта работа
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Рис. 1. Выравнивание аминокислотных последовательностей, кодируемых генами ardA конъюгативной плазмиды 
pKM101, транспозона Tn916, A. tumefaciens, P. monteilii и Xanthomonas sp. (-) – отсутствие гомологичной аминокис-
лоты, значение Cov показывает процент покрытия каждой последовательности, pid – содержание (%) идентичных 
аминокислот.

Рис. 2. Выравнивание с помощью PMOL v.1.9 структур белков ArdA с известной структурой ArdA Tn916 (PDB2W82). 
a – Выравнивание ArdA_At c ArdA_Tn916. б – Выравнивание ArdA_Pm c ArdA_Tn916. в – Выравнивание ArdA_Xs 
с ArdA_Tn916.
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лишь системы EcoAI. Таким образом, можно за-
ключить, что продукты генов ardA проявляют из-
бирательность по отношению к  ингибируемым 
ферментам рестрикции-модификации.

Чтобы подтвердить наблюдаемый эффект спец-
ифичности, мы сравнили эффективность антире-
стрикционного эффекта против двух RMI-систем 
EcoR124I и EcoR124II, которые имеют идентичные 
субъединицы HsdM/R и практически идентичные 
субъединицы HsdS, но отличаются сайтами уз-
навания на ДНК: GAA(N)6RTCG для EcoR124I 
и  GAA(N)7RTCG для EcoR124II [17]. Результа-
ты посевов неметилированного фага λо на клет-
ки, содержащие RMI-систему EcoR124I (плаз-
мида pEcoR124I[18]) и EcoR124II, представлены 
на рис. 4.

Из рис. 4 видно, что все исследованные гены 
снижают рестрикционный эффект EcoR124I, одна-
ко в отличие от EcoR124II присутствие гена ardA_
Xs оказывает более сильное действие на систему 
EcoR124II. Ввиду того, что RMI-системы EcoR124I 
и EcoR124II существенно различаются лишь рас-
стоянием между двумя доменами, распознающими 
ДНК в субъединице HsdS, можно предположить 

существование специфичности различных вариан-
тов белка ArdA к архитектуре ДНК-распознающего 
домена субъединицы HsdS.

Поскольку наилучший результат антирестрик-
ции получен для пары EcoKI с ArdA-Xs, далее про-
вели моделирование комплекса этих белков с по-
мощью программы AlphaFold (pис. 5).

Выполнено выравнивание в PyMOL v.1.9 струк-
туры комплекса S-субъединицы рестриктазы EcoKI 
и димера антирестриктазы ArdA_Xs со структурой 
полного комплекса EcoKI-ДНК (PDB5YBB) [19]. 
Из структуры (PDB5YBB) для выравнивания ис-
пользована только S-субъединица с ДНК.

Выравнивание структур выявило возмож-
ные межбелковые контакты в местах наибольше-
го сближения S-субъединицы комплекса EcoKI 
с ДНК. Так, например, вероятными местами кон-
тактов и образования водородных связей являют-
ся аминокислотные остатки I42 и S43 S-субъеди-
ницы комплекса EcoKI и E169 ArdA_Xs (рис. 5в), 
рассматриваемые как потенциальная причина ин-
гибирования рестрикционной активности EcoKI 
и предотвращения ее связывания с ДНК (рис. 5б). 
Также в “симметричном” участке S-субъединицы 
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Рис.  3. Эффективность посева немодифициро-
ванного фага λо на клетки E. coli TG1, содержащие 
плазмиды, несущие гены рестрикции и  гены ре-
стрикции и  антирестрикции: EcoKI-pACYCEcoKI; 
EcoKI + ardA_At – pACYCEcoKI, pArdA_At; EcoKI + 
ardA_Pm  – pACYCEcoKI, pArdA_Pm; EcoKI + 
ardA_Xs – pACYCEcoKI, pArdA_Xs; EcoAI – pAM35; 
EcoAI + ardA_At  – pAM35, pArdA_At; EcoAI + 
ardA_Pm  – pAM35, pArdA_Pm; EcoAI + ardA_Xs  – 
pAM35, pArdA_Xs; EcoR124II – pKF650; EcoR124II + 
ardA_At – pKF650 + pArdA_At; EcoR124II + ardA_Pm – 
pKF650 + pArdA_Pm; EcoR124II + ardA_Xs – pKF650 + 
pArdA_Xs.

Рис.  4. Эффективность посева немодифициро-
ванного фага λо на клетки E. coli TG1, содержащие 
плазмиды, несущие гены рестрикции и  гены ре-
стрикции и антирестрикции: EcoR124I – pEcoR124I; 
EcoR124I  + ardA_At  – pEcoR124I + pArdA_At; 
EcoR124I + ardA_Pm  – pEcoR124I + pArdA_Pm; 
EcoR124I + ardA_Xs  – pEcoR124I + pArdA_Xs 
EcoR124II – pKF650; EcoR124II + ardA_At – pKF650 + 
pArdA_At; EcoR124II + ardA_Pm – pKF650 + pArdA_
Pm; EcoR124II + ardA_Xs – pKF650 + pArdA_Xs.
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местом контакта являются предположительно 
G298 S-субъединицы комплекса EcoKI и E169 вто-
рой ArdA_Xs (рис. 5г).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что ДНК-миметики способны спец-
ифично ингибировать различные ДНК-связываю-
щие белки. Например, Ugi (Bacillus subtilis) ингиби-
рует фермент урацил-ДНК-гликозилазу [20], DinI 
(E. coli) взаимодействует с белком RecA [21], HI1450 
(Haemophilus influenzae) формирует комплекс с бел-
ком Hu-α, конкурируя с ДНК [22]. В целом спо-
собность ДНК-мимикрирующих белков специфич-
но ингибировать различные ДНК-связывающие 
белки делает их перспективным инструментом для 
регуляции ряда внутриклеточных процессов, в том 
числе экспрессии генов. В обзоре [1] рассмотрены 
такие прикладные аспекты применения ДНК-ми-
микрирующих белков, как ингибирование гори-
зонтального переноса генов лекарственной устой-
чивости, исследование структуры комплексов 

с ДНК-связывающими белками (за счет стабилиза-
ции подвижных участков), модуляция активности 
специфических групп ДНК‑зависимых ферментов, 
увеличение эффективности трансформации бакте-
рий немодифицированной ДНК и, наконец, в ме-
дицинских приложениях как для диагностики, так 
и терапии (например, для ингибирования в клет-
ке специфических ферментов и соответствующих 
биохимических процессов).

Нами показана способность трех генов ardA инги-
бировать различные RMI-системы с разной эффек-
тивностью. Это может объясняться лишь структурны-
ми различиями исследуемых белков ArdA. Учитывая, 
что формфактор предсказанных структур ArdA белков 
практически полностью совпадает (pис. 2), можно 
предположить существование небольших специфи-
ческих структурных различий, способных мимикри-
ровать под конкретный сайт узнавания RMI-системы.

Результаты исследования специфичности белков 
ArdA к RMI-системам EcoR124I и EcoR124II, раз-
личающихся только сайтами узнавания, представ-
ленные на рис. 4, свидетельствуют о существенном 
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Рис. 5. Выравнивание структуры комплекса S-субъединицы EcoKI с димером ArdA_Xs со структурой PDB (5YBB): 
S-субъединицей комплекса EcoKI, связанной с фрагментом ДНК. а – Общий вид выравнивания (зеленым цветом 
показаны ArdA_Xs; кремовым – S-субъединица EcoKI, полученная в AlphaFold; серым – S-субъединица EcoKI из 
PDB (5YBB). б – Возможная схема межбелковых контактов ArdA_Xs и S-субъединицы комплекса EcoKI в сравнении 
с PDB-структурой комплекса белок-ДНК. в – Те же контакты ArdA_Xs и S-субъединицы EcoKI (смоделированной 
в AlphaFold) без наложения PDB-структуры комплекса белок-ДНК. г – Предположительная схема межбелковых 
контактов ArdA_Xs и S-субъединицы комплекса EcoKI на другом, симметричном, участке S-субъединицы.
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вкладе этого компонента (небольших структурных 
различий) в  эффект антирестрикции. Следует от-
метить, что разница в ингибировании RMI-систем 
EcoR124I и EcoR124II несколько меньше, чем при 
проверке менее схожих друг с другом комплексов 
EcoKI, EcoR124II и EcoAI. Этот факт означает, что 
субъединицы HsdS RMI-систем не только обладают 
разной специфичностью к ДНК, но имеют и струк-
турные отличия, которые могут быть причиной спец-
ифичности взаимодействия с ArdA. Большинство 
сайт-специфичных ферментов способны сайт-не-
специфично связывать ДНК, поэтому разумно пред-
положить, что с эволюционной точки зрения мими-
крия антирестрикционных белков под конкретный 
ДНК‑сайт может быть проигрышной стратегией, од-
нако это скорее философский спор о том, что лучше: 
узкий, но высококлассный специалист, или широ-
копрофильный универсал, являющийся, однако, ди-
летантом в каком-то конкретном случае. Возможно, 
эволюция некоторых автономно реплицирующихся 
генетических элементов, имеющих узкий спектр хо-
зяев, происходит по первому сценарию, что приводит 
к возникновению антирестрикционных белков, оп-
тимальным образом приспособленных к ДНК-рас-
познающим доменам определенных RM-систем.

Моделирование пространственной структуры 
комплекса EcoKI и димера белка ArdA_Xs позволи-
ло предсказать аминокислотные остатки, участвую-
щие в обеспечении этой специфичности. AlphaFold 
довольно неплохо показывает себя в предсказании 
белок-белковых взаимодействий и в связке с мо-
лекулярной динамикой может использоваться для 
предсказания белок-белковых взаимодействий. 
Исходя из результатов моделирования комплекса 
EcoKI и димера белка ArdA_Xs, остаток глутамата 
E169 у ArdA_Xs можно рассматривать как кандидат 
на связывание с  S-субъединицей EcoKI. В  даль-
нейшем стоит проверить влияние мутации E169 на 
связывание EcoKI с ArdA_Xs. Отметим, что E169 
представлен у обоих антирестрикционных белков – 
ArdA_pKM101 и  ArdA_Xs, эффективно работаю-
щих против EcoKI (рис. 3) [23].

В заключение следует отметить, что полученные 
данные дают представление о  перспективности 
использования генов типа ardA в качестве основы 
для дизайна белков, специфически ингибирующих 
ДНК-связывающие регуляторы.

Работа КАА и УАА по проверке антирестрикци-
онной активности генов ardA выполнена при фи-
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ArdA are DNA-mimic proteins which inhibit type I restriction-modification (RMI) systems by binding to 
them instead of DNA. The question of specificity to DNA methylation sites recognized by RMI complexes 
remains to be answered: is ArdA able to mimic a specific DNA site? In this work, we cloned ardA genes 
from three Gram-positive bacteria Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas monteilii and Xanthomonas sp. 
Antirestriction abilities of these genes were tested against three RMI systems of Escherichia coli, differing 
in DNA recognition/methylation sites. It was shown that despite the similarity of predicted structures of 
the studied ArdA proteins, they have significant specificity for three RMI systems. The results obtained 
may indicate the ability of DNA-mimetics to imitate specific DNA sites.
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