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Проведено исследование структуры и термической стабильности комплексов РНК и ДНК с фос-
форилгуанидиновыми олигонуклеотидами (ФГО), содержащими модифицированные фосфатные
группы, в которых по атому фосфора введены остатки 1,3-диметилимидазолидин-2-имина. Заме-
щение отрицательно заряженного атома кислорода в структуре межнуклеозидного фосфатного
остатка олигодезоксирибонуклеотида электронейтральным остатком тетраалкил-замещенного гуа-
нидина не приводит к значительному изменению конформации ФГО/РНК-дуплекса в сравнении с
нативным ДНК/РНК-комплексом. Вторичная структура типична для А-формы двойной спирали
гибридных комплексов и отличается от таковой РНК/РНК-дуплекса. Введение модификаций при-
водит к снижению термостабильности ФГО/РНК-комплексов в стандартных условиях (1.01 М Na+,
нейтральные значения рН). Величина дестабилизации слабо зависит от нуклеотидного контекста, в
котором находится модификация, и в среднем снижает термостабильность на 1.2°С при модифика-
ции одного остатка фосфорной кислоты. Дуплексы полностью замещенных ФГО с ДНК обладают
термостабильностью, не зависящей от концентрации катионов в растворе, а в случае ФГО/РНК на-
блюдается значимое снижение термостабильности (~6°С) при переходе от стандартных условий к
деионизованной воде (Milli-Q). Для сравнения, нативные дуплексы при таком изменении буфер-
ных условий снижают термостабильность более чем на 40°С. Изменения в термостабильности при
введении модификаций обусловлены изменениями в величинах энтальпии и энтропии комплексо-
образования.

Ключевые слова: аналоги нуклеиновых кислот, модифицированные олигонуклеотиды, фосфорилгуаниди-
новые олигонуклеотиды, термическая стабильность, дуплекс
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ВВЕДЕНИЕ

Производные и аналоги нуклеиновых кислот
активно разрабатывают и используют уже более
четырех десятилетий [1–3]. Фосфорилгуаниди-
новые олигонуклеотиды (ФГО) [4, 5] показали се-
бя как перспективные аналоги нуклеиновых кис-
лот в различных областях применения [6–11]. Их
использовали для изучения молекулярно-биоло-
гических процессов [6–8], в качестве сенсорных
элементов биосенсоров [9], а также потенциаль-
ных терапевтических агентов [10, 11]. Широкое
применение ФГО основано на способности фор-
мировать комплексы с комплементарными по-

следовательностями ДНК или РНК. Эффектив-
ность их комплексообразования с ДНК нами бы-
ла исследована ранее [12, 13]. Было установлено,
что термостабильность модифицированных дуп-
лексов зависит от таких факторов, как число мо-
дификаций, нуклеотидная последовательность,
ионная сила раствора. В случае полностью моди-
фицированной цепи гибридизационные свойства
ФГО практически не зависят от ионной силы рас-
твора. Было показано, что не происходит измене-
ния вторичной структуры как олигодезоксирибо-
нуклеотида, так и его комплекса даже при полной
модификации всех фосфатных остатков в дуплексе.
С использованием методов молекулярного моде-
лирования мы показали, что главным движущим
фактором, вызывающим изменения в эффектив-
ности комплексообразования ФГО, является из-
менение сольватации модифицированного фос-
фатного остатка [13]. Для комплексов ФГО/РНК
ранее не было проведено исследований, направ-
ленных на изучение влияния ФГ-групп на эф-

Сокращения: DMI – остаток N,N,N ',N ′-замещенного гуа-
нидина (1,3-диметилимидазолидин-2-имина); ESI – иони-
зация распылением в электрическом поле; БЛМ – бислой-
ная липидная мембрана; ФГ – фосфорилгуанидин; ФГО –
фосфорилгуанидиновый олигонуклеотид.
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фективность формирования дуплексных струк-
тур с РНК.

В данной работе методом спектроскопии кру-
гового дихроизма проведена сравнительная ха-
рактеризация комплексов фосфорилгуанидино-
вых олигонуклеотидов с РНК. Показано, что струк-
тура А-формы двойной спирали не изменяется
даже при полной модификации олигодезоксири-
бонуклеотидов. Установлено эффективное фор-
мирование комплексов ФГО с РНК. Методом
термической денатурации с оптической регистра-
цией сигнала показано, что влияние модификации
на термическую стабильность дуплексов слабо за-
висит от нуклеотидной последовательности. Введе-
ние модификаций в структуру дуплекса приводит к
снижению зависимости его термостабильности от
ионной силы раствора. В отличие от полностью мо-
дифицированного ФГО-дуплекса с ДНК, для ком-
плексов с РНК наблюдается заметное снижение
термостабильности при понижении ионной силы
раствора. Изменения в величинах термодинами-
ческих параметров имеют как энтропийный, так
и энтальпийный вклад.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Модельная система. Проведенные ранее иссле-
дования показали зависимость термической ста-
бильности комплексов ФГО с ДНК от количества
модификаций и нуклеотидной последовательно-
сти, в которую они введены. Поэтому для иссле-
дований был выбран набор из одного нативного и
13 модифицированных олигонуклеотидов с оди-
наковой нуклеотидной последовательностью, со-

держащих модифицированные фосфатные груп-
пы, в которых по атому фосфора введен остаток
N,N,N′,N′-замещенного гуанидина (1,3-диметили-
мидазолидин-2-имина, DMI). Рассматривали их
взаимодействие с комплементарными последова-
тельностями ДНК и РНК. Нуклеотидные после-
довательности использованных в работе олиго-
меров представлены в табл. 1.

Характеризация вторичной структуры комплек-
сов ФГО с РНК и ДНК. Исследование влияние
DMI-модификаций на структуру комплексов ФГО
с ДНК (dM) и РНК (rM) методом спектроскопии
кругового дихроизма проводили с использовани-
ем нативных (N или rN) и полностью модифици-
рованного (N9) олигонуклеотидов. Регистриро-
вали спектры отдельных олигонуклеотидов и их
смесей при температурах 15 и 95°С в стандартных
условиях (1 М NaCl, 10 мМ какодилат натрия,
нейтральные значения рН). КД-спектры смеси
олигонуклеотидов при высокой температуре сов-
падали с суммой спектров отдельных олигонук-
леотидов (данные не приведены). Это свидетель-
ствует об отсутствии взаимодействия олигонук-
леотидов при 95°С.

При низкой температуре амплитуды полос КД-
спектров как смеси олигонуклеотидов, так и от-
дельных олигомеров существенно увеличиваются
(рис. 1). В случае суммы спектров отдельных оли-
гомеров N и N9 с РНК (rM) наблюдается увеличе-
ние амплитуды как положительной (максимум
~270 нм), так и отрицательной полосы (минимум
~245 нм) в 1.5–2 раза. Для двух цепей РНК наблю-
дается более существенное увеличение амплиту-
ды сигнала КД – в 3 раза. Спектры смеси олиго-

Рис. 1. Спектры кругового дихроизма смеси олигонуклеотидов (rM/N, rM/N9, rM/rN) и сумма спектров одноцепочеч-
ных олигонуклеотидов (rM + N, rM + N9, rM + rN) при 15 и 95°С.
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нуклеотидов обладают более высокой амплиту-
дой сигнала, нежели сумма спектров олигомеров
при низкой температуре. Для комплексов ДНК и
ФГО амплитуда положительной полосы в 2.5 раза
больше, а для РНК/РНК – на ~1/4 больше. Это
свидетельствует об образовании межмолекуляр-
ных комплексов. Спектры КД всех комплексов
при низкой температуре характерны для А-фор-
мы двойной спирали [14, 15]. Наблюдается поло-
жительная полоса с максимумом в районе 260 нм,
отрицательная полоса существенно меньшей ам-
плитуды в районе 240 нм и отрицательная полоса
высокой интенсивности в районе 210 нм. Форми-
рование двойной спирали ДНК/РНК-гибридами,
с конформацией, типичной для А-формы, хорошо
известно [13, 14]. Спектры РНК-комплексов на-
тивного (rM/N) и модифицированного (rM/N9)
олигонуклеотидов близки между собой при 15 и
95°С. Небольшое отличие наблюдается только в
области длин волн <250 нм, где свой вклад может
вносить ФГ-группировка [12, 13, 16]. Такое сов-
падение говорит о близости вторичных структур
нативных и модифицированных ДНК/РНК-дуп-
лексов. Спектры РНК/РНК характерны для се-
мейства А-форм и отличаются от ДНК/РНК как
при низких, так и при высоких значениях темпе-
ратур. В спектрах ДНК/РНК гибридных ком-
плексов rM/N и rM/N9 наблюдается “плечо” в
области 270–280 нм, которое в случае РНК/РНК-
комплекса rM/rN существенно менее выражено.
Это свидетельствует скорее о нуклеотидной при-
роде данных особенностей КД-спектров, а не о
существовании смеси А- и B-форм для гибрид-
ных комплексов. Для строгого доказательства
данного утверждения необходимы дополнитель-
ные исследования.

Ранее мы показали, что в случае как одноцепо-
чечных ФГО, так и их комплексов с ДНК значи-
мых изменений В-формы двойной спирали при
введении модификации не происходит [12, 13, 16].
Таким образом, при формировании комплек-
сов полностью замещенных ФГО с нуклеиновы-
ми кислотами происходит формирование дуплек-
сов, конформация которых близка к A-форме двой-
ной спирали немодифицированных комплексов.

Гибридизационные свойств ФГО в стандартных
условиях. Первичную характеризацию термоста-
бильности комплексов производных нуклеино-
вых кислот проводили в стандартных условиях
(1 М NaCl, буфер с нейтральным значением рН).
Это связано с необходимостью экранировать от-
рицательный заряд остатков фосфорной кислоты
нативных олигомеров с помощью катионов. При
таких условиях наблюдается максимальная тер-
мостабильность межмолекулярных комплексов
нуклеиновых кислот. Мы исследовали термоста-
бильность ДНК/РНК- и ФГО/РНК-дуплексов де-
камеров, несущих различное число модификаций
в различных положениях (табл. 1), в стандартных

условиях методом термической денатурации с оп-
тической регистрацией сигнала. Значения термо-
динамических параметров, определенных в соот-
ветствии с моделью двух состояний, приведены в
табл. 1. Термическая стабильность модифициро-
ванных ДНК/РНК- и ДНК/ДНК-дуплексов ни-
же, чем нативного дуплекса, и зависит от числа
модификаций в цепи и их положения. Максималь-
ное снижение термостабильности наблюдается для
полностью модифицированного дуплекса и состав-
ляет 11.7 и 10.2°С, а в терминах свободной энер-
гии Гиббса (при 37°С, ) – по 2.6 ккал/моль
для ДНК/РНК- и ДНК/ДНК-дуплексов соот-
ветственно. В зависимости от нуклеотидного
контекста наблюдается незначительная вариация
термостабильности. Например, для ФГО/РНК-
комплексов, содержащих пять модификаций в
различных положениях (олигомеры N51–N57),
температура плавления находится в пределах 46.3–
47.1°С. Эта разница в 2 раза выше величины экс-
периментальной ошибки, что свидетельствует о
достоверности наблюдаемой зависимости от нук-
леотидного состава. В случае ДНК/ДНК-дуплексов
вариации в термостабильности несколько выше
(48.3–55.9°С). Температура плавления комплек-
сов и свободная энергия Гиббса комплексообра-
зования линейно зависят от числа модификаций
для обоих типов дуплексов (рис. 2). В среднем
уменьшение термостабильности в расчете на одну
модификацию происходит на (–1.2 ± 0.1)°С и
(+0.28 ± 0.16) ккал/моль в ДНК/РНК-дуплексах, а
также на (–1.0 ± 0.4)°С и (+0.22 ± 0.13) ккал/моль
в ДНК/ДНК-аналогах. Ранее определенные ве-
личины для полностью замещенных окта-, дека-
и додекамеров показывали увеличение  на
0.26–0.40 ккал/моль для ФГО/ДНК-дуплексов [13].

В обоих типах комплексов введение модифи-
каций приводит к изменению как энтропии, так и
энтальпии гибридизации. При этом незначитель-
но превалирует изменение энтальпийного вкла-
да, что коррелирует с полученными ранее данны-
ми для ДНК/ДНК-дуплексов различной длины и
GC-состава [13]. Для исследованных дуплексов
не удалось выявить достоверной зависимости де-
стабилизирующего вклада модификации от ди-
нуклеотидного шага, в который она введена. Не-
обходим скрининг большего числа различных
модифицированных олигомеров с увеличенной
представленностью модифицированных динук-
леотидов для статистически достоверного опре-
деления величин энергетических поправок, свя-
занных с введением ФГ-групп.

Полученные результаты показывают, что вве-
дение ФГ-модификаций приводит к снижению
термостабильности их дуплексов и незначитель-
но зависит от нуклеотидного контекста, в кото-
рый помещены модификации. Данный эффект
более выражен в случае гибридных ФГО/РНК-,

37G°Δ

37G°Δ
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чем ФГО/ДНК-дуплексов: разница в снижении
свободной энергии Гиббса от введения каждой
модификации в среднем ниже на 25%. Он обу-
словлен как энтропийным, так и энтальпийным
вкладами, с незначительным превалированием
последнего.

Влияние ионной силы на гибридизационные свой-
ства ФГО. Зачастую использование модифициро-
ванных олигонуклеотидов происходит в буферных
условиях, значительно отличающихся от стандарт-
ных. Например, в биосенсорах на основе структур
“кремний на изоляторе” (КНИ-транзисторы) для
детекции РНК было предложено использовать
деионизованную (Milli-Q) воду [9]. Изучение ра-
боты ферментов проводят в условиях, близких к
физиологическим [6–8]. Мы провели сравни-
тельное исследование термостабильности ком-
плексов ФГО с ДНК и РНК при различных бу-
ферных условиях и определили величины термо-
динамических параметров (ΔH°, ΔS°,  и Tпл).
Анализ величин температур плавления комплек-
сов ФГО с РНК и ДНК показывает, что для каждо-
го из типов условий (вода Milli-Q, 10 мМ, 110 мМ
или 1.01 М Na+) наблюдается близкая к линейной
зависимость температуры плавления от числа мо-
дификаций в цепи (рис. 3). В стандартных усло-
виях термостабильность ФГО-комплексов ниже,
чем нативных. При концентрации ионов натрия
110 мМ модификация сахарофосфатного остова
приводит к слабой дестабилизации комплексов с
РНК, а в случае с ДНК термостабильность прак-
тически не зависит от наличия ФГ-групп. В рас-
творах с более низкой ионной силой нейтрализа-

37G°Δ

ция остова приводит к меньшему отталкиванию
взаимодействующих цепей при комплексообра-
зовании и, как следствие, к увеличению термо-
стабильности ДНК- и РНК-дуплексов с ФГО от-
носительно немодифицированных комплексов.

Термостабильность нативных РНК/ДНК- и
ДНК/ДНК-дуплексов сильно снижается при пе-
реходе от стандартных условий к деионизованной
воде, и падение температур плавления составля-
ет 47.1 и 40.1°С соответственно (рис. 4). Для пол-
ностью модифицированной цепи в комплексе с
ДНК (dM/N9) такое изменение несущественно и
составляет всего 0.8°С. В противоположность
этому олигомер N9 с РНК имеет значимую зави-
симость от ионной силы раствора: термоста-
бильность комплекса с РНК (rM/N9) понижает-
ся на 5.8°С при переходе от стандартных условий
(1.01 М Na+) к деионизованной воде. Общий ана-
лиз показывает, что в случае частично или полно-
стью модифицированной цепи температура плав-
ления ФГО/ДНК-комплекса близка к таковой
при 110 мМ Na+ в растворе (рис. 3 и пересечение
графиков на рис. 4). Комплексы ФГО/РНК также
имеют подобную точку. Ее можно определить пу-
тем экстраполяции кривых зависимости термоста-
бильности от концентрации катионов на рис. 4. В
этом случае точка пересечения зависимостей для
нативного и модифицированного дуплексов ока-
жется в районе 50 мМ Na+.

Анализ величин энтальпии и энтропии ком-
плексообразования показывает, что при 0.11 и
1.01 М Na+ в растворе преобладает изменение пер-
вой из данных компонент при введении модифи-

Рис. 2. Зависимость температуры плавления (а) и свободной энергия Гиббса формирования комплексов (б) нативного
и ФГ-олигонуклеотидов с ДНК (окружности) и РНК (залитые окружности) от числа модификаций в цепи в стандарт-
ных условиях. Концентрация дуплекса 10 мкМ.
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каций в дуплекс. При более низкой ионной си-
ле раствора происходит снижение термостабиль-
ности нативных комплексов, главным образом за
счет увеличения энтропийной составляющей. В
совокупности с уменьшенной или отсутствую-
щей зависимостью термостабильности ФГО-со-
держащих комплексов от ионной силы раствора,
это приводит к тому, что энтропийный вклад ока-
зывается доминирующим. Вместе с тем наблюда-
ются компенсаторные эффекты обоих типов вкла-
дов – линейная зависимость величин изменения
термодинамических параметров гибридизации
при введении модификации при каждой ионной
силе раствора (рис. 5) [17, 18]. Несколько боль-
ший по амплитуде энтальпийный эффект наблю-
дается для ФГО/ДНК-дуплексов (12%), чем для
ФГО/РНК-дуплексов (4%).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Синтез олигонуклеотидов. Синтез олигонуклео-

тидов проводили на автоматическом синтезаторе
ASM800 (Биосcет, Россия) согласно стандартно-
му протоколу 2-цианэтильного фосфитамидно-
го метода, используя коммерческие дезоксири-
бонуклеозидные мономеры и соответствующие
пористые стекла (Glen Research, США). Олигори-
бонуклеотиды (rM и rN) были любезно предостав-
лены М.И. Мещаниновой (лаборатория химии
РНК, Институт химической биологии и фунда-
ментальной медицины СО РАН). Олигонуклео-
тиды, содержащие ФГ-звенья, синтезированы по
ранее опубликованному протоколу [4, 5] и любез-
но предоставлены ООО “Нооген” (Россия).

Хроматография. Выделение олигонуклеотидов
осуществляли методом офВЭЖХ на хроматогра-
фе Agilent 1200 series (Agilent, США), как описано
ранее [12]. Для элюции использовали колонку

Рис. 3. Зависимость температуры плавления комплексов нативного и ФГ-олигонуклеотидов с РНК (а) и ДНК (б) от
числа модификаций в цепи при различной концентрации ионов натрия. Концентрация дуплекса 10 мкМ.
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Рис. 4. Зависимость температуры плавления ком-
плексов от концентрации ионов натрия в растворе
для комплексов dM/N (синие квадраты), dM/N9 (за-
литые синие квадраты), rM/N (красные окружности)
и rM/N9 (залитые красные окружности).

70

60

50

40

30

20

10

0
Milli-Q 10 110 1010

Tпл, °С

rM/N9

rM/N

M/N9

M/N

[Na+], мМ



256

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 2  2021

ЛОМЗОВ и др.

(4.6 × 150 мм) с сорбентом Eclipse XDB-C18 (5 мкм)
(Agilent, США) и линейный градиент концентра-
ции ацетонитрила (0–90%) в 0.02 М водном рас-
творе триэтиламмоний ацетата за 30 мин, скорость
потока 1.5 мл/мин. Детекцию интенсивности оп-
тического поглощения осуществляли на длинах
волн 280 и 600 нм (в качестве базовой линии).

Измерение концентрации олигонуклеотидов. Кон-
центрацию олигонуклеотидов определяли спектро-
фотометрическим методом, измеряя оптическое
поглощение водных растворов на спектрофотомет-
ре UV-2100 (Shimadzu, Япония) в диапазоне длин
волн 200–400 нм при комнатной температуре.
Коэффициент молярного поглощения нативных
и модифицированных олигонуклеотидов опреде-
ляли, используя значения коэффициентов моляр-
ного поглощения моно- и динуклеотидов, входя-
щих в состав последовательности [19]. Коэффи-
циенты молярного поглощения на длине волны
260 нм для ДНК и ФГО считали равными [13].

Спектроскопия кругового дихроизма. КД-спек-
тры регистрировали, используя спектрополяри-
метр J-600 (Jasco, Япония) в диапазоне длин волн
от 200–330 нм с разрешением 0.2 нм, шириной
щели 1 нм, временем интегрирования 1 с, скоро-
стью сканирования 50 нм/мин. Пять повторных
измерений были усреднены. Для измерений ис-
пользовали растворы олигонуклеотидов и их ком-
плексов в концентрации 10 мкМ в буфере, содер-
жавшем 10 мМ какодилат натрия (CH3)2AsO2Na

(сокр. CacNa), 1 М NaCl (pH 7.2). Образцы поме-
щали в кварцевую терморегулируемую кювету с
длиной оптического пути 1 см. Температуру об-
разцов регулировали, прокачивая через кювету
носитель жидкостного термостата-циркулятора
LKB 2219 Multiterm II Water Bath (LKB, Швеция).

Термическая денатурация комплексов нуклеино-
вых кислот. Термическую денатурацию олигонук-
леотидных комплексов проводили, используя
спектрофотометр Cary 300 Bio (Varian, Австра-
лия), оснащенный терморегулируемым шести-
секционным кюветодержателем. Термическую
стабильность комплексов определяли в водных рас-
творах одного из следующих составов: 1) деионизо-
ванная вода (Milli-Q, 18 МОм); 2) 10 мМ CacNa,
pH 7.2; 3) 10 мМ CacNa, 100 мМ NaCl, pH 7.2;
4) 10 мМ CacNa, 1 М NaCl, pH 7.2.

Олигонуклеотиды смешивали в эквимолярном
количестве, помещали в буферный раствор (кон-
центрация дуплекса 10 мкМ), после чего осуществ-
ляли нагрев и охлаждение в диапазоне 5–95°С
со скоростью 0.5°С/мин, регистрируя изменение
оптического поглощения растворов на длинах
волн 260, 270 и 300 нм с шагом 0.1°С. Оптическое
поглощение на длине волны 300 нм использовали
в качестве контрольного и вычитали данную “ба-
зовую линию” [20]. Термодинамические парамет-
ры – изменения энтропии (ΔS°), энтальпии (ΔH°)
и свободной энергии Гиббса (при 37°С, )
определяли в соответствии с моделью двух состо-
яний [21–23], используя методы нелинейной ап-
проксимации теоретической кривой к экспери-
ментальным значениям. Температуру плавления
(Tпл) определяли как температуру, при которой
доли одно- и двухцепочечного состояния равны
между собой, и рассчитывали, используя значе-
ния термодинамических параметров. Получен-
ные данные на разных длинах волн и при нагреве/
охлаждении усредняли. Величины ошибки опре-
деления ΔH° и ΔS° не превышали 10%,  – 7%,
Тпл – 0.2°C.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе впервые проведены изучение

структуры и детальный термодинамический ана-
лиз гибридизационных свойств фосфорилгуани-
диновых олигонуклеотидов с РНК. Показано, что
замещение отрицательно заряженного атома кис-
лорода в структуре межнуклеозидного фосфата
электронейтральным остатком тетраалкил-заме-
щенного гуанидина – 1,3-диметилимидазоли-
дин-2-имина (DMI) – не приводит к изменению
конформации ФГО/ДНК-дуплекса в сравнении с
нативным гибридным ДНК/РНК-аналогом. Вто-
ричная структура типична для А-формы двойной
спирали гибридных комплексов и отличается от
РНК/РНК-дуплекса.

37G°Δ

37G°Δ

Рис. 5. Корреляция изменений энтальпии и энтропии
комплексообразования при введении модификаций
при различных ионных силах раствора для всех ис-
следованных комплексов.
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Введение модификаций приводит к снижению
термостабильности ФГО/РНК-комплексов в стан-
дартных условиях (1.01 М Na+, нейтральные значе-
ния рН). Величина дестабилизации слабо зависит
от нуклеотидного контекста, в котором находит-
ся модификация, и в среднем снижает термоста-
бильность на 1.2°С на один модифицированный
фосфатный остаток. Аналогичная величина для
ДНК составляет 1.0°С. ФГ-олигомеры обладают
менее выраженной зависимостью гибридизаци-
онных свойств от ионной силы раствора, чем их
ДНК-предшественники. Дуплексы полностью за-
мещенных олигомеров с ДНК обладают термо-
стабильностью, не зависящей от наличия и кон-
центрации катионов в растворе. В случае ФГО/
РНК-комплексов наблюдается значимое снижение
термостабильности (~6°С) при переходе от стан-
дартных условий к деионизованной воде (Milli-Q).
Для сравнения, нативные дуплексы при таком
изменении буферных условий снижают термо-
стабильность более чем на 40°С. Изменения в тер-
мостабильности ФГО-дуплексов имеют как эн-
тальпийный, так и энтропийный вклады. Анализ
показывает, что изменения энтальпии гибриди-
зации несколько больше по амплитуде, чем эн-
тропии, несмотря на то, что значимых изменений в
структуре не происходит. Наблюдается общая тен-
денция незначительного изменения термостабиль-
ности комплексов ФГО с нуклеиновыми кислота-
ми при увеличении числа модификаций в цепи в
буферных условиях, близких к физиологическим.

Полученные результаты показывают перспек-
тивность использования частично и полностью
модифицированных фосфорилгуанидиновых оли-
гонуклеотидов в различных приложениях, в том
числе в тех, где существует необходимость мо-
дулирования термостабильности комплексов без
изменения заданной нуклеотидной последователь-
ности.
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A Comparative Study of Hybridization of Phosphoryl Guanidine Oligonucleotides
with DNA and RNA

А. А. Lomzov*, #, M. S. Kupryushkin*, E. S. Dyudeeva*, and D. V. Pyshnyi*, #
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*Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch RAS,
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The structure and thermodynamic stability of RNA and DNA complexes with phosphoryl guanidine oligo-
nucleotides containing modified phosphate groups, in which 1,3-dimethylimidazolidin-2-imine moiety in-
troduced at the phosphorus atom, were studied. The substitution of negatively charged oxygen in the inter-
nucleoside phosphate by an electrically neutral tetraalkyl-substituted guanidine residue does not lead to a
change in the conformation of the PGO/RNA duplex in comparison with the native DNA/RNA complex.
The secondary structure is typical for the A-form of the double helix of hybrid complexes and differs from
that of the RNA/RNA duplex. The introduction of modifications leads to a decrease in the thermal stability
of the PGO/RNA complexes under standard conditions (1.01 M Na+, neutral pH values). The magnitude of
destabilization weakly depends on the nucleotide sequence and, on average, decreases the thermal stability
by 1.2°C per one modified residue. Duplexes of fully substituted PGO with DNA have thermal stability in-
dependent of the concentration of cations, and in the case of PGO/RNA, a notable decrease of melting tem-
perature (~6°C) is observed when decrease ionic strength from standard conditions to deionized water (milliQ).
In comparison, native duplexes, with the same changes in buffer conditions, reduce the thermal stability by
more than 40 degrees. Changes in thermodynamic stability upon the oligodeoxyribonucleotide modifications
are due to both changes in the values of hybridization enthalpy and entropy.

Keywords: nucleic acid analogs, modified oligonucleotides, phosphorylguanidine oligonucleotides, thermal stability,
duplex



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


