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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность работы

Системы рестрикции-модификации (Р-М) широко распространены среди  прокариот. 
Большинство прокариот содержит от  одной до четырех систем Р-М (Oliveira et al., 
2014). Классические системы Р-М включают ферменты с двумя типами активности: 
ДНК-метилтрансферазы  (МТазы)  способны  метилировать  определенные 
последовательности  ДНК  (сайты  узнавания),  а  эндонуклеазы  рестрикции  (ЭР) 
расщепляют ДНК, если соответствующий сайт неметилирован. Также к системам Р-М 
относят эндонуклеазы рестрикции, расщепляющие метилированную ДНК (Roberts et 
al.,  2003).  Благодаря  колокализации  генов,  системы  Р-М  способны  перемещаться 
между геномами за счет горизонтального переноса генов, и даже рассматриваются в 
литературе  как  своеобразные  формы  жизни,  подобно  вирусам  или  транспозонам 
(Kobayashi, 2001). 
Системы  Р-М  были  открыты  благодаря  их  способности  защищать  бактерии  от 
бактериофагов  (Arber  et  al.,  1962,  Bickle  et  al.,  1993). Последующие  исследования 
показали, что они влияют на различные аспекты эволюции и экологии бактерий: от 
олигонуклеотидного состава  генома  до  регуляции экспрессии генов  и  патогенности 
(Vasu et al.,  2013). Таким образом, изучение эволюции систем Р-М и их влияния на 
эволюцию  прокариот  необходимо  для  более  глубокого  понимания  механизмов 
изменения патогенности бактерий и является актуальной научной задачей.
Эволюция систем Р-М и влияние систем Р-М на эволюцию кодирующих их геномов 
прокариот  обсуждаются  в  литературе  с  момента  открытия  систем  Р-М.  Однако 
большинство выводов основано на изучении небольшого числа геномов прокариот и 
систем Р-М. Например, избегание сайтов узнавания систем Р-М было показано (Karlin 
et  al.,  1994,  Karlin  et  al.,  1997,  Gelfand  et  al.,  1997,  Rocha  et  al.,  2001)  только  для 
палиндромных  последовательностей  длины  4-6  п.н.  для  нескольких  десятков 
бактериальных геномов. 
В  последние  годы,  благодаря  развитию  технологий  секвенирования  геномов, 
количество известных геномов выросло в сотни раз,  также увеличилось количество 
известных систем Р-М и их сайтов узнавания. В связи с этим появилась возможность 
изучения эволюции систем Р-М и их влияния на геномы прокариотических хозяев на 
основе тысяч доступных в настоящее время геномов прокариот.  

Цели и задачи исследования

Цель  данной  работы  заключалась  в  исследовании  влияния  систем  Р-М  на  геномы 
прокариот методами биоинформатики и сравнительной геномики.
Для достижения данной цели были поставлены следующие задачи:
1. Поиск рассредоточенных систем Р-М в доступных геномах прокариот.
2. Исследование влияния систем Р-М на встречаемость их сайтов в геномах прокариот, 

кодирующих данные системы.
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3. Исследование  влияния  свойств  системы  Р-М  на  недопредставленность  сайтов 
систем Р-М в геномах прокариот, включая тип системы Р-М, особенности ее сайта 
узнавания  (длина,  вырожденность  и  (а)симметрия))  и  продолжительность  жизни 
данной системы Р-М в геноме.

Научная новизна и практическая значимость работы

В  результате  анализа  систем  Р-М  в  полных  геномах  прокариот,  впервые  проведен 
систематический поиск рассредоточенных систем Р-М методами биоинформатики.
Полученные результаты по оценке влияния систем Р-М на недопредставленность своих 
сайтов в геномах прокариот являются новыми. На основе анализа сотен (601) сайтов 
узнавания  систем  Р-М  в  тысячах  (2114)  геномов  прокариот  показано,  что  только 
системы  Р-М  типа  II (исключая  системы  типа  IIM и  IIG)  вызывают 
недопредставленность своих сайтов узнавания в соответствующих геномах прокариот. 
При этом впервые показано,  что  палиндромные и  асимметричные сайты узнавания 
избегаются в равной степени. 
Впервые  показано,  что  уменьшение  числа  сайтов  систем  Р-М  в  геноме  может 
свидетельствовать о прошлой активности потерянных в настоящее время систем Р-М. 
Такой вывод сделан на основании того, что в геномах бактерий недопредставлены не 
только  сайты  систем  Р-М,  закодированные  в  них,  но  также  сайты  систем  Р-М, 
закодированные в геномах близких родственников.
На примере последовательности GATC впервые показано, что снижение числа сайтов 
систем  Р-М  может  быть  связано  с  наличием  в  популяции  бактерий 
взаимоисключающих систем Р-М.
В работе исследованы системы Р-М в более чем двух тысячах геномах прокариот. На 
основании анализа  полученных данных в  геномах были найдены рассредоточенные 
системы  Р-М,  гены  которых  не  колокализованы,  а  разнесены  на  значительные 
расстояния  в  геноме.  Существование  таких  систем  дополняет  существующие 
представления об эволюции систем Р-М.
Предложенная  методика  поиска  рассредоточенных  систем  Р-М  может  быть 
использована при аннотации и реаннотации геномов прокариот. 
Анализ встречаемости сайтов узнавания систем Р-М в геномах прокариот выявил, что 
только системы Р-М типа  II, ЭР и МТаза которых действуют независимо, вызывают 
избегание своих сайтов в геномах прокариот, кодирующих эти системы. Выявленный 
сдвиг во времени между появлением и исчезновением генов систем Р-М в геномах и 
недопредставленностью  их  сайтов  узнавания  позволяет  анализировать  потерянные 
системы Р-М, что может быть интересно с точки зрения изучения эволюции прокариот 
и систем Р-М.
В  работе  найдена  связь  между  недопредставленностью  сайта  узнавания  GATC  и 
наличием  взаимоисключающих  систем  Р-М  в  популяции  бактерий,  способных  к 
обмену ДНК. Данные результаты являются одним из немногих известных примеров 
взаимодействия между различными системами Р-М, и влиянием этого взаимодействия 
на эволюцию геномов прокариот.
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Основные результаты и положения, выносимые на защиту

1. Гены белков, входящих в одну систему Р-М, могут быть не колокализованы и 
могут находиться на большом (больше 4 т.п.н.) расстоянии друг от друга. Такие 
системы Р-М предложено называть рассредоточенными.

2. Предложен  метод  систематического  поиска  рассредоточенных  систем  Р-М  в 
геномах  прокариот,  который  заключается  в  поиске  систем  Р-М,  содержащих 
белки,  гомологичные  одиночным  эндонуклеазам  рестрикции  (и  ДНК-
метилтрансферазам).

3. Системы Р-М типа II,  состоящие из  независимо действующих эндонуклеазы 
рестрикции и ДНК-метилтрансферазы, вызывают недопредставленность своих 
сайтов в кодирующих их геномах независимо от свойств сайта. Сайты систем Р-
М  типов  I,  III,  IV,  IIC/G,  как  правило,  не  избегаются  в  соответствующих 
геномах.

4. Продолжительность  жизни  систем  Р-М  в  геномах  прокариот  влияет  на 
недопредставленность соответствующих сайтов узнавания в данных геномах.

5. В геномах прокариот обнаруживается недопредставленность сайтов потерянных 
систем Р-М. 

6. Избегание  сайта  узнавания  системы  Р-М  может  быть  адаптацией  к 
горизонтальному  переносу  генов  между  бактериями,  имеющими 
взаимоисключающие  системы,  способные  расщеплять  один  и  тот  же 
метилированный или неметилированный сайт.

Публикации. Степень достоверности и апробация результатов

Материалы  диссертации  опубликованы  в  4  статьях  в  рецензируемых  научных 
журналах  и  в  14  тезисах  сборников  трудов  конференций.  Результаты  работы  были 
представлены на международных конференциях  Moscow Conference on Computational 
Molecular Biology (MCCMB)  (Москва,  Россия)  в  2007,  2009,  2011,  2013,  2015  гг, 
Molecular Genetics of Bacteria and Phages Meeting, 2013 (Мэдисон, США), Симпозиумах 
DFG/RFBR 2007-2015  (Россия,  Литва,  Германия),  BGRS'14  (Новосибирск,  Россия), 
ECCB'14 (Страсбург, Франция). Список публикаций по теме диссертации приведен в 
конце работы.

Личный вклад автора

Результаты,  изложенные  в  диссертации,  получены  лично  автором.  Постановка 
изложенных в диссертации цели и задач была сделана научным руководителем к. ф.-
м.н. Алексеевским А.В. Диссертант участвовал в подготовке всех публикаций по теме 
диссертации.  В  совместных  публикациях  к.  ф.-м.н.  Алексеевскому  А.В.,  к.  ф.-м.н. 
Спирину  С.А.,  д.б.н.  Карягиной  А.С.  принадлежат  постановки  задач  и  указания 
основных направлений исследований,   подготовка публикаций к печати. Русиновым 
И.С.  в  работах  (Rusinov  et  al.,  2015;  Ershova  et  al.,  2016)  выполнены программная 
реализация формулы Карлина для подсчета ожидаемого числа сайтов в геноме и расчет 
представленности  сайтов  рестрикции  в  геномах.  Васильевым  М.О.  выполнены 
программная  реализация  алгоритма  поиска  рассредоточенных  систем Р-М в  работе 
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(Ershova et al., 2012) и программная реализация анализа совместного влияния систем 
Р-М,  узнающих  последовательность  GATC,  на  недопредставленность  этой 
последовательности в  геноме методом линейной регрессии в  работе  (Ershova et  al., 
2016).  В  работе  (Ershova  et  al.,  2012)  диссертантом  найдены  гены  одиночных 
эндонуклеаз  рестрикции  в  геномах  прокариот,  предложен  алгоритм  поиска 
рассредоточенных  систем  в  геноме,  выполнен  поиск  рассредоточенных  систем  в 
доступных геномах прокариот.  В работе (Rusinov et  al.,  2015) диссертант выполнил 
анализ представленности сайтов рестрикции в геномах, поиск недавно приобретенных 
систем Р-М. Обзор литературы о роли систем Р-М в эволюции и экологии прокариот 
(Ершова и др., 2015) написан на основе обзора литературы для данной диссертации. В 
работе  (Ershova,  2016)  диссертант  классифицировал  GATC  –  специфичные 
эндонуклеазы  рестрикции  и  ДНК-метилтрансферазы,  выявил  и  проанализировал 
феномен  недопредставленнности  последовательности  GATC  в  присутствии 
взаимоисключающих систем Р-М в разных штаммах одного вида бактерий. 

Структура и объём работы

Диссертация  состоит  из  введения,  3  глав,  выводов  и  библиографии.  Общий объем 
диссертации, включая 23 рисунка и 9 таблиц, составляет 152 страницы, в том числе 
библиография включает 266 наименований на 20 страницах. 

СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ

Введение содержит  обоснование  актуальности  темы  работы,  цели  и  задачи 
исследования,  его  научную  новизну  и  практическую  значимость.  Сформулированы 
основные результаты, выносимые на защиту.
Глава 1 содержит обзор литературы, в котором обсуждаются особенности систем Р-М 
различных типов, данные о влиянии систем Р-М на эволюцию и экологию прокариот. 
Проведенный анализ литературы показывает,  что исследование влияния систем Р-М 
различных типов на недопредставленность своих сайтов в геномах прокариот является 
актуальной  биоинформатической  задачей.  При  этом  различные  типы  систем  Р-М 
различаются по строению сайтов узнавания и организации ферментов (МТазы и ЭР). 
Только ЭР ортодоксальных систем Р-М типа II способны взаимодействовать со своими 
сайтами узнавания независимо от соответствующей МТазы.
Также  в  обзоре  литературы  обсуждаются  методы,  используемые  в  сравнительной 
геномике, которые могут быть применены для анализа влияния систем Р-М на геномы 
прокариот.  
Глава  2 содержит  описание  наборов  геномов  прокариот  и  систем  рестрикции-
модификации,  а  также  описание  методов  и  подходов,  применявшихся  для  их 
исследования. В анализ были включены системы Р-М, аннотированные в БД REBASE 
(REstriction DataBASE).
Для  исследования  недопредставленности  сайтов  систем  Р-М  использовалось 
отношение наблюдаемого числа сайтов к ожидаемому (Kr). Для расчета  Kr для сайта 
любой  длины  (site)  формула,  предложенная  в  работе  Karlin,  1994  была  обобщена 
следующим образом:
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Kr=
f obs ( site ) ×∏ f obs (evenN )

∏ f obs (oddN )
где  f obs ( site )  -  наблюдаемое  в  геноме  число  встреч 

данного сайта;  f obs (evenN )  -  наблюдаемое в геноме число подслов данного сайта с 
четным  числом  букв  N,  где  N –  любой  из  четырех  нуклеотидов;  f obs (oddN )

наблюдаемое в геноме число подслов данного сайта с нечетным числом букв N, где N – 
любой из четырех нуклеотидов. Сайт считался недопредставленным в данном геноме, 
если отношение наблюдаемого числа сайтов в геноме к ожидаемому (Kr) меньше или 
равно 0.78 и перепредставленным, если это отношение больше или равно 1.23. При 
этом рассматривались только случаи, когда ожидаемое число сайтов в геноме больше 
15.
Для оценки влияния систем Р-М на недопредставленность своих сайтов наборы пар 
сайт-геном, где сайты являлись сайтами узнавания систем Р-М, закодированных в тех 
же  геномах  сравнивались  с  контрольными  наборами  пар  сайт-геном,  где  сайты 
являлись  всеми  известными  сайтами  систем  Р-М  с  теми  же  свойствами,  что  и  в 
исследуемом наборе. При этом не требовалось, чтобы соответствующая система Р-М 
была закодирована в данном геноме.
Глава 3 содержит описание основных результатов данной работы и их обсуждение, и 
состоит из двух разделов.  В разделе 3.1 приводится количественная и качественная 
характеристика  систем  Р-М,  аннотированных  в  доступных  геномах  прокариот. 
Обсуждается феномен существования в геномах одиночных эндонуклеаз рестрикции. 
Поскольку  экспрессия  эндонуклеаз  рестрикции  без  соответствующей  ДНК-
метилтрансферазы  либо  бесполезна  для  клетки,  либо  токсична,  выдвигается 
предположение, что найденные одиночные эндонуклеазы рестрикции либо неактивны, 
либо соответствующие геномы кодируют парные МТазы.
Для поиска парных МТаз был предпринят поиск гомологичных систем Р-М в других 
геномах  (см.  рис.  1А).  В результате  для  57 из  272 найденных одиночных ЭР была 
найдена парная МТаза. При этом гены найденных парных МТаз не колокализованы с 
генами соответствующих ЭР. Такие системы Р-М были названы рассредоточенными. 
Примеры  таких  систем  показаны  на  рисунках  1Б,  В.  Основной  результат  данного 
раздела  заключается  том,  что  гены системы Р-М могут  находиться  на  большом 
расстоянии друг от друга.
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Рисунок 1. Рассредоточенные системы Р-М. А. Алгоритм поиска ортологичных систем Р-М. 
Геномы обозначены большими кругами, стрелки соединяют ортологичные гены. Б. Пример 
организации генов рассредоточенных систем типа I из Staphylococcus aureus и Staphylococcus 
saprophyticus. Ортологичные гены соединены серыми прямоугольниками. Гены, кодирующие 
метилтрансферазные субъединицы, обозначены стрелками с частыми черно-белыми полоса-
ми, и буквой “М”, гены, кодирующие эндонуклеазные субъединицы, показаны серыми стрел-
ками и обозначены буквой “R”, гены S-субъединиц обозначены стрелками с редкими черны-
ми полосами и буквой “S”. Остальные открытые рамки обозначены пустыми стрелками.  Уве-
личенные расстояния между генами обозначены треугольниками, над которыми указано рас-
стояние в т.п.н.

Раздел  3.2  содержит  результаты  исследования  влияния  систем  Р-М  на 
недопредставленность их сайтов в геномах прокариот.  Наиболее важные результаты 
представлены ниже:
(i) Сайты ортодоксальных систем Р-М типа II избегаются в геномах прокариот.
Как видно из рис.2, только ортодоксальные системы Р-М типа II,  закодированные в 
данном  геноме,  вызывают  недопредставленность  своих  сайтов  в  соответствующих 
геномах. Распределения Kr для сайтов систем Р-М типов I, III, IIG а также узнающих 
метилированные сайты систем типа IIM и IV, закодированных в данном геноме, близки 
к  распределениям  Kr  для  контрольных  групп  соответствующих  сайтов  систем  в 
геномах прокариот и в геномах эукариотических вирусов, не встречающих системы Р-
М в своем жизненном цикле. 
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Рисунок  2.  Гистограммы распределения  Kr.  А.  Распределение  Kr  для  пар  сайт-геном,  где 
сайтом являются сайты ортодоксальных систем Р-М типа II.  Б.  Распределение Kr для пар 
сайт-геном, где сайтом являются сайты систем Р-М типов I, IIC/G и III. Распределение Kr для 
наборов пар сайт-геном, в которых системы Р-М с данным сайтом узнавания закодированы в 
данном геноме, показаны пунктиром, штриховым пунктиром - распределение Kr для прокари-
отического контроля, сплошной линией - распределение Kr для  соответствующих сайтов в 
геномах эукариотических вирусов. Отрезок [0:2) разбит на 41 карман, процент пар с Kr, попа-
дающими в этот карман, показан над его серединой. Границы недопредставленности и пере-
представленности показаны вертикальными линиями.

Исключение  представляет  собой  сайт  GATC,  который  избегается  в  95%  геномов 
прокариот, кодирующих системы Р-М типа IIM, которые расщепляют метилированную 
последовательность GATC. Этот исключительный случай рассмотрен ниже.
Ортодоксальные  системы Р-М в  равной мере  влияют на  недопредставленность  как 
палиндромных, так и непалиндромных сайтов узнавания (рис. 3). 
Недопредставленность сайтов ортодоксальных систем Р-М наблюдается примерно в 
половине  случаев  (47,9%).  Исследование  недопредставленности  сайтов  узнавания 
экспериментально изученных систем Р-М показало, что отсутствие избегания сайтов 
не может быть объяснено ошибками в предсказании систем Р-М. 
(ii)  Недопредставленность  сайтов  зависит  от  времени  жизни  соответствующих 
систем Р-М в геноме.
Для исследования влияния времени жизни систем Р-М на недопредставленность своих 
сайтов, наборы сайт-геном, где сайт представлял собой сайт узнавания системы Р-М, 
закодированной  в  данном  геноме,  были  разделены  на  группы,  предположительно 
обогащенные  «новыми»  и  «старыми»  системами  Р-М.  Разделение  было  проведено 
тремя  независимыми  способами.  Во-первых,  системы  Р-М  были  разделены  на 
системы,  закодированные  на  плазмидах  или  на  хромосомах.  Поскольку  плазмиды 
являются  мобильными  элементами  генома,  можно  ожидать,  что  среди  систем  Р-М 
первой  группы,  будет  больше  недавно  приобретенных,  чем  среди  систем  второй 
группы. Во-вторых, системы Р-М были разделены на частые, которые встречаются во 
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Рисунок  3.  Распределение  Kr  для  палиндромных  (A)  и  непалиндромных  (Б)  сайтов 
ортодоксальных систем Р-М. Гистограммы распределения Kr для наборов пар сайт-геном, в 
которых системы Р-М с данным сайтом узнавания закодированы в данном геноме показаны 
пунктирными  линиями,  для  контрольных  наборов  пар  –  штриховым пунктиром.  Границы 
недопредставленности  и  перепредставленности  показаны  вертикальными  линиями  на 
рисунке  3А.  На  рис.  3Б  сплошной  линией  показана  граница  недопредставленности  для 
асимметричных  сайтов  при  которой  происходит  избегание  такого  же  процента  сайтов  в 
контрольной  группе,  что  и  в  контрольной  группе  палиндромных  сайтов  при  границе 
недопредставленности 0.78.
многих геномах одного вида, и редкие, которые редко встречаются в геномах одного 
вида. Предполагается, что более широко распространенные системы часто являются 
долгоживущими.  В-третьих,  для  определения  времени жизни  систем Р-М в  геноме 
была  использована  разница  в  олигонуклеотидном  составе  фрагментов  генома, 
кодирующих гены систем Р-М и остального генома. Гены систем Р-М, закодированные 
в  фрагменте,  сильно  отличающемся  по  олигонуклеотидному  составу  от  остального 
генома,  вероятно,  являются  недавно  приобретенными  путем  горизонтального 
переноса. 
Увеличение  фракции  недопредставленных  пар  наблюдалось  в  группах, 
предположительно обогащенных долгоживущими системами Р-М, полученных всеми 
тремя способами (см. рис. 4).
(iii)  Недопредставленность  сайта  сохраняется  после  потери  соответствующей 
системы Р-М.
В  геномах  прокариот  часто  недопредставлены  сайты  систем  Р-М,  которые  не 
закодированы в данных геномах, но закодированы в геномах близких родственников 
(рис.5).  Таким  образом,  родственные  геномы  имеют  сходный  профиль 
недопредставленных  сайтов.  Эти  результаты  свидетельствуют  о  том,  что 
недопредставленность сайтов может быть следом потерянной системы Р-М.
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Рисунок 4. Доля недопредставленных сайтов среди сайтов предположительно недавно приоб-
ретенных и старых систем Р-М в актуальных наборах пар. Показаны фракции недопредстав-
ленных  (черным),  нормально  представленных  (белым)  и  перепредставленных  (серым).  А. 
Сайты систем Р-М, закодированных на хромосомах и плазмидах; Б. Сайты редких и частых 
систем Р-М; В. Сайты систем Р-М, закодированных на участках генома с различной степенью 
чужеродности в геноме по данным программы Alien_hunter (среди пар, которые не относятся 
ни к редким, ни к частым системам), чем больше отношение Score/Threshold, тем больше дан-
ный фрагмент генома отличается по олигонуклеотидному составу, и тем более вероятно, что 
он недавно попал в геном. НП обозначены пары, включающие сайты систем Р-М, гены кото-
рых не закодированы на фрагментах, предсказанных программой Alien_hunter как предполо-
жительно недавно приобретенных геномом. 
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Рисунок 5.  Избегание в геномах прокариот сайтов систем Р-М, закодированных в близко-
родственных геномах. Рассмотрены только палиндромные сайты ортодоксальных систем Р-М, 
длиной 4-6 п.н.  А. Распределение Kr для актуальных пар сайт-геном показано пунктиром, 
сплошной  линией  показано  распределение  Kr  прокариотического  контрольного  набора. 
Штрихпункир обозначает распределение Kr для сайтов систем Р-М, не закодированных в дан-
ных геномах, но закодированных в геномах других штаммов того же вида, штриховой пунк-
тир показывает распределение Kr для сайтов систем Р-М в случае, если эти системы Р-М за-
кодированы только в других геномах того же рода, но не вида. Б. Соотношение нормально 
представленных (белые столбики) и недопредставленных сайтов (черные столбики) для слу-
чаев, описанных на рисунке 5А.

(iv)  Избегание  сайта  узнавания  GATC наблюдается  в  100%  случаев,  если 
представители вида несут взаимоисключающие системы Р-М.
Палиндромная  последовательность  5'-GATC-3'  является  сайтом  узнавания 
классических  систем  Р-М,  которые  включают  МТазы,  способные  метилировать 
последовательность  GATC в  N6  или  N4  положении  аденина  или  в  С5  положении 
цитозина,  и  ЭР,  способные  расщеплять  неметилированный  сайт.  Известны  также 
одиночные  регуляторные  МТазы,  узнающие  эту  последовательность  и  метил-
зависимые  ЭР  типа  IIM (DpnI-подобные),  которые  способны  расщеплять 
последовательность GATC, метилированную в N6 положении аденинового основания.
Последовательность  GATC недопредставлена  в  164  из  391  геномов,  кодирующих 
соответствующую систему Р-М типа II, в 58 из 66 геномов, кодирующих ЭР типа IIM, 
и в 200 из 3124 геномов, кодирующих одиночную МТазу (см. рис. 6А).
Различные семейства систем Р-М в различной степени влияют на избегание GATC в 
соответствующих геномах (см. рис. 6Б).
Недопредставленность GATC наблюдается во всех случаях (61 геном 4 неродственных видов 
Eubacterium rectale,  Moraxella  catarrhalis,  Neisseria  meningitidis,  Streptococcus  pneumoniae), 
когда  в  различных  представителях  одного  вида  встречаются  МТазы,  метилирующие 
адениновое основание в N6 позиции и ЭР типа IIM (семейства DpnI), которые расщепляют 
метилированную по N6 позиции аденинового основания последовательность GATC (см. табл. 
1).
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Рисунок 6. А. Распределение Kr для последовательности GATC в геномах, которые кодируют 
GATC-специфичные системы Р-М (красный), одиночные МТазы (синий) или не кодируют си-
стемы Р-М или одиночные МТазы, узнающие данную последовательность (черный). Б. Недо-
представленность GATC в геномах, кодирующих системы Р-М и одиночные белки различных 
семейств по классификации БД Pfam. По оси Х представлены Pfam семейства МTаз, по оси Y 
– семейства ЭР. "None" означает, что в геноме не закодировано ЭР или МТазы, узнающей 
GATC. В каждой клетке таблицы указана доля геномов, кодирующих белки соответствующего 
семейства, в которых последовательность GATC недопредставлена и оценка погрешности из-
за различного числа геномов в каждой группе. В двух случаях (семейства D12&N6_N4&DpnII 
и D12&N6_N4), геномы кодируют две МТазы, гены которых колокализованы. Такой ситуации 
соответствуют две объединенные клетки. Белый цвет клеток, означает, что ни один из гено-
мов, кодирующих белок данного семейства не избегает последовательность  GATC, черный 
цвет  –  все  геномы,  кодирующие  данное  семейство  белков  избегают  последовательность 
GATC. 

Таблица 1.
Kr и число геномов, кодирующих белки каждого семейства в видах, представители 

которых кодируют взаимно исключающие системы.

* ЭР семейства DpnI расщепляет метилированный сайт GATC.
** Этот геном кодирует полноразмерный ген ЭР типа IIM и два колокализованных фрагмента МТаз 
семейств D12 and N6_N4 Mtases, сходных с МТазами системы MboI (>95% identity).
При  этом  в  геноме,  кодирующем  N6mA МТазу,  последовательности  GATC 
метилированы,  а  в  геноме,  кодирующем  ЭР  семейства  DpnI –  нет.  По  данным 
литературы эти белки не могут быть активны в одной и той же клетке.
Недопредставленность сайта  GATC могла бы быть объяснена токсичностью системы 
Р-М семейства  D12&N6_N4&DpnII или следами ее присутствия. Однако при этом ни 
одна система Р-М с ЭР того же семейства (DpnII) не вызывает недопредставленность 
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GATC в 100% случаев (см. рис. 6Б). Кроме того, токсичность систем Р-М не может 
объяснить наблюдаемую недопредставленность последовательности  GATC в геномах 
N. meningitidis. 
Во всех случаях взаимоисключающие системы закодированы в гомологичных областях 
генома соответствующих штаммов бактерий. S. pneumoniae и N. meningitidis известны 
как  бактерии,  способные  к  обмену  геномной  ДНК  и  живущие  в  генетически 
неоднородных  популяциях.  При  этом  по  данным  литературы  наличие 
взаимоисключающих систем не является барьером для обмена ДНК, т.к. он происходит 
в  форме  одноцепочечной  ДНК.  Тем  не  менее,  бактерии  с  взаимоисключающими 
системами  часто  принадлежат  к  различным  кладам,  что  свидетельствует  об 
ограничении обмена ДНК между ними. Учитывая то, что гены взаимоисключающих 
систем закодированы в гомологичных областях, такое ограничение может быть связано 
с возможностью внедрения генов системы Р-М в геном с противоположным статусом 
метилирования.  Такое  событие  в  любом  случае  приведет  к  расщеплению  генома-
реципиента. Поэтому можно предположить, что недопредставленность GATC  является 
адаптацией  бактерий к  циркуляции в  популяции взаимоисключающих систем.  Этот 
способ  защиты  может  дополняться  другими  способами  защиты  геномной  ДНК  от 
повреждения новой системой Р-М, например, регуляцией экспрессии ЭР. 
Полученные результаты обобщены в заключениях по каждому из двух разделов главы 
3, в конце работы сделаны выводы. 

ВЫВОДЫ
1. При  помощи  методов  сравнительной  геномики  для  57  из  272  одиночных 

эндонуклеаз  рестрикции  обнаружены  гены  парных  ДНК  метилтрансфераз,  что 
доказывает  существование  систем  Р-М,  гены  которых  не  колокализованы,  а 
находятся  на  значительном  расстояниet друг  от  друга.  Предложен  метод 
систематического предсказания таких систем на основе поиска ортологов.

2. Показано, что сайты ортодоксальных систем Р-М типа II, закодированых в геномах 
прокариот,  недопредставлены в данных геномах в 47,9% случаев, в то время как 
среди всех сайтов ортодоксальных систем Р-М в геномах прокариот (контрольная 
группа) недопредставленность наблюдается только в 3,9% случаев.

3. Найдена  связь  недопредставленности  сайтов  систем  Р-М  в  геноме  прокариот  с 
продолжительностью существования генов этих систем в соответствующем геноме, 
оцененной тремя различными способами.

4. Обнаружено, что сайты систем Р-М, которые не закодированы в данном геноме, но 
закодированы в других геномах того же вида недопредставлены в 43,3% случаев, 
поэтому недопредставленные сайты могут быть следами потерянных систем Р-М в 
данных геномах. 

5. Показано, что недопредставленность сайта 5'-GAТC-3' наблюдается в 100% случаев, 
если среди представителей вида встречаются как штаммы, кодирующие системы Р-
М, расщепляющие сайт 5'-GAТC-3' в метилированном состоянии, так и штаммы, 
кодирующие  системы  Р-М,  которые  расщепляют  этот  сайт  в  неметилированном 
состоянии.
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