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ВВЕДЕНИЕ
Модифицированные 2'-дезоксинуклеозид три-

фосфаты нашли широкое применение при отбо-
ре высокоаффинных ДНК аптамеров методом
SELEX [1]. В качестве модифицированных нук-
леотидов чаще всего используют аналоги 2'-дез-
оксиуридинтрифосфата (dUTP), содержащие мо-
дификацию в положении 5 урацила. Эффектив-
ность аналога в качестве субстрата ДНК полимераз
оценивается, как правило, в реакции элонгации
праймера.

Одной из основных характеристик модифици-
рованного субстрата является его способность к
многократному встраиванию с образованием пол-
ностью модифицированного участка. Для оценки
этого параметра в реакции элонгации праймера
используют ДНК-матрицу, содержащую гомопо-
лимерный участок типа (dA)n. Однако, как пока-

зано в настоящей работе, при использовании
гомополимерной матрицы интерпретация резуль-
татов может осложняться из-за эффекта про-
скальзывания цепи (slippage). При исследовании
субстратных характеристик новых модифициро-
ванных нуклеотидов на основе амидов аминоал-
лил-dUTP мы обнаружили выраженный эффект
проскальзывания праймерной цепи.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе мы использовали олиго-

нуклеотидную модель, содержащую в матричной
цепи фрагмент dA20 (рис. 1, а). Объектами насто-
ящего исследования были неприродные аналоги
dUTP (рис. 1, б), синтезированные нами ранее [2].
При проведении реакции удлинения праймера
Vent(exo-) ДНК полимеразой с аналогами dUTP об-
наружен эффект проскальзывания модифициро-
ванной цепи (рис. 2). Для dUTP (Ia) максималь-
ная длина модифицированной цепи превышала
длину матрицы на 15–16 нуклеотидов. Столь выра-
женный эффект наблюдался лишь при условии
добавления к реакционной смеси только непри-
родного нуклеотида. Введение в реакцию допол-
нительно смеси dATP, dCTP и dGTP ограничивает
число избыточных нуклеотидов до 6–7 (рис. 2б).

Сокращения: dUTP – 2'-дезоксиуридинтрифосфат; dTTP –
2'-дезокситимидинтрифосфат; dATP – 2'-дезоксиаденоз-
интрифосфат; dCTP – 2'-дезоксицитидинтрифосфат;
dGTP – 2'-дезоксигуанозинтрифосфат; SELEX (systematic
evolution of ligands by exponential enrichment) – системати-
ческая эволюция лигандов путем экспоненциального обо-
гащения.
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Несколько менее выраженный эффект проскаль-
зывания наблюдался для двух других нуклеотидов
(Iб, Iв). Природный dTTP достраивает праймер до
размера матрицы с небольшой примесью N + 1 про-
дукта в присутствии Taq ДНК полимеразы. Одна-
ко, при использовании Vent(exo-) полимеразы
для природного нуклеотида также наблюдается
заметный эффект проскальзывания.

Проскальзывание цепей при репликации ча-
сто наблюдается на микросателлитных участках
ДНК, содержащих короткие повторы (1–6 п.о.).
Это явление лежит в основе механизма возникно-
вения коротких indel мутаций (insertions/dele-

tions). Исследования показывают, что увеличение
длины повторяемого фрагмента или уменьшение
количества повторов снижают вероятность про-
явления эффекта [3]. Важным фактором, способ-
ствующим проявлению проскальзывания, явля-
ется стабилизация выпетленных конфигураций
ДНК, способных к дальнейшей элонгации. Ста-
билизация может осуществляться за счет образо-
вания выпетливаний с классическими парами
оснований, мисматчами или с неканонической
структурой [4–6]. Эффект проскальзывания цепи
для неприродных аналогов не обнаружен нами в
литературе. Структура модифицированных нук-
леотидов I (а–в) допускает участие амидных
фрагментов в стабилизации выпетливаний на не-
природном участке цепи. Обнаруженный эффект
проявляется в условиях, заметно отличающихся
от условий отбора аптамеров. В силу этого пред-
полагается, что он не оказывает заметного влия-
ния на результаты селекции с использованием
неприродных трифосфатов. Однако проскальзы-
вание может заметно искажать результаты оцен-
ки субстратной эффективности неприродных
нуклеотидов, особенно в случае малоэффектив-
ных субстратов, когда наблюдаемая максималь-
ная длина неприродной цепи не превышает раз-
мера матрицы.

Рис. 1. Строение модифицированных 2'-дезоксиури-
дин-5'-трифосфатов (I): (а) R = C2H5; (б) R = н-C3H7;
(в) R = н-C4H9, использованных в реакции элонгации
праймера.

O

O N

OOPO
O–

O
PO
O

O–
P
O

–O
O–

R

4Li+
OH

HN NH

(I)

Рис. 2. Электрофоретическое разделение продуктов реакции элонгации праймера c dUTP (Ia) с Vent(exo-) ДНК-поли-
меразой при добавлении только модифицированного нуклеотида (а) или смеси модифицированного нуклеотида с
dATP, dCTP и dGTP (б). Анализ выполнен в денатурирующем полиакриламидном геле (20%) при 50°С. Дорожки 1 и
2 – контроли с dTTP и Vent (exo-) (3 ч) и Taq (1 ч) ДНК полимеразой соответственно. Дорожки (3–7) соответствуют
времени проведения реакции 10 с, 1 мин, 5 мин, 30 мин и 3 ч. Дорожка 8 – праймер. Цифрами отмечена разница длин
выбранного фрагмента и праймера. Модифицированные цепи отличаются меньшей подвижностью при электрофоре-
зе по сравнению с природной ДНК.
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ВАСИЛИСКОВ и др.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реакцию достраивания праймера проводили
с использованием матрицы М и праймера А
(приведены последовательности 5'-3'): (М):
(A)20-TTG-TCA-CTC-AGA-CCA-ACT-CCC-T; (Р):
Су3-A-ACA-GTG-AGT-CTG-GTT-GAG-GGA. Ре-
акцию элонгации праймера проводили в реак-
ционной смеси (25 мкл), содержащей 4 мкM
праймера, 4 мкM матрицы, модифицирован-
ный dUTP (IIIа–г) в концентрации 200 мкМ и
Vent(exo-) ДНК-полимеразу (NEB, США) в коли-
честве 5 ед. акт. в буфере Thermopol™ при темпе-
ратуре 72°С. Время элонгации варьировали от 10 с
до 3 ч. Продукт реакции разделяли электрофоре-
зом в денатурирующих условиях. Детекцию про-
водили в диапазоне флуоресценции красителя
Cy3 с возбуждением при 535 нм и регистрацией
при 580 нм.
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Slippage of the Primer Strand in Primer Extension Reaction
with Modified 2'-Deoxyuridine Triphosphates
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An effect of primer strand slippage was observed in primer extension reaction due to replacement of thymi-
dine triphosphate for modified analogues of dUTP. The effect was detected when using Vent(exo-) DNA
polymerase. It is notably suppressed by adding to reaction mixture the natural nucleotides dATP, dCTP, and
dGTP.
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