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 # ВВЕДЕНИЕ

Исследование структуры активных центров
ферментов важно для понимания процессов фер�
ментативного катализа. Изучение структуры нук�
леозидмонофосфаткиназ (NMPK), относящихся
к семейству фосфотрансфераз с фосфорильной
группой в качестве акцептора (КФ 2.7.4), имеет
как фундаментальный, так и прикладной инте�
рес, связанный с широким применением моди�
фицированных нуклеозидов в медицине. Именно
NMPK обеспечивают ключевую стадию фосфо�
рилирования в клетке ациклических нуклеозид�
фосфонатов – нового класса противовирусных

 Сокращения: NMPK и dNMPK – нуклеозид/рибо�
нуклеозидмонофосфаткиназы и  дезоксирибонук�
леозидмонофосфаткиназы. 

# Автор для связи (тел.: +7 (4967) 73�17�80; эл. почта.: miku�
linskaya@bibch.ru).

агентов [1]. Cведения о структуре NMPK помога�
ют создавать химерные ферменты, обладающие
нужной специфичностью, что позволяет рассчи�
тывать на их успешное применение в терапии он�
кологических заболеваний и при лечении имму�
нодефицита человека [2, 3]. Имеются примеры
применения чужеродных киназ, доставляемых в
клетки при помощи вектора одновременно с про�
изводными нуклеозидов, в вирусной и раковой
терапии [4]. Изучение структуры NMPK помогает
понять функционирование более сложных бел�
ков, содержащих нуклеотидсвязывающие доме�
ны, например белков класса MAGUK [5].

К настоящему времени известны решенные
методами рентгеноструктурного анализа кри�
сталлические структуры целого ряда NMPK из
различных источников: аденилаткиназ [6, 7], ури�
дилаткиназ [8, 9], тимидилаткиназ [3, 10], цити�
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На основании компьютерной модели активного центра дезоксирибонуклеозидмонофосфаткиназы
бактериофага Т5 (dNMPKT5) определены аминокислотные остатки, важные для ферментативной
активности. В результате сайт�направленного мутагенеза, клонирования и экспрессии гена
dNMPKT5 в клетках E. coli получен ряд белков, содержащих единичные замены консервативных
аминокислотных остатков активного центра – S13A, D16N, T17N, T17S, R130K, K131E, Q134A,
G137A, T138A, W150F, W150A, D170N, R172I, E176Q. После ионообменной и аффинной хромато�
графической очистки полученные препараты мутантных форм белка были электрофоретически го�
могенными. Исследование ферментативной активности этих белков на природных акцепторах
фосфорильной группы (dAMP, dCMP, dGMP, dTMP) показало, что замены заряженных аминокис�
лот NMP�связывающего домена – R130, R172, D170 и E176 – приводят к практически полной по�
тере ферментативных свойств. Установлено, что для каталитической активности фермента важно
наличие НО�группы аминокислотного остатка в положении 17. На основании изменений удельной
активности мутантных форм фермента предполагается, что остатки аргининов 130 и 172 участвуют
в связывании γ�фосфорильной группы донора и α�фосфорильной группы акцептора, а остаток ас�
парагиновой кислоты в положении 16 АТР�связывающего сайта также участвует в связывании ряда
акцепторов фосфорила, прежде всего dTMP. Непропорциональное изменение ферментативной ак�
тивности на разных субстратах у частично активных мутантов – G137A, T138A, T17N, Q134A, S13A,
D16N – позволяет предполагать, что в связывании разных акцепторов фосфорила участвуют разные
аминокислотные остатки.
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дилаткиназы E. coli [11], гуанилаткиназы мыши
[12] и ряда NMPK из других организмов. 

Альтернативным подходом к изучению актив�
ного центра является сайт�направленный мутаге�
нез. Замена одного или нескольких аминокислот�
ных остатков, сопровождаемая изучением ее влия�
ния на кинетические характеристики фермента, –
такие, как скорость катализа и/или субстратная
специфичность, – позволяет не только судить о ро�
ли отдельных аминокислот в катализе, но и изме�
нять каталитические свойства белка. Так, точеч�
ная замена консервативного остатка глутамина в
аденилаткиназе приводит к способности фермен�
та фосфорилировать UMP [13].

dNMP�киназа бактериофага Т5 (dNMPKT5), в
отличие от большинства известных NMPK, обла�
дает широкой субстратной специфичностью и
способна фосфорилировать все четыре канони�
ческих природных dNMP – dCMP, dGMP, dAMP
и dTMP. Ранее нами был секвенирован участок
генома фага Т5, содержащий ген dnk, кодирую�
щий dNMPK; ген был идентифицирован, клони�
рован под контролем эффективного промотора и
экспрессирован [14]. Было показано, что, кроме
природных нуклеотидов, dNMPKТ5 фосфорили�
рует α�S�AMP [15], а также рибонуклеозидмоно�
фосфаты [16]. 

Целью настоящей работы было установление
аминокислотных остатков, входящих в структуру
активного центра dNMPKT5 и вовлеченных в ка�
тализ. В связи с этим планировалось: с помощью
сайт�направленного мутагенеза и технологии
белковой инженерии сконструировать ряд плаз�
мид, несущих гены dNMPKT5, содержащие еди�
ничные замены консервативных аминокислот
активного центра; добиться стабильной продук�
ции мутантных форм dNMPKT5 в клетках E. coli;
получить чистые препараты мутантных белков;
проанализировать влияние аминокислотных замен
на удельные активности фермента для природных
акцепторов фосфорильной группы (dAMP, dGMP,
dTMP, dCMP) и сделать выводы о роли отдельных
аминокислот в функционировании фермента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Моделирование структуры dNMPKT5 

Большинство известных NMPK – небольшие
мономерные (реже – гомодимерные) белки, отно�
сящиеся к α/β�классу, обычно состоят из 5 β�скла�
док, окруженных 8–9 α�спиралями. NMPK имеют
доменную структуру и состоят из трех доменов: ос�
новного, или CORE, содержащего ATP�связываю�
щую P�петлю (P�loop, фосфатсвязывающая петля,
мотив Уолкера А (WalkerA)), а также NMP�связыва�
ющего домена (NMPbind) и домена LID, соединен�
ных с CORE перемычками [17] (см. рис.1). 

При этом структуры NMPK довольно различ�
ны: так, NMP�связывающий сайт аденилаткиназ

преимущественно α�спиральный, а у гуанилатки�
наз в основном состоит из β�складок [12]. Шар�
нирное сочленение доменов и их подвижность
друг относительно друга обеспечивают конфор�
мационные изменения, происходящие при свя�
зывании субстрата [18, 19]. Принято считать, что
движение NMPbind и LID относительно CORE,
индуцированное связыванием субстратов, обес�
печивает “закрытие” активного сайта, в результа�
те чего происходит катализ [12, 20, 21]. В послед�
нее время появилось представление о том, что в
процессе непрерывного катализа конформация
фермента не полностью “открытая”, а флуктуи�
рует между так называемой “полуоткрытой�полу�
закрытой” конформацией (стабилизирумой вод�
ным окружением) и “закрытой”, содержащей оба
лиганда (донор и акцептор фосфорила) [22]. При
этом скорость реакции лимитируют не конфор�
мационные изменения в белке, а собственно про�
цесс переноса фосфорила. Общепринятым явля�
ется представление о том, что фосфорилирование
протекает по неупорядоченному Bi�Bi�механизму
[17, 23], однако это предполагает независимое дви�
жение доменов NMPbind и LID, чему противоре�
чит ряд экспериментальных данных. Так, показа�
но, что связывание NMP провоцирует “закрытие”
LID [24]. Также до сих пор ведутся дискуссии по
поводу способа стабилизации переходного состоя�
ния (transition state); большинство исследователей
в настоящее время считают наиболее вероятным
ассоциативный sn2�механизм [8, 24, 25]. Отсут�
ствие полной ясности можно объяснить тем, что
ни один из белков не удалось получить в кристал�
лическом состоянии во всех четырех формах –
апофермент, комплекс с одним субстратом (донор
фосфорила), с другим субстратом (акцептор фос�
форила) и четвертичный комплекс с обоими суб�
стратами. Кроме того, ввиду сложностей, испыты�
ваемых при кристаллизации ферментов в присут�
ствии природных субстратов, часто в этих целях
применяют их искусственные имитаторы (напри�
мер, AP5А, UP5A, ТP5А, AMPPCF2P – 5'�адени�
лил(β,γ�дифторметилен)дифосфонат и др.), что
затрудняет трактовку результатов. Например, при
кристаллизации GMPK E. coli с AP5G фермент
находился в не полностью “закрытой” конфор�
мации, с остатком аденина вне сайта связывания
донора фосфорила [26].

Большинство известных нуклеозидмонофос�
фаткиназ, как бактериальных, так и эукариотиче�
ских, узкоспецифичны к азотистому основанию
акцептора фосфорила. Неудивительно, что за
связывание субстрата у аденилаткиназ, тимиди�
латкиназ, гуанилаткиназ отвечают разные амино�
кислоты [17]. Исключение составляют несколько
NMPK, кодируемых вирулентными бактериофа�
гами. Эти киназы, призванные обеспечить высо�
кую скорость синтеза ДНК в процессе фаговой
инфекции, способны эффективно фосфорилиро�
вать целый ряд субстратов [27, 28].

4*
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Несмотря на то, что большое количество
NMPK получено в кристаллическом состоянии, и
число известных структур все возрастает, до сих
пор имеется лишь одна широкоспецифичная фа�
говая NMPK, чья структура была получена с раз�
решением 2.2 Å – dNMP�киназа бактериофага Т4
(КФ 2.7.4.12, dNMPKT4) [29]. 

dNMPKT4 имеет димерную структуру и спо�
собнa фосфорилировать три структурно нерод�
ственных субстрата – dGMP, dTMP и 5'�hm�dC�
MP (5'�гидроксиметилдезоксицитидинмонофос�
фат, в геноме Т�четных колифагов заменяет свой
природный аналог, dCMP). Структура dNMPKT4
(241 а.о.) имеет ряд особенностей. NMPbind этого
фермента необычно велик, а LID, напротив, слабо
выражен. CORE содержит АТP�связывающий уча�
сток, включающий глицинбогатую P�петлю, и со�
стоит из аминокислотных остатков 1–32 и 165–241,
NMP�связывающий “карман” представлен пятью
альфа�спиралями (аминокислоты 33–149). Домен
LID, “прикрывающий” активный центр при связы�
вании субстратов, укорочен до 15 а.о. (участок 197–
211) и содержит только один из характерных для
этого домена аргининов, взаимодействие кото�

рых с фосфатными группами АТР у киназ обеспе�
чивает “закрытие” домена [24]. 

Полипептидная цепь dNMPK бактериофага
Т5 (КФ 2.7.4.13) состоит из 250 а.о. [14]. Сравни�
тельный анализ белковых баз данных программой
PSI�BLAST выявляет целый ряд подобных амино�
кислотных последовательностей, принадлежащих
различным фаговым киназам; в их числе и
dNMPKT4. Значение сходства аминокислотных
последовательностей нельзя преувеличивать, осо�
бенно учитывая различия в субстратной специфич�
ности: dNMPKТ5, в отличие от dNMPKT4 (см. вы�
ше), фосфорилирует четыре “канонических” дезок�
сирибонуклеотида (dCMP, dGMP, dAMP и dTMP).
Кроме того, dNMPKT5, в отличие от dNMPKT4, не
является димером [14].

Проведенный нами биоинформационный ана�
лиз аминокислотных последовательностей, тем не
менее, выявил, что сходство NMPK бактериофагов
между собой намного более выражено, чем с узко�
специфичными NMPK других организмов – обои�
ми подсемействами аденилаткиназ, CMP�UMP�
киназами, гуанилаткиназами, тимидилаткиназами.
В частности, консенсусная последовательность

LID
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dGMP

CORE

α5 α6

β5

β6
β3

β4
α2

β9

α7

β8
α1

β1

β2

β7 α4

α3

α8

Рис. 1. Схематическое изображение доменной структуры гуанилаткиназы мыши (по [12]). α – альфа�спиральные
участки полипептидной цепи, β – β�складчатые участки.
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P�петли, в общем виде выглядящая у АТP�связыва�
ющих белков как GXXXXGK [17], у фаговых киназ
имеет вид GXXXSGKDT (см. рис. 2б). Таким обра�
зом, помимо “инвариантного” лизина K, чья роль
заключается как в поддержании структуры белка
[30], так и в связывании β� и γ�фосфорильных
групп АТР и стабилизировании переходного со�
стояния [31] и чья замена (например, на аргинин
в белках класса MAGUK) приводит к неспособ�
ности связывать АТР [5], P�петля содержит кон�
сервативные серин, треонин и аспарагиновую
кислоту. 

Программа Cn3D Viewer 3.0 позволяет модели�
ровать вторичную структуру белка на основании
пространственного наложения его полипептид�

ной цепи на уже известную структуру другого бел�
ка при условии достаточного сходства между по�
следовательностями. С помощью этой программы
мы проанализировали потенциальную структуру
NMPK ряда фагов, и прежде всего хорошо нами
изученной dNMPKT5 [14], с помощью моделиро�
вания ее на основании известной структуры
dNMPKТ4, с целью выявления консервативных
аминокислотных остатков. На рис. 2а и 2б, приве�
ден результат такого моделирования, выполнен�
ного посредством указанной программы.

В результате такого анализа были выявлены
три консенсусных участка: уже упоминавшаяся
P�петля (аминокислоты 9–17) и два альфа�спи�
ральных участка, окружающих центральную

ATP

T17

S13

D16

dNMP

D170

R172

Q134

R130

K131

E176
W150 G137

(а)

Рис. 2. Компьютерное моделирование структуры фаговых NMPK. a – Результат пространственного наложения пер�
вичных структур киназ бактериофагов Т5, RB69, KVP40, Felix 01 на известную пространственную структуру dNMPK
бактериофага Т4. Красным цветом выделены консервативные аминокислоты, выбранные для точечного мутагенеза
(кроме Т138, скрытого за предшествующим глицином 137); синим цветом окрашены участки одинаковой вторичной
структуры; б – множественное выравнивание аминокислотных последовательностей NMPK бактериофагов Т4, Т5,
RB69, KVP40 и Felix 01. Цифры в начале и конце строк – порядковые номера аминокислот соответствующих участков.
Подчеркнуты аминокислоты dNMPKT5, выбранные для мутагенеза. Жирным шрифтом выделены консервативные
аминокислоты; заглавными буквами обозначены аминокислоты участков одинаковой вторичной структуры. 
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β�складку NMP�связывающего домена (аминокис�
лоты 130–138 и 170–176) (нумерация по Т5). Кроме
того, обнаружен находящийся “на дне” NMP�свя�
зывающего “кармана” консервативный трипто�
фан 150.

Мутагенез 

Для выяснения роли отдельных аминокислот�
ных остатков dNMPKT5 в катализе были выполне�
ны единичные замены консервативных остатков и
проведено дальнейшее сравнительное исследова�
ние активности и специфичности мутантных фер�
ментов. Для направленного мутагенеза были вы�
браны следующие консервативные аминокисло�
ты: относящиеся к Р�петле S13, D16, T17,
аминокислоты NMPbind R130, K131, Q134, G137,
T138, консервативный W150, а также входящие в
состав СORE D170, R172, E176 – у dNMPKT4 они
образуют α�спиральные “стенки” нуклеоти�
дсвязывающего “кармана” (см. рис. 1). Методом
сайт�направленного мутагенеза были получены
14 мутантных форм киназы бактериофага Т5,

содержащих единичные аминокислотные заме�
ны, – S13A, D16N, T17N, T17S, R130K, K131E,
Q134A, G137A, T138A, W150F, W150A, D170N,
R172I, E176Q. Это преимущественно “аланино�
вые” замены, радикально не влияющие на струк�
туру; однако среди замен есть мутации со сменой
заряда (K131E) или его потерей (D16N, D170N,
R172I, E176Q), а также несколько замен на анало�
гичные аминокислоты (серин–треонин, трипто�
фан–фенилаланин, аргинин–лизин). 

Выделение и очистка белков

Для всех мутантных плазмид получена эффек�
тивная экспрессия полноразмерного белкового
продукта. Для очистки целевых белков использо�
вали ионообменную хроматографию на DEAE�
сорбентах и аффинную хроматографию на сор�
бентах со специфическими красителями. Способ
очистки был разработан ранее для природной
формы белка [14] и позволяет получать исследуе�
мые ферменты в электрофоретически гомогенном
состоянии с высоким выходом по ферментативной
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БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 39  № 6  2013

ИЗУЧЕНИЕ АКТИВНОГО ЦЕНТРА 685

активности (до 70%). Все полученные мутантные
ферменты, включая малоактивные, имеют изо�
электрическую точку, близкую к таковой для при�
родного фермента, что позволило успешно ис�
пользовать для их выделения условия DEAE�хро�
матографии, подобранные для фермента дикого
типа. Постадийный результат типового выделения
представлен на рис. 3. Как показал контроль на
примесные ферментативные активности, полу�
ченные таким образом препараты не содержали на
АТР�азной, ни NADH�оксидазной активности.

Анализ активности 
и субстратной специфичности мутантов

Для всех выделенных ферментов были опреде�
лены удельные активности для различных акцеп�
торов фосфорильной группы – природных дезок�
сирибонуклеотидов (dAMP, dGMP, dCMP, dTMP)
(табл. 1) и их соотношения (для каждого мутанта
за 100% принимали максимальную в отношении
исследуемых субстратов удельную активность,
табл. 2).

Даже поверхностный анализ данных табл. 1, 2
показывает, что изменение активности в резуль�
тате мутагенеза происходит непропорционально
для различных акцепторов. Так, наиболее устой�
чивой к изменению является dСMP�киназная ак�
тивность (у 9 из 13 мутантов она составляет чет�
верть и более от активности природного фермен�
та), в семи случаях достаточно высока dAMP�
киназная активность, а наиболее значительно па�
дает активность с dТMP и dGMP в качестве суб�
стратов. Наибольшая чувствительность к мутаци�
ям проявляется в отношении активности фер�
мента при использовании в качестве акцептора
dТMP. Нужно отметить, что тимидилаткиназная
активность играет ключевую роль в биосинтезе
дезоксирибонуклеозидтрифосфатов. Связывая
два пути биосинтеза dTTP (реутилизация тими�
дина и синтез de novo) – трифосфата, который, в
свою очередь, является аллостерическим регуля�
тором рибонуклеотидредуктазы, – тимидилатки�
наза участвует в регуляции биосинтеза предше�
ственников нуклеиновых кислот в целом [32, 33].

Стоит выделить результаты, на основании ко�
торых можно сделать несколько заключений о
структуре активного центра исследуемого фер�
мента и обобщить их для широкоспецифичных
фаговых NMPK в целом. 

Особенности строения АТPMсвязывающего сайта

Р�петля, или глицинбогатая петля, у NMPK
образует “анионный канал” (anion hole), взаимо�
действующий с фосфорильными группами донора
[34, 35]. Она содержит консенсус, иначе именуемый
мотивом Уолкера А: GX1X2X3X4GKX5T(S); в поло�
жении X5 у аденилаткиназ находится глицин, у гуа�
нилаткиназ – серин. Глицины Р�петли участвуют в

поддержании структуры петли [36]; так, их точеч�
ные мутации у UCMK Arabidopsis приводили к
быстрой деградации белков в процессе очистки
[37]. Kонсервативный “инвариантный” лизин и
два следующих за ним аминокислотных остатка
участвуют в связывании лиганда [36]. Лизин вза�
имодействует с β� и γ�фосфорильными группами
АТР [37]; показано, что он стабилизирует струк�
туру активного центра, образуя “мост” между
фосфорильными группами АТР и NMP, а также
участвует в образовании координационной сфе�
ры Mg2+ [25].

У рассматриваемых нами фаговых NMPK мо�
тив Уолкера выглядит так: GX1X2X3SGKDT.

Замены в АТP�связывающем сайте dNMPKT5
в положениях S13 и D16 приводят к появлению
мутантов с достаточно высокой активностью на
всех субстратах�акцепторах, за исключением од�
ного: S13A малоактивен на dGMP, а D16N – на
dTMP (активность D16N на dGMP также сниже�
на, но в меньшей степени). Ранее уже было пока�
зано при мутагенезе других NMPK, что мутации
некоторых аминокислот P�петли могут ухудшать
связывание не только (d)АТР, но и монофосфа�
тов�акцепторов фосфорила [13, 37]. Можно пред�

1 2 3 4

Рис. 3. Электрофорез фракций белка на разных ста�
диях очистки. 1 – грубый экстракт, 2 – фракция после
хроматографии на DEAE�Toyopearl 650M, 3 – фрак�
ция после аффинной хроматографии, 4 – маркеры
молекулярной массы (сверху вниз: 94, 66, 45, 29, 20.1,
14.2 кДа).
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положить, что пространственная близость сайтов
связывания донора и акцептора при “закрытии”
активного центра, предшествующем катализу, со�
здает предпосылки для взаимодействия амино�
кислот Р�петли с обоими субстратами. Результа�
ты мутагенеза консервативного остатка D16 кор�
релируют с данными литературы о мутагенезе
аспарагиновой кислоты, находящейся в положе�
нии X2 Р�петли тимидилаткиназ дрожжей и чело�
века; ее замены приводили к потере активности
фермента [3]. Таким образом, можно предполо�
жить, что D16 участвует в связывании некоторых
субстратов�акцепторов фосфорила (прежде все�
го, тимидиловых нуклеотидов). 

Наличие аспарагиновой кислоты сразу после
“инвариантного” лизина�15 в АТР�связывающем
сайте фаговых киназ было отмечено еще Тепляко�
вым с соавторами [29]; авторы работы предполо�
жили, что внедрение карбоксильной группы в ко�
ординационную сферу магния способствует бо�
лее прочному связыванию катиона и тем самым
увеличивает скорость катализа. 

По нашим данным, замена треонина в поло�
жении 17 на аспарагин приводит к значительному
снижению активности на трех субстратах с сохра�
нением достаточно высокой активности на
dAMP. Следует отметить, что в случае замены
треонина�17 на близкий по природе серин (му�
тант T17S), в отличие от замены на аспарагин
(T17N), активность фермента практически пол�
ностью сохраняется. Видимо, наличие ОН�груп�
пы аминокислотного остатка в этом положении
играет важную роль. Это согласуется с данными
об участии серина/треонина P�петли, обычно
следующего за “инвариантным” лизином, в коор�
динировании рибозы АТР [5, 30] и в координиро�

вании Mg2+ [31], а также в связывании α�фосфо�
рила акцептора [12]. У dNMPKТ4 этот остаток
треонина, наряду с глицином�13, связывает
α�фосфорильную группу АТP, образуя с ней две
водородные связи [29]. 

Интересно, что, в отличие от аденилаткиназ,
уридилаткиназ, гуанилаткиназ и прокариотиче�
ских тимидилаткиназ, у которых в положении X3

Р�петли находится глицин [17, 32], у dNMK бакте�
риофага Т4 и ему подобных позицию X3 занимает
аргинин. Это характерно для тимидилаткиназ эука�
риот, причем замена аргинина X3 на глицин приво�
дит к 200�кратному падению активности фермента
[3]. Этот остаток аргинина взаимодействует с
γ�фосфорилом ATP; у тимидилаткиназы E. coli (с
глицином в X3�положении) данную функцию берут
на себя аргинины “длинного” домена LID [3]. У
dNMKT5 в положении X3 находится глицин, что ха�
рактерно для прокариотических тимидилатки�
наз, но “короткий” домен LID не содержит арги�
нинов. Также не выявлено сходства между фер�
ментами бактериофагов Т4 и Т5 в области
связывания аденозина донора фосфорила (223–
226). Очевидно, имеются отличия в связывании
ATP dNMP�киназой бактериофага Т5.

Роль триптофанаM150 

Замены триптофана�150 были единственны�
ми, которые приводили к частичной (W150F) или
полной (W150A) потере растворимости белкового
продукта. W150A�мутант оказался нераствори�
мым и полностью содержался в тельцах включе�
ния. Мутант W150F также частично агрегировал в
тела включения, однако неагрегировавший белок

Таблица 1. Удельные активности (ед. акт./мг) мутантных киназ на различных акцепторах фосфорила*

Мутант dAMP dTMP dGMP dCMP

S13A 45.04 ± 5.52 32.22 ± 0.78 11.94 ± 1.22 22.74 ± 0.16

D16N 37.24 ± 0.43 6.59 ± 0.05 13.87 ± 0.49 23.60 ± 0.02

T17N 16.74 ± 1.65 1.76 ± 0.05 4.03 ± 0.28 5.03 ± 0.45

T17S 61.45 ± 1.48 28.21 ± 0.92 35.10 ± 4.64 18.28 ± 0.78

R130K 0.29 ± 0.02 0.04 ± 0.00 0.09 ± 0.00 0.15 ± 0.00

K131E 79.72 ± 2.78 35.31 ± 1.67 31.21 ± 2.67 25.44 ± 2.22

Q134A 17.53 ± 0.20 2.07 ± 0.04 2.8 ± 0.05 7.73 ± 0.16

G137A 0.49 ± 0.00 0.35 ± 0.02 1.37 × 10–3 ± 0.00 4.65 ± 0.01

T138A 37.27 ± 5.95 1.61 ± 0.04 3.92 ± 0.31 5.20 ± 0.25

W150F 76.23 ± 0.91 48.31 ± 1.32 43.91 ± 0.03 22.49 ± 0.27

D170N 1.02 ± 0.13 0.09 ± 0.02 0.055 ± 0.00 0.077 ± 0.001

R172I 0.014 ± 0.00 0.009 ± 0.00 0.014 ± 0.00 0.14 ± 0.02

E176Q 2.41 ± 0.12 0.08 ± 0.02 0.08 ± 0.01 0.08 ± 0.02

Фермент дикого типа 73.17 ± 3.80 41.24 ± 1.77 36.54 ± 1.20 25.78 ± 2.53

* За 1 ед. акт. принимали количество фермента, катализирующее превращение 1 мкмоль монофосфата в минуту при темпе�
ратуре 25°C. Значения активностей представляют собой среднее значение ± стандартное отклонение (n = 3).
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был хорошо растворим и практически не отли�
чался по активности от природного фермента
(табл. 1). 

Ранее мы предполагали, что консервативный
триптофан�150 может связывать азотистое осно�
вание субстрата, исходя из их взаимного располо�
жения. По�видимому, фенилаланин способен
функционально замещать триптофан; так, у ти�
мидилаткиназы Staphylococcus aureus именно
остаток F66 обеспечивает стэкинг�взаимодей�
ствие с кольцом пиримидина [32]. В нашем экс�
перименте мутант W150F также был функцио�
нально активен. А вот замена триптофана на ала�
нин сильно ухудшает растворимость белка,
поэтому мы предположили, что эта замена меша�
ет нормальному фолдингу. К сожалению, выде�
лить белок из телец включения и определить его
активность мы не смогли. Следовательно, роль
триптофана�150 в связывании гетероциклическо�
го основания акцептора для dNMPKT5 пока оста�
ется без экспериментального подтверждения.

Интересно, что α�спираль 7 dNMPK бакте�
риофага Т4, в которую входит консервативный
триптофан W152, помимо связывания азотистого
основания монофосфата, важна для поддержания
структуры фермента – отвечает за димеризацию и
обеспечивает свободное движение доменов отно�
сительно друг друга [29].

Заряженные аминокислоты 
NMPMсвязывающего сайта

Замены заряженных аминокислот NMP�свя�
зывающего сайта, образованного α�спиральны�
ми “стенками” доменов NMPbind и CORE, – ар�
гининов 130 и 172, аспарагиновой кислоты 170 и
глутаминовой 176, – ведущие к перемене заряда в
активном центре, приводят к практически пол�
ной потере ферментативной активности. Можно
заключить, что эти заряженные аминокислоты
абсолютно необходимы для связывания и фосфо�
рилирования всех четырех канонических dNMPs. 

Эти результаты хорошо согласуются с много�
численными литературными данными о роли за�
ряженных аминокислот NMPK в фосфорилиро�
вании. Так, мутагенез остатков аргинина, серина
и аспарагиновой кислоты CMPK E. coli приводит
к потере активности или стабильности фермента
[38]; мутации с потерей заряда остатков аспараги�
новой кислоты ухудшают растворимость и ведут к
падению активности UMPK E. coli [39]. Кристал�
лографические исследования структуры CMPK
St. aureus обнаруживают в активном центре остат�
ки аргининов, аспарагиновой кислоты и треони�
на [40], а в активном центре GMPK E. coli – два
остатка аргинина, два – аспарагиновой кислоты,
по одному – глутаминовой кислоты, серина и
треонина [26]. Отдельно стоит отметить роль
остатков аргининов. 

Показано многочисленными исследования�
ми, что NMP�киназы содержат несколько кон�
сервативных остатков аргининов, связывающих
α�фосфорил акцептора и β� и γ�фосфорил донора
и стабилизирующих переходное состояние [24,
38, 40]. Аргинины и остатки аспарагиновой кис�
лоты участвуют в поддержании структуры актив�
ного центра, а также в поддержании его “закры�
той” конформации [35]. Мутагенез двух остатков
аргинина AMPK E. coli полностью инактивирует
фермент [25]. 

Факт потери активности dNMPKТ5 на всех
субстратах показывает, что сайт связывания NMP
единый и данные заряженные аминокислоты
критичны для катализа. 

Аминокислоты, аналогичные D170 и E176, у
dNMPKT4 участвуют в образовании водородных
связей с амино�и иминогруппами dGMP [29]. Ар�
гинины 130 и 172, вероятно, связывают α�фосфо�
рильную группу акцептора. Аргинин 132 dNMPK
бактериофага Т4 (аналог R130 dNMPKТ5), кроме
того, участвует в связывании сахара – дезоксири�
бозы – посредством координирования 3'�гидрок�
сила. 

Интересно отметить, что аналогом R132
dNMPKT4, выполняющим функцию связывания
α�фосфорила NMP, у аденилат�, гуанилат� и ури�
дилаткиназ является аргинин области, фланкиру�
ющей N�концевую Р�петлю (у разных ферментов
это R36, R38, R40, R41, R44, R52) [17, 29]; у
dNMPKT5, в отличие от dNMPKT4, в этой обла�
сти также имеется два остатка аргинина 36 и 37. У
цитидилаткиназы E. coli в связывании α�фосфо�
рила СМР участвуют два аргинина – 41 и 131 [41];
вероятен такой вариант и для dNMPKT5.

Таблица 2. Соотношение активностей мутантов на
различных акцепторах фосфорила*

Мутант dAMP dTMP dGMP dCMP

S13A 100 71.5 26.5 59.5
D16N 100 17.7 37.4 63.4
T17N 100 10.5 24.1 30.0
T17S 100 45.9 57.1 29.7
R130K 100 12.2 32.6 53.9
K131E 100 44.3 39.2 31.9
Q134A 100 11.8 15.9 44.1
G137A 10.5 7.5 <0.1 100
T138A 100 4.3 10.5 14.0
W150F 100 63.3 57.6 29.5
D170N 100 8.8 5.4 7.5
R172I 10 6.4 10 100
E176Q 100 3.3 3.3 3.3
Фермент 
дикого 
типа 100 56.4 49.9 35.2

* Активность вычисляли в процентах от максимальной для
набора субстратов.
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Замены в NMPMсвязывающем 
участке домена CORE

Консервативные остатки Q134, G137 и T138
относятся к общей α�спирали CORE. Мы обнару�
жили, что “аланиновые” замены в этих позициях
приводят к значительному снижению активности
на некоторых субстратах с сохранением достаточ�
но высокой активности на других (активность
уменьшается не на несколько порядков, а в не�
сколько раз). У Т138A (как и у другого мутанта по
треонину, T17N) сохраняется достаточно высокая
активность на dAMP, у G137A – на dCMP, а у
Q134A – на обоих этих субстратах. 

Интересно, что аналогичный Q134 остаток
Q136 киназы бактериофага Т4 наряду с аспараги�
новой кислотой D141 (аналог E139 бактериофага
Т5) участвует в поддержании “закрытой” кон�
формации белка после связывания субстрата за
счет образования водородных связей с аминокис�
лотными остатками домена LID [29]. Однако про�
веденный нами анализ последовательностей не
выявил никакого сходства dNMPKТ5 с dNMPKТ4
в области домена LID (остатки 197–211), в отли�
чие от киназ других бактериофагов. 

По нашим данным, замена лизина�131 (у
dNMPKТ4 в этом положении находится аргинин)
на глутаминовую кислоту (K131E) – единствен�
ная, ведущая к перемене заряда, – не приводит к
значительному изменению активности мутанта
dNMPKТ5 по сравнению с природной формой.
Можно предположить, что ε�аминогруппа лизи�
на�131, в отличие от гуанидиновой группы “со�
седнего” аргинина�130, не направлена внутрь
сайта связывания акцептора и не участвует в про�
цессе катализа.

Структурные основы 
субстратной специфичности

Для dNMPKТ4 было показано наличие общего
для всех акцепторов фосфорила сайта связывания
[42]. На примере dNMPKT5 мы видим, что мута�
ции по ряду позиций (R130, R172, D170 и E176)
приводят к катастрофическому падению актив�
ности на всех субстратах, и это подтверждает
единственность сайта связывания. Однако, не�
пропорциональное падение активности на раз�
личных акцепторах при мутациях в ряде других
позиций (Q134, G137 и T138) свидетельствует,
что, несмотря на наличие единого сайта, распо�
знавание отдельных субстратов�акцепторов фос�
форила – процесс более сложный. Можно пред�
положить, что фосфорильные группы акцепторов
связываются одинаковым образом; общим, воз�
можно, является и стэкинг�взаимодействие азо�
тистого основания с консервативным триптофа�
ном 150. Но очевидно, что за специфичность свя�
зывания различных акцепторов фосфорила
отвечают разные аминокислоты; какие именно –

нельзя заключить на основании одной имеющей�
ся структуры. В частности, изучение связывания
dGMP dNMPKТ4 не позволило понять, как свя�
зываются пиримидины – hm�dCMP и dTMP [29].

Интересно, что dNMPKТ4 не способна фос�
форилировать dAMP. Авторы структурного ис�
следования видели причину этого в стерической
невозможности связывания аденозина в сайте, в от�
личие от гуанозина. Однако на примере dNMPKT5
мы наблюдаем большое структурное сходство c
dNMPKТ4 в сайте связывания монофосфата, при
этом dAMP – прекрасный субстрат для
dNMPKT5. 

Рассуждая о связывании пиримидинов, стоит
отметить, что именно пиримидиновые киназы
эукариот являются наименее специфичными к
акцептору фосфорильной группы; так, UMP�ки�
наза дрожжей может фосфорилировать и СМР, и
АМР [35]. Также показано, что пиримидиновые
NMPK имеют меньшую энантиоселективность, и
LMэнантиомеры пиримидиновых нуклеотидов
успешно моделируются в структуре [43]. UCMPK
человека может связывать целый ряд нуклеоти�
дов, хотя не все они являются субстратами [1]. 

Одной из причин более широкой специфично�
сти пиримидиновых киназ является больший раз�
мер NMP�связывающего “кармана”, что уменьша�
ет стерические препятствия для связывания нук�
леотидов; другая причина – участие молекул
воды, которые могут служить как донором, так и
акцептором электронов, таким образом обеспе�
чивая распознавание нескольких субстратов [1,
17, 44]. Для узкоспецифичных пиримидиновых
киназ, в частности, для CMPK E. coli, напротив,
характерен маленький размер СМР�связывающе�
го “кармана” [30]. Можно предположить, что уча�
стие водного окружения наряду с большим разме�
ром сайта связывания обеспечивает широкую
специфичность к субстрату у фаговых NMPK. Во�
прос о том, каким конкретно образом обеспечи�
вается специфичность одного фермента к не�
скольким азотистым основаниям NMP, остается
пока открытым. Полученные данные по мутаге�
незу Р�петли позволяют предполагать возмож�
ность участия в этом процессе и некоторых ами�
нокислот АТР�связывающего участка.

Изменения в оптимуме рН

Мы определили pH�оптимумы некоторых
dNMPKT5, использовав в качестве субстрата
dGMP (оптимум природного фермента на этом
субстрате лежит в районе 7). На рис. 4 видно, что
лишь у одного из мутантов, T17S, оптимум pH
совпадает с этим значением. Любопытно, что и
удельная активность этого фермента весьма близ�
ка природному белку. Для остальных исследован�
ных мутантов оптимум хотя и является также ши�
роким, но смещeн в более щелочную (7.5–8.5) об�
ласть по сравнению с исходным ферментом.
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Изменения в оптимуме рН нельзя счесть выра�
женными; однако можно отметить их как любо�
пытную тенденцию.

ВЫВОДЫ

1) Замены заряженных аминокислот NMP�
связывающего домена нуклеозидмонофосфаткина�
зы бактериофага Т5 – R130, R172, D170 и E176 –
приводят к практически полной потере фермента�
тивной активности. Очевидно, эти заряженные
аминокислоты абсолютно необходимы для связы�
вания и фосфорилирования всех четырех канони�
ческих dNMPs. 

2) Остатки аргининов 130 и 172, вероятно,
участвуют в связывании γ�фосфорила донора и
α�фосфорила акцептора.

3) D16 АТР�связывающего сайта участвует в
связывании ряда акцепторов, прежде всего dTMP.
Наличие ОН�группы аминокислотного остатка в
положении 17 также важно для катализа.

4) Падение ферментативной активности у ча�
стично активных мутантов – G137A, T138A,
T17N, Q134A, S13A, D16N – происходит неоди�
наково для различных акцепторов фосфорильной
группы. Таким образом, несмотря на наличие об�
щего сайта для акцепторов, в связывании различ�
ных субстратов участвуют разные аминокислоты.

5) Аминокислотные замены W150F, K131E,
T17S не приводят к значительному изменению
активности ни на одном из субстратов. Остаток
триптофана в положении 150 функционально ва�
жен для правильного фолдинга белка: его замена
на аланин радикально ухудшает растворимость.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы

В работе использовали Трис, фосфоенолпиру�
ват, NADH (восстановленный), пируваткиназу,
лактатдегидрогеназу, изопропил�β�D�тиогалак�
топиранозид (IPTG) фирмы “Sigma” (США),
ДНК�полимеразу Pfu Ultra II (Stratagene, США),
T4 ДНК�лигазу и рестриктазу DpnI (Fermentas,
Литва). Остальные химические реагенты, постав�
ляемые фирмами “Promega” (США), “Fluka”
(Швейцария), “Bio�Rad” (США), соответствова�
ли квалификации ос.ч. или х.ч. Носители для хро�
матографии произведены фирмой TosoHaas
(США). Кристаллический яичный лизоцим про�
изведен фирмой “Serva” (Германия). 

В качестве матрицы для сайт�направленного
мутагенеза использовали полученную нами ранее
экспрессионную плазмиду pET532a, сконструиро�
ванную на основе вектора pET7�7 (Novagen, США)
и содержащую ген dnk, кодирующий dNMPK бак�
териофага Т5 [14]. Манипуляции с плазмидной
ДНК, подготовку компетентных клеток E. coli
штаммов BL21(DE3) и XL10Gold (Stratagene,

США), а также трансформацию осуществляли
согласно стандартным методикам [45]. Синтез
праймеров для мутагенеза осуществляла компа�
ния ЗАО Евроген (Россия). Последовательно�
сти праймеров приведены в табл. 3.

Сайт�направленный мутагенез проводили ме�
тодом, близким к используемому в наборе
QuikChange (Stratagene, США) [46]. ПЦР с пара�
ми праймеров, указанных в табл. 3, проводили в
50 мкл реакционной смеси. После температурной
денатурации плазмидной ДНК и отжига прайме�
ров проводили амплификацию всей плазмиды с
использованием высокоточного фермента – тер�
мостабильной ДНК�полимеразы Pfu Ultra II.
ПЦР�смесь объемом 50 мкл содержала: 10 нг
плазмидной ДНК, по 150 нг прямого и обратно�
го праймеров, 100 нМ смесь dNTPs, буфер 1× Pfu
UltraII, 2.5 ед. акт. ДНК�полимеразы Pfu UltraII.
Температурный режим ПЦР�реакции включал:
предварительную денатурацию плазмидной ДНК
при 95°C – 2 мин (1�й цикл), денатурацию ДНК
при 94°C – 30 с, отжиг праймеров при 55°C – 30 с
и достройку ДНК при 68°C – 90 с (2–18 циклы).
После проведения 18 циклов ПЦР�смесь инкуби�
ровали при 70°C в течение 7 мин и затем охлажда�
ли до комнатной температуры.

В полученную смесь для удаления исходной
плазмидной ДНК добавляли 10 ед. акт. эндо�
нуклеазы рестрикции DpnI, разрезающей только
метилированные сайты, и инкубировали при
37°C в течение 2 ч. Останавливали реакцию про�
греванием при 80°C в течение 20 мин. Для транс�
формации компетентных клеток штамма E. coli
XL10Gold использовали 1 мкл реакционной сме�
си. Трансформацию клеток осуществляли мето�
дом электропорации при напряжении 2500 В в те�
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Рис. 4. pH�оптимумы активности мутантных белков
Т17S (1), D16N (2), T138A (3), Q134A (4), T17N (5),
белка дикого типа (6).
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чение 5–5.5 мс на приборе MicroPulser (Bio�Rad,
США). Селекцию рекомбинантных клонов про�
водили на LB�агаре в присутствии ампициллина
(100 мкг/мл). Из отобранных случайным образом
2–3 клонов стандартными методами выделяли
плазмидную ДНК и анализировали ее на наличие
целевой мутации секвенированием соответству�
ющиего участка гена dnk. Секвенирование ДНК
проводили с помощью набора реактивов ABI
PRISM® BigDye™ Terminator v.3.1 (Applied Biosys�
tems, США) с последующим анализом продуктов
реакции на автоматическом секвенаторе Applied
Biosystems 3730 DNA Analyzer. Эффективность
получения целевых мутантов доходила до 80% от
общего количества проанализированных клонов.
Кроме секвенирования плазмидной ДНК, це�
лостность структуры мутантов подтверждали экс�
прессией полученных конструкций в штамме
E. coli ВL21(DE3).

Культивирование бактерий. Штаммы EscheriM
chia coli B и BL21(DE3) были получены из Всерос�
сийской Коллекции Микроорганизмов (ИБФМ

РАН). Бактерии выращивали в жидких и агаризо�
ванных средах состава LB, содержащих 100 мкг/мл
ампициллина. 

Экспрессию целевого фермента осуществляли
в клетках E. coli BL21(DE3), содержащих мутант�
ные варианты плазмиды. Клеточную биомассу на�
ращивали при 37°C и интенсивном перемешива�
нии (200 об./мин) в течение 14–18 ч (ночь) в 2 мл
среды LB c добавлением глюкозы до концентра�
ции 0.5%. Ночную культуру (1 мл) переносили в
100 мл среды без глюкозы и наращивали до дости�
жения оптической плотности 1 ОЕ550. Индуцировали
экспрессию целевого фермента добавлением IPTG
до концентрации 0.2 мМ. Через 2.5 ч после индук�
ции клетки собирали центрифугированием при
6000 g в течение 10 минут.

Выделение и очистка белка. Клетки E. coli
BL21(DE3) (1–1.5 г ) суспендировали в 10 мл буфе�
ра, содержащего 40 мМ Трис�НСl (pH 8.0), 120 мМ
NaCl, 1 мМ EDTA и 20 мМ β�меркаптоэтанол (бу�
фер А). Суспензию клеток разрушали ультразву�
ком мощностью 75 Вт в течение 1 мин (2 раза по

Таблица 3. Список олигонуклеотидных праймеров, использованных в работе

Название Последовательность (5'�3') Производимая замена

T5S13AF
T5S13AR

CATGGTGAAGCTGGTGCGGGAAAAGATACC
GGTATCTTTTCCCGCACCAGCTTCACCATG

S13A

T5D16NF
T5D16NR

GCTGGTTCAGGAAAAAATACCGTTGCAAAATTAATTATCGATTGG
CCAATCGATAATTAATTTTGCAACGGTATTTTTTCCTGAACCAGC

D16N

T5T17NF
T5T17NR

CTGGTTCGGGAAAAGATAACGTTGCAAAATTAATTATCG
CGATAATTAATTTTGCAACGTTATCTTTTCCCGAACCAG

T17N

T5T17SF
T5T17SR

CTGGTTCGGGAAAAGATAGCGTTGCAAAATTAATTATCG
CGATAATTAATTTTGCAACGCTATCTTTTCCCGAACCAG

T17S

T5R130KF
T5R130KR

GTTTATTTATTTCTCCGAAGAAAATGTTACAGCTCGTAGGAACG
CGTTCCTACGAGCTGTAACATTTTCTTCGGAGAAATAAATAAAC

R130K

T5K131EF
T5K131ER

CTCCGAGAGAAATGTTACAGCTCGTAGGAACG
CGTTCCTACGAGCTGTAACATTTCTCTCGGAG

K131E

T5Q134AF
T5Q134AR

CCGAGAAAAATGTTAGCGCTCGTAGGAACGGAG
CTCCGTTCCTACGAGCGCTAACATTTTTCTCGG

Q134A

T5G137AF
T5G137AR

GTTACAGCTGGTAGCAACGGAGCTAGGAAGGCAGC
GCTGCCTTCCTAGCTCCGTTGCTACCAGCTGTAAC

G137A

T5T138AF
T5T138AR

GTTACAGCTGGTAGGAGCGGAGCTAGGAAGGCAGC
GCTGCCTTCCTAGCTCCGCTCCTACCAGCTGTAAC

T138A

T5W150FF
T5W150FR

GGTACATGAACGCATTTTCCTCATAATTCTGGAGCAATCC
GGATTGCTCCAGAATTATGAGGAAAATGCGTTCATGTACC

W150F

T5W150AF
T5W150AR

GGTACATGAACGCATTGCGCTCATAATTCTGGAG
CTCCAGAATTATGAGCGCAATGCGTTCATGTACC

W150A

T5D170NF
T5D170NR

GTCGCCGTAATAACAAATGTGAGATTCCCCAATGAAG
CTTCATTGGGGAATCTCACATTTGTTATTACGGCGAC

D170N

T5R172IF
T5R172IR

GCCGTAATAACAGATGTGATCTTCCCCAATGAAGGAGAG
CTCTCCTTCATTGGGGAAGATCACATCTGTTATTACGGC

R172I

T5E176QF
T5E176QR

GTGAGATTCCCCAATCAAGGAGAGTTACTCAGAGAGACG
CGTCTCTCTGAGTAACTCTCCTTGATTGGGGAATCTCAC

E176Q
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30 с). Суспензию центрифугировали при 14000 g в
течение 20 мин. Супернатант (9.5 мл) наносили
на колонку с DEAE�Toyopearl 650М объемом 9 мл,
уравновешенную буфером А. Белок элюировали
посредством хроматографии линейным градиентом
концентрации хлористого натрия (0.12–0.5 М) объ�
емом 100 мл в том же буфере. Целевую фракцию
белка затем наносили на 1�мл колонку с Toyopearl
AF�Red 650M, уравновешенную буфером А; бе�
лок элюировали буфером А, содержащим 1 мМ
АТР. Наличие целевого белка во фракциях опре�
деляли электрофорезом в ПААГ по методу Лэмм�
ли [47] в условиях, указанных ниже.

Активность ферментов определяли спектро�
фотометрическим методом, основанным на со�
пряжении образования нуклеозиддифосфатов с
окислением NADH [48]. Полная реакционная
смесь содержала в конечном объеме 1 мл: 50 мМ
Трис�HCl (pH 7.5), 80 мМ KCl, 8 мM MgCl2, 2 мМ
EDTA, 0.8 мМ PEP, 0.2 мМ ATP, 0.1 мМ NADH+H+,
2 мМ дезоксирибонуклеозидмонофосфаты, 20 ед.
акт. лактатдегидрогеназы, 17 ед. акт. пируватки�
назы и исследуемый фермент (0.02–0.2 ед. акт.).
Реакцию вели в акриловой кювете при 25°C в те�
чение 3–5 мин. Скорость окисления NADH+H+

измеряли на спектрофотометре по уменьшению
оптической плотности при 340 нм. За 1 ед. акт.
принимали количество фермента, катализирую�
щее превращение 1 мкмоль монофосфата в 1 мин
при 25°C.

Стандартные аналитические методы. Кон�
центрацию белка определяли методом Брэдфорд
[49], используя яичный лизоцим в качестве стан�
дарта. Образцы белка анализировали в 12% ПААГ
по методу Лэммли [47], используя стандартные
маркеры (М, кДа): β�лактальбумин (14.2), соевый
ингибитор трипсина (20.1), карбоангидразу (29.0),
овальбумин (45), бычий сывороточный альбумин
(66.0) и фосфорилазу В (94.0). Гели окрашивали Ку�
масси бриллиантовым синим G�250 (Sigma, St. Lou�
is, MO).

Компьютерные методы. Нуклеотидные и ами�
нокислотные последовательности анализировали
при помощи программ Dm5 и Gene Runner v.3.0,
подбор праймеров для клонирования осуществ�
ляли при помощи программы Oligo4. Для анализа
аминокислотных последовательностей использова�
ли программу BLAST Search [50] с сервера National
Center of Biotechnology Information, National Li�
brary of Medicine, США (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/blast/). В работе использовали компьютер�
но�графический анализ с помощью третьей вер�
сии пакета программ Cn3D – http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/structure/CN3D/cn3d/ shtml.
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Investigation of Active Center of Deoxynucleoside Monophosphate Kinase 
of Bacteriophage T5 by Site-Directed Mutagenesis

G. V. Mikoulinskaia*, #, S. A. Taran*, Yu. S. Skoblov**, S. A. Feofanov*
#Phone: +7 (4967) 73M17M80; eMmail: mikulinskaya@bibch.ru

*Branch of Shemyakin and Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry RAS, pr. Nauki 6, Pushchino, 142290 Russia 
**Shemyakin and Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry RAS, Moscow, Russia

Based on the computer model of active center of bacteriophage T5 deoxyribonucleoside monophosphate ki�
nase amino acid residues essential for the enzyme activity were determined. As the result of site�directed mu�
tagenesis, cloning and expression of the gene in E. coli series of proteins were obtained with single amino acid
substitutions of conservative active center residues—S13A, D16N, T17N, T17S, R130K, K131E, Q134A,
G137A, T138A, W150F, W150A, D170N, R172I, E176Q. Electrophoretically homogeneous preparations of
mutant forms were purified using ion exchange and affinity chromatographic steps. Measuring of the specific
enzyme activities of these enzymes for the natural acceptors of phosphoryl group (dAMP, dCMP, dGMP, dTMP)
revealed that substitutions of charged residues of NMP�binding domain—namely, R130, R172, D170 и
E176—lead to almost complete loss of enzyme activity. It was shown that presence of ОН�group at position 17 is
also important for catalytic activity. Based on the changes in specific activities we suppose that arginine resi�
dues at positions 130 and 172 participate in binding of γ�phosphoryl of donor and α�phosphoryl of acceptor.
Also, aspartic acid at 16 position of АТР�binding site (P�loop) probably assists in the binding of acceptor, first
of all dTMP. Unequal decrease in enzyme activities for different substrates of partially active mutants—
G137A, T138A, T17N, Q134A, S13A, D16N—indicate that in the binding of various substrates different
amino acid residues take part. 

Keywords: nucleoside monophosphate kinase, bacteriophage T5, siteMdirected mutagenesis
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