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Олигонуклеотиды нашли широкое применение в биомедицинских исследованиях и медицинской практике в качестве терапевтических агентов и элементов систем генетического анализа [1]. Особо перспективным выглядит использование модифицированных олигонуклеотидов благодаря тому, что их физико-химические свойства можно менять с помощью различных модификаций. Фосфорилгуанидиновые олигонуклеотиды (ФГО), которые были разработаны в ИХБФМ СО РАН, обладают некоторыми важными для вышеперечисленных применений свойствами. К несомненным преимуществам ФГО можно отнести их способность специфично связываться с комплементарными цепями нуклеиновых кислот, устойчивость к действию нуклеаз, способность проникать через клеточную мембрану, а также возможность их автоматического синтеза [2, 3]. Для эффективного дизайна структур ФГО с целью дальнейших биомедицинских применений необходимо исследовать их гибридизационные свойства.

Целью данной работы является исследование влияния нуклеотидного состава ФГО на их гибридизационные свойства и структуру дуплексов при различных их концентрациях и разных ионных силах раствора. Мы выбрали следующие три модельные дуплекса: d(AAGAGAGAGG)/d(CCTCTCTCTT), d(GAAAAAAAAAAC)/d(GTTTTTTTTTTC) и d(GCGCCAAACA)/d(TGTTTGGCGC). Нами были приготовлены образцы данных комплексов с полностью нативными цепями, с одной полностью модифицированной и одной нативной цепью и двумя полностью модифицированными цепями.

Методом кругового дихроизма (КД) мы охарактеризовали структуру комплексов. Мы показали, что температурные спектры КД комплексов ФГО имеют ту же форму, что и для нативных комплексов с соответствующими последовательностями. Отсюда можно сделать вывод, что ФГО-комплексы не изменяют тип структурной укладки двойной спирали. Амплитуды сигналов КД-спектров ФГО заметно меньше, чем для нативных комплексов, что говорит о снижении упорядоченности системы при введении модификаций. Данное явление можно объяснить отсутствием электростатического отталкивания между цепями, содержащими модификации, ввиду отсутствия отрицательного заряда у ФГО.
Исследования гибридизационных свойств модельных олигонуклеотидов проводились методом термической денатурации с оптической регистрацией сигнала. Предварительно мы проверили применимость модели двух состояний для ФГО-комплексов путем анализа кривых плавления. Далее, методом фиттинга кривых термической денатурации, мы получили величины термодинамических параметров формирования комплексов в приближении модели двух состояний. Было показано, что при низкой ионной силе модифицированные комплексы всех трех модельных систем обладают повышенной термостабильностью по сравнению с нативными комплексами. Температура плавления комплексов с одной модифицированной цепью зависит от того, в какую из двух цепей мы вводим модификацию. Таким образом, наблюдается ярко выраженная зависимость термостабильности от нуклеотидного состава. Зависимость термостабильности от ионной силы раствора наиболее явно наблюдается для нативных олигонуклеотидов. Это объясняется понижением электростатического отталкивания между цепями ввиду экранирования катионами Na+ отрицательного заряда нативных дуплексов. Поскольку у модифицированных цепей отрицательный заряд отсутствует, то данный эффект не наблюдается. Анализируя данные зависимостей термостабильности от ионой силы раствора для комплексов, содержащих ФГО, можно сделать вывод, что для модельных систем с разным нуклеотидным составом общих закономерностей не наблюдается.
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