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В процессе синтеза ab initio большим фрагментом Bst ДНК-полимеразы образуются продукты со
сложной пространственной организацией. Анализ методом атомно-силовой микроскопии продук-
тов синтеза, полученных с добавлением минимального количества никующей эндонуклеазы
Nt.BspD6I, позволил описать структуры, сформированные в результате этого синтеза, и предполо-
жить, что их формирование происходит по механизму репликации, зависимой от рекомбинации.
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Синтез ДНК ab initio − это неканонический
синтез ДНК термофильными ДНК-полимераза-
ми прокариот из dNTP в отсутствие какой-либо
добавленной ДНК [1]. Реакция является изотер-
мической и при определенных условиях может
отличаться крайне высоким выходом продукта.
Эффективность реакции значительно увеличива-
ется при добавлении ферментов, гидролизующих
ДНК. 

Последовательности ДНК, синтезированные
ab initio состоят из коротких AT-богатых повторов
палиндромной или непалиндромной структуры.
Первые сведения о структуре этих молекул были
представлены в работах [2, 3]. Эксперименты с
использованием атомно-силовой микроскопии
(АСМ), электрофореза и нуклеаз показали, что
ДНК, полученная в ходе синтеза ab initio большим
фрагментом ДНК-полимеразы Bst, как в присут-
ствии никующей эндонуклеазы Nt.BspD6I (далее
никаза), так и без этого фермента, состоит из раз-
ветвленных нитей разной длины, часть из кото-
рых образует сетевидные структуры [4].

Для выяснения причины формирования слож-
ной пространственной организации продуктов
синтеза ab initio в этом исследовании мы сфокуси-
ровались на детальном анализе изображений, по-
лученных с помощью АСМ. Исследовали изобра-
жения высокомолекулярной ДНК, синтезиро-
ванной с добавлением минимального количества
никующей эндонуклеазы Nt.BspD6I и без нее,
описали структуры, сформированные в результа-
те синтеза, который не направляется матрицей, и
предположили, какой механизм синтеза в этом
задействован. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Синтез ДНК ab initio большим фрагментом Bst

полимеразы. Реакционная смесь (20 мкл) состоя-
щая из 2 U большого фрагмента Bst полимеразы,
0.2 мM dNTPs в реакционном буфере ThermoPol
(20 мM Трис–HCl, pH 8.8, 10 мM KCl, 10 мM
(NH4)2SO4, 0.1% Тритона X-100) и 10 мM MgCl2
была инкубирована 24 ч при 55°C. Реакционная
смесь с добавленной никующей эндонуклеазой
Nt.BspD6I (0.2 U) была инкубирована в течение
1 ч при 55°C. Реакцию останавливали добавлени-Сокращение: АСМ – атомно-силовая микроскопия. 
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ем 10 мM ЭДТА. Продукты синтеза ab initio очи-
щали, определяли концентрацию и анализирова-
ли в 1% агарозном геле, как описано в работе [4]. 

Атомно-силовая микроскопия. Сканирование
продуктов синтеза ab initio было выполнено в ре-
сурсном центре «Центр диагностики функцио-
нальных материалов для медицины, фармаколо-
гии и наноэлектроники» Научного парка СПбГУ
на исследовательском комплексе люминесцент-
ной и рамановской микроспектрометрии «Инте-
гра Спектра» («НТ-МДТ», Зеленогpад, Россия) в
полуконтактном режиме, как описано ранее [4]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

АСМ позволила выявить значительные отли-
чия продуктов синтеза ab initio Bst полимеразой от
природных высокомолекулярных ДНК бактерио-
фага лямбда и геномной ДНК Bacillus stearother-
mophilus (рис. 1). Природные ДНК представлены
в основном линейными плавно изогнутыми двух-
цепочечными молекулами. Синтезированная
ab initio ДНК, без добавления никующей эндо-

нуклеазы Nt.BstD6I, состоит из линейных участ-
ков, объединенных в сетевидную структуру. Не-
которые участки ДНК резко изогнуты, местами
скручены, с ответвлениями. В целом такая ДНК
выглядит как РНК c развитой вторичной структу-
рой, подобно тРНК, а также РНК различных ви-
русов [5–8].

Для выяснения причины формирования слож-
ной структуры продуктов синтеза ab initio, перво-
начально были исследованы продукты синтеза,
полученные с добавлением минимального коли-
чества (0.2 U) никующей эндонуклеазы
Nt.BspD6I (никазы). Этот фермент «узнает» в
двухцепочечной ДНК последовательность (сайт)
5'-GAGTC-3'/5'-GACTC-3' и расщепляет верх-
нюю цепь на расстоянии четырех пар нуклеоти-
дов от сайта в направлении 3'-конца [9]. Если два
противоположно ориентированных сайта распо-
ложены на небольшом расстоянии друг от друга,
никаза расщепит ДНК на фрагменты. Ранее было
показано, что продукты синтеза с добавлением
0.2 U никазы имеют почти такую же длину, как
продукты синтеза без ее добавления [4], но мор-

Рис. 1. Изображения, полученные методом АСМ: (а) – геномная ДНК Bacillus stearothermophilus, выделенная с
помощью набора «ДНК-Экстран ЕХ-512» (НПК ООО «Синтол», Москва, Россия); (б) – ДНК фага лямбда, 48502 п. о.
(ООО «СибЭнзайм», Новосибирск, Россия); (в) – ДНК, полученная в процессе синтеза ab initio Bst-полимеразой в
течение 24 ч; (г) – ДНК, полученная в процессе синтеза ab initio Bst-полимеразой с добавлением минимального
количества (0.2 U) никующей эндонуклеазы Nt.BspD6I в течение 1 ч. Буфер для нанесения на слюду: 2 мМ трис-HCl
(pH 7.6) и 10 мМ MgCl2. 20 мкл раствора ДНК с концентрацией 1 нг/мкл. Шкала 500 нм. Примечание: образование
сложных пространственных структур ДНК, синтезированной ab initio, не связано с какими-либо условиями АСМ
(например, концентрацией MgCl2 или концентрацией ДНК), поскольку природные ДНК в тех же условиях
представлены плавно изогнутыми линейными молекулами. 
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фология молекул менее изогнутая, они выглядят
более «расслабленными» и менее «спутанными»
(рис. 1г). Молекулы содержат структуры, похо-
жие на: Х- или Y-образные разветвления, петли и
кольца, кольца с ответвлениями. Некоторые мо-
лекулы имеют утолщения, похожие на D-петли
или R-петли [10, 11] (рис. 2). В целом оказалось,
что структуры, синтезированные ab initio в при-
сутствии никазы, похожи на такие же структуры
(петли, кольца, разветвления), подробно охарак-
теризованные в работе [12]. Вероятно, эти струк-
туры являются промежуточными продуктами ре-
пликации и рекомбинации. 

Структура, представленная на рис. 2а, была
идентифицирована как D-петля, по аналогии с
описанием в работах [10, 11]. Возможно, концы
синтезированной ab initio ДНК формируют D-пет-
ли, подобные тем, которые наблюдали на теломе-
рах хромосом [13]. Похожие на D-петли структу-
ры были идентифицированы как на концах моле-
кул, в том числе и коротких, так и в середине
молекул. Наличием петель можно объяснить рез-
кую изогнутость некоторых участков молекул.
Видимо они, как и R-петли, накладывают ло-
кальные физические ограничения на близлежа-
щую ДНК, приводя к формированию углов/изло-
мов [11]. 

Также были идентифицированы разветвлен-
ные молекулы Y-образной формы и удвоенной
Y-образной формы (рис. 2а). Такие структуры
могут возникнуть из больших кольцеобразных
структур с разветвлениями во время репликации
с двумя репликационными вилками [12]. Х-об-

разные структуры на рис. 2б указывают на нали-
чие промежуточных продуктов репликации,
структур Холлидея. Для образования таких
сложных структур (соединенные кольца с ответв-
лениями, D-кольца), как на рис. 2в, необходимы
палиндромные последовательности, множе-
ственные репликационные вилки и/или реком-
бинационные соединения, а также внедрения од-
ноцепочечных концов ДНК в другой фрагмент
своей же или соседней молекулы [12]. Места
внедрения концов ДНК выглядят как треуголь-
ные структуры.

Интересно отметить наличие образования, по-
хожего на “kissing loop” РНК [5] (рис. 2а), когда
две разные молекулы взаимодействуют через па-
линдромные участки петель шпилечных струк-
тур. Небольшие утолщения на концах молекул и
по «ходу» нитей ДНК на участках с резким изги-
бом (рис. 2а, нижний блок) можно интерпретиро-
вать как участки с двумя-тремя нуклеотидными
неспаренными основаниями. Подобные структу-
ры отмечали на повторяющихся последователь-
ностях при образовании шпилечных петель и
участках со сдвигом одной цепи относительно
другой [14, 15].

Перечисленные выше структуры были иден-
тифицированы и в продуктах синтеза ab initio без
добавления никазы. Но последние содержат
больше резко изогнутых участков, больше одно-
цепочечных участков и больше сильно разветв-
ленных D-колец (рис. 1). Наличие одноцепочеч-
ной ДНК подтвердилось ранее в эксперименте с

Рис. 2. Галерея АСМ-изображений продуктов синтеза ab initio с добавлением никующей эндонуклеазы Nt.BspD6I.
(а) – D-петля (показана стрелкой) на блоке с кружком, “kissing loop” – на блоке с сердечком, Y-разветвления.
Небольшие утолщения на концах молекул отмечены линиями. (б) – Х-разветвления. (в) – Фрагменты сложной
структуры: вверху – D-кольцо с внедренными одноцепочечными участками, указаны стрелкой; внизу – D-кольцо и
сложная структура, стрелкой показан одноцепочечный участок. Шкала 500 нм. Часть структур описана по аналогии с
описанием в работе [12]. 
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использованием нуклеазы золотистой фасоли
(Mung Bean) [4]. 

Точный механизм начала синтеза ab initio не-
известен. Предполагается, что в отсутствие прай-
мера и матрицы ДНК полимераза должна
связаться как минимум с двумя dNTP и катализи-
ровать неспецифическое образование динуклео-
тидов. Они могут служить праймерами для неспе-
цифической элонгации случайных тримеров или
тетрамеров, из которых собираются короткие
олигонуклеотиды [16]. Из олигонуклеотидов со
случайной последовательностью дальнейшей ам-
плификации подвергаются те, которые могут
формировать шпилечные структуры, способству-
ющие их дальнейшей репликации. Олигонуклео-
тиды могут частично гибридизоваться друг с дру-
гом, выступая матрицами и праймерами и спо-
собствуя амплификации более длинных
повторяющихся нуклеотидных последовательно-
стей [17, 18]. Возможно, что шпилечные структу-
ры могут образовывать димеры через взаимодей-
ствие петлями, образуя, подобно РНК, структуры
типа “kissing loop”. У РНК такой димер считается
временной промежуточной структурой, в даль-
нейшем преобразующейся в дуплекс [5]. 

Наличие таких структур, как D-петли, позво-
ляет предположить, что часть продуктов синтеза
ab initio образовалась в результате репликации, за-
висимой от рекомбинации [19]. Такой механизм
репликации свойственен не только бактериофагу
Т4, но и, например, митохондриальной ДНК рас-
тений [20], вирусу герпеса [21], и даже теломерам
[22, 23]. Поэтому возможно, что дуплексы, состо-
ящие из повторяющихся последовательностей и
содержащие одноцепочечный выступ на 3 '-кон-
це, состоящий из таких же последовательностей,
способны образовывать структуру D-петли, по-
добную Т-петле теломер [23] или R-петле [10].
Одноцепочечный 3'-конец внедряется в гомоло-
гичную двухцепочечную ДНК в месте соедине-
ния петли, инициируя обмен цепей ДНК и стано-
вится праймером с 3'-концом доступным для
дальнейшего синтеза ДНК от 5' до 3' ДНК-поли-
меразой. Способность Bst-полимеразы ремоде-
лировать линейную дцДНК в структуру, похожую
на D-петлю показана в работе [24]. Фермент мо-
жет переключать матрицы во время синтеза, пе-
реходя от одной цепи к другой ([25], цитируется
по обзору [26]). По аналогии с моделями, предло-
женными для объяснения альтернативной фор-
мы удлинения теломер [23, 27, 28] можно предпо-
ложить, что за счет обмена цепей внутри D-пе-
тель образуются D-кольца, которые могут
служить матрицей для образования промежуточ-
ных продуктов репликации по типу катящегося
круга, включая σ-форму «хвостатых колец» и од-
ноцепочечные петли ДНК с двухцепочечными
участками, с последующим освобождением одно-
цепочечной ДНК. ОдДНК могут внедряться в го-

мологичные участки линейных или кольцевых
двухцепочечных молекул ДНК [28] и приводить к
образованию новых D-петель. Как Bst-полимера-
за частично разделяет дуплекс, остается неизвест-
ным [26]. В живых клетках промежуточные про-
дукты репликации расщепляются нуклеазами
(например, резольвазой RuvC HJ Escherichia coli)
[29]. При синтезе ab initio, in vitro разделения/рас-
щепления не происходит, и в итоге образуется
крупная сеть реплицирующихся молекул ДНК,
удерживаемых вместе благодаря многочислен-
ным разветвлениям Y-образной формы из проме-
жуточных продуктов репликации. 

ВЫВОДЫ
Наличие перечисленных структур согласуется

с существующей гипотезой о формировании
ДНК-полимеразой на начальных этапах синтеза
ab initio пула случайных олигонуклеотидов и даль-
нейшей амплификации повторов преимуще-
ственно палиндромной структуры [17, 30]. Повто-
ряющиеся нуклеотидные последовательности
могут формировать не только шпилечные струк-
туры. Они также могут участвовать в формирова-
нии структур, подобных D-петле, что запускает
репликацию, зависимую от рекомбинации. Это
способствует формированию сложной простран-
ственной организации продуктов синтеза ab initio.
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 Formation of Complex Spatial Structure of DNA in the Process of ab initio Synthesis
 N.V.  Zyrina*, **, O.M. Selivanova***, E.V. Shevchenko****, and V.N. Antipova**

*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
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Products with a complex spatial organization are formed during the ab initio synthesis under the action of Bst
DNA polymerase, large fragment. Using the analysis of AFM images of the products obtained with the addi-
tion of a minimal amount of the nicking endonuclease Nt. BspD6I during this synthesis, it became possible
to describe the structures formed as a result of this synthesis and suggest that their formation occurs by the
mechanism of replication-dependent recombination

Keywords: ab initio DNA synthesis, large fragment of Bst DNA polymerase, atomic force microscopy
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