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Предложен новый способ оценки субстратной эффективности дезоксинуклеозидтрифосфатов
(dNTP), содержащих функциональные группы, для селекции модифицированных аптамеров (mod-
SELEX). Метод предполагает проведение трех последовательных раундов ПЦР с комбинаторной
библиотекой и модифицированным dNTP – кандидатом для проведения mod-SELEX. Вывод о при-
менимости конкретного производного dNTP основан на характере изменения амплификационной
кривой в течение трех раундов ПЦР в режиме реального времени и не требует проведения раундов
селекции аптамеров. Если в процессе амплификации библиотека вырождается (становится менее
представительной), значит, конкретная модификация dNTP не может использоваться с выбранной
полимеразой и другими выбранными условиями амплификации библиотеки, поскольку приводит
к конкурентной амплификации. В случае, когда характер амплификационной кривой не меняется,
делается вывод, что используемый модифицированный трифосфат дезоксинуклеозида не влияет на
распределение олигонуклеотидов с различными последовательностями в составе библиотеки, т.е.
не приводит к изменению ее состава с точки зрения применяемого метода детекции. Именно такие
производные могут использоваться в выбранных условиях проведения селекции аптамеров. Метод
применим для быстрой оценки субстратной пригодности модифицированных dNTP для проведе-
ния mod-SELEX и будет полезен при отборе аптамеров для клинической диагностики и научных ис-
следований.
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ВВЕДЕНИЕ

Аптамеры – нуклеиновые аналоги монокло-
нальных антител, обладающие рядом важных
преимуществ. В настоящий момент аптамеры
применяются как самостоятельные диагностиче-
ские инструменты для выявления заболеваний
различной этиологии, так и в качестве средств те-
рапии. В последовательность аптамеров для уве-
личения их сродства к мишеням вводят модифи-
кации. Отбор модифицированных аптамеров к
белковым мишеням (mod-SELEX) – сложный и
трудоемкий процесс [1, 2]. Из-за низкой совме-
стимости модифицированных dNTP с используе-
мой ДНК-полимеразой ПЦР часто либо ингиби-
руется, либо происходит конкурентная амплифи-
кация с обогащением исходной ДНК-библиотеки
не аптамерами с высоким сродством к мишени, а
легко амплифицируемыми последовательностя-
ми (конкурентная амплификация) [3, 4].

В настоящее время для контроля обогащения
библиотек применяется ряд методических подхо-
дов: секвенирование методом NGS комбинаторных
библиотек, начиная с определенного раунда селек-
ции [5, 6], анализ кривых плавления комплексов
библиотека–лиганд [7], ЯМР [8, 9], ВЭЖХ [10] и
другие [11]. В случае cell-SELEX предложено се-
квенирование после каждого шага селекции [12],
что весьма трудозатратно и дорого.

Все описанные методы основаны на контроле
библиотек в процессе проведения SELEX. Однако
при применении модификаций более рациональ-
ным подходом может стать предварительная про-
верка совместимости модифицированных субстра-
тов (dNTP) с используемой ДНК-полимеразой и
оценка “нецелевого” обогащения модифициро-
ванной библиотеки, обусловленного конкурент-
ной амплификацией, до проведения селекции ап-
тамеров. Несмотря на ряд работ по субстратной
совместимости модифицированных dNTP с
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ДНК-полимеразами [1, 2, 13, 14], до настоящего
времени не разработан экспресс-метод оценки
применимости различных модифицированных
dNTP в селекции аптамеров без проведения раун-
дов SELEX. Субстратная несовместимость в случае
комбинаторных библиотек может не детектиро-
ваться методом ПЦР в режиме реального време-
ни, поскольку быстрая кинетика накопления сиг-
нала при амплификации может быть обусловлена
конкурентной амплификацией “в обход” слож-
ных последовательностей. Так происходит на-
копление сигнала за счет “нецелевого” обогаще-
ния библиотеки (конкурентная амплификация).
Это приводит к необходимости использования
сложных процедур проверки, осуществляемых не
до, а уже в процессе mod-SELEX. Учитывая мно-
гостадийность и трудозатратность процедуры се-
лекции с модифицированными dNTP, особенно в
случае cell-SELEX [12, 15, 16], где требуется про-
ведение трудоемких дополнительных процедур
(наращивание культур чистых клеточных линий,
мягкие методы создания комплексов для предот-
вращения разрушения клеточных стенок, повы-
шенные требования к специфичности амплифи-
кации библиотек из-за присутствия нецелевых
ДНК и РНК), разработка такого метода весьма ак-
туальна.

Нами представлен новый метод определения
субстратной эффективности модифицированных
дезоксинуклеозидов в применении к селекции
аптамеров, осуществляемый до начала процеду-
ры SELEX.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Модифицированные аналоги трифосфатов дез-
оксиуридина. Все использованные в работе соеди-
нения синтезированы в ИМБ РАН. Синтез моди-
фицированных dUTP подробно описан в [17]. Хи-
мические структуры соединений приведены в
табл. 1.

Комбинаторная ДНК-библиотека и праймеры для
ее амплификации. В качестве матрицы использовали
комбинаторную библиотеку Matrix_1f 5′-CTGT-
CAGCTCCATACTGGTAGCC-(N)40-GCGTTC-
GAATCTAGACGGTACGA-3′ длиной 86 н. и
праймеры для ее амплификации: Forw_А CTGT-
CAGCTCCATACTGGTAGCC и Rev_A TCGTACC-
GTCTAGATTCGAACGC, описанные впервые в [18].

ПЦР в режиме реального времени. Реакционная
смесь содержала природные dATP, dCTP и dGTP в
концентрации 0.2 мМ каждого, а также различные
модифицированные dUTP, структуры которых
указаны в табл. 1 (при полной замене природного
dTTP на один из модифицированных аналогов),
также в концентрации 0.2 мМ; 1.5 U Taq- либо 0.5 U
Vent (exo-) ДНК-полимеразы (реакционный буфер
соответствовал примененной полимеразе); прай-

меры; комбинаторную библиотеку в начальной
концентрации 105 копий на реакционный объем
(20 мкл). Для мониторинга амплификации в реак-
ционную смесь добавляли краситель EvaGreen
(“Biotium”, Россия). Реакцию проводили на ДНК-
амплификаторе IQ5 (“Bio-Rad”, США) по следую-
щей программе: предварительная денатурация
при 95°С в течение 3 мин, за которой следовали
50 циклов (95°С, 30 с; 65°С, 30 с; 72°С, 40 с). После
50-го цикла проводили инкубацию при 72°С в те-
чение 5 мин.

После первого раунда амплификации отбира-
ли 1 мкл реакционного объема и использовали
его в качестве матрицы для проведения второго
раунда ПЦР. После второго раунда также отбира-
ли 1 мкл реакционного объема для проведения
третьего раунда амплификации.

Контроль продуктов реакции. Контроль про-
дуктов реакции осуществляли с помощью ПЦР
указанного выше состава (проводили отбор из то-
го же мастер-микса) по тому же температурно-
временному профилю за исключением того, что
число циклов ПЦР сокращали до 32 во избежание
появления артефактов и побочных продуктов ам-
плификации ДНК. Реакцию проводили на ДНК-
амплификаторе MiniCycler (“MJ Research”, США).

Проводили электрофорез ПЦР-продуктов в
денатурирующих условиях. Образцы прогревали
в течение 1 мин при 90°C в присутствии 75%-ого
формамида и наносили на полиакриламидный
гель (T = 15%, C = 7%), содержащий 20 М форма-
мида. Электрофорез проводили в TBE-буфере.
Гели окрашивали красителем SYBR Green. Кон-
троль полноразмерных целевых продуктов осу-
ществляли визуально после электрофореза.

Интерпретация результатов ПЦР в режиме реаль-
ного времени. При анализе процесса амплифика-
ции комбинаторных библиотек (рис. 1) визуально
разделяли несколько типов характеристических
амплификационных кривых: классическую сигмо-
иду, кривую с одним максимумом, кривую с двумя
максимумами, кривую “затухающей” амплифика-
ции (характеризуется низким выходом продукта и
невыраженной формой, стремящейся к прямой
линии с низкими значениями тангенса угла на-
клона). Характеристические типы кривых схема-
тично представлены в табл. 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Влияние субстрата (модифицированного dNTP)

на поведение кривой амплификации комбинатор-
ной ДНК-библиотеки оценивали, проводя три по-
следовательных раунда ПЦР в режиме реального
времени (без стадий селекции аптамеров). В каче-
стве матрицы для каждого следующего этапа бра-
ли 1 мкл реакционной смеси из пробирки преды-
дущего этапа.



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 3  2022

НОВЫЙ МЕТОД ОЦЕНКИ ВЛИЯНИЯ МОДИФИЦИРОВАННЫХ ТРИФОСФАТОВ 523

Наблюдали несколько типов амплификацион-
ных кривых, форма которых зависела от степени
влияния конкретного модифицированного dNTP
на процесс амплификации библиотеки. На рис. 1
приведены результаты проведения трех раундов
ПЦР с различными производными дезоксиури-
динтрифосфата с полимеразами Taq и Vent (exo-).
Из рис. 1 видно, что кривая амплификации может

сохранять свою форму на протяжении всех трех
раундов ПЦР, может постепенно приходить к ка-
ноническому виду сигмоиды, характерной для
фиксированных нуклеотидных последовательно-
стей матрицы либо вырожденных (обогащенных)
комбинаторных библиотек, также может наблю-
даться ингибирование ПЦР с постепенным зату-
ханием амплификации. В качестве контроля ис-

Таблица 1. Эффективность амплификации комбинаторной ДНК-библиотеки, выход целевого продукта и харак-
тер изменения амплификационных кривых в течение трех последовательных раундов амплификации для раз-
личных mod-dUTP при полном замещении природного dTTP

* Эффективность амплификации и выход продукта (по данным [2]). В качестве матрицы использована комбинаторная состав-
ная ДНК-библиотека (длина 86 н.). Е – эффективность амплификации (Е = 10tgα, где Е – эффективность амплификации, tgα –
тангенс угла наклона прямого участка сигмоидной кривой накопления флуоресцентного сигнала, представленной в логарифми-
ческом масштабе [19]), η – выход продукта, нормированный на выход немодифицированной ДНК (ПЦР с использованием
природного dTTP). К+ ‒ положительный контроль (природный dTTP). Нумерация модифицированных dUTP по [2].
** Характер амплификационных кривых (по данным настоящего исследования). 1, 2, 3 – последовательные раунды ПЦР.
Приведены схематичные кривые накопления сигнала амплификации для каждого раунда ПЦР.

mod-dUTP 
[2] R

Полимераза* Полимераза**

Taq Vent (exo-) Taq Vent (exo-)

Е η Е η 1 2 3 1 2 3

dU2 1.76 0.79 1.94 1.03

dU8 1.75 0.68 1.91 0.77

dU9 1.62 0.19 1.79 0.68

dU10 1.61 0.54 1.82 0.68

dU13 1.67 0.32 1.62 0.55

dT (К+) -H 1.76 1.00 1.85 1.00
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пользовали образец, не содержащий модифици-
рованных дезоксинуклеозидов.

В табл. 1 приведены структуры использованных
в работе дезоксиуридинтрифосфатов с различны-
ми функциональными группами-заместителями и
показатели их субстратной эффективности. В пра-
вой части таблицы схематично показаны основные
характеристические формы кривых амплифика-
ции, наблюдаемые в зависимости от использован-
ного модифицированного дезоксиуридинтрифос-
фата и ДНК-полимеразы.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Для успешного отбора модифицированных ап-
тамеров (mod-SELEX) требуется субстратная сов-
местимость модифицированных dNTP с выбран-

ной полимеразой. При их недостаточной совме-
стимости возможна конкурентная амплификация
последовательностей исходной ДНК-библиотеки,
содержащих меньшее количество нуклеотидов или
их повторов, комплементарных модифицирован-
ному dNTP. Часто низкая эффективность встраи-
вания модификаций остается незамеченной в
процессе проведения mod-SELEX. В результате
библиотека будет обеднена модифицированны-
ми аптамерами.

Кривые амплификации исходных комбина-
торных библиотек отличаются от кривых, харак-
терных для амплификации матриц с фиксирован-
ными последовательностями. Различие заключа-
ется в том, что кривая накопления сигнала при
амплификации фиксированной последователь-
ности имеет сигмоидную форму, а в случае ком-

Рис. 1. Кривые амплификации с модифицированными dUTP и ДНК-полимеразами. a – Taq; б – Vent (exo-). Основные
характеристики процесса, а также характеристические типы амплификационных кривых приведены в табл. 1.
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бинаторной библиотеки проходит через один или
более максимумов. По всей видимости, это связа-
но с тем, что после определенного цикла ПЦР и
распределения амплифицированных продуктов по
реакционному объему образуются локальные оча-
ги, в которых велика концентрация дуплексов с не-
комплементарной внутренней частью. Это приво-
дит к временному замедлению амплификации и
снижению наблюдаемого накопления сигнала. Од-
нако по мере образования новых комплементар-
ных дуплексов – продуктов амплификации – кри-
вая проходит через максимум. По-видимому, этот
процесс может приводить к появлению более чем
одного максимума, что и наблюдается при ампли-
фикации комбинаторных библиотек (рис. 1).

Ранее было показано, что в процессе обогаще-
ния ДНК-библиотеки кривая ее амплификации в
режиме реального времени с каждым следующим
раундом приближается по форме к канонической
сигмоидной кривой, характерной для фиксиро-
ванной последовательности ДНК [7, 20]. Это слу-
жит показателем обогащения библиотеки специ-
фичными к мишени олигонуклеотидами (рис. 2),
т.е., в процессе обогащения постепенно ослабева-
ют факторы, указанные выше (образование дуп-
лексов с некомплементарными внутренними ча-
стями олигонуклеотидов библиотеки).

Однако библиотека может обогащаться не спе-
цифичными, а наиболее легко амплифицируемы-
ми последовательностями [3]. Наиболее актуаль-
ной эта проблема становится при использовании
модифицированных dNTP, которые служат, как
правило, плохими субстратами для полимераз, ха-
рактеризуются медленной кинетикой встраивания
и/или в той или иной степени ингибируют ПЦР.

Из табл. 1 видно, что характер амплификаци-
онных кривых зависит как от использованного

модифицированного dNTP, так и от полимеразы.
Taq-полимераза оказалась способной амплифи-
цировать библиотеки с применением модифици-
рованного dUTP с линейным алкановым заме-
стителем (dU2). Это подтверждается как показа-
телями эффективности ПЦР “Е” и значением
выхода целевого продукта “η”, так и относитель-
но неизменным характером кривой амплифика-
ции. При этом гетероциклические производные
оказываются для нее сложными субстратами, что
приводит к изменению формы кривой амплифи-
кации – за три цикла ПЦР она либо становится
сигмоидной, либо ингибируется (как в случае
dU8). При этом может наблюдаться как быстрая
кинетика накопления сигнала, так и высокий вы-
ход полноразмерного продукта, т.е. эти показате-
ли не подходят для оценки влияния модифициро-
ванных dNTP на поведение комбинаторных биб-
лиотек в процессе mod-SELEX.

В случае производных с бензильным замести-
телем наблюдали независимое от длины исполь-
зуемого линкера вырождение библиотек и сигмо-
идный характер кривой амплификации после
третьего раунда ПЦР. Причем это было характер-
но и при применении Vent (exo-)-полимеразы.
Интересно, но производное dU13 с конденсиро-
ванным гетероциклом незначительно влияло на
характер кривой амплификации при использова-
нии Vent (exo-)-полимеразы, хотя показатели эф-
фективности амплификации и выхода были низ-
кими.

При изменении характера кривой амплифика-
ции делали вывод о неприменимости конкретного
модифицированного dNTP в выбранных услови-
ях, которые могут содержать несколько значимых
факторов (используемая полимераза, условия ам-

Рис. 2. Амплификационные кривые, получаемые при использовании в ПЦР различных матриц. а –Матрица с фикси-
рованной последовательностью; кривая имеет канонический сигмоидный вид. б – Вырожденная комбинаторная биб-
лиотека (1–6 – стадии обогащения библиотеки, в процессе которых амплификационная кривая постепенно приобре-
тает канонический сигмоидный вид). По данным [20].
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ЛАПА и др.

плификации, комбинаторная библиотека и прай-
меры для ее амплификации и др.).

Из табл. 1 видно, что при использовании “пло-
хих” модифицированных субстратов характер кри-
вой менялся на протяжении трех циклов амплифи-
кации, при отсутствии детектируемого влияния
модификаций он оставался неизменным. Если
характер кривой амплификации не менялся на
протяжении трех раундов ПЦР, делали вывод о
том, что влияние модификации dUTP на распре-
деление последовательностей внутри комбина-
торной библиотеки минимально (либо отсутству-
ет), т.е. такое производное не приводит к вырож-
дению библиотеки при амплификации и может
быть применено для проведения mod-SELEX.

ВЫВОДЫ
Нами разработан метод быстрой оценки при-

менимости модифицированных dNTP в mod-
SELEX.

Метод позволяет за три загрузки амплификатора
проверить весь необходимый набор трифосфатов –
кандидатов для планируемого mod-SELEX.

Следует заметить, что предлагаемый подход не
исключает контроля обогащения библиотек в про-
цессе селекции, но в случае mod-SELEX позволяет
предсказать влияние модификаций на обогащение
библиотек и избежать неудач в последующем про-
цессе отбора модифицированных аптамеров.

Исследование поддержано грантом Россий-
ского фонда фундаментальных исследований
(№ 18-29-09151).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей и животных в каче-
стве объектов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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NEW METHOD FOR EVALUATING THE SUBSTRATE EFFICIENCY
OF MODIFIED DEOXYNUCLEOSIDE TRIPHOSPHATES FOR SELEX

S. A. Lapa1, *, O. S. Antipova1, and A. V. Chudinov1

1 Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
*е-mail: lapa@biochip.ru

A new method for evaluating the substrate efficiency of deoxynucleoside triphosphates containing functional
groups for the selection of modified aptamers (mod-SELEX) is proposed. The method involves conducting
three consecutive rounds of PCR with a combinatorial library and a modified dNTP candidate for mod-SELEX.
The conclusion about the applicability of a specific dNTP derivative is made by the nature of the change in
the amplification curve during three rounds of PCR in real time and does not require SELEX rounds. If the
library degenerates during amplification (becomes less representative), it means that a specific modification
of dNTP cannot be used with the selected polymerase and other selected library amplification conditions,
since it leads to competitive amplification. In the case when the nature of the signal accumulation curve does
not change, it is concluded that the modified triphosphate used does not affect the distribution of oligonu-
cleotides with different sequences in the library, that is, it does not affect the change in its composition. It is
precisely such derivatives that can be applied in the selected conditions for the selection of aptamers. The
method is applicable for a quick assessment of the substrate suitability of modifications introduced into de-
oxynucleoside triphosphates for mod-SELEX and will be useful in the selection of aptamers for clinical di-
agnostics, medicine and scientific research.

Keywords: substrate efficiency of modified dNTPs, real-time PCR, mod-SELEX, aptamers
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