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Изучена субстратная эффективность модифицированных производных 2'-дезоксиуридин (mod-dUTP)
и 2'-дезоксицитидин-5'-трифосфатов (mod-dCTP) при их одновременном введении в реакции удли-
нения праймера (PEX) и ПЦР с полной заменой природных дезокситимидина (dT) и дезоксицити-
дина (dC). Применены полимеразы с отсутствующей 3'-5' экзонуклеазной активностью: Taq и Vent
(exo-), а также природные и сконструированные ДНК-матрицы. Получены фрагменты ДНК, моди-
фицированные одновременно двумя типами нуклеотидов как с аналогичными, так и с различными
функциональными группами. Исследования важны для получения аптамеров с расширенными
свойствами.
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ВВЕДЕНИЕ
Аптамеры – РНК- или ДНК-олигонуклеотиды,

способные проявлять аффинное сродство к биомо-
лекулам. Введение модификаций в аптамеры поз-
воляет изменить их физико-химические свойства
и увеличить сродство к их мишеням [1, 2]; наиболее
широко применяются ферментативные методы с
использованием модифицированных трифосфатов
дезоксинуклеозидов. Одновременное встраивание
нуклеотидов с различными модификациями в од-
ну растущую цепь ДНК способно изменить свой-
ства получаемых модифицированных аптамеров,
аптазимов и ДНК-зондов [3]. В настоящей работе
проанализированы особенности одновременного
встраивания в растущую цепь ДНК модифициро-
ванных dUTP и dCTP как с аналогичными, так и с
различными функциональными модификациями.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Исследовали субстратные свойства модифи-

цированных аналогов дезоксинуклеозидов (mod-
dUTP и mod-dCTP), структуры которых приведе-

ны на рис. 1. Проводили реакцию удлинения прай-
мера (PEX) и ПЦР при одновременном введе-
нии mod-dUTP и mod-dCTP в реакционную смесь
с полным замещением природных dTTP и dCTP.
Cоздавали пары dU + dC с аналогичными и с раз-
личными модификациями. В качестве матриц для
PEX и ПЦР применяли синтетические олигонук-
леотиды и бактериальную ДНК, соответственно.
Использовали ДНК-полимеразы Taq и Vent (exo-).
Синтетические матрицы содержали участки для
последовательного включения 1, 2, 3 и 4 модифи-
цированных нуклеотидов.

В PEX с синтетическими матрицами Taq-по-
лимераза воспринимала модифицированные про-
изводные dU, но показала слабую субстратную
совместимость с mod-dC. Выходы продукта около
30% удалось получить лишь для 5-пропинил-про-
изводного. Введение в реакцию dCTP с массивным
заместителем (индол) приводило к получению не-
полноразмерных продуктов либо полному их отсут-
ствию. В парах модифицированных dU + dC выход
реакции зависел от более “сложного” для поли-
меразы субстрата в паре, а именно модифициро-
ванного dC, и не превышал 10%. Для модифици-
рованных dU удалось получить полноразмерные
продукты для dU-i и dU-p с выходом около 30%.

Полимераза Vent (exo-) показала способность
встраивать субстрат с гетероциклической моди-

Сокращения: mod-dUTP – модифицированный 2'-дезок-
сиуридин-5'-трифосфат; mod-dCTP – модифицирован-
ный 2'-дезоксицитидин-5'-трифосфат.
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фикацией (индол). В парах с различными моди-
фикациями выход определялся наиболее слож-
ным субстратом, как и в случае Taq-полимеразы.
Однако, в случае Vent (exo-) во всех вариантах ком-
бинаций удалось получать полноразмерные про-
дукты. Результат проведения PEX с Vent (exo-) по-
лимеразой представлен на рис. 2a.

В случае ПЦР использовали те же комбинации
модифицированных трифосфатов. В качестве мат-
рицы использовали фрагмент гена rpoB Mycobac-
terium tuberculosis длиной 126 п.о. [4]. На рис. 2б
показан результат ПЦР как для индивидуального
применения разноименных нуклеотидов (mod-dU
или mod-dC), так и для совместного введения

Рис. 1. Модифицированные трифосфаты дезоксиуридина (слева) и дезоксицитидина (справа). dU-i и dC-i – произ-
водные, содержащие на пиримидиновых основаниях фрагменты 3-индолпропионовой кислоты, dU-p и dC-p – про-
изводные, содержащие на пиримидиновых основаниях 5-пропинил.

O
N

HN N
H

O
C

N
H

O

O

OH

O
P

O
P

O
P−O

O−O−O−

O O O

O
N

N N
H

O
C

N
H

O

NH2

OH

O
P

O
P

O
P−O

O−O−O−

O O O

O
N

HN

O

O

OH

O
P

O
P

O
P−O

O−O−O−

O O O

4Li+ 4Li+

4Li+

O
N

N

O

NH2

OH

O
P

O
P

O
P−O

O−O−O−

O O O

4Li+

dU-i dC-i

dU-p dC-p

Рис. 2. (a) PEX с применением модельных матричных олигонуклеотидов M2UC и M2CU (длина 49 нт). На примере
Vent (exo-) ДНК-полимеразы. Ladder – маркер длин продуктов GeneRuler 50bp; пары использованных dNTP указаны
над соответствующими лунками геля. Сверху каждой фореграммы указана использованная синтетическая матрица.
Различная подвижность продуктов в геле, по-видимому, обусловлена структурными различиями модификаций. При
выбранном временном интервале элонгации праймера наблюдается наличие полноразмерных продуктов реакции.
(б) ПЦР с применением бактериальной ДНК-матрицы. Сверху каждой фореграммы указана использованная полиме-
раза. Окрашивание бромистым этидием.
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(mod-dU + mod-dC) в различных комбинациях.
Из электрофореграмм видно, что Taq-полимераза
способна встраивать некоторые модифицирован-
ные dU, но модифицированные dC оказываются
для нее более сложным субстратом, что хорошо
коррелирует как с полученными ранее данными
[5], так и с результатами PEX настоящего иссле-
дования.

Анализ методом ПЦР в режиме реального вре-
мени показывает, что производные с менее объ-
емными функциональными группами (dU-p и
dC-p) демонстрируют высокую скорость накоп-
ления продукта, в то время как массивные (dU-i и
dC-i) демонстрируют либо пологую кривую на-
копления сигнала, либо задержку порогового цик-
ла (Ct) в зависимости от использованной комби-
нации dU + dC. Поскольку в ПЦР временные ин-
тервалы элонгации праймеров гораздо меньше,
чем в PEX, ингибирующее влияние модифициро-
ванных производных проявлялось сильнее. Уве-
личение времени элонгации праймеров может
привести к большим выходам целевого продукта.

Наиболее сложным субстратом для Vent (exo-)
оказался dC-i (индол). При индивидуальном
применении для него удается получить полнораз-
мерный продукт. Но в комбинации с модифици-
рованными dU видно большое количество непол-
норазмерных продуктов.

Полимераза Vent (exo-) применима для проведе-
ния одновременного встраивания разноименных
модифицированных трифосфатов в растущую цепь
ДНК методом PEX при использовании матриц, со-
держащих последовательно от 1 до 4 повторов
встраивания модифицированных производных.
Показана возможность применения полимеразы
Vent (exo-) в ПЦР для одновременного попарного
введения разноименных модифицированных три-
фосфатов дезоксинуклеозидов (mod-dU + mod-dC)
с различными модификациями. Эффективность
амплификации зависит от природы введенных
модификаций.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Модифицированные аналоги
трифосфатов дезоксинуклеозидов

Соединения dU-i и dC-i синтезированы в ИМБ
РАН, соединения dU-p и dC-p произведены Trilink
Biotechnologies (США). Структуры соединений
приведены на рис. 1.

ДНК-матрицы

В работе использован фрагмент гена rpoB M. tu-
berculosis [4] для ПЦР и синтетические ДНК-мат-
рицы для PEX длиной 49 нт, последовательности
которых приведены ниже,

Полужирным шрифтом отмечены нуклеотиды,
комплементарные исследуемым. Курсивом выде-
лен праймерный участок.

Реакция удлинения праймера (PEX)

Реакционная смесь содержала природные dATP
и dGTP в концентрации 0.2 мМ каждого, а также
различные сочетания трифосфатов дезоксинук-
леозидов, указанные на рис. 2; 1.5 U Taq- либо 0.5 U
Vent (exo-) ДНК-полимеразы (реакционный буфер
соответствовал примененной полимеразе); прай-
мер для PEX; одну из синтетических матриц. Реак-
цию проводили на ДНК-амплификаторе MiniCy-
cler (MJ Research, США) по следующей програм-
ме: 5 мин при 95°C; далее 30 с при 65°C и 40 минут
при 72°C.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

Реакционная смесь для ПЦР была аналогична
примененной для PEX. В качестве матарицы ис-
пользовали фрагмент гена rpoB M. Tuberculosis и
соответствующие праймеры. Температурно-вре-
менной профиль ПЦР состоял из предваритель-
ной денатурации при 95°С в течение 3 мин, за ко-
торой следовал 31 цикл: 95°С в течение 30 с, 65°С
в течение 30 с, 72°С в течение 40 с и далее завер-
шающая инкубация при 72°С в течение 5 мин.

ПЦР в режиме реального времени

Для визуализации процесса в реакционную
смесь добавляли краситель EvaGreen (Biotium,
Россия). Амплификацию проводили на приборе
IQ5 (Bio-Rad, США).

M1C

M1U

M2CU

M2UC 5'-CTGAGACTCTAGACTCTGACTCTACT–GGCTACCAGTATGGAGCTGACAG-3'
5'-CTAGAGCTCTGAGCTCTAGCTCTGCT–GGCTACCAGTATGGAGCTGACAG-3'
5'-CTAAAACTCTAAACTCTAACTCTACT–GGCTACCAGTATGGAGCTGACAG-3'
5'-CTGGGGCTCTGGGCTCTGGCTCTGCT–GGCTACCAGTATGGAGCTGACAG-3'
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Определение выхода продуктов амплификации
Полученные ПЦР-продукты разделяли в 4% ага-

розном геле. Окрашивание проводили бромидом
этидия. Количество продукта оценивали по опти-
ческой плотности соответствующих полос в до-
рожках геля с использованием программы ImageJ
(NIH, США).
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Simultaneous Incorporation of Modified dU and dC Derivatives
in the Growing DNA Chain Using PEX and PCR
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The substrate efficiency of modified derivatives of 2'-deoxyuridine-(mod-dUTP) and 2'-deoxycytidine-5'-
triphosphates (mod-dCTP) was studied in the regime of simultaneous incorporation using the primer elongation
reaction (PEX) and PCR with complete replacement of natural deoxytimidine (dT) and deoxycytidine (dC). Poly-
merases with missing 3'-5' exonuclease activity were used: Taq and Vent (exo-), as well as natural and con-
structed DNA templates. DNA fragments modified simultaneously by two types of nucleotides with similar
and different functional groups were obtained. Research is important for obtaining aptamers with extended
properties.
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