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КАК ИНСТРУМЕНТ ПОИСКА ФЕРМЕНТОВ С НОВЫМИ СВОЙСТВАМИ
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ДНК-полимеразы катализируют синтез ДНК при репликации, репарации и рекомбинации ДНК.
Ряд ДНК-полимераз, например полимераза Taq из Thermus aquaticus, нашли применение в различ-
ных приложениях молекулярной биологии и биотехнологии, в частности, в качестве инструментов
амплификации ДНК. Однако эффективность этих ферментов зависит от таких факторов, как про-
исхождение ДНК, состав праймера, длина и GC-содержание матрицы, способность формировать
стабильные вторичные структуры. Подобные ограничения делают актуальным поиск новых фер-
ментов с улучшенными свойствами. В нашем обзоре рассмотрены основные структурные и молеку-
лярно-кинетические особенности функционирования ДНК-полимераз, принадлежащих к струк-
турному семейству А, включая Taq-полимеразу. Филогенетический анализ этих ферментов позво-
лил установить высококонсервативный консенсусный “слепок”, содержащий 62 аминокислотных
остатка, распределенных по структуре фермента. Сравнительный анализ этих аминокислотных
остатков у малоизученных ДНК-полимераз позволил выявить семь ферментов, потенциально обла-
дающих свойствами, необходимыми для их использования в амплификации ДНК.
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ВВЕДЕНИЕ
ДНК-полимеразы играют ключевую роль в со-

хранении стабильности генома. Ферменты этого
класса катализируют полимеризацию 2'-дезокси-
рибонуклеотидмонофосфатов вдоль цепи ДНК,
которую фермент “читает” и использует в каче-
стве матрицы. Тип нового нуклеотида определяет-
ся по принципу комплементарности с нуклеоти-
дом, расположенным в матрице, с которой ведется
считывание. Таким образом, вновь синтезируемая
молекула полностью комплементарна матричной
цепи и идентична одной из цепей двойной спира-
ли ДНК.

ДНК-полимеразы играют важную роль не
только в ряде процессов, необходимых для жизни
клеток, например, в процессах репликации и ре-
парации ДНК, но используются и в различных
приложениях молекулярной биологии и биотех-
нологии, в частности, в методе полимеразной
цепной реакции (ПЦР). ПЦР является быстрым,

специфичным и чувствительным методом ампли-
фикации нуклеотидных последовательностей,
который широко используется в научных иссле-
дованиях и клинической практике. Для проведе-
ния ПЦР необходимы термостабильные полиме-
разы, обладающие (в зависимости от решаемой
задачи) определенным набором дополнительных
свойств, таких как высокая точность, 5ꞌ–3ꞌ- и
3ꞌ–5ꞌ-экзонуклеазные активности, высокая ско-
рость работы, создание тупых или липких концов
у синтезируемых цепей ДНК [1].

Необходимо отметить, что в ПЦР используются
в основном ДНК-полимеразы, принадлежащие к
двум из семи известных структурных семейств, а
именно, семействам А и Б. Наиболее известные
представители этих семейств – полимеразы Taq
из Thermus aquaticus и Pfu из Pyrococcus furiosus.
Для получения ферментов с улучшенными ката-
литическими свойствами природные варианты
этих ферментов и их гомологи модифицировали с
использованием технологий белковой инженерии.

Наибольшие трудности возникают при попыт-
ках амплификации ДНК, находящихся в клеточ-
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1 Эти авторы внесли равный вклад в написание данного об-
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ных экстрактах, крови, образцах “древней ДНК”
и других природных материалах. В подобных слу-
чаях возникают проблемы, обусловленные при-
сутствием различных ингибиторов полимераз,
большой долей поврежденной ДНК и малым ко-
личеством ДНК в целом. Кроме того, амплифи-
кация протяженных фрагментов ДНК сталкива-
ется с ограничениями, связанными с процессив-
ными свойствами конкретной ДНК-полимеразы.
Более того, в ДНК могут встречаться особо слож-
ные последовательности, например GC-богатые,
или участки, формирующие прочные вторичные
структуры, которые существенно снижают про-
цессивность ДНК-полимераз. На данный момент
не обнаружено и не создано “универсальной”
ДНК-полимеразы, способной преодолевать все
описанные препятствия при проведении ПЦР
как в научных исследованиях, так и в диагности-
ческих целях. Выбор конкретной полимеразы за-
висит от нескольких факторов: происхождения
ДНК, структуры праймеров, длины матрицы, со-
держания GC-богатых участков [2]. На работу по-
лимераз влияют также концентрации солей, ка-
тионов металлов и 2'-дезоксирибонуклеотидтри-
фосфатов [3].

В нашем обзоре рассмотрены основные струк-
турные и молекулярно-кинетические особенно-
сти функционирования ДНК-полимераз, при-
надлежащих к структурному семейству А. Фило-
генетический анализ этих ферментов позволил
установить консенсусный “слепок”, включаю-
щий 62 высококонсервативных аминокислотных
остатка, распределенных в структуре фермента.
Проведение сравнительного анализа остатков,
входящих в “функциональный слепок”, у мало-
изученных ДНК-полимераз позволило выявить
семь ферментов, потенциально обладающих
свойствами, необходимыми для использования в
биотехнологии.

ФЕРМЕНТАТИВНЫЕ СВОЙСТВА
ДНК-ПОЛИМЕРАЗ СЕМЕЙСТВА А

ДНК-полимеразы семейства А обладают ре-
пликативной и репарационной активностями.
3' → 5'-Экзонуклеазная активность выполняет кор-
ректирующую функцию, позволяя в случае ошибки
удалять присоединенный некомплементарный
нуклеотид, и таким образом повышает точность
синтеза ДНК. При этом 5' → 3'-экзонуклеазная
активность позволяет удалять РНК-праймеры.
Полимеразы этого семейства обнаружены у эука-
риот (Pol γ, Pol θ, Pol v), бактерий (Pol I) и вирусов
(T7 DNA pol) [4–6].

Первые термостабильные полимеразы семей-
ства А были выделены из бактерий рода Thermus,
оптимальная температура роста которых близка к
70°C, при этом некоторые виды могут выживать и
при 80°C [7]. Кроме нуклеотидилтрансферазной

активности, ДНК-полимеразы этих организмов
обладают 5'–3'-экзонуклеазной активностью, од-
нако у них нет 3'–5'-экзонуклеазной активности,
значительно повышающей точность синтеза
ДНК за счет удаления ошибочно присоединен-
ных нуклеотидов [8–10]. Точность синтеза ДНК
этими ферментами зависит от рН и концентра-
ции ионов Mg2+. Кроме того, на ошибочность
синтеза влияет концентрация dNTP, причем оп-
тимальным является равенство концентраций
различных нуклеозидтрифосфатов. Эти полиме-
разы добавляют также 3′-адениновый “хвост” к
синтезированной цепи.

Наиболее известным и хорошо изученным
представителем бактериальных полимераз семей-
ства А является Taq-полимераза из T. aquaticus [11].
Это первая термостабильная ДНК-полимераза,
использованная в ПЦР [12] и ставшая одним из
самых важных инструментов молекулярной био-
логии. Оптимальная температура работы Taq на-
ходится в промежутке 75–80°C; для ее работы не-
обходимы ионы Mg2+ [9]. Время полужизни поли-
меразы составляет около 40 мин при 95°C, что с
момента открытия архейных термостабильных
полимераз считается низким.

В настоящее время Taq в основном применяет-
ся, когда требуется амплифицировать короткие
последовательности ДНК – до 1 т.п.н., так как
уже при такой длине (и при 50%-ном GC-содер-
жании) эффективность синтеза составляет около
80% и сильно падает при дальнейшем увеличении
длины [13]. Taq легко ингибируется компонента-
ми плазмы крови, включая гемоглобин, лакто-
феррин и Ca2+, поэтому при проведении клини-
ческих анализов в смесь добавляют бычий сыво-
роточный альбумин, увеличивающий выход
реакции [14]. В других случаях используют специ-
альный буфер, повышающий точность синтеза
вплоть до 3.3 × 10–6 ошибок на пару оснований,
что считается приемлемым, но все еще уступает
показателям ДНК-полимераз семейства Б [15–17].

Помимо Taq-полимеразы применяют и другие
ферменты. Tfl из T. flavus является практически
полной копией Taq по характеристикам [18], Tth
из T. thermophilis [19] и Tfi из T. filiformis [8] имеют
схожие с Taq характеристики кроме немного
сниженной термостабильности. Кроме того,
найдены более термостабильные варианты по-
лимераз: Tbr из T. brockianus, Tca из Thermophilus
caldophilus [10] и несколько полимераз из бакте-
рий рода Thermotoga, живущих при температурах
вплоть до 90°C [20].

МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ ДНК-ПОЛИМЕРАЗ
Молекулярный механизм добавления нуклео-

тидов ДНК-полимеразами был предложен по
аналогии с практически идентичным механиз-
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мом 3'–5'-экзонуклеазной реакции, катализируе-
мой ДНК-полимеразой I [21, 22], получившим
название “two metal ion mechanism”. После свя-
зывания полимеразы на стыке дуплекса прай-
мер–матрица входящий нуклеотид связывается и
позиционируется в активном сайте с помощью
Уотсон–Криковских взаимодействий с основа-
нием матрицы, межмолекулярных контактов с
аминокислотными остатками активного центра и
координацией ионами двухвалентных металлов.
Один ион металла связывается между концевым
атомом O3' праймера и α-фосфатом входящего
dNTP и часто упоминается как металл A (MA),
или каталитический ион металла (рис. 1). Второй
ион металла координируется входящим dNTP
через немостиковые атомы кислорода α-, β- и
γ-фосфатов и часто упоминается как металл B,
или нуклеотидсвязывающий ион металла (MB)
(pис. 1). Во время катализа MA служит кислотой
Льюиса для снижения pKa 3'-OH-группы прай-
мера для отщепления и последующей прямой
нуклеофильной атаки на α-фосфат dNTP с обра-
зованием тригонально-бипирамидального пента-
координированного переходного состояния, ко-
торое стабилизируется за счет координации
ионов металлов с кислородами β-γ-фосфатных
групп. Этот этап приводит к инверсии стереокон-
фигурации ɑ-фосфата и согласованному высво-
бождению уходящего пирофосфата, координиро-
ванного MB. Ион MB ориентирует трифосфатную
часть связанного нуклеотида в пригодное для ка-
тализа состояние и дестабилизирует тройной
комплекс полимеразы. После нуклеофильной
атаки MB стабилизирует пентакоординированное
переходное состояние и нейтрализует отрица-
тельный заряд на уходящей группе PPi (pис. 1).

При взаимодействии с ферментом дуплекс
матрица–праймер связывается в неглубокой ще-
ли между “большим пальцем” и 3'-экзодоменом.
При этом значительная часть контактов с фос-
фатным остовом обеспечивается ɑ-спиралью
“большого пальца” (рис. 2) [23, 24]. В бинарном
комплексе полимераза-ДНК концевая пара осно-
ваний праймера примыкает к области, образо-
ванной субдоменом пальцев. Эта граница актив-
ного центра образована преимущественно длин-
ной α-спиралью (O-спираль) и проходит по всей
длине субдомена пальцев; она содержит на по-
верхности группу важных и высококонсерватив-
ных аминокислотных остатков, ориентирован-
ных внутрь щели. На С-конце О-спирали нахо-
дится боковая цепь Tyr. Остаток тирозина
находится в стекинге с концевой парой основа-
ний. При связывании корректного dNTP образу-
ется тройной комплекс полимераза-ДНК-dNTP,
при этом полимераза претерпевает значительные
конформационные изменения. При переходе от
открытой (бинарный комплекс) к закрытой (трой-

ной комплекс) конформации боковая цепь Tyr на
С-конце О-спирали перемещается в активный
центр. Конформационная динамика вносит важ-
ный вклад в высокую точность ДНК-полимераз,
поскольку после начального распознавания ка-
нонической структуры входящего основания в
структуре фермента происходят более значитель-
ные конформационные изменения.

Кинетическая схема включения нуклеотидов в
растущую цепь праймера ДНК под действием
ДНК-полимераз протекает с участием иона двух-
валентного металла и предполагает упорядочен-
ное добавление субстратов (pис. 3). На первом
этапе происходит связывание дуплекса праймер–
матрица с образованием бинарного комплекса
E·ДНКn. Правильное позиционирование 3'-конца
праймера создает необходимое пространство для
связывания входящего dNTP на следующем этапе.
Этот этап включает также связывание иона метал-
ла в сайте связывания B (MB) и, возможно, в сайте
связывания A (MA). После образования “открыто-
го” тройного комплекса E·ДНКn·dNTP многие по-
лимеразы претерпевают конформационные изме-
нения, что приводит к образованию “закрытого”
тройного комплекса E'⋅ДНКn⋅dNTP. Каталитиче-
ски компетентное состояние E"⋅ДНКn⋅dNTP обра-
зуется после второго конформационного измене-

Рис. 1. Предполагаемый механизм реакции полиме-
ризации ДНК, катализируемой ДНК-полимеразой.
Катализ опосредуется двумя ионами двухвалентных
металлов, координированными в ДНК-полимеразе
Pol I из T. aquaticus аминокислотными остатками
Asp610, Asp785, Glu786.
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ния в активном центре полимеразы. Реакционно-
способные группы, включая ионы двухвалентных
металлов, каталитические карбоксилатные остат-
ки, 3'-ОН-цепь праймера и α-фосфат связанного
нуклеотида выравниваются должным образом
для последующего переноса нуклеотида. В ре-
зультате протекает химическая стадия и происхо-
дит удлинение цепи праймера на один нуклеотид
с образованием комплекса E″⋅ДНКn + 1⋅PPi. После
химической стадии фермент возвращается в ис-
ходное состояние и происходит высвобождение
пирофосфата PPi из активного сайта полимеразы.
Далее процесс может протекать по двум путям.
Полимераза может транслоцироваться на одну
пару оснований вдоль ДНК для осуществления
последующего цикла включения нуклеотида
(процессивный синтез ДНК), либо возможна
диссоциация двойного комплекса (дистрибутив-
ный синтез ДНК). Конкретные детали данной
модели могут варьировать в зависимости от ДНК-
полимеразы или системы. Включение и порядок
элементарных стадий, представленных на рис. 3,
подтверждаются кинетическими, структурными
и/или биофизическими данными [6, 23, 26, 27].

АРХИТЕКТУРА БЕЛКОВОЙ ГЛОБУЛЫ 
И ИНЖЕНЕРИЯ ДНК-ПОЛИМЕРАЗ 

СЕМЕЙСТВА А
Первой изученной ДНК-полимеразой семей-

ства А стала Pol I из Escherichia coli. Анализ кине-
тических и рентгеноструктурных данных изуче-
ния фрагмента Кленова и его гомологов из бакте-
риофага Т7 и термофилов T. aquaticus и Bacillus
stearothermophilus позволил обосновать механизм
реакции, катализируемый ДНК-полимеразой, а

также предложить “two metal ion mechanism” [21,
22, 28].

Во второй половине 1990-х гг. было получено
большое количество структур полимераз семей-
ства А, включая Taq [23]. Эти полимеразы имеют
5'–3'-экзонуклеазный, 3'–5'-экзонуклеазный и
5'–3'-полимеразный домены. Полимеразный до-
мен, в свою очередь, подразделяется на домены
большого пальца, пальцев и ладони. Полимераза
без 5'–3'-экзонуклеазного домена называется
фрагментом Кленова и именно в таком виде
обычно используется в ПЦР, чтобы исключить
деградацию праймеров. 3'–5'-Экзонуклеазный
домен не работает в полимеразах некоторых орга-
низмов, включая род Thermus, поскольку не со-
держит специальные мотивы ExoI, ExoII и ExoIII.

За связывание с дуплексом матрица–праймер
отвечает домен большого пальца. Он обхватывает
ДНК со стороны малой бороздки и заставляет ее
слегка изогнуться. В этом домене обнаружены не-
сколько аминокислотных остатков, замены кото-
рых влияют на свойства полимеразы. В одной из
работ показано, что замена Ser543Asn в молекуле
Taq-полимеразы приводит к увеличению эффек-
тивности полимеразы на GC-богатых участках [29].
Кроме того, замены Arg660Thr, Arg487Val,
Lys508Trp, Arg536Lys и Arg587Ile повышают точ-
ность синтеза ДНК-полимеразой [30]. При этом
замены Arg487Val и Lys508Trp значительно сни-
жали скорость работы фермента. Следует отме-
тить, что двойные и тройные мутанты по точно-
сти синтеза не превосходили мутантную форму
Arg660Thr, поэтому именно эта мутантная форма
Taq признана наиболее перспективной [30]. Полу-
чена также мутантная форма [31], содержащая сра-

Рис. 2. Структура комплекса KlenTaq (фрагмент Кленова Taq-полимеразы) с ДНК (PDB ID: 3RTV). Домены большого
пальца, пальцев и ладони располагаются в форме правой руки, типичной для большинства известных полимераз.

Пальцы
Ладонь

3'-5'-Экзонуклеазный доменБольшой
палец
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зу восемь замен (Asn483Lys, Glu507Lys, Ser515Asn,
Lys540Gly, Ala570Glu, Asp578Gly, Val586Gly,
Ile614Met), которая отличается от фермента дико-
го типа более высокой точностью синтеза. При-
мечательно, что этот набор из восьми аминокис-
лотных остатков не перекрывается с набором из
пяти остатков, полученным в [30].

С одноцепочечным фрагментом ДНК-матри-
цы и dNTP связывается домен пальцев. В нем вы-
деляют две α-спирали: первая (аминокислотные
остатки 737–756) взаимодействует с нуклеотидами
матрицы на границе дуплекса, вторая (656–671)
взаимодействует с dNTP. Показано, что остатки
Glu742 и Ala743 α-спирали 737–756 полимеразы
Taq расположены в непосредственной близости от
нуклеотида, идущего следом за стоящим напротив
входящего dNTP, и сильно влияют на сродство по-
лимеразы к ДНК. Установлено также, что замены
Glu742Ala или Ala743Arg/Lys/His заметно увели-
чивают процессивность фермента [32]. Важную
роль играет и Asn750 (нумерация согласно Taq),
замена которого на Ala, наоборот, ухудшает свой-
ства полимеразы из E. coli [33]. Интересный ре-
зультат получен при изучении химерной Taq с до-
полнительными девятью остатками в петле после
Arg736 – эта химерная полимераза работала быст-
рее и имела в целом большую производитель-
ность [34].

Для взаимодействия с dNTP важны высоко-
консервативные остатки Arg659, Lys663, Phe667 и
Tyr671. Первые два связывают трифосфатную
часть, Phe667 взаимодействует с азотистым осно-
ванием dNTP. До связывания dNTP в активном
сайте фермента Tyr671 взаимодействует с основа-
нием первого нуклеотида дуплексной части мат-
рицы, а после связывания dNTP на место Tyr671
встает нуклеотид одноцепочечного фрагмента

ДНК-матрицы, который до этого находился в вы-
вернутом из спирали ДНК состоянии [35]. Замена
этих аминокислотных остатков приводит к сни-
жению точности синтеза [36]. Интересно, что за-
мена Phe667Tyr приводит к лучшему связыванию
ddNTP, что может быть полезным при секвениро-
вании по методу Сэнгера.

Аминокислотные остатки, ответственные за
катализ, располагаются в домене ладони. В Taq-
полимеразе консервативные остатки Asp610,
Asp785 и Glu786 связывают два иона металла.
Кроме этих трех остатков один ион координирует
3'-ОН и α-фосфатную группы dNTP, и две моле-
кулы воды, а второй ион – три фосфатных группы
и карбонильный кислород Tyr611 [25]. Предпола-
гаемый механизм реакции полимеризации ДНК,
катализируемой ДНК-полимеразами, представ-
лен на рис. 1.

За исправление ошибок синтеза отвечает 3'–
5'-экзонуклеазный домен. Установлено, что ра-
бота этого домена максимально эффективна, ко-
гда его последовательность содержит три мотива:
ExoI, ExoII и ExoIII [37]. Основу экзонуклеазного
активного центра полимеразы E. coli составляют
остатки Asp355, Glu357, Asp424 и Asp501. У поли-
мераз из бактерий рода Thermus в соответствую-
щих позициях нет ни одного остатка с боковой
карбоксильной группой. Введение четырех ана-
логичных остатков в Taq-полимеразу (Gly308Asp,
Val310Glu, Leu356Asp, Arg405Asp) приводит к
восстановлению экзонуклеазной активности, но
снижает частоту ошибок всего в 2 раза [38].

Еще один интересный пример удачной инже-
нерии – химера Taq и Tth [39]. В данной работе
решили объединить по два домена от каждого
фермента: экзонуклеазный с большим пальцем из
Tth-полимеразы (остатки до 600-го) и ладонь с

Рис. 3. Кинетический механизм включения корректного dNTP в ДНК-праймер под действием полимеразы.
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пальцами из Taq-полимеразы (остатки после
600-го). В итоге получился фермент, обладающий
объединенными плюсами полимераз Taq и Tth.
Химера отличалась производительностью в 5 раз
большей, чем у Taq-полимеразы и была в 6 раз бо-
лее чувствительной к некомплементарности в
праймере, чем Tth-полимераза, равняясь по этому
показателю с полимеразой Taq. Также химерный
фермент обладал повышенной способностью
реплицировать длинные последовательности.

Таким образом, проведена значительная рабо-
та по улучшению свойств полимераз семейства А.
Получены ферменты, в несколько раз превосхо-
дящие Taq-полимеразу по всем параметрам. Тем
не менее, даже в таком виде полученные фермен-
ты далеки от требований, предъявляемых совре-
менной биотехнологией, поэтому продолжается
поиск новых полимераз с улучшенными свой-
ствами. В данном обзоре под термином “новые
ДНК-полимеразы” подразумеваются любые не-
охарактеризованные ДНК-полимеразы, последо-
вательности которых значительно отличаются от
последовательностей охарактеризованных фер-
ментов.

ОТБОР МИКРООРГАНИЗМОВ
С НОВЫМИ ДНК-ПОЛИМЕРАЗАМИ

Одно из ключевых свойств ДНК-полимеразы,
применяемой в ПЦР, – термостабильность. На
данный момент понимание причин природной
термостабильности остается довольно скудным.
Поэтому главный критерий, по которому отбира-
ют организмы с надеждой найти новые термоста-
бильные ферменты, это их термофильность, т.е.
повышенная (обычно выше 60°C) оптимальная
температура роста. Но, к сожалению, и этот кри-
терий не гарантирует получения термостабильно-
го фермента. Известны организмы, живущие при
повышенных вплоть до 80°C температурах, поли-
меразы которых работают при таких температу-
рах, но их стабильность значительно снижается
при более высоких температурах, поэтому они не
могут использоваться в ПЦР. С другой стороны,
можно предположить, что фермент определенно-
го организма может оставаться стабильным при
температурах, превышающих оптимальную тем-
пературу роста данного организма.

С целью апробации алгоритма поиска новых
ДНК-полимераз были проанализированы после-
довательности полимераз всех микроорганизмов
из Коллекции экстремофильных микроорганизмов
и типовых культур (КЭМТК) ИХБФМ СО РАН
(http://www.niboch.nsc.ru/doku.php/emtc_collection).
Анализ более 4000 депонированных микроорга-
низмов позволил отобрать 47, обитающих при
температуре выше 50°C. Сравнение нуклеотид-
ных последовательностей генов ДНК-полимераз
этих 47 микроорганизмов позволило построить

филогенетическое дерево, отражающее сходство
ферментов (рис. 4). Необходимо отметить, что
три из этих 47 ДНК-полимераз, выделенные из
представителей родов Thermus и Geobacillus, уже
применяются на практике, поэтому далее были
рассмотрены оставшиеся 44 фермента.

ДНК-полимеразы представителей рода Ther-
mus являются основным источником биотехно-
логических ДНК-полимераз семейства А. На ос-
новании представленных в базе данных Uniprot
последовательностей ДНК-полимераз 12 бакте-
рий рода Thermus (с учетом аминокислотных за-
мен S543N, R660T, A743R, оказывающих поло-
жительный эффект на ферментативные свойства)
получена консенсусная последовательность этих
ДНК-полимераз. Эту консенсусную последова-
тельность использовали в качестве эталонной для
сравнения с 44 ДНК-полимеразами семейства А
микроорганизмов, отобранных из коллекции
КЭМТК и не относящихся к Thermus и Geobacil-
lus. Попарное сравнение полимеразных доменов
44 ферментов показало, что сходство всех ДНК-
полимераз с консенсусной последовательностью
составляет около 30–36%. Таким образом, на
данном этапе был сформирован список ДНК-
полимераз семейства А, которые отличаются от
полимераз представителей рода Thermus, что мо-
жет привести к различиям в таких важных свой-
ствах данных ферментов, как, например, процес-
сивность и точность. Однако это слишком общий
критерий селекции новых ДНК-полимераз, по-
этому требуются дополнительные ограничения.

С целью более детального сравнения были
проанализированы структуры комплекса KlenTaq
(фрагмент Кленова Taq-полимеразы) с ДНК [25],
что позволило выделить 62 аминокислотных
остатка, непосредственно контактирующих с
субстратами и кофакторами – ДНК, dNTP и
ионами металлов, т.е. либо имеющих водородные
связи с ними, либо расположенных на расстоя-
нии до 3 Å от них. Как оказалось, эти остатки об-
ладают высокой степенью консервативности во
всех вариантах ДНК-полимераз семейства А не
только из рода Thermus, но среди отобранных
44 ферментов, что может отражать их функцио-
нальную значимость (рис. 5). Интересно отме-
тить, что около половины этих остатков располо-
жены в домене большого пальца и имеют прямой
контакт с двухцепочечной частью ДНК (рис. 6).
Еще около трети находятся в пальцах и связыва-
ются с одноцепочечной частью ДНК, включая
пять dNTP-связывающих остатков. Наконец,
оставшиеся семь остатков из домена ладони рас-
полагаются в различных местах активного центра.

В общем смысле “слепок” из ферментов Ther-
mus, как набор функциональных аминокислот-
ных остатков в определенных местах, может ха-
рактеризовать все полимеразы семейства А, в том
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Рис. 4. Филогенетичесое дерево ДНК-полимераз семейства А, отобранных из коллекции экстремофильных микроор-
ганизмов, типовых культур и организмов КЭМТК. Цветом отмечены ДНК-полимеразы, которые применяются на
практике: представители рода Thermus (выделен синим) и Geobacillus (выделены красным).
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Рис. 5. Графическое представление относительных частот встречаемости различных остатков в последовательностях
ДНК-полимераз из организмов, приведенных на рис. 4. Показан полимеразный домен, нумерация остатков соответ-
ствует ферменту Taq. Звездочками отмечены 62 аминокислотных остатка, взаимодействующих с субстратами и иона-
ми металла.
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Рис. 6. Схема расположения доменов в аминокислотной последовательности ДНК-полимеразы на примере Taq. Крас-
ными точками и полосами возле шкалы обозначены области, в которых находятся 62 субстрат- и кофактор-связыва-
ющих остатка.
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Таблица 1. Сходство функционального слепка ферментов бактерий рода Thermus и ДНК-полимераз других ор-
ганизмов

*Жирным шрифтом отмечены отобранные из разных родов виды, обладающие максимальным сходством с функциональным
слепком ферментов Thermus.

Номер Организм* Сходство, % UniProt ID

1 Exiguobacterium sibiricum 84.4 B1YKA1
2 Exiguobacterium mexicanum 84.4 A0A099DI91
3 Bacillus licheniformis 84.3 A0A1Q9FQ82
4 Bacillus wiedmannii 84.3 A0A0G8C2W8
5 Anoxybacillus kamchatkensis 83.5 A0A4S3L4B1
6 Anoxybacillus mongoliensis 83.5 A0A7W8JGI3
7 Anoxybacillus flavithermus 83.5 A0A178TIV8
8 Anoxybacillus thermarum 83.5 A0A0D0RXS3
9 Anoxybacillus amylolyticus 83.5 A0A167TTL3

10 Acidovorax temperans 82.9 A0A543L9Q8
11 Sphingobacterium multivorum 82.0 A0A2X2J883
12 Acinetobacter lwoffii 81.7 A0A4Y3IZ28
13 Pseudomonas aeruginosa 80.8 A0A069PX19
14 Massilia aurea 79.8 A0A422QJZ7
15 Achromobacter kerstersii 78.6 A0A6S6ZT87
16 Bacillus altitudinis 78.5 A0A1K1VQ13
17 Aneurinibacillus thermoaerophilus 78.4 A0A1G7WTW7
18 Staphylococcus epidermidis 78.4 A0A5R1C3J3
19 Paenibacillus borealis 78.2 A0A089LEG1
20 Tepidiphilus thermophilus 78.0 A0A0K6IUJ5
21 Acinetobacter seifertii 77.8 N8R043
22 Lysinibacillus xylanilyticus 77.5 A0A0K9F7W4
23 Proteus mirabilis 77.4 A0A5F0S8B1
24 Serratia marcescens 77.2 A0A0P0Q8W4
25 Enterobacter lignolyticus 77.2 E3G5L7
26 Mangrovibacter plantisponsor 77.2 A0A317PXC7
27 Moraxella osloensis 77.1 A0A378QCD4
28 Paracoccus haematequi 77.0 A0A3S4GLG8
29 Paenibacillus rhizosphaerae 77.0 A0A1R1ERS0
30 Paenibacillus xylanexedens 77.0 A0A1L5LNH1
31 Pseudomonas nitrititolerans 76.9 A0A7Y3RE40
32 Janibacter melonis 76.6 A0A176QCH1
33 Planococcus massiliensis 76.4 A0A098EN26
34 Bacillus megaterium 76.3 A0A0L1MA76
35 Bacillus pumilus 76.3 A0A0H1RZB5
36 Bacillus amyloliquefaciens 76.3 A0A4V7TSC5
37 Bacillus safensis 76.3 A0A1L6ZGT4
38 Aeribacillus pallidus 76.1 A0A223EA52
39 Bacillus badius 76.0 A0A0C2Y898
40 Pseudomonas putida 75.7 A0A177SGM0
41 Massilia flava 75.0 A0A562Q539
42 Stenotrophomonas rhizophila 74.1 A0A023XYJ8
43 Thermomonas haemolytica 73.0 A0A4R3N9Q2
44 Sphingomonas oleivorans 71.3 A0A2T5FXB6
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числе не обладающие термостабильностью. На-
пример, в молекуле ДНК-полимеразы I E. coli
аналоги описанных 62 остатков расположены в тех
же местах и выполняют те же функции. Таким об-
разом, набор этих консервативных остатков может
выступать функциональным слепком, характери-
зующим ДНК-полимеразы семейства А в целом, а
параметр термостабильности должен быть связан с
дополнительными критериями отбора, например,
с местом обитания микроорганизма.

Дальнейшее сравнение аминокислотного со-
става 44 ДНК-полимераз проводили по сходству
остатков, входящих в данный функциональный
слепок, при их попарном сравнении. Интересно
отметить, что во всех 44 отобранных ферментах,
принадлежащих к структурному семейству А,
сходство этих 62 аминокислотных остатков с
функциональным слепком было существенно
выше и находилось в промежутке 71–85%, что
свидетельствует о высокой функциональной важ-
ности входящих в него аминокислотных остатков
(табл. 1). Тем не менее, не все эти остатки сохра-
няют консервативность в анализируемых фер-
ментах. Это может свидетельствовать об измене-
нии свойств отдельных ферментов и их отличии
от свойств представителей полимераз Thermus.

Необходимо отметить, что среди микроорга-
низмов, обладающих максимальным сходством
(табл. 1), встречаются представители одного рода,
отличия между которыми относительно невели-
ки. Поэтому на основании проведенного анализа
(при условии отбора по одному представителю
одного рода) можно выделить семь ДНК-полиме-
раз, выделенных из Exiguobacterium sibiricum, Ba-
cillus licheniformis, Anoxybacillus kamchatkensis, Aci-
dovorax temperans, Sphingobacterium multivorum,
Acinetobacter lwoffii и Pseudomonas aeruginosa, ами-
нокислотная последовательность которых обла-
дала сходством более 80% с функциональным
слепком ферментов Thermus. Можно предполо-
жить, что обнаруженные отличия состава функ-
ционально важных аминокислотных остатков
ДНК-полимераз из этих организмов приведут к
улучшению свойств ферментов, необходимых для
их использования в качестве биотехнологических
инструментов.

Интересно отметить, что лишь одна из ДНК-
полимераз этих семи организмов изучена в насто-
ящее время, а именно ДНК-полимераза B. licheni-
formis. В работе 1977 года показано, что полимера-
за этого умеренно термофильного организма мо-
жет работать при температуре 55°С [40]. Кроме
того, два представителя рода Anoxybacillus, входя-
щие в список, могут существовать при температу-
рах выше 60°С [41, 42], но их ДНК-полимеразы
пока не охарактеризованы.

Таким образом, полученный функциональ-
ный слепок позволил сравнить представителей

ДНК-полимераз семейства А с ферментами, ко-
торые применяются в биотехнологии и нужда-
ются в улучшении их ферментативных характе-
ристик. Так как сравнение выполнено не по пол-
ной аминокислотной последовательности, а
лишь по важным функциональным аминокис-
лотным остаткам, можно предположить, что сте-
пень соответствия консенсусу будет коррелиро-
вать с характеристиками ДНК-полимераз семей-
ства А, которые используются в настоящее время,
и при этом позволит выявить ферменты, превос-
ходящие Taq и другие ДНК-полимеразы Thermus
по точности синтеза.

Работа выполнена при поддержке Министер-
ства науки и высшего образования, соглашение
№ 075-15-2021-1085.
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Comparative Analysis of DNA-Polymerases from Family A
as a Tool to Search for Enzymes with New Properties
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DNA-polymerases catalyze DNA synthesis during DNA replication, repair, and recombination. A number
of DNA-polymerases, such as the Taq enzyme from Thermus aquaticus, are used in various applications of
molecular biology and biotechnology, in particular as DNA amplification tools. However, the efficiency of
these enzymes depends on factors such as DNA origin, primer composition, template length, GC-content,
and the ability to form stable secondary structures. Such limitations in the use of currently known DNA-poly-
merases leave the problem of searching for new enzymes with improved properties. This review summarizes
the main structural and molecular-kinetic features of the functioning of DNA-polymerases belonging to the
structural family A, including Taq polymerase. A phylogenetic analysis of these enzymes was carried out,
which made it possible to establish a highly conserved consensus sequence containing 62 amino acid residues
distributed over the structure of the enzyme. A comparative analysis of these amino acid residues among
poorly studied DNA-polymerases revealed 7 enzymes that potentially have the properties necessary for their
use for DNA amplification.

Keywords: protein-nucleic acid interactions, DNA-polymerase, structural family, catalytic mechanism, ac-
tive site, kinetics
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