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Резюме 
ДНК-полимеразы являются необходимым компонентом реакций синтеза цепей ДНК. Для своей 
работы они требуют присутствия в реакционной смеси катионов двухвалентных металлов. 
Наиболее типичным кофактором является ион Mg2+, однако имеются данные о проявлении 
некоторыми ДНК-полимеразами своей полимеразной активности и в присутствии иных катионов. 
Ранее такие данные были получены преимущественно для ДНК-полимераз, не обладающих цепь-
вытесняющей активностью. В данной работе с помощью молекулярного докинга изучены 
четвертичные комплексы, содержащие ДНК, трифосфат, катионы Ca2+, Cd2+, Co2+, Cu2+, Mg2+, Mn2+, 
Ni2+ или Zn2+ в разных сочетаниях и полимеразу KlenTaq, способную вытеснять старую цепь при 
синтезе новой. Определены энергетические параметры комплексов, а также позиции и типы 
химических связей в них. Обнаружено, что максимальное число ионных связей образуется при 
наличии в системе сочетаний ионов Mg2+/Cd2+ и Mg2+/Mg2+. 
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Resume 
DNA polymerases are a key component of DNA synthesis reactions. For their functioning, the presence of 
divalent metal cations in the reaction mixture is required. The most typical cofactor is the Mg2+ ion; however, 
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there are data on the manifestation of polymerase activity by some DNA polymerases in the presence of other 
cations. Previously, such data were obtained mainly for DNA polymerases that do not have strand-
displacement activity. In this study, quaternary complexes containing DNA, triphosphate, Ca2+, Cd2+, Co2+, 
Cu2+, Mg2+, Mn2+, Ni2+, or Zn2+ cations in various combinations, and KlenTaq polymerase, which is able to 
displace the old strand during the synthesis of a new one, were studied using molecular docking. The energy 
parameters of the complexes, as well as the positions and types of chemical bonds, were determined. It was 
found that the maximum number of ionic bonds is formed in the presence of cation combinations Mg2+/Cd2+ 
and Mg2+/Mg2+ ions. 
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Введение 
Детекция специфичных фрагментов 

нуклеиновых кислот (НК) является основой 
современных методов молекулярной диагностики 
различных заболеваний [Burtis et al., 2013], анализа 
объектов окружающей среды [Portenko et al., 2013] и 
продуктов питания [Broeders et al., 2012], вносит 
важный вклад при проведении расследований в 
экспертно-криминалистической деятельности 
[Чемерис и др., 2022]. Как правило, детекцию 
осуществляют с помощью амплификации НК in vitro, 
позволяющей многократно увеличить количество 
исходной НК-мишени до уровня, обеспечивающего ее 
уверенное обнаружение инструментальными 
методами. Наиболее используемым методом 
амплификации является полимеразная цепная реакция 
(ПЦР), характеризующаяся значительными 
возможностями при относительной простоте, высокой 
чувствительности, надежности и низкой 
себестоимости. Сразу после появления ПЦР около 30 
лет назад [Saiki et al., 1985] стали предлагаться 
различные варианты проведения данной реакции 
[Чемерис и др., 2011; Гарафутдинов и др., 2015; 
Garafutdinov et al., 2017] и способы детекции 
результатов [Бикбулатова и др., 2012], в том числе 
направленные на повышение специфичности реакции 
[Чемерис и др., 2012а; Чемерис и др., 2012b].  

Хорошей альтернативой ПЦР являются 
методы изотермической амплификации, 
характеризующиеся высокой эффективностью 
благодаря бесперебойной и устойчивой работе 
ферментной системы. Они нередко обладают большей 
специфичностью и чувствительностью и, главное, не 
требуют дорогостоящего оборудования для 
термоциклирования, что позволяет использовать для 
их проведения портативные устройства, в том числе 
функционирующие в формате lab-on-chip. На 

сегодняшний день предложено множество методов 
изотермической амплификации ДНК и РНК: LAMP - 
петлевая изотермическая амплификация (Loop 
mediated AMPlification) [Notomi et al., 2000], NASBA 
(Nucleic Acid Sequence Based Amplification) [Compton, 
1991], SDA -  (Strand Displacement Amplification) 
[Walter, Strunk, 1994], RCA (АКК) - амплификация 
катящимся кольцом (Rolling Circle Amplification) [Fire, 
Xu, 1995] и другие. АКК является наиболее гибким из 
указанных методов [Гарафутдинов и др., 2021].  

Все методы изотермической амплификации 
требуют использования полимераз с цепь-
вытесняющей активностью, т.е. способных 
обеспечить эффективное расхождение цепей 
нуклеиновых кислот при постоянной температуре: 
фрагмент Кленова, phi29, Vent exo-, Bst exo- и другие. 
Однако оказалось, что такие полимеразы часто дают 
неспецифические продукты, которые могут 
нарабатываться в отсутствие матрицы и праймеров 
(путем ab initio синтеза [Zyrina, Antipina, 2014; Ханова 
и др. (Khanova et al.) 2022]) или за счет 
мультимеризации [Garafutdinov et al., 2020a]. Были 
предложены несколько способов устранения 
мультимеризации [Garafutdinov et al., 2020b; 
Сахабутдинова и др., 2020; Sakhabutdinova et al., 2021]. 

Все известные полимеразы требуют ионов 
двухвалентных металлов для реакции переноса 
нуклеотидов. Несмотря на то, что Mg2+ является 
наиболее универсальным кофактором, некоторые 
полимеразы могут использовать и другие катионы, 
однако скорость и точность включения нуклеотидов в 
этом случае снижаются и может проявляться 
необычная активность. Так, замена Mg2+ на Mn2+ 
описана для многих полимераз [Vashishtha et al., 2016]. 
Хотя Mn2+ обладает высоким мутагенным эффектом 
из-за включения неправильных нуклеотидов, он 
широко используется, например, для усиления 
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обратно-транскриптазной активности у Tth [Myers, 
Gerald, 1991]. Полимеразы Dpo4 и PabPolB 
активируются ионами Ca2+ [Ralec et al., 2017]. Было 
показано, что полноразмерная Bst-полимераза может 
использовать Mn2+, Co2+ и Cd2+ в качестве 
альтернативных кофакторов [Vashishtha et al., 2018], а 
ее большой фрагмент - Mn2+, Ca2+, Cu2+ и Cd2+ 

[Garafutdinov et al., 2020c; Garafutdinov et al., 2020d]. 
Целью работы стало выявление теоретической 
способности полимеразы KlenTaq использовать 
катионы двухвалентных металлов для синтеза ДНК. 

Методы исследования 
Для исследования была выбрана из базы 

данных PDB структура 6q4v ДНК-полимеразы 
KlenTaq. Молекулярную структуру этой полимеразы 
дополнительно готовили для расчетов с помощью 
программы Protein Preparation Wizard из пакета 
Schrodinger Maestro Suite 2016-4 [Sastry et al., 2013]: 
были устранены все несоответствия, такие как 
отсутствие атомов водорода, порядок связей и 
неправильная ориентация функциональных групп 
боковой цепи. Молекулы воды в активном центре, а 
также молекулы ДНК и dCTP остались без изменений. 
Проводилось моделирование четвертичных 
комплексов (полимераза-ДНК-трифосфат-катионы), 
включавших катионы Ca2+, Cd2+, Co2+, Cu2+, Mg2+, 
Mn2+, Ni2+ и Zn2+, помещенные в позиции A и B 
исходной структуры, и дальнейшая оптимизация 
структуры (ограниченная минимизация по всем 
атомам). Молекулярный докинг проводили 

непосредственно с помощью программы Schrodinger 
Suite 2016-4. Комплексы  рассчитывали с помощью 
модуля Glide Docking [Friesner et al., 2006] пакета 
Schrodinger Suite 2016-4. 

Результаты и обсуждение 
Считается, что для реакции переноса 

нуклеотида полимеразам требуются два [Steitz, 1998] 
или три [Yang et al., 2016] двухвалентных катиона, но 
в настоящее время все же считается справедливым 
механизм с двумя катионами [Tsai, 2019]. Очевидно, 
что тип кофактора оказывает влияние на 
пространственные и конформационные изменения 
комплекса ДНК-полимераза-субстрат и, как следствие, 
на эффективность синтеза ДНК.  

Для моделирования нами была выбрана 
структура 6q4v ДНК-полимеразы KlenTaq. Ионы 
металлов помещали в позиции А и В исходной 
структуры фермента с последующей ее оптимизацией. 
Молекулярный докинг был проведен для 
четвертичных комплексов, содержащих полимеразу, 
ДНК, трифосфат и катионы Ca2+, Cd2+, Co2+, Cu2+, Mg2+, 
Mn2+, Ni2+ или Zn2+, т.е. для структур, имитирующих 
реакционный комплекс в момент присоединения 
трифосфата (рис. 1А). В качестве субстрата был взят 
дезоксицитидинтрифосфат (dCTP). 
Оптимизированные комплексы были 
визуализированы как 2D-изображения в виде 
диаграмм взаимодействия лигандов (ДВЛ), 
показывающих взаимодействия между ДНК и 
активным сайтом фермента (рис. 1Б).  

Рис. 1. Примеры молекулярной структуры четвертичного комплекса (А) и диаграммы взаимодействия лигандов 
(Б) для ДНК-полимеразы KlenTaq с трифосфатом в присутствии ионов марганца и магния.  
Fig. 1. Examples of the molecular structure of the quaternary complex (A) and ligand interaction diagrams (B) for 
KlenTaq DNA polymerase with triphosphate in the presence of manganese and magnesium ions. 

Аминокислоты представлены на ДВЛ как 
сферы, окрашенные согласно их химическим 
свойствам. Взаимодействия между аминокислотами и 
лигандами показаны цветными линиями и стрелками в 

зависимости от типа взаимодействия. ДВЛ не 
показывают расстояние между лигандом и 
рецептором и используются только для отображения 
количества и типа связей. Ключевым компонентом 
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комплексов является трифосфат, который связывается 
ионными (солевой мостик, sb) и водородными (h) 
связями, а также за счет слабых взаимодействий (π-π) 
с окружением: аминокислотами, ДНК, катионами и 
водой. Молекулярный докинг был проведен для всех 
возможных вариантов попарных сочетаний катионов 
(64 варианта) и получены соответствующие ДВЛ для 
всех четвертичных комплексов. Анализ ДВЛ позволил 
определить энергетические параметры комплексов, а 
также позиции и типы химических связей в них (табл. 
1).   

Центральным компонентом комплексов 
«полимераза-ДНК-трифосфат-катионы» является 
молекула трифосфата, которая связывается ионными и 
водородными связями с окружением: аминокислотами, 
катионами и ДНК. ДВЛ показали, что трифосфат 
связывается водородными и ионными связями с 
несколькими аминокислотами, а также водородными 
связями и π-π-взаимодействиями (стэкинг-
взаимодействие) с ДНК. Катионы взаимодействуют с 
атомами кислорода только α- и γ-фосфатных остатков 
трифосфата. Активный центр также содержит две или 
три молекулы воды, которые связываются 
водородными связями с аминокислотами, 
трифосфатом и ДНК.  

Простой подсчет общего числа химических 
связей в комплексах позволил определить 
относительные величины R, характеризующие 
устойчивость полученных структур. Данный 
показатель варьировал в диапазоне 14-20 единиц. 
Сочетания катионов, для которых найдены наиболее 
высокие значения R, выделены в таблице серым 
цветом. Максимальные значения получены для 
сочетаний Ca2+/Ca2+ и Ca2+/Cu2+ (R=20). Однако для 
"классического" варианта (Mg2+/Mg2+) значение R 
составило лишь 16 единиц. При подсчете количества 
ионных связей "лидирующим" оказалось сочетание 
Mg2+/Cd2+ (R=12), а вариант Mg2+/Mg2+ расположился 
на втором месте (R=11). Также высокие значения R 
получены для комплексов, содержащих хотя бы один 
ион Ca2+, Cd2+ и Ni2+. Последние катионы крайне 
нетипичны в качестве кофакторов. 

Нельзя исключать, что подходы in silico на 
данный момент еще не способны учитывать все 
факторы, оказывающие влияние на стабильность и 
функционирование комплексов полимераз с ДНК. Так, 
гибкость молекулы фермента может быть переоценена 
(завышена) при замене одного катиона на другой. 
Возможно также влияние третьего катиона, который, 
согласно трехкатионному механизму, играет важную 
роль в переносе нуклеотида и содействует быстрому 
удалению пирофосфата. Несомненно, требуется 
экспериментальная проверка полученных расчетных 
данных.  
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