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НОВЫЕ 5-АЛКИЛКАРБОКСАМИД-2'-ДЕЗОКСИУРИДИН-5'-
ТРИФОСФАТЫ ДЛЯ ФЕРМЕНТАТИВНОГО СИНТЕЗА ДНК 
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ВВЕДЕНИЕ
Химически модифицированные 2'-дезокси-

нуклеозид-5'-трифосфаты представляют значи-
тельный интерес в качестве субстратов ДНК-по-
лимераз при направленной селекции ДНК-апта-
меров. Технология получения ДНК-аптамеров
(SELEX) представляет собой последователь-
ность процедур отбора кандидатов из комбина-
торных библиотек олигонуклеотидов и их после-
дующей амплификации [1, 2]. Интерес к химиче-
ски модифицированным аптамерам обусловлен их
функциональным и структурным разнообразием,
улучшающим их аффинные свойства по отноше-
нию к молекулярным мишеням [3, 4]. Стадия
амплификации предполагает субстратную сов-
местимость модифицированных трифосфатов
дезоксинуклеозидов с используемыми ДНК-

полимеразами. Производные 2'-дезоксиури-
дин-5'-трифосфатов, содержащие в положении 5
электронейтральные амидные фрагменты с гид-
рофобными заместителями, эффективны при по-
лучении аптамеров методом SELEX [5].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе представлен синтез новых

производных трифосфатов дезоксиуридина
(IIIа–г) c алкилкарбоксамидными группами раз-
личной длины, связанными с пиримидиновым ос-
нованием транс-алкеновым линкером. Для синтеза
5-алкилкарбоксамидо-2'-дезоксиуридин-5'-три-
фосфатов (IIIа–г) предварительно получали акти-
вированные эфиры карбоновых (пропионовой,
масляной, валериановой и капроновой) кислот
(IIа–г). Затем конденсацией 5-аминоаллил-2′-
дезоксиуридин-5′-трифосфата aadUTP (I) и эфи-
ров (IIа–г) получали 5-модифицированные про-
изводные dUTP (IIIа–г) [6].

Эффективность ферментативного включения
модифицированных нуклеотидов в ДНК иссле-
довали в реакции достраивания праймера (primer
extension) с Taq-ДНК-полимеразой [7] на модели

Сокращения: aadUTP – тетралитиевая соль 5-аминоаллил-
2′-дезоксиуридин-5′-трифосфата; Cy3 – натриевая соль
1-(5-карбоксипентил)-1′-этилиндокарбоцианинового кра-
сителя; DCC – N,N '-дициклогексиларбодиимид; dUTP –
2'-дезоксиуридин-5'-трифосфат; NHS – N-гидроксисук-
цинимид; TEAB – триэтиламмоний гидрокарбонатный бу-
ферный раствор; THF – тетрагидрофуран.
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M-P (см. экспериментальную часть). Получен-
ные результаты представлены на рис. 1. Как вид-
но из рисунка, для всех модифицированных нук-
леотидов (IIIа–г) обнаруживается смесь ДНК-
продуктов различной длины. C увеличением вре-
мени инкубирования с 5 мин до 4 ч возрастает ко-
личество встроившихся нуклеотидов и, соответ-
ственно, максимальная длина достроенного
праймера. Каждый из исследованных трифосфа-
тов (IIIа–г) включает в синтезируемую ДНК под-
ряд не менее 5 модифицированных нуклеотидов
подряд: для производных dUTP (IIIа) – до 12, для
(IIIб–г) – до 8, что является вполне достаточным
для получения аптамеров методом SELEX. Ис-
пользование производных dUTP (IIIа–г) даст
возможность повысить аффинность получаемых
аптамеров благодаря гидрофобным взаимодей-
ствиям алифатических цепей и водородным свя-
зям амидных групп с белковой мишенью [8, 9].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
N-Гидроксисукцинимидные эфиры (IIа–г)

получали реакцией карбоновой кислоты
(1 ммоль), NHS (1 ммоль) и DCC (1 ммоль) в THF
при 5°С с выходом ~70%. 5-Алкилкарбоксамидо-
2'-дезоксиуридин-5'-трифосфаты (IIIа–г) синте-
зировали реакцией aadUTP (I) и эфиров (IIа–г) в
смеси DMF и 0.1 М карбонат-бикарбонатного бу-
ферного раствора (рН 9.2), согласно предложен-
ной нами методикe [6]. Трифосфаты (IIIа–г) очи-
щали колоночной анионообменной хроматогра-
фией на DE-52 в 20% ацетонитриле с линейным

градиентом концентраций TEAB от 0 до 0.4 М и
затем обращенно-фазовой хроматографией на
C18-RP в градиенте концентраций ацетонитрила
от 0 до 30% в 0.1 М TEAB с УФ-контролем на 280 нм.
Выход 5-производных dUTP (IIIа–г) составил
~50–60%. Соединения охарактеризованы мето-
дом 1Н- и 31Р-ЯМР-спектроскопии. 

Реакцию достраивания праймера проводили с
использованием матрицы М и праймера P (при-
ведены последовательности 5'-3'): (М): (A)20-
TTG-TCA-CTC-AGA-CCA-ACT-CCC-T-NH2; (Р):
Су3-A-GGG-AGT-TGG-TCT-GAG-TGA-CAA.
Матрица M содержит аминогруппу на 3'-конце
для блокирования трансферазной активности
Taq-ДНК-полимеразы [10]. Праймер P маркиро-
ван по 5'-концу флуоресцентным красителем
Cy3. Реакцию достраивания праймера проводили
в реакционной смеси (25 мкл), содержащей
5 мкM праймер, 5 мкM матрицу, dCTP, dATP,
dGTP и dTTP (или один из модифицированных
dUTP (IIIа–г)) в концентрации 200 мкМ и Taq-
ДНК-полимеразу (Sileks, Москва) в количестве
5 ед. акт. в рекомендованном производителем бу-
фере при температуре 72°С. Время элонгации ва-
рьировали от 5 мин до 4 ч. Продукт реакции выде-
ляли и анализировали методом электрофореза в
денатурирующих условиях. Изображение геля
получали в диапазоне флуоресценции красителя
Cy3 с возбуждением при 535 нм и регистрацией
при 580 нм.

Рис. 1. Электрофоретическое разделение продуктов реакции удлинения праймера (primer extension) c 5-алкиламидны-
ми производными dUTP (IIIа–г) (соответственно рисунки (а)–(г)) при реакции с Taq-ДНК-полимеразой в течение
5 (2) и 30 мин (3); 1 (4); 2 (5) и 4 ч (6). Денатурирующий полиакриламидный гель (20%-й, соотношение акриламид–
бисакриламид, 19 : 1), 50°С, регистрация в диапазоне флуоресценции красителя Cy3, на электрофореграмме сдела-
ны пометки числа достроившихся модифицированных нуклеотидов. Дорожка: 1 – контроль с dTTP, 1 ч; дорожка
7 – праймер.
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ВАСИЛИСКОВ и др.

Схема 1. Схема синтеза 5-алкилкарбоксамидо-2'-дезоксиуридин-5'-трифосфатов (III): (а) R = C2H5;
(б) R = н-C3H7; (в) R = н-C4H9; (г) R = н-C5H11.
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Novel 5-Alkylcarboxamide-2'-Deoxyuridine-5'-Triphosphates 
for Enzymatic Synthesis of High-Modified DNA

V. A. Vasiliskov*, S. A. Lapa*, V. E. Kuznetsova*, S. A. Surzhikov*, V. E. Shershov*,
М. А. Spitsyn*, **, Т. О. Guseinov*, **, R. A. Miftahov*, O. A. Zasedateleva*, A. V. Lisitsa***,
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Here we describe the synthesis of deoxyuridine triphosphate derivatives with alkyl groups of various sizesattached to
pyrimidine base through the trans-alkene linker. Using Taq DNA-polymerase, these derivatives were incorporated in-
to the single-stranded DNA by primer extension method, thus, achieving a high degree of DNA modification.

Keywords: modified nucleotides, deoxyuridine, primer extension, SELEX
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