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G-квадруплексные последовательности ДНК способны формировать стабильные струк-
туры в присутствии ионов калия и препятствовать амплификации таких участков методом
ПЦР. Целью работы было разработать методику амплификации участков ДНК, содержа-
щих G-квадруплексные последовательности. В качестве объекта исследования нами был
выбран участок промотора онкогена c-MYC из элемента гиперчувствительности нукле-
азы III1 (NHE III1), который контролирует до 80-90% транскрипционной активности это-
го гена. Богатая гуанином нить участка NHE III1 образует G-квадруплекс, обладающий
высокой стабильностью [1].

Были подобраны праймеры для амплификации участка 191bp из chr8 (128748130-128748321).
С использованием данных праймеров был проведен ПЦР на геномной ДНК человека.
ПЦР-продукт соответствовал ожидаемому, но при этом был отмечен его низкий выход в
стандартном буфере ПЦР, содержащим ионы калия.

Для выявления причин низкоэффективного ПЦР был использован метод удлинения
флуоресцентно меченого праймера. Продукты данной реакции были проанализированы с
помощью денатурирующего ПААГ. Оказалось, что синтез цепи ДНК обрывался на участ-
ках, соответствующих G-квадруплексным последовательностям. При замене иона калия
на ион цезия обнаруживался полноразмерный ожидаемый продукт.

Таким образом, мы показали, что присутствие ионов цезия предотвращает с обрывы
синтеза ДНК на матрице, содержащей потенциальные квадруплексные последовательно-
сти. Присутствие 20 mM калия при амплификации G-квадруплексных последовательно-
стей ДНК понижает эффективность ПЦР.

Полученные результаты позволяют эффективно нарабатывать GC-богатые участки
ДНК и будут использованы в дальнейшем для детекции стабильных катион-зависимых
альтернативных структур ДНК.
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