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СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ ВОДНЫХ РАСТВОРОВ  
2,2,2-ТРИФТОРЭТАНОЛА И ЭТАНОЛА НА СТРУКТУРНУЮ ОРГАНИЗАЦИЮ,  

КИНЕТИЧЕСКИЕ И ТЕРМОДИНАМИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ  
ФОРМИРОВАНИЯ МЕЖМОЛЕКУЛЯРНЫХ КОМПЛЕКСОВ  

ОЛИГОДЕЗОКСИРИБОНУКЛЕОТИДОВ 
 
Проведено сравнительное исследование структурной организации, термодинамических и кинетических осо-

бенностей формирования комплексов олигодезоксирибонуклеотидов в присутствии 2,2,2-трифторэтанола и эта-
нола в водных растворах (объемная доля спирта от 0 до 50 %). Показано, что при добавлении в раствор 50 % v/v 
спирта значительных изменений в спектрах кругового дихроизма олигонуклеотидов и их комплексов не происхо-
дит, и они сохраняют профиль, характерный для В-формы ДНК. Исследование термостабильности ДНК-
дуплексов показало, что увеличение объемной доли этанола в растворе до 50 % приводит к линейному снижению 
температуры плавления межмолекулярных ДНК-комплексов. В случае введения 2,2,2-трифторэтанола в водный 
раствор олигонуклеотидов наблюдается нетипичная зависимость термостабильности ДНК-дуплексов от доли 
фторсодержащего сорастворителя. При увеличении доли этого спирта с 0 до 20 % происходит линейное снижение 
температуры плавления комплекса. Дальнейшее увеличение объемной доли 2,2,2-трифторэтанола (вплоть до 
50 %) не приводит к изменению термостабильности дуплексов. Установлено, что дестабилизирующий эффект 
обоих сорастворителей обусловлен увеличением константы скорости диссоциации комплекса и имеет, главным 
образом, энтропийную природу. На примере комплексов олигонуклеотидов длиной 8, 12, 15 и 20 пар оснований 
показана возможность прогноза термостабильности ДНК-дуплексов с использованием модели, учитывающей 
изменение числа молекул растворителей, взаимодействующих с нуклеиновыми кислотами при формировании 
комплекса в водных растворах этанола (до 50 % v/v) или трифторэтанола (до 20 % v/v), с точностью 1,3 и 0,6 гра-
дуса. С использованием данной модели установлено, что добавление спиртов в раствор приводит к увеличению 
числа молекул воды, связывающихся с парой нуклеотидов при формировании межмолекулярного комплекса  
(в присутствии этанола или трифторэтанола 0,51 ± 0,09 или 1,33 ± 0,12 соответственно). В то же время спирты 
взаимодействуют с олигонуклеотидами в одноцепочечном и двухцепочечном состояниях одинаково. 

Ключевые слова: олигонуклеотиды, структура, кинетика, термодинамика, сорастворители, 2,2,2-трифтор- 
этанол, этанол. 

 
 
 
Введение 
 
Короткие синтетические одноцепочеч-

ные фрагменты НК – олигонуклеотиды, по-
лучили широкое применение как молеку-

лярные инструменты в фундаментальных 
исследованиях, так и в практических целях. 
Их используют в качестве молекулярных 
зондов в молекулярно-биологических, био-
химических и биофизических исследовани-
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ях, они являются частью сенсорных элемен-
тов в системах генодиагностики, а также 
перспективными терапевтическими агента-
ми. Столь обширная область применения 
возможна благодаря их способности образо-
вывать двухцепочечные структуры с компле-
ментарными последовательностями нуклеи-
новых кислот. Эффективность формирования 
олигонуклеотидами двойных спиралей ха-
рактеризуют термической стабильностью 
этих комплексов, которая определяется тер-
модинамическими параметрами их перехода 
из одноцепочечного состояния в двухцепо-
чечное: изменением энтальпии, энтропии и 
свободной энергии Гиббса (ΔH0, ΔS0, 
ΔG0

T = ΔH0 – T·ΔS0). На стабильность ДНК-
комплексов влияет множество факторов, 
которые можно разделить на внутренние и 
внешние. К основным внутренним факторам 
относят: стэкинг взаимодействие гетеро-
циклических оснований, формирование во-
дородных связей и внутримолекулярное 
электростатическое взаимодействие цепей 
нуклеиновых кислот. Внешние факторы 
можно подразделить на ионные, к которым 
относят специфическое и неспецифическое 
взаимодействие ионов с ДНК, и неионные, 
т. е. изменяющие гидрофобные свойства, 
водородное связывание и диэлектрическую 
проницаемость среды.  

Хорошо охарактеризовано влияние внут-
ренних (см., например, [1–3]) и ионных (см., 
например, [4; 5]) факторов на термоста-
бильность дуплексов нуклеиновых кислот. 
Влияние неионных факторов на термоста-
бильность ДНК-дуплексов детально иссле-
довано на примере этанола и полиэтилен- 
гликолей различного молекулярного веса 
(см., например, [6; 7]). 

Водные растворы 2,2,2-трифторэтанола 
широко используют в качестве среды, регу-
лирующей стабильность внутримолекуляр-
ных образований биомакромолекул белко-
вой природы (см., например, [8]).  

В то же время влияние трифторэтанола 
на физико-химические свойства комплексов 
нуклеиновых кислот столь широко не ис-
следовано. Показано, что при высоких  
концентрациях трифторэтанола (> 73 %) 
наблюдается переход из классической  
В-формы ДНК в А-форму, более характер-
ную для РНК (см., например, [9]). Также 
показано увеличение интенсивности эмис-
сии эксиплексов в комплексах флуорес-
центно меченых олигонуклеотидов, исполь-

зующихся для детекции нуклеиновых ки-
слот [10]. Однако комплексного исследова-
ния влияния трифторэтанола (при его объ-
емных концентрациях менее 50 %) на 
структуру и комплексообразующие свойст-
ва олигонуклеотидов ранее не проводили. 

Цель данной работы – сравнительное ис-
следование влияния 2,2,2-трифторэтанола и 
этанола в водных растворах на особенности 
структурной организации комплексов оли-
годезоксирибонуклеотидов и термодинами-
ческие, а также кинетические параметры их 
формирования. 

 
Материалы и методы 
 
Синтез и выделение нативных олигонук-

леотидов проводили на автоматическом 
ДНК-синтезаторе ASM-800 (Biosset, Рос-
сия). Гомогенность олигонуклеотидов под-
тверждали с помощью гель-электрофореза в 
денатурирующих условиях (20 % ПААГ,  
8 М мочевина, 50 мМ трис-борат (pH 8,3), 
0,1 мМ Na2ЭДТА). 

В работе были использованы олиго- 
дезоксирибонуклеотидные комплексы со 
следующими нуклеотидными последова-
тельностями: m8/n8 – 5′-GTCTCACG-3′/5′-
CGTGAGAC-3′, m12/n12- 5′-TCGCGCCAAA 
CA-3′/5′-TGTTTGGCGCGA-3′, m15/n15 –  
5′-CAGAGTGATCGAGGC-3′/5′-GCCTCGA 
TCACTCTG-3′, m20/n20 – 5′-CTAACTAA 
CATCATCATATC-3′/5′-GATATGATGATG 
TTAGTTAG-3′. 
Концентрацию олигонуклеотидов в воде 

определяли спектрофотометрически, ис-
пользуя величины молярных коэффициен-
тов экстинкции моно- и динуклеотидов (на 
длине волны 260 нм) [11]. УФ-спектры вод-
ных растворов олигонуклеотидов записыва-
ли на спектрофотометре Shimadzu UV-2100 
(Shimadzu, Япония) при 25 °С. 
Исследование вторичной структуры 

олигонуклеотидов и их комплексов прово-
дили методом кругового дихроизма (КД). 
Спектры КД записывали, используя спек-
трополяриметр J-600 (JASCO, Япония), в 
диапазоне длин волн от 210 до 330 нм, с 
разрешением по длине волны 0,2 нм, шири-
ной щели 1 нм, шкалой чувствительности  
20 мград, временем интегрирования 1 с, 
скоростью развертки спектрального диапа-
зона 50 нм/мин. Температуру образца регу-
лировали, прокачивая через кювету тепло-
носитель жидкостного термостата LKB 
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BROMMA 2219 Multitemp II (Termostatic 
Circulation, Швеция). Регистрацию спектров 
КД проводили в стандартных условиях при 
суммарной концентрации олигонуклеотид-
ных компонентов 5·10–6 М, используя кюве-
ту с длиной оптического пути 1 см. 
Исследование термической денатурации 

олигонуклеотидных дуплексов проводили с 
использованием спектрофотометра Cary 300 
Bio Melt (Varian Inc., Австралия), оборудо-
ванного терморегулируемым шестисекци-
онным держателем для кварцевых кювет 
(Varian Inc., Австралия). Показания темпе-
ратурного датчика прибора Cary 300 Bio 
Melt были откалиброваны с использованием 
термопар Temperature Probes Series II 
(Varian Inc., Австралия). Измерение зависи-
мости оптического поглощения смеси оли-
гонуклеотидов проводили на длинах волн 
260 и 270 нм. 

Образцы олигонуклеотидов готовили на 
основе буферного раствора, содержащего 
0,1 М NaCl, 0,01 М какодилат натрия (pH 
7,2). Непосредственно перед экспериментом 
проводили нагрев образцов до 100 °С  
с последующим охлаждением до комнатной 
температуры. Концентрация каждого из 
взаимодействующих олигонуклеотидов со-
ставляла 2,5 мкМ (если другое не огово- 
рено). 
Определение термодинамических пара-

метров образования комплексов проводили 
методом оптимизации кривых плавления в 
рамках приближения модели «всё или ниче-
го», как описано в [2]. Величины ΔH0 и ΔS0, 
полученные методом оптимизации индиви-
дуальных кривых плавления, зарегистриро-
ванных на разных длинах волн, усредняли. 
Температуру плавления (Тпл) рассчитывали 
как температуру, при которой половина 
взаимодействующих олигонуклеотидов на-
ходится в одноцепочечном, а вторая –  
в двухцепочечном состоянии [2]: 
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где CT – суммарная концентрация олигонук-
леотидов в растворе, R – универсальная га-
зовая постоянная (1,987 кал·моль–1·К–1). 
Исследование кинетических характери-

стик комплексообразования проводили ме-
тодом остановленной струи на установке 
для изучения быстрых кинетик SX 18MV 
«stopped-flow» spectrometer (Applied Photo- 

physics, Великобритания), оснащенной 150 Вт 
Xe-Arc лампой. Температуру образца регу-
лировали, прокачивая через кюветодержа-
тель теплоноситель жидкостного термоста-
та-циркулятора LKB BROMMA 2219 Multi- 
temp II (Termostatic Circulation, Швеция). 
После быстрого смешивания (~ 1,37 мс) 
равных объемов олигонуклеотидов (концен-
трация каждого из компонентов 2,5·10–6 М) 
регистрировали зависимость оптического 
поглощения на длине волны 270 нм от вре-
мени. Каждая кинетическая кривая содер-
жала 4 000 точек. Полученные зависимости 
обрабатывали в рамках кинетической схе-
мы, предполагающей обратимое образова-
ние бимолекулярного комплекса из одноце-
почечных олигонуклеотидов, с константами 
прямой и обратной реакций k+ и k–, путем 
минимизации среднеквадратичного откло-
нения между экспериментальными и рас-
четными кривыми в Microsoft Excel, как 
описано в [12]. Каждый эксперимент повто-
ряли 3–5 раз, а полученные значения кон-
стант скоростей реакции усредняли. 

Исследования проводили в водных рас-
творах, содержащих 0,1 М NaCl, 0,01 М ка-
кодилат натрия (pH 7,2). Концентрации 
алифатических спиртов в воде составляли: 
этанол – 50 % или 2,2,2-трифторэтанол – 
25 %. Низкая концентрация трифторэтанола 
обусловлена технологической невозможно-
стью проведения экспериментов с большей 
долей данного сорастворителя на данной 
установке.  

 
Результаты 
 
Влияние сорастворителей на физико-хи- 

мические свойства олигонуклеотидов и их 
комплексов оценивали методом сравни-
тельного анализа свойств модельной систе-
мы додекануклеотидов m12/n12 в воде,  
водных растворах этанола и 2,2,2-трифтор- 
этанола (с объемной долей (v/v) спирта до 
50 %). 
Исследование пространственной органи-

зации нуклеиновых кислот. Методом круго-
вого дихроизма охарактеризована простран-
ственная организация олигонуклеотидов и 
их комплексов в воде, в водных растворах 
этанола и трифторэтанола при различных 
температурах (рис. 1). Из представленных 
данных видно, что профили спектров КД 
имеют вид, характерный для В-формы ДНК, 
как в случае водного раствора, так и в при-
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Рис. 1. Температурные серии спектров КД додекануклеотидов и их комплексов в воде: а – m12; б – n12;  
в – m12/n12; в водном растворе этанола (50% v/v): г – m12; д – n12; е – m12/n12; в водном растворе 2,2,2-
трифторэтанола (50% v/v): ж – m12; з – n12; и – m12/n12. Сравнение КД-спектров олигонуклеотидов: к – m12; л – 
n12 и комплексов; м – m12/n12 (жирными линиями показана сумма эллиптичностей олигонуклеотидов m12 и n12) 
в различных растворителях при температуре 5 и 75 °С 
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сутствии спиртов. Об этом свидетельствует 
наличие положительной полосы с максиму-
мом около 280 нм и коротковолнового  
отрицательного минимума около 250 нм,  
а также точки нулевой эллиптичности вбли-
зи 260 нм как для олигонуклеотидов в одно-
цепочечном состоянии, так и для межмоле-
кулярного комплекса [13].  

Исследование влияния температуры на 
структуру олигонуклеотидов показывает, 
что при увеличении температуры происхо-
дит снижение амплитуд КД-сигнала, что 
связано с частичным разрушением одноце-
почечного стэкинга, реализация которого 
при более низких температурах обусловли-
вает главным образом удержание гетеро-
циклических оснований в стопке (рис. 1, а, 
б, г, д, ж, з) [14].  

Приведенные на рис. 1, в, е, и темпера-
турные серии спектров КД комплекса 
m12/n12 в различных условиях свидетельст-
вуют о формировании дуплексных структур. 
При низких температурах амплитуда КД-
сигнала значительно превышает значение 
эллиптичности при высоких температурах, 
что свидетельствует об упорядочении струк-
туры ДНК при формировании бимолекуляр-
ного комплекса. 

На рис. 1, к–м приведено сравнение КД-
спектров олигонуклеотидов и их комплекса 
при высоких и низких температурах. Видно, 
что в водном растворе и в присутствии 
спирта спектры КД близки между собой как 
для отдельных олигонуклеотидов (m12, n12, 
рис. 1. к, л), так и для раствора двух олиго-
нуклеотидов (m12/n12, рис. 1, м тонкие ли-
нии). В присутствии органического раство-
рителя наблюдаются некоторые отличия в 
спектрах олигонуклеотидов в одноцепочеч-
ном состоянии m12 или n12 (рис. 1. к, л) при 
5 °С. Это, вероятно, связано с упорядочени-
ем одноцепочечных структур, сопряженным 
с увеличением амплитуды сигнала кругово-
го дихроизма. Важно отметить, что значи-
тельных конформационных перестроек в 
структурах олигонуклеотидов (например, 
перехода в A- или Z-форму) и их комплекса 
при добавлении 50 % v/v алифатических 
спиртов в раствор не происходит, так как 
наличие такого перехода привело бы к рез-
кому изменению профиля спектра кругового 
дихроизма [13]. 

Амплитуда спектров КД смеси двух оли-
гонуклеотидов (m12/n12) при низких темпе-
ратурах в различных растворителях (рис. 1, м, 

тонкие линии) выше, чем амплитуда суммы 
спектров, полученных для олигонуклеоти-
дов m12 и n12 по отдельности, при низких 
температурах (рис. 1, м, жирные линии), что 
свидетельствует о формировании олигонук-
леотидами именно межмолекулярных ком-
плексов. 
Исследование термической стабильно-

сти. Влияние этанола и 2,2,2-трифтор- 
этанола на термическую стабильность ком-
плекса m12/n12 в водных растворах изучали 
методом термической денатурации с опти-
ческой регистрацией сигнала. Величины 
термодинамических параметров перехода 
клубок-спираль приведены в таблице. Вид-
но, что увеличение объемной доли этанола 
до 50 % приводит к линейному снижению 
температуры плавления ДНК-комплекса 
(см. таблицу, рис. 2). В случае 2,2,2-три- 
фторэтанола линейный спад Тпл наблюдает-
ся только при увеличении его объемной до-
ли до 20 %. Дальнейший рост концентрации 
фторсодержащего спирта в водном растворе 
до 50 % приводит к нетипичному поведе-
нию температуры плавления ДНК-комплек- 
са: термостабильность ДНК-дуплекса прак-
тически не изменяется. 

Следует отметить, что основной вклад в 
дестабилизацию дуплексных структур вно-
сит энтропийный фактор. Из приведенных в 
таблице данных, видно, что изменения эн-
тальпии с увеличением концентрации со- 
растворителя практически не происходит. 
Вариации лежат в пределах 13 %, что мень-
ше экспериментальных величин ошибки, 
составляющих около 15 %. 
Исследование кинетики формирования 

ДНК-комплексов. Для того чтобы опреде-
лить, на каком этапе (ассоциации олиго-
нуклеотидов или диссоциации дуплекса)  
происходит влияние сорастворителя на тер-
мическую стабильность ДНК-комплекса, 
были проведены исследования кинетики его 
формирования методом остановленной струи 
при различных температурах. На рис. 3, а 
представлены характерные эксперименталь-
ные и рассчитанные в соответствии с моде-
лью обратимой бимолекулярной реакции 
[12] кривые формирования комплекса при 
10 °С в воде, этаноле (50 %) и 2,2,2-три- 
фторэтаноле (25 %). Видно, что теоретиче-
ские зависимости хорошо описывают на-
блюдаемые в эксперименте.  

Кроме того, имеется линейная зависи-
мость логарифмов констант скоростей
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Термодинамические параметры формирования комплекса m12/n12 в воде  
и в присутствии сорастворителей 

 

v/v, % CT, М S0, 
кал/моль/К 

H0, 
кал/моль 

G0
37, 

ккал/моль 
Тпл, °С 

H2O 
100 5·10–6 –250 –91511 –14,0 57,5 

Этанол/H2O 
10 5·10–6 –304 –108239 –14,1 54,3 
20 5·10–6 –259 –92662 –12,4 51,0 
25 5·10–6 –306 –107859 –12,9 50,5 
30 5·10–6 –241 –86201 –11,4 48,2 
40 5·10–6 –294 –102367 –11,2 45,8 
50 5·10–6 –277 –96475 –10,4 43,7 

2,2,2-трифторэтанол/H2O 
5 5·10–6 –265 –96172 –14,0 56,4 

15 5·10–6 –269 –96001 –12,5 51,0 
20 5·10–6 –264 –93134 –11,4 47,3 
25 5·10–6 –244 –86870 –11,1 47,2 
30 5·10–6 –262 –92683 –11,3 47,2 
35 5·10–6 –254 –90054 –11,3 47,6 
40 5·10–6 –244 –87051 –11,4 48,0 
45 5·10–6 –240 –85694 –11,2 47,5 
50 5·10–6 –246 –87753 –11,5 48,3 

 
Примечание. Буферные условия приведены в материалах и методах. Величина экспериментальных ошибок 

определения энтальпии и энтропии составляет 15 %, температура плавления – 0,5 °С. 
 
 
 
 

 
 
 
Рис. 2. Зависимость температуры плавления от объ-
емной доли этанола и 2,2,2-трифторэтанола в водном 
растворе. Сплошными линиями обозначены расчет-
ные значения 
 
 
реакций от температуры, что, в совокупно-
сти с предыдущими фактами дополнительно 

подтверждает применимость модели двух 
состояний для описания комплексообразо-
вания олигонуклеотидов. 

Из представленных на рис. 3, б данных 
видно, что основной вклад в снижение тер-
мостабильности ДНК-дуплексов при добав-
лении сорастворителя вносит именно уве-
личение константы скорости диссоциации 
межмолекулярного комплекса (в ~ 1 000 раз), 
в то время как константы скорости ассоциа-
ции комплексов изменяются только в ~ 30 раз. 
Так, например, при 20 °С величины кон-
стант скоростей ассоциации комплекса 
m12/n12 в воде, 50 % водном этаноле и 25 % 
водном 2,2,2-трифторэтаноле составляют 
2·106, 1·107 и 3·106 М–1с–1. Те же значения 
для константы скоростей диссоциации рав-
ны 5,8·10–8, 5,2·10–5, 4,8·10–6 с–1. 

Более того, зависимости констант скоро-
стей диссоциации комплекса от температу-
ры при наличии и в отсутствие спирта  
являются практически параллельными. 
Энергии активации диссоциации комплекса 
олигонуклеотидов, определенные в соответ- 



ÀÓÏÁÓ‚ ¿. ¿. Ë ‰р. –р‡‚ÌËÚÂÎ¸ÌÓÂ ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËÂ р‡ÒÚ‚ÓрÓ‚ 2,2,2-ÚрËÙÚÓр˝Ú‡ÌÓÎ‡ Ë ˝Ú‡ÌÓÎ‡   121 
 

 
 
 
Рис. 3. Характерные нормированные экспериментальные и расчетные кинетические кривые (а, обозначены чер-
ным цветом) формирования комплекса при 10 °С в воде, водном этаноле (50 %) и водном 2,2,2-трифторэтаноле 
(25 %). Зависимость констант скоростей прямой и обратной реакций (k+ и k–) от температуры (б) 
 
 
 
 
ствии с уравнением Аррениуса, в воде, вод-
ных растворах этанола и трифторэтанола, 
составляют 98,8, 104,9 и 98,5 ккал/моль (т. е. 
вариации ~ 4 %). Существование параллель-
ных зависимостей в координатах ln(кон-
станта скорости диссоциации) – 1/(темпера-
тура) при добавлении спиртов в раствор 
олигонуклеотидов указывает именно на  
энтропийный характер влияния сораствори-
теля на термостабильность комплексов нук-
леиновых кислот, а не на изменение внут-
ренней энергии комплексообразования. Это 
может быть связано с диссоциацией / ассо-
циацией дополнительного числа молекул 
воды и / или сорастворителя при переходе 
ДНК из одноцепочечного состояния в двух-
цепочечное. В этом случае эффект влияния 
растворителя может быть учтен для описа-
ния комплексообразующих свойств олиго-
нуклеотидов, если использовать достаточно 
распространенную модель, которая предпо-
лагает обратимое связывание молекул воды 
(H20) и сорастворителя (S) при переходе 
ДНК из одноцепочечных форм (A и B) в 
двухцепочечную (AB): 

2

2

H O

H O ,
w s

w

K

s L n L n

A B L n

L n S AB S 

    

   
 

(1)

где Δnw и Δns – изменение числа молекул 
воды и сорастворителя, дополнительно свя-
зывающихся с парой нуклеотидов при фор-
мировании дуплексной структуры, L – дли-
на дуплекса (в парах нуклеотидов) (см., 
например, [15]).  

В случае если энтальпия формирования 
дуплекса не зависит от концентрации до-
бавленного сорастворителя, было показано, 
что связь температуры плавления дуплексов 
ДНК с активностями воды и сорастворителя 
(as и aw) имеет следующий вид: 

   

пл

0

0
,

ln ln ln 4w w s s T

T

H

S R n a n a L R C





     

где CT – суммарная концентрация олигонук-
леотидов в растворе. 

В нулевом приближении активности ве-
ществ можно заменить на концентрации (Cw 
и Cs). В этом случае присутствие сораство-
рителя может быть учтено в виде энтропий-
ной поправки при расчете термической  
стабильности комплексов олигонуклеоти-
дов:  

 0 ln ln .w w s sS R n C n C L      

В соответствии с данной моделью были 
построены теоретические зависимости для  
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Рис. 4. Корреляция экспериментальных и расчетных 
температур плавления комплексов олигонуклеотидов 
различной длины и GC-состава 
 
 

комплекса m12/n12, описывающие экспери-
ментальные зависимости температуры плав-
ления в водных растворах этанола (в диа- 
пазоне концентраций от 0 до 50 % v/v) и 
трифторэтанола  (в диапазоне концентраций 
от 0 до 20 % v/v) от их доли в растворе.  
Результаты приведены на рис. 2 в виде не-
прерывных линий. Видно, что эксперимен-
тально полученные значения хорошо корре-
лируют с расчетными. 
Возможность прогностического расче-

та температуры плавления ДНК-комплек- 
сов. Для того чтобы можно было говорить о 
достоверном прогнозировании термоста-
бильности ДНК-дуплексов в присутствии 
этанола или 2,2,2-трифторэтанола, необхо-
димо исследовать термостабильность ряда 
ДНК-комплексов различной длины и GC-
состава. В дополнение к изученному ду- 
плексу m12/n12 нами были выбраны три 
комплекса длиной 8, 15 и 20 пар оснований. 
Для них были определены термодинамиче-
ские параметры формирования комплекса 
(ΔH0, ΔS0, ΔG0

37) и температура плавления 
при различной концентрации спиртов в рас-
творе.  

В присутствии трифторэтанола у всех 
комплексов наблюдалась нетипичная зави-
симость температуры плавления от доли 
сорастворителя в растворе, аналогичная на-
блюдавшейся для комплекса m12/n12:  
линейное снижение термостабильности в 
диапазоне от 0 до 20 % v/v спирта, а при 
дальнейшем увеличении его доли в раство- 

ре – плато, достигнутое при ~ 20 %. Такая 
зависимость Тпл может быть обусловлена 
тем, что трифторэтанол, как и некоторые 
другие спирты, имеющие либо протяжен-
ную углеродную цепь, либо атомы галоге-
нов в своем составе, способен образовывать 
«кластеры» в водной среде, таким образом 
снижая эффективную концентрацию спирта, 
способного взаимодействовать с ДНК (см., 
например, [16; 17]). Они не являются гомо-
генными по размеру, но существуют в раз-
ных спирт-вода клатратных структурах в 
зависимости от их концентраций. Локальная 
концентрация трифторэтанола внутри кла-
стера может быть в несколько раз больше, 
чем в среднем по раствору [18].  

Для всех комплексов энтальпии форми-
рования дуплексных структур не зависели 
от доли сорастворителя, что позволяет при-
менить модель (1) для описания их термиче-
ской стабильности в зависимости от кон-
центрации сорастворителя. В соответствии  
с данной моделью были определены ве- 
личины Δnw и Δns, которые составили 
0,51 ± 0,09 и –0,06 ± 0,02 в случае этанола  
и 1,33 ± 0,12 и –0,02 ± 0,02 в случае 2,2,2-
трифторэтанола. Полученные величины сви-
детельствуют о том, что добавление алифа-
тических спиртов приводит к ассоциации 
дополнительного числа молекул воды при 
формировании ДНК-комплекса. При этом 
наличие трифторэтанола в качестве сорас-
творителя вызывает ассоциацию большего 
числа молекул воды при формировании ду-
плекса, чем наличие этанола. В то же время 
количество молекул алифатических спир-
тов, взаимодействующих с одноцепочечным 
и двухцепочечным состояниями, остается 
практически неизменным (величины Δnw ≈  
≈ 0). 

На рис. 4 приведена корреляция экспе-
риментальных и рассчитанных с использо-
ванием модели (1) температур плавления 
рассмотренных дуплексов.  

Среднее значение ошибки расчета тем-
пературы плавления в случае этанола и 
2,2,2-трифторэтанола составили 1,3 и 0,6 °С, 
при среднем снижении Тпл на 5,2 и 9,7 °С 
при добавлении 20 % объемной доли соот-
ветствующих спиртов. Таким образом, ис-
пользуя модельное представление, предпо-
лагающее изменение числа молекул воды  
и сорастворителя при формировании меж-
молекулярного комплекса олигонуклеоти-
дов, можно проводить расчет термостабиль-
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ности ДНК/ДНК-комплексов в присутствии 
этанола и 2,2,2-трифторэтанола. 

 
Заключение 
 
Проведено сравнительное исследование 

влияния 2,2,2-трифторэтанола и этанола на 
особенности структурной организации и 
комплексообразующие свойства олигонук-
леотидов с ДНК в водных растворах. Мето-
дом кругового дихроизма показано, что до-
бавление 50 % спирта в раствор не приводит 
к конформационным переходам в структуре 
олигонуклеотидов и их комплексов: КД-
спектры сохраняют вид, характерный для  
В-формы ДНК. Кроме того, олигонуклеоти-
ды сохраняют способность формировать 
межмолекулярные комплексы. 

Исследование термостабильности ДНК-
дуплекса методом термической денатурации 
с оптической регистрацией сигнала показа-
ло, что увеличение объемной доли этанола 
до 50 % приводит к линейному снижению 
температуры плавления межмолекулярных 
комплексов. При добавлении 2,2,2-три- 
фторэтанола в раствор олигонуклеотидов 
наблюдается нетипичная зависимость тер-
мостабильности: линейное снижение темпе-
ратуры плавления комплекса при увеличе-
нии доли спирта до 20 %, а при дальнейшем 
увеличении его концентрации наблюдается 
выход на плато. Такое поведение, вероятно, 
связано с возможностью образовывать фтор- 
содержащим спиртом кластеры в водных 
растворах и снижением его активности в 
растворе. 

Методом остановленной струи установ-
лено, что добавление спирта в раствор при-
водит к увеличению константы скорости 
диссоциации комплекса. Анализ темпера-
турных зависимостей констант ассоциации 
и диссоциации комплексов в водном рас-
творе, а также в присутствии этанола и 
трифторэтанола показал, что дестабилизи-
рующий эффект спиртов на термостабиль-
ность ДНК-дуплексов обусловлен главным 
образом энтропийными факторами, напри-
мер связыванием дополнительного числа 
молекул воды и сорастворителя при форми-
ровании комплекса. 

Исследована термическая стабильность 
комплексов олигонуклеотидов длиной 8, 12, 
15 и 20 пар нуклеотидов. Определены тер-
модинамические параметры их формирова-
ния (изменение энтальпии, энтропии и сво-

бодной энергии Гиббса) в зависимости от 
доли этанола и 2,2,2-трифторэтанола в диа-
пазоне от 0 до 50 % v/v. С использованием 
модели, предполагающей изменение числа 
молекул воды и сорастворителя, взаимодей-
ствующих с нуклеиновыми кислотами при 
формировании двойной спирали ДНК, была 
показана возможность прогнозировать тем-
пературу плавления в этаноле (0–50 % v/v)  
и трифторэтаноле (0–20 % v/v) с точностью 
1,3 и 0,6 °С.  

Показано, что добавление спиртов в рас-
твор приводит к увеличению числа молекул 
воды Δnw, связывающихся с ДНК при фор-
мировании межмолекулярного комплекса,  
в то же время сами спирты взаимодейству-
ют с олигонуклеотидами, находящимися в 
одноцепочечном и двухцепочечном состоя-
ниях, одинаково. В случае добавления эта-
нола и 2,2,2-трифторэтанола величины Δnw 
составили 0,51 ± 0,09 и 1,33 ± 0,12 молекул 
соответственно. 
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A. A. Lomzov, K. A. Ivanova, I. A. Pyshnaya, E. V. Dmitrienko, D. V. Pyshnyi 
 

A COMPARATIVE STUDY OF THE INFLUENCE OF AQUAOUS 2,2,2-TRIFLUOROETHANOL  
AND ETHANOL ON THE STRUCTURAL ORGANIZATION, THE KINETIC AND THERMODYNAMIC 

PROPERTIES OF OLIGODEOXYRIBONUCLEOTIDES INTERMOLECULAR COMPLEX FORMATION  
 

A comparative study of the structural organization, thermodynamic and kinetic properties of the oligodeoxy-
nucleotides complexes formation in the presence of 2,2,2-trifluoroethanol and ethanol in aqueous solution (volume frac-
tion of alcohol 0 to 50 %) was performed. No significant changes in the circular dichroism spectra of oligonucleotides and 
their complexes at the adding of 50 % v/v alcohol into a solution, was observed, and they retain the profile typical for  
B-form DNA. The study of the thermal stability of DNA duplexes showed that the increase in the volume fraction of etha-
nol in the aqueous solution up to 50 % results in a linear decrease in the melting temperature of the intermolecular DNA 
complexes. In the case of the 2,2,2-trifluoroethanol we observed atypical dependence of thermal stability of DNA duplex-
es on the fraction of the fluorine-containing co-solvent. Increasing the alcohol fraction from 0 to 20% v/v led to a linear 
decrease of the melting point of the complex. A further increase in the volume fraction of alcohol (up to 50 %) did not 
change the thermal stability of the duplexes. It was shown, that the destabilizing effect of the two co-solvents is due to the 
increase of the dissociation rate constant of the complex and has mainly entropic nature. On the example of oligonucleo-
tides complexes of 8, 12, 15 and 20 base pairs length the possibility of prediction DNA duplexes thermal stability was 
shown. A model taking into account the change of a number solvent molecules interacting with nucleic acids at the duplex 
formation in aqueous ethanol (50 % v/v) or trifluoroethanol (20 % v/v) was applied. An accuracy of melting temperature 
prediction was 1.3 and 0.6 degrees. Using this model, we found that the addition of alcohols in solution leads to an in-
crease in the number of water molecules that bind to a complementary pair of nucleotides at the formation of intermolecu-
lar complex (in the presence of ethanol or trifluoroethanol 0.51 ± 0.09 and 1.33 ± 0.12, respectively). At the same time, 
alcohols interacted with single-stranded oligonucleotides and double-stranded in the same way. 

Keywords: oligonucleotides, structure, kinetics, thermodynamics, co-solvents, 2,2,2-trifluoroethanol, ethanol. 


