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Генетический код предполагает использование пяти нуклеотидов (аденина, гуанина, цитозина, ти-
мина и урацила), составляющих две пары для кодирования информации в ДНК и две пары для ко-
дирования в РНК. Однако в последние годы для расширения генетического кода разрабатываются
дополнительные пары оснований, использование которых увеличивает информационную емкость
и разнообразие последовательностей нуклеиновых кислот, обеспечивая тем самым платформу для
сайт-специфического включения функциональных компонентов в ДНК и РНК. Разработка таких
расширенных систем позволила синтезировать многие искусственные пары оснований и протести-
ровать их в различных условиях. Синтетические пары оснований в дальнейшем были модифициро-
ваны таким образом, чтобы устранить слабые места и позволить использовать их в конкретных це-
лях. Более того, успешными оказались первые попытки создать полусинтетический организм, со-
держащий ДНК с искусственными парами оснований. Это еще больше расширило возможности
применения искусственных пар оснований. В данном обзоре мы рассмотрим наиболее значимые из
существующих синтетических пар оснований, а также их практическое применение.
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ВВЕДЕНИЕ
Создание искусственных пар оснований (un-

natural base pairs, UBP) – одно из наиболее значи-
тельных достижений синтетической биологии.
Более 50 лет назад Александр Рич (A. Rich) впер-
вые предположил возможность синтеза UBP [1],
и 30 лет прошло с того момента, когда в лаборато-
рии Стива Беннера (S.A. Benner) появилась пер-
вая пара искусственных нуклеотидов, специфич-
но включающихся в ДНК [2]. Последние 20 лет
разработка UBP стремительно развивается, и все
более доступным становится их практическое
применение и широкое использование в различ-
ных методах. Помимо практического значения,
UBP позволили расширить возможности иссле-
дования фундаментальных процессов, лежащих в
основе взаимодействия ДНК, РНК и полимераз.

Основные критерии, которые следует учиты-
вать при создании UBP – эффективность и селек-
тивность репликации ДНК-полимеразой, напри-

мер, фрагментом Кленова или Taq-полимеразой;
легкость, с которой фрагменты ДНК, содержа-
щие UBP, могут быть амплифицированы с помо-
щью ПЦР; возможность транскрипции с этими
парами; их стабильность и доступность. В насто-
ящее время удалось синтезировать различные ти-
пы UBP, соответствующих этим критериям.

Все полученные на сегодняшний день UBP
можно разделить на две группы: UBP, образующие
водородные связи между основаниями (водород-
ная комплементарность); и UBP с гидрофобными
взаимодействиями внутри пары (структурная ком-
плементарность). Первые синтезированные UBP
обладали только водородными связями. Их топо-
логия отличалась от имеющейся в природных нук-
леотидах, что обеспечивало специфичность при
энзиматическом синтезе. Затем были получены
гидрофобные UBP. Это доказало, что водородная
связь не является единственным механизмом, спо-
собным обеспечить хранение и передачу генетиче-
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ской информации. На данный момент активно ве-
дутся разработки и улучшение обоих видов UBP.

UBP С ВОДОРОДНЫМИ СВЯЗЯМИ

isoG–isoC

Первая пара синтетических нуклеотидов – изо-
гуанин (isoG, 6-амино-2-кетопурин) и изоцитозин
(isoC, 2-амино-4-кетопиримидин) была предложе-
на А. Ричем еще в 1962 г. [1]. В этой паре использу-
ется нестандартная топология водородных свя-
зей между донором и акцептором протонов, ко-
торые отличаются от топологии в природных
парах (рис. 1а, табл. 1). Однако впервые эта пара
оснований была синтезирована под руководством
С. Беннера [2]. Высокий потенциал этой искус-
ственной пары стал ясен благодаря последующим
экспериментам, посвященным репликации, тран-
скрипции и трансляции нуклеиновых кислот, со-
держащих isoC–isoG [2–7]. Тем не менее, остались
некоторые ограничения, связанные с таутомерной
формой isoG, способной взаимодействовать с ти-
мином, что приводит к ошибке репликации во вре-
мя повторных циклов ПЦР [3]. Для решения этой
проблемы вместо природного тимидинтрифосфа-
та использовали 2-тиотимидинтрифосфат, TS

(рис. 1б, табл. 1) [4]. Помимо проблемы, связан-
ной с таутомеризацией isoG, обнаружено, что 2-
аминогруппа isoC, соответствующая 2-кетогруппе
в природных основаниях, хуже взаимодействует с
ДНК- и РНК-полимеразами [4–7]. Кроме того,
нуклеозид isoC нестабилен в щелочных и кислых
условиях, что затрудняет получение содержащих

его олигонуклеотидов путем химического синтеза.
Группа Беннера решила эту проблему, введя ме-
тильную группу в пятое положение пиримидино-
вого кольца isoC (isoCМе). В результате точность
воспроизведения за один цикл ПЦР достигла 98%,
но этого все еще было недостаточно, поскольку
после 20 циклов ПЦР коэффициент удержания
искусственной пары достигает примерно 67%
(0.9820 = 0.67) [5].

P–Z

После получения пары isoG–isoC и исследова-
ния ее свойств стало ясно, что для разработки
синтетических оснований важно учитывать взаи-
модействие между парами оснований и полиме-
разами. Для взаимодействия со специфическими
аминокислотными остатками в полимеразах в ка-
честве акцепторов водородных связей необходи-
мы N3 атомы аденина и гуанина и 2-кетогруппа
цитозина и тимина, ориентированные в направ-
лении малой бороздки. В результате дальнейших
исследований была получена пара оснований Z–P
(рис. 1в, табл. 1) [8, 9], что устранило большин-
ство проблем, возникших при использовании
isoG–isoC. В частности, ПЦР с новой парой P–Z
не требовал пары A–TS для обеспечения специ-
фичности, а основание P не образовывало неже-
лательные таутомеры в растворе, в отличие от
isoG. Также были оптимизированы условия ПЦР
для достижения 99.8% селективности за счет уве-
личения концентрации dCTP (от 0.2 до 0.6 мМ),
что, по существу, устраняет неправильное связы-

Таблица 1. Искусственные пары оснований (UPB) и их применение

UBP Тип связи Свойства и применение

isoG-met–isoC 
(B–S)

Водородная Селективность в одном цикле ПЦР до 98%, что составляет приблизительно 
67% в ПЦР с 20 циклами. Транскрипция возможна с определенными модифи-
кациями. Используется в количественной гибридизации.
B и S также применяют в качестве строительных блоков в ДНК hachimoji

P–Z Водородная Селективность достигает за цикл ПЦР 99.8%; может использоваться в качестве 
молекулярного маяка. Одна из пар, из которой состоит ДНК hachimoji

x–y, s–y, v–y Водородная Низкая селективность, но возможны синтез белка и транскрипция

5SICS–NaM Гидрофобная Селективность в ПЦР варьирует от 98 до 99.8%. Используется в амплифика-
ции при повреждениях ДНК, а также для создания первого полусинтетиче-
ского организма

Ds–Pa Гидрофобная Высокая селективность в репликации (>99%). Транскрипция возможна с 
использованием Ds и модифицированного Pa

Ds–Px Гидрофобная Селективность в репликации составляет 99.8–99.9%. Модифицированные 
пары оснований Px: FAM-hx-Px и NH2-hx-Px являются флуоресцентными. 
Эти пары можно использовать как молекулярный маяк

Dss–Pn Гидрофобная Селективность в репликации составляет более 99.5%. Может использоваться 
как молекулярный маяк
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Рис. 1. Искусственные пары оснований, образующих водородные связи, отличные от связей в естественных парах. а – Пара
isoG–isoC [2]; б – стерическое наложение пары оснований 2-тиоT-isoG. Для решения проблемы возникновения связи меж-
ду isoG и dT/U, вызванной таутомеризацией isoGИ, вместо природного dTTP предложено использовать 2-тиотимидиндез-
оксирибонуклеозидтрифосфат [4]; в – пара Z–P [10]; г – 5-met–isoC (S) и isoG (B), которые образуют hachimoji ДНК вместе
с парой Z–P и природными нуклеотидами [17]; д – пары x–y, s–y и v–y [11–15].
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вание dZTP с гуанином. Встраивание dPTP на-
против Z, обеспечивается увеличением концен-
трации dPTP до 0.6 мМ, при этом концентрацию
dATP, dTTP и dGTP снижали до 0.1 мМ [10].

hachimoji
В 2019 году Стив Беннер и его коллеги объяви-

ли об успешном создании и анализе ДНК, состо-
ящей из четырех природных и четырех синтетиче-
ских нуклеотидов (dP, dZ, dS и dB, где S представ-
ляет собой met–isoC, а B – isoG) (рис. 1г, табл. 1).
Показано, что dP–dZ и dS–dB ведут себя практи-
чески также, как природные пары оснований. Эта
ДНК–РНК-подобная система была названа “ha-
chimoji” (в переводе с японского это означает во-
семь букв) [11].

Стабильность цепей ДНК hachimoji оценивали
по 40 термодинамическим параметрам. C этой
целью были разработаны 94 hachimoji-дуплекса
со всеми восемью нуклеотидами. Показано, что
ДНК hachimoji может использоваться как инфор-
мационная система, так как при молекулярном
распознавании она ведет себя как стандартная 4-
буквенная ДНК. Структурный анализ также пока-
зал, что ДНК-дуплексы hachimoji имели B-форму,
аналогичную GC-богатой ДНК с небольшими от-
клонениями [11].

Для доказательства способности ДНК hachi-
moji передавать информацию необходимо было
энзиматически получить соответствующую РНК-
молекулу hachimoji. Оказалось, что Т7 РНК-поли-
мераза, которую обычно используют для исследо-
вания способности синтетических нуклеотидов
участвовать в транскрипции, не могла включать
rSTP напротив dB, находящейся в ДНК-матрице.
Поэтому использовали мутантную Т7 РНК-поли-
меразу (с заменами Y639F/H784A/P266L, назван-
ную FAL), способную транскрибировать весь на-
бор нуклеотидов hachimoji. Этот фермент исполь-
зовали для транскрипции матрицы, содержащей
синтетические дезоксинуклеотиды, которая коди-
ровала РНК-аптамер Spinach. В результате полу-
чили молекулу РНК, содержащую искусственные
нуклеотиды и способную формировать флуорес-
цирующий аптамер, т.е. она транскрибировалась
без существенных ошибок [11].

x–y, s–y, v–y
Альтернативные синтетические основания, об-

разующие пары с водородными связями, были
синтезированы в лаборатории Ичиро Хирао (I. Hi-
rao) [12–15]. В этих парах с одной стороны нахо-
дились 2-амино-6-модифицированные пурины,
такие как 2-амино-6-(N,N-диметиламино)пурин
(x) [12], 2-амино-6-(2-тиенил)пурин (s) [13, 14] и
2-амино-6-(2-тиазоил)пурин (v) [15], а с другой
стороны – пиридин-2-он (y) [12] (рис. 1д, табл. 1).

Селективность и эффективность репликации
этих пар оснований уменьшается в ряду v–y > s–y >
> x–y. Еще одно преимущество пар s–y и v–y
состоит в том, что они обладают более высокой
термостабильностью, чем пара х–y. Пара s–y ока-
залась наиболее подходящим кандидатом для ис-
пользования в системе транскрипции, так как
при нормальных условиях нуклеозидные произ-
водные v химически менее стабильны по сравне-
нию с s. В то время как основание s казалось идеаль-
ным кандидатом для использования в транскрип-
ции, основание y, образующее с ним водо-родную
связь, имело ряд существенных недостатков. Во-
первых, включение s в РНК комплементарно y, на-
ходящейся в ДНК, менее эффективно, чем вклю-
чение y в РНК комплементарно s. Во-вторых, вы-
яснилось, что у может встраиваться комплемен-
тарно не только s, но и А.

Поэтому было предложено новое основание,
комплементарное s – имидазолин-2-он (z) [16],
которое позволило решить проблему образова-
ния неправильной пары у–A. Однако экспери-
менты по репликации и транскрипции показали,
что zTP недостаточно гидрофобен и поэтому имеет
низкую способность к стэкинговым взаимодей-
ствиям, что, в свою очередь, снижает аффинность
между ДНК-полимеразой и zTP. Кроме того, ока-
залось, что термическая стабильность дуплексных
фрагментов ДНК, содержащих пару s–z, была ни-
же, чем у фрагментов, содержащих пару s–y. Хотя
результаты экспериментов по транскрипции и
трансляции казались убедительными, селектив-
ность репликации этих UBP все еще была недо-
статочной.

ГИДРОФОБНЫЕ СИНТЕТИЧЕСКИЕ
ПАРЫ ОСНОВАНИЙ

Последующие эксперименты показали, что
комплементарные взаимодействия между нук-
леотидными парами могут образовываться не
только за счет водородных связей, а для обеспе-
чения селективности при репликации вполне
достаточно структурного соответствия основа-
ний друг другу [17].

F–Z, F–Q
Первая пара оснований, не образующих водо-

родную связь, F–Z (рис. 2а, табл. 1), была синте-
зирована J.C. Morales и E.T. Kool [18]. Первона-
чально показали, что F встраивается напротив аде-
нина с высокой эффективностью и точностью;
пара F–A очень близка в этом отношении к паре
Т–A [17, 18]. Эти результаты позволяют предпо-
ложить, что геометрическое соответствие, даже в
отсутствие водородной связи между парами ос-
нований, может играть важную роль в направле-
нии отбора нуклеотидов для репликации и тран-
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Рис. 2. Искусственные гидрофобные пары оснований, способные к селективному образованию пар. а – Пары Z–F и
Q–F [19]; б – пара 5SICS–NaM [20, 21]; в – пары Ds–Pa, Ds–Pn и Ds–Px [25].
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скрипции. ДНК со встроенным F тестировали в
качестве матрицы для репликации фрагментом
Кленова. dATP эффективно встраивался напро-
тив F, в отличие от dCTP, dTTP, dGTP. Кроме то-
го, показано встраивание dFTP напротив А.

Для образования пары с F было синтезировано
основание Z, не образующее водородные связи
[18]. Однако у этого основания отсутствует атом-
акцептор водорода, соответствующий азоту в по-
ложении 3 у пуринов, который необходим для
взаимодействия со специфическими аминокис-
лотными остатками в полимеразах, т.е. распозна-
вание полимеразами было подавлено. Задачу рас-
познавания решили с помощью основания Q, у
которого в этой позиции находится азот (рис. 2а,
табл. 1). Действительно, фрагмент Кленова реп-
лицировал пару Q–F с большей эффективно-
стью, чем пару Z–F [18].

5SICS–NaM

Предложено также другое гидрофобное осно-
вание, названное PICS, которое комплементарно
само себе в дцДНК [19]. Фрагмент Кленова может
включать PICS в строящуюся цепочку ДНК на-
против PICS в ДНК-матрице. К сожалению,
большой размер пары PICS–PICS препятствует
последующему удлинению цепи во время репли-
кации: структура, образованная в результате
сближения молекул PICS друг с другом при фор-
мировании пары, не распознается полимеразами
[19–21]. Эта проблема решена с помощью изобре-
тения и модификации гидрофобных пар основа-
ний 5SICS–MMO2 и 5SICS–NaM, которые могут
функционировать в качестве третьей пары основа-
ний при амплификации ДНК и транскрипции с
помощью Т7 РНК-полимеразы [19, 22]. В настоя-
щее время наибольшая степень специфичности в
ПЦР достигается с помощью пары оснований
5SICS–NaM – 99.8% (рис. 2б, табл. 1), результат,
которому предшествуют огромные усилия груп-
пы F.E. Romesberg (Ф.Е. Ромсберг). Сосредото-
чившись на замене природных пуриновых или пи-
римидиновых оснований преимущественно гид-
рофобными аналогами, полученными на основе
бензольных, нафталиновых, изокарбостирольных,
пиридиновых и пиридоновых каркасов, они обна-
ружили, что количество UBP-кандидатов, образо-
ванных этими нуклеотидами, настолько большое,
что индивидуальный анализ оказался нецелесооб-
разным. Поэтому был проведен скрининг с анали-
зом 3600 UBP-кандидатов. С помощью скрининга
удалось идентифицировать пару, образованную
dSICS и dMMO2 (dSICS–dMMO2), которая после
оптимизации стала парой d5SICS–dMMO2 [21].
Впоследствии усилия по оптимизации UBP бы-
ли сосредоточены на улучшении dMMO2 как
пары для d5SICS, что привело к созданию пары
d5SICS–dNaM [19, 22].

Ds–Pa, Ds–Px
В 2003 году обнаружили, что структурная ком-

плементарность пары Q–F несовершенна, и ато-
мы водорода в центре образования пары сталки-
ваются друг с другом. Эту проблему устранили пу-
тем замены шестичленного кольца F-основания
на пятичленное. Таким образом был разработан
Pa (пиррол-2-карбальдегид) [23]. Однако при
использовании UBP Q–Pa обнаружились еще
две проблемы: возможное образование пар Q–T
и Q–Q вместо Q–Pa при ферментативном син-
тезе ДНК.

Следующая попытка репликации с гидрофоб-
ными нуклеотидами была осуществлена с ис-
пользованием оснований s и Pa. Оказалось, что
эта пара хорошо функционирует при сайт-специ-
фическом включении sTP в РНК напротив Pa.
Однако эту пару нельзя применять при реплика-
ции из-за способности s-основания образовывать
водородные связи с природными основаниями.
Поэтому пара s–Pa стала отправной точкой для
дальнейших модификаций, что привело к созда-
нию пар Ds–Pa и Ds–Px (рис. 2в, табл. 1) [24].

Был также разработан еще один, образующий
пары с Pa, нуклеотид, Ds (7-(2-тиенил)имидазо
(4,5-b)пиридин), где N1 атом в s заменен на СН, а
2-аминогруппа удалена (рис. 2в, табл. 1). Пробле-
му образования пары Ds–Ds решили путем моди-
фикации субстрата Ds: обычный трифосфатный
субстрат Ds был заменен на γ-амидотрифосфат Ds
(dDsTPNH2). В результате, в 2006 году группой
И. Хирао достигнута точность ПЦР за цикл >99%
для пары оснований Ds–Pa. В этой работе ис-
пользовали 3'-5'-экзонуклеазную активность
ДНК-полимераз в сочетании с обычными три-
фосфатами и γ-амидотрифосфатами (модифици-
рованными трифосфатами). Однако γ-амидотри-
фосфаты снижают эффективность амплифика-
ции ПЦР, что ограничивает применение этих
оснований [25].

Поэтому на следующем этапе была создана си-
стема, не требующая γ-амидотрифосфатов. Сна-
чала синтезировали 2-нитропиррол (Pn) (рис. 2в,
табл. 1). Нитрогруппу в новое основание добави-
ли для предотвращения неправильного встраива-
ния A напротив Pa в результате электростатиче-
ского отталкивания между кислородом нитро-
группы и N1 атомом A. Затем в положение 4
основания Pn ввели пропинильную группу и в ка-
честве партнера по спариванию с Ds получили 4-
[3-(6-аминогексанамидо)-1-пропинил]-2-нитро-
пиррол (Px) (рис. 2в, табл. 1) [23]. С помощью па-
ры Ds–Px достигнута беспрецедентная точность
репликации фрагментов ДНК, содержащих ис-
кусственные основания, >99.9% [24].

Также обнаружили, что существенную роль в
устранении синтетических нуклеотидов, непра-
вильно встроенных во время репликации, играет
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экзонуклеазная активность полимеразы. Кроме
того, выявлена зависимость эффективности и
селективности пары Ds–Px в ПЦР от контекста
последовательности вокруг этой пары: ДНК-
матрицы, содержащие 3'-пурин-Ds-пурин-5',
менее эффективны и селективны, чем последо-
вательности, содержащие 3'-пиримидин-Ds-пи-
римидин-5'. Разработана пара UBP Ds–Diol–Px,
селективность которой при репликации состав-
ляет 99.77–99.92% в зависимости от контекста
последовательности, окружающей искусствен-
ный нуклеотид [26, 27].

ПРАКТИЧЕСКОЕ ПРИМЕНЕНИЕ 
ИСКУССТВЕННЫХ ПАР ОСНОВАНИЙ

UBP, которые функционируют в качестве тре-
тьей пары оснований при репликации, транскрип-

ции и трансляции, расширяют генетический алфа-
вит и могут использоваться в широком спектре
приложений, таких как сайт-специфическое флу-
оресцентное мечение, иммобилизация нуклеи-
новых кислот, анализ молекул ДНК и РНК.
UBP, изначально синтезированные для расши-
рения генетического алфавита, стали мощными
инструментами мониторинга структурных изме-
нений нуклеиновых кислот и их взаимодействия
с другими молекулами, они используются также
для обнаружения специфических последова-
тельностей ДНК.

Одно из потенциальных применений UBP –
флуоресцентное мечение нуклеиновых кислот
(рис. 3, табл. 1) [27–33]. Обычное флуоресцент-
ное мечение фрагментов ДНК имеет некоторые
ограничения, связанные со случайным и частич-
ным включением модифицированных субстратов

Рис. 3. Подходы, в которых используются синтетические пары оснований (UBP).
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в ДНК. Таким образом сложно добиться специ-
фичного мечения мишени. Эту проблему можно
решить с помощью UBP. Так, основания Ds и Px
по своей природе не являются флуоресцентными,
однако, используя некоторые модификации Ds,
можно добиться их флуоресценции. С этой целью
был разработан флуоресцентный аналог Ds, 7-
(2,2'-битиен-5-ил)-имидазо[4,5-b] пиридин (Dss),
который сильно флуоресцирует в составе олигонук-
леотидов при 456 нм после возбуждения при 385 нм
[27]. Другое синтетическое основание (Pn) дей-
ствует как гаситель флуоресценции [29, 30]. Позд-
нее сконструировали систему молекулярного мая-
ка (molecular beacon) с парой Dss–Pn, действую-
щей как пара флуорофор–гаситель.

Также были химически синтезированы два
производных основания Px, модифицированные
в положении 4-пропинила Px аминогексанамид-
ной группой (NH2-hx-dPxTP) или (флуоресцеин-
5-карбоксамидо) гексанамидной группой (FAM-
hx-dPxTP) [30]. Эти модифицированные субстра-
ты Px могут сайт-специфически включаться в хо-
де амплификации ДНК комплементарно Ds, что
позволяет обнаруживать матрицы ДНК, содержа-
щие Ds, по флуоресценции и далее выделять их на
шариках с иммобилизованными антителами к
FAM [24]. Используя этот метод, удалось выделить
малое количество целевого фрагмента ДНК из
большого количества контаминирующих фрагмен-
тов ДНК со случайными последовательностями по-
сле 30 циклов ПЦР. С помощью парных систем
Dss–Pn, Dss–Px и Ds-(FAM-hx-dPxTP) показана
способность UBP служить молекулярными мая-
ками для обнаружения специфических последо-
вательностей нуклеиновых кислот при ПЦР в ре-
альном времени.

В 2008 году был рассмотрен альтернативный
подход к проектированию молекулярных маяков.
Такие молекулярные маяки представляют собой
короткие олигонуклеотидные зонды, которые не-
сут флуоресцентную молекулу на одном конце и
гаситель флуоресценции на другом. Флуорофор и
гаситель расположены близко друг к другу, когда
зонд имеет вторичную структуру в виде шпильки.
Когда же олигонуклеотид связывается с зондом,
флуорофор и гаситель удаляются друг от друга.
Это приводит к возникновению открытого состо-
яния молекулярного маяка, обеспечивая таким об-
разом генерацию сигнала флуоресценции, свобод-
ной от гашения. Одна из проблем использования
данного метода – получение ложноположительных
результатов. В частности, причиной возникнове-
ния такого рода ошибок может быть связывание
олигонуклеотида не с петлей, а со стеблевой обла-
стью зонда. Для решения этой проблемы P. Sheng
(П. Шенг) и соавт. предложили подход, опираю-
щийся на искусственно расширенную генетиче-
скую информационную систему, которая вклю-
чает UBP с водородными связями, а именно Z и P

[34]. Они выбрали эту пару потому, что она ста-
бильнее и дешевле, чем пара isoG–isoC. Кроме того,
пара dZ–dP легко узнается многими нативными
ДНК-полимеразами. Z и P, помещенные в область
стебля, не уменьшают стабильность структуры зон-
да, тогда как присутствие этой синтетической пары
в стебле не позволяет олигонуклеотиду, состоящему
исключительно из природных нуклеотидов, свя-
заться с данной областью. Все эти факторы делают
пару Z–P одним из лучших кандидатов для созда-
ния последовательностей, содержащих синтети-
ческие нуклеотиды.

UBP можно использовать также в методе раз-
ветвленной ДНК-гибридизации (branched DNA
assay) (рис. 3, табл. 1). Встраивание isoC и isoG в
ДНК-зонд уменьшает уровень неспецифической
гибридизации. Этот подход применен для коли-
чественного выявления ДНК вируса ВИЧ, а так-
же вирусов гепатита B и C в крови [35–37].

J. Riedl (Дж Ридль.) и соавт. предложили но-
вый метод детекции поврежденных участков
ДНК (рис. 3, табл. 1). В этом методе критически
важно встраивание искусственных нуклеотидов
(dNaM или d5SICS) в месте повреждения в ходе
эксцизионной репарации оснований. Этот метод
позволяет синтезировать большие количества
ДНК, содержащей синтетические нуклеотиды, с
помощью ПЦР. С помощью этого метода иссле-
дованы повреждения в гене KRAS, и показана его
эффективность и специфичность [38].

Одной из основных целей разработки UBP,
помимо использования в различных in vitro под-
ходах, является создание полусинтетических ор-
ганизмов, которые хранят, реализуют и передают
расширенную генетическую информацию [39].
Первая попытка получить полусинтетический ор-
ганизм, который содержит UBP в ДНК, была
успешно реализована группой F.E. Romesberg. Для
включения в ДНК они выбрали пару синтетических
гидрофобных нуклеотидов dNaM–d5SICS, кото-
рую синтезировали ранее [19–22]. Эта пара нук-
леотидов удовлетворяла всем необходимым усло-
виям: она могла встраиваться с высокой эффек-
тивностью и точностью в последовательность с
любым контекстом, а также эффективно транс-
крибироваться в РНК. В качестве потенциально-
го первого полусинтетического организма была
выбрана Escherichia coli [39]. Авторы ожидаемо
столкнулись с проблемой доставки синтетиче-
ских нуклеотидов внутрь клетки, связанной с
прохождением через две мембраны. Для решения
этой проблемы прибегли к двум подходам. Пер-
вый включает пассивную диффузию свободных
нуклеозидов в клетку с последующим их трифос-
форилированием посредством последовательно-
го действия киназ в пути восстановления нуклео-
зидов [40, 41]. Такой подход не оправдал ожида-
ний: уровня искусственных нуклеотидов в клетке
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было недостаточно для поддержания их в струк-
туре ДНК. Поэтому они разработали альтерна-
тивный подход – исследовали способность вось-
ми переносчиков нуклеозидтрифосфата из раз-
личных микроорганизмов транспортировать
искусственные нуклеозидтрифосфаты в клетки.
В результате один переносчик из Phaeodactylum
tricornutum (PtNTT2) оказался активным как с
d5SICSTP, так и с dNaMTP и мог импортировать
их в клетки. В итоге впервые удалось создать по-
лусинтетический организм, имеющий шестибук-
венный генетический код [42–45].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Системы UBP, описанные в нашем обзоре,

имеют большой потенциал для использования в
различных приложениях работы с нуклеиновыми
кислотами. К искусственным основаниям могут
быть присоединены практически любые функци-
ональные группы, что позволяет наделять нукле-
иновые кислоты желаемыми функциями. Так ис-
следователи достигли впечатляющих результатов,
модифицируя основания и используя их в каче-
стве флуорофоров для различных типов секвени-
рования и ПЦР в реальном времени. А создание
полусинтетических организмов с расширенным
генетическим кодом позволяет моделировать в
них совершенно новые функции, что дает широ-
чайший простор для исследований. Кроме того,
использование UBP также дает возможность уве-
личения функциональности белков путем вклю-
чения нестандартных аминокислот в ходе тран-
скрипции и трансляции. Нет сомнений в том, что
будут найдены и другие возможности использо-
вания UBP, а уже известные UBP определенно не
являются последними.
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EXPANDING THE GENETIC CODE: UNNATURAL BASE PAIRS

IN BIOLOGICAL SYSTEMS

S. A. Mukba1, 2, 3, P. K. Vlasov4, P. M. Kolosov5, E. Y. Shuvalova1, T. V. Egorova1, and E. Z. Alkalaeva1, *
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The genetic code is considered to use five nucleic bases (adenine, guanine, cytosine, thymine and uracil),
which form two pairs for encoding information in DNA and two pairs for encoding information in RNA.
Nevertheless, in recent years several artificial base pairs have been developed in attempts to expand the ge-
netic code. Employment of these additional base pairs increases the information capacity and variety of DNA
sequences, and provides a platform for the site-specific, enzymatic incorporation of extra functional compo-
nents into DNA and RNA. As a result, of the development of such expanded systems, many artificial base
pairs have been synthesized and tested under various conditions. Following many stages of enhancement, un-
natural base pairs have been modified to eliminate their weak points, qualifying them for specific research
needs. Moreover, the first attempts to create a semi-synthetic organism containing DNA with unnatural base
pairs seem to have been successful. This further extends the possible applications of these kinds of pairs. Here-
in, we describe the most significant qualities of unnatural base pairs and their actual applications.

Keywords: unnatural base pair, replication, transcription, nucleotide analogue
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