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Огромное количество разнообразных биохи�
мических процессов, в которых РНК играет одну
из ключевых ролей, поддерживает работоспособ�
ность живой клетки. И это неудивительно, так
как для того, чтобы синтезировать белок, нужно
задействовать целый комплекс рибосомных, мат�
ричных, транспортных, а также регуляторных
РНК. Несмотря на незначительные отличия в
строении ДНК и РНК, а именно: вместо дезокси�
рибозы в состав нуклеотида входит рибоза, а вме�
сто тимина – урацил, функции их заметно отли�
чаются. Это связано с тем, что ДНК в клетке име�

ет двухцепочечную форму, что делает ее очень
жесткой, а РНК – одноцепочечную, что делает ее
гибкой и дает ей возможность сворачиваться в
большое разнообразие структурных форм. От ко�
нечной конформации РНК зависят и ее функции,
которые намного шире, чем быть просто посред�
ником между ДНК и белком, только два процента
генома кодирует мРНК, тогда как большая часть
транскрибируется в “некодирующие РНК” [1].
“Некодирующие РНК” выполняют огромное ко�
личество функций: от регуляторных на уровне
транскрипции и трансляции до каталитических.
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Помимо рибосомной и тРНК к ним относятся:
теломеразная РНК, входящая в состав фермента
теломеразы и используемая в качестве матрицы
для синтеза повторяющихся сегментов теломер�
ной ДНК [2, 3]; малые ядерные РНК, регулирую�
щие процессы транскрипции мРНК и процессы
посттранскрипционных модификаций предше�
ственников мРНК и тРНК [4, 5]; рибозимы, вы�
полняющие каталитическую функцию [6, 7]; ма�
лые интерферирующие РНК, которые вовлечены
в защиту клетки от вирусов, репрессию трансге�
нов, регуляцию некоторых генов и формирование
центромерного гетерохроматина, более того, си�
стема РНК�интерференции определяет эмбрио�
нальное развитие и клеточную дифференцировку
[8, 9]; РНК�переключатели, которые могут вклю�
чать или выключать как дальнейшую транскрип�
цию, так и трансляцию мРНК [10, 11], и многие
другие [1]. И все же, функции многих “некодиру�
ющих РНК” пока остаются неизвестными [1]. 

Главное отличие процесса сворачивания РНК
от белков состоит в том, что для РНК, прежде чем
она приобретает пространственную структуру,
необходимо установить нативо�подобные кон�
такты, связанные со вторичной структурой [12−
15]. В то время как в белковых структурах часть
контактов, связанных с третичной структурой,
может возникать еще до полного образования
вторичной структуры. 

Проводя аналогию между РНК и белками,
можно отметить, что для тех и других справедлив
парадокс Левинталя, согласно которому они на�
ходят нативную структуру без перебора всех воз�
можных конформаций полипептидной и нуклео�

тидной цепей [16]. В процессе сворачивания цепь
РНК, как и белковая глобула, проходит через
множество промежуточных состояний, которые
могут играть ключевую роль в кинетике процесса.
Энергетический ландшафт молекул белков и
РНК, отражающий свободную энергию как для
переходных состояний, так и для интермедиатов
сворачивания, содержит в себе много схожих по
энергиям переходов. Вследствие того, что моле�
кула РНК состоит из комбинации только 4 нук�
леотидов, а белок – из 20 аминокислотных остат�
ков, можно предположить, что разнообразие пе�
реходных состояний у белков существенно
больше, чем у РНК. Однако число возможных пу�
тей сворачивания для молекул РНК сравнимо с
аналогичным числом путей для белков сравнимо�
го размера. 

ОСОБЕННОСТИ ОРГАНИЗАЦИИ 
ПЕРВИЧНОЙ, ВТОРИЧНОЙ 

И ТРЕТИЧНОЙ СТРУКТУР РНК

Как и у белка, у РНК можно выделить три фун�
даментальных уровня организации: первичный,
вторичный и третичный. 

Первичная структура биологически активной
РНК образуется после многочисленных пост�
транскрипционных модификаций и часто отли�
чается от первичного транскрипта. Эти модифи�
кации включают в себя метилирование нуклеоти�
дов по 2'�гидроксильной группе в рибозе, образо�
вание модифицированных оснований, таких как
псевдоуридил и дигидроуридил, вырезание или
вставки нуклеотидов. Поэтому, чтобы правильно
определить первичную структуру РНК, необходи�
мо опираться на данные секвенирования и масс�
спектрометрии биологически активной РНК [17].

Вторичная структура РНК включает такие
элементы как: шпильки, спирали, симметричные
и асимметричные выпетливания, стыки или со�
единения трех и более спиралей, внутренние пет�
ли (рис. 1). Несмотря на то, что молекулы РНК
построены из одной нуклеотидной цепи в ней
имеются комплементарные участки друг другу,
которые могут взаимодействовать, образуя двой�
ные спирали.

Третичная структура образуется за счет взаи�
модействия между собой элементов вторичной
структуры. До недавнего времени было мало из�
вестно об этом уровне организации РНК, пока не
научились получать кристаллы для дальнейшего
изучения методом рентгеноструктурного анализа
и проводить измерения довольно крупных макро�
молекул методом ядерного магнитного резонанса
(ЯМР). Так получили структуры с высоким разре�
шением отдельных молекул РНК, таких как
тРНК, домена P4–P6 интрона группы I рибозима
из Tetrahymena termophilia и др. Особое внимание

Двойная спираль

Одноцепочечный участок

Шпилька

Петля

Стебель

Выпетливание Внутренняя Соединение трех 
и более спиралейпетля

Pис. 1. Элементы вторичной структуры РНК.
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стоит обратить на структуры псевдоузлов, кото�
рые нередко появляются в молекулах РНК [18]
(рис. 2). Эти структуры важны для выполнения
РНК своих функций, однако почти во всех ком�
пьютерных алгоритмах предсказания структуры
РНК псевдоузлы во внимание не принимают, так
как это заметно усложняет задачу.

Замечено, что при малых концентрациях Mg2+

молекулы тРНК принимают некомпактную
структуру, которая содержит элементы вторичной
структуры, отличные от “клеверного листа” [13].
Следовательно, для формирования и стабилиза�
ции третичной структуры необходимы двухва�
лентные ионы металлов, особенно ионы магния:
“РНК в природе существует, в основном, в виде
Mg2+�соли” [19]. 

Тема взаимодействия ионов металла с РНК
представляет собой большой научный интерес.
Много статей посвящено различным экспери�
ментальным и теоретическим подходам, которые
иногда противоречат друг другу. Например, суще�
ствует точка зрения, согласно которой, “в отли�
чие от двухцепочечных ДНК, конденсация про�
тивоионов на тРНК практически не происходит”,
а отрицательно заряженные фосфатные группы
на тРНК индуцируют заряды на аминоацил�
тРНК�синтетазе, благодаря чему фермент узнает
свою тРНК [20]. Молекулы одноцепочечной РНК
также использовали для деконденсации ДНК,
связанной с такими лигандами как спермидин,
принимая во внимание тот факт, что РНК имеет
большую константу связывания с лигандами [21].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ 
ПУТЕЙ СВОРАЧИВАНИЯ РИБОЗИМОВ

В связи с тем, что функции РНК зависят от ее
конформации, как и у белков, для изучения про�
цесса ее сворачивания стали успешно применять
методы, разработанные для белков, такие как Ф�
анализ [22], флуоресцентный резонансный пере�
нос энергии (FRET) [23], метод малоуглового
рентгеновского рассеяния (SAXS) [24]. Специ�
ально для РНК разработали метод SHAPE (Selec�
tive 2'�Hydroxyl Acylation analyzed by Primer Exten�
tion), позволяющий обнаружить подвижные нук�
леотиды в РНК любого размера [25]. 

Все перечисленные методы стали успешно
применять для исследования формирования
сложной пространственной структуры РНК. Что�
бы изучить образование переходного состояния
на пути сворачивания РНК, Ф�анализ использу�
ют совместно с методом FRET. Подобных иссле�
дований пока проведено немного, сложность со�
стоит в том, что для РНК, как и для белков, харак�
терен множественный путь сворачивания и,
соответственно, большое количество переходных
состояний. Ниже мы опишем работы по исследо�

ванию сворачивания различных РНК на основа�
нии перечисленных выше методов. Мы остано�
вимся чуть более подробно на рассмотрении не�
скольких тРНК и домена P4−P6 интрона группы I
рибозима из Tetrahymena termophilia. Особенность
данных молекул − они либо сами выполняют важ�
нейшие функции в клетке, как тРНК, либо они
являются частью более крупного рибозима, как в
случае домена P4−P6.

Домен P4−P6 интрона группы I рибозима из
Tetrahymena termophilia – это самосплайсирую�
щийся интрон предшественника рибосомной
РНК инфузории Tetrahymena thermophila. Данный
рибозим отнесен к группе I интронов на основании
наличия нескольких коротких консервативных эле�
ментов последовательности, определяющих вто�
ричную структуру [26]. Рибозим состоит из девяти
спаренных спиральных участков Р1−Р9 [26]. 

Изучен вклад участка Р1 в образование третич�
ной структуры целого рибозима интрона группы I
РНК [27]. Структура P1 представляет собой дуп�
лекс, построенный из шести пар оснований. Счи�
тают, что приcоединение P1 к остальной, уже
сформированной, молекуле рибозима происхо�
дит в самую последнюю очередь, и поэтому явля�
ется лимитирующей стадией для образования
функционирующей молекулы. Эксперимент про�
водили следующим образом: последовательно де�
лали восемь искусственных модификаций хими�
ческих групп в дуплексе Р1, далее методом FRET
рассматривали влияние этих мутаций на правиль�
ное пристраивание P1 к коровой части рибозима.
Модификации в дуплексе P1 осуществляли, в ос�
новном, в виде замен 2'�гидроксила рибоз на во�
дород (при этом получали 2'�дезоксирибозу) или
на метильную группу – OCH3 (продукт такой за�
мены − 2'�метоксирибоза). В случае неканониче�
ской пары GU (расположена в области сайта
щепления) производили замену аминогруппы G
на водород с целью преобразования G в I (ино�
зин). В другом эксперименте, с этой же парой
GU, отдельно делали замену U на C с целью обра�
зования канонической пары GC в этом месте.
Присоединение дуплекса P1 к коровой части мо�
лекулы рибозима характеризовало значение сиг�
нала FRET ≥0.75, для неприсоединенного дуп�
лекса P1 это значение составляло ≤0.5. Пользуясь
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Pис. 2. Упрощенная структура псевдоузла.
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этими данными, можно вычислить константу
равновесия при связывании Kdock, которая равна
отношению времен, проведенных молекулой в
полностью свернутом и свободном состояниях.
Как утверждают авторы, все вышеперечисленные
модификации приводили к уменьшению кон�
стант равновесия в 500 раз, а констант присоеди�
нения меньше чем в два раза. Чтобы рассчитать
Φ�величины для замененных остатков в P1, ис�
пользуют константы скорости присоединения и
равновесия kdock и Kdock соответственно. При этом
считают, что в начальном состоянии P1 не присо�
единен к остальной молекуле рибозима и нахо�
дится как бы в свободном состоянии. Формулу
для расчета Φ�величин в этом случае записывают
следующим образом: 

. (1)

Φ ~ 1 означает, что данный остаток сформиро�
вал нативные контакты со своим окружением до
переходного состояния, а Φ ~ 0, говорит о том,
что остаток еще не сформировал нативных кон�
тактов. С помощью Φ�анализа определили, что
Р1�дуплекс присоединяется к каталитическому
кору в последнюю очередь (Φ = 0). Главным выво�
дом статьи было предположение о том, что у боль�
ших РНК в нативном состоянии возможно нали�
чие локально развернутых участков.

Теперь чуть более подробно остановимся на
результатах, полученных для домена P4−P6 рибо�
зима интрона группы I из Tetrahymena thermophil8
ia. В соответствии с экспериментальными данны�
ми, доступными для домена P4−P6, выяснили,
что его сворачивание является высококоопера�
тивным, также показано, что контакты, соответ�
ствующие третичной структуре, в отдельно взя�
том домене P4−P6 образуются в два раза быстрее,
чем в том же самом домене, но в составе целого
рибозима [28]. Авторы этой работы исследовали
сворачивание 160 н. домена P4−P6 рибозима ин�
трона группы I из Tetrahymena thermophilia. Инте�
ресно объяснение причины выбора авторами тако�
го объекта для исследования, как домен P4−P6. Во�
первых, в то время самым хорошо изученным объ�
ектом была тРНК. По сравнению с ней домен P4−
P6 существенно больше (160 н.), поэтому исследо�
вание сворачивания крупных молекул является
следующим шагом для изучения самоорганиза�
ции рибонуклеиновых кислот. Во�вторых, домен
P4−P6 можно изучать отдельно от целой молеку�
лы, так как этот домен не нуждается в контроле
своего сворачивания со стороны остального
мультидомена. Цель рассматриваемой работы –
определение свободной энергии активационного
барьера и нахождение положения переходного
состояния при сворачивании домена P4−P6. Что�
бы проследить за формированием равновесных

dock ified un ified

dock ified un ified

G k
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→

→

ΔΔ
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ΔΔ

,mod mod
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образований третичной структуры, участки Р4–
Р6 пометили пиреновой меткой и далее, с помо�
щью метода остановленного потока (stop8fllow),
наблюдали за кинетикой сворачивания при раз�
личных концентрациях Mg2+. По изменению ин�
тенсивности флуоресценции после внесения раз�
личных концентраций Mg2+ измеряли наблюдае�
мую константу скорости для сворачивания kobs.
Далее рассчитали свободную энергию активации
ΔG# для Mg2+�индуцированного сворачивания до�
мена P4−P6 по формуле: 

kobs = (kBT/h)exp(–ΔG#/kBT). (2)

Так, при концентрациях Mg2+ ~ 10 мМ участки
домена P4−P6 сворачиваются за миллисекунды с
наблюдаемой константой скорости kobs = 15−31 с–1.
При данной константе скорости выяснили, что
изменение свободной энергии барьера находится
в диапазоне ΔG# ≈ 8−16 ккал/моль. Такой доста�
точно большой диапазон значений свободной
энергии можно объяснить неопределенностью
предэкспоненциального фактора, который ис�
пользуют в формуле для расчета отношений kobs и
ΔG#. В данном случае применили уравнение Эй�
ринга, в котором предэкспоненциальный мно�
житель изначально предложен для реакций ма�
лых молекул, происходящих в газовой фазе. Од�
нако молекула домена P4−P6 достаточно
крупная, что ставит под сомнение использование
множителя (kBT/h). Несмотря на это, все энергии
активации у авторов были на первый взгляд до�
статочно достоверными, так как они по величине
соответствуют величинам свободноэнергетиче�
ского барьера при сворачивании в третичную
структуру молекул белков и РНК (обычно это
значение всего несколько ккал/моль).

Чтобы определить, какие нуклеотиды входят в
ядро сворачивания и влияют на ход сворачивания
домена P4−P6, специально для эксперимента вве�
ли несколько мутаций в домен P4−P6 (рис. 3). По
соотношению изменений свободных энергий в
процессе сворачивания и стабильности опреде�
лили значения Φ�величин. Несмотря на термоди�
намические отличия, значения скорости свора�
чивания домена P4−P6 с введенными в него мута�
циями и дикого типа оказались похожими. А

значение  ~ 0 указывает на то, что
нативные контакты для данных нуклеотидов в пе�
реходном состоянии еще не сформированы. 

Оказалось, что наблюдаемая константа скоро�
сти для сворачивания kobs зависит от концентра�
ции Mg2+ и значительно увеличивается при 1 мМ
Mg2+. При повышении концентрации ионов маг�
ния идет постепенное увеличение константы ско�
рости сворачивания, которая выходит на плато
при концентрации 30 мМ Mg2+. Это можно объ�
яснить тем, что в переходном состоянии молекула

oG GΦ = ΔΔ ΔΔ
#
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по большей части остается развернутой, соответ�
ственно, для образования переходного состояния
необходимо не больше одного иона магния на мо�
лекулу, а на стадии формирования дальних взаи�
модействий − уже большее количество ионов маг�
ния. Но дальнейшее увеличение концентрации
магния не оказывает влияния на скорость свора�
чивания молекулы, так как происходит конфор�
мационная перестройка участков структуры, в
которых уже связаны ионы магния. 

В целом, авторы считают, что их одностадий�
ное описание сворачивания рибозима не отобра�
жает полной картины, так как она не учитывает
интермедиатов сворачивания, и объясняют это
тем, что пока они не обладают достаточными дан�
ными для визуализации всех стадий процесса.
Пока неизвестно, как устроена молекула в развер�
нутом состоянии, какого рода взаимодействия
необходимо разрушить в ней для начала сворачи�
вания и достижения переходного состояния.
Скорее всего, такие взаимодействия могут быть
ненативными в отсутствие ионов Mg2+. Большая
величина активационного барьера не согласуется
с практически развернутым переходным состоя�
нием. Это скорее означает, что существуют дена�
турированные молекулы с остаточной структу�
рой, не соответствующей нативной, которые
нужно развернуть при сворачивании в уникаль�
ную структуру.

Шпилечный рибозим вируса табака с кольце�
выми точками (tobacco ringspot virus) катализиру�
ет реакцию разрезания и сшивки продуктов ре�
пликации РНК вируса по типу катящегося коль�
ца. Рибозим, сворачивание которого изучено в
работе [29], состоит из двух спиральных доменов
(спираль–петля–спираль) А и В, которые могут
находиться в вытянутой (развернутой) конфор�
мации или компактной (свернутой), фермента�
тивно�активной форме (рис. 4). Его каталитиче�
ский центр образован за счет сближения двух до�
менов и взаимодействия между имеющимися в
них петлями А и В, что показано методом FRET.
Этим методом измерены скорости сворачивания
и разворачивания фрагмента. Оказалось, что кон�
станта скорости сворачивания составляла 0.018 с–1

и была одинакова для всех 760 траекторий свора�
чивания. При денатурации значения констант
скоростей разворачивания разделили на 4 группы:
k1 = 0.001 с–1, k2 = 0.1 с–1, k3 = 0.8 с–1 и k4 = 6 с–1. В
некоторых случаях молекула разворачивалась по
нескольку часов, а в некоторых совсем не развер�
нулась. 

Чтобы выделить контакты, которые образова�
лись в переходном состоянии шпилечного рибо�
зима, авторы работы использовали Ф�анализ [22]
и рассмотрели основания, участвовавшие в обра�
зовании рибозного замка. 

Мутация dG11 при стандартных условиях уве�
личила значения константы разворачивания kU в
12.3 раз, а константы сворачивания kN – только в
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Рис. 3. Схематичное изображение вторичной струк�
туры P4–P6 домена с указанием мест проведенных
мутаций.
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Рис. 4. Схематичное изображение свернутого фраг�
мента шпилечного рибозима, помеченного флуоро�
форами. Сплошными линиями показаны контакты,
соответствующие третичной структуре, между пара�
ми оснований: g+1�C25; G11�A и A11�C25 (рибозный
замок); С12�U42. 
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2.9 раз. Значения Ф�величин оказались невысо�
кими. Это означает, что рибозный замок между
основаниями G11, A10 и А24, С25 в доменах А и В
соответственно сформирован частично (рис. 4).
Мутация U42 (dC12) увеличила kU в 4.4 раза, а
kN – только в 1.7 раз. Аналогично значения Ф�ве�
личин были невысокими, а, следовательно, кон�
такты между U42 и С12 доменов В и А также
сформированы частично. Последняя мутация па�
ры g + 1 : C25, которую заменили на более слабую
a + 1 : U25, увеличила kU в 34 раза, при этом не из�
менила показания kN. Ф�величины при этом рав�
ны нулю, это означает, что контакты на момент
переходного состояния не сформированы совсем.
Такая серия экспериментов позволила выделить
нативные контакты, уже образовавшиеся в ядре
сворачивания шпилечного рибозима. И хотя уот�
сон�криковская пара g_1 : C25 еще не сформиро�
валась в переходном состоянии, контакты, обра�
зующие рибозный замок, уже возникают. Следует
отметить, что образование контактов, соответ�
ствующих третичной структуре, в переходном со�
стоянии не наблюдали при исследовании свора�
чивания домена P4−P6 рибозима интрона группы
I из Tetrahymena thermophilia [28]. Сворачивание
данного фрагмента шпилечного рибозима изуча�
лось при различных концентрациях магния. В ре�
зультате обнаружено, что повышение концентра�
ции магния значительно понижает энергию акти�
вации переходного состояния. Сделан вывод, что
электростатические взаимодействия делают мо�
лекулу в переходном состоянии более компакт�
ной и близкой к нативной структуре. Концентра�
ция магния в стандартных условиях приравнива�
лась к 12 мМ Mg2+. Оказалось, что при увеличении
концентрации магния значения Ф�величин прак�
тически не менялись.

Рибонуклеаза Р РНК (RNase P RNA) – это мо�
лекула РНК с каталитическими свойствами, от�
вечающая за процессинг тРНК. Авторы работы
[14] изучали образование интермедиатов у S�до�
менов рибонуклеаз P РНК Bacillus subtilis и Escher8
ichia coli, которые принадлежат к разным классам
рибонуклеаз Р и отличаются последовательностя�
ми на концах (рис. 5). Исследование проводили с
помощью методов SAXS и молекулярной дина�
мики Ланжевена (LD). Анализировали две моде�
ли интермедиатов. Вытянутость структуры моде�
лей достигали за счет электростатических взаи�
модействий (первая) и дополнительных связей
между нуклеотидными остатками (вторая). На
первой модели изучали влияние электростатиче�
ских взаимодействий на процесс сворачивания,
тогда как на второй – влияние специальных кон�
тактов в структуре РНК на процесс сворачивания.
Ранее авторы обнаружили, что, в основном, рав�
новесные интермедиаты 154 остатков S�домена
Bacillus subtilis имеют более вытянутую форму, чем

нативная структура [14]. В последней работе авто�
ры попытались выяснить, что влияет на вытяну�
тость формы интермедиатов. С помощью метода
SAXS авторы описали структуру интермедиата, ко�
торая состоит из трех спиральных доменов, соеди�
няющихся в центре структуры. Первый и второй
домены стыкуются друг с другом под углом ~180°,
тогда как в нативной структуре − под углом ~60°.
Третий домен расположен перпендикулярно по
отношению к первым двум как у интермедиатов,
так и у нативной структуры. Исследование прово�
дили при различных концентрациях моновалент�
ных катионов. При этом конформационные из�
менения были незначительны, а первый и второй
домены − вытянуты. Кроме того, авторы проана�
лизировали изменение конформаций при добав�
лении Mg2+ с учетом того факта, что бивалентные
ионы взаимодействуют гораздо сильнее, чем мо�
новалентные [14]. Тем не менее, сильного изме�
нения в конформации интермедиатов не произо�
шло. Только при добавлении Mg2+ больше 10 мМ
молекулы свернулись в нативные структуры. По�
добное исследование провели для домена P4−P6
рибозима интрона группы I из Tetrahymena ther8
mophilia, результат оказался похожим – при кон�
центрациях Mg2+ меньше 10 мМ интермедиаты
оставались вытянутыми. Сделан вывод о том, что
вытянутую форму интермедиатов нельзя объяс�
нить только с точки зрения электростатики. При
рассмотрении пяти LD�траекторий большая
часть взаимодействий между остатками меня�
лась, но при этом все три спиральных домена не
изменяли своего положения в пространстве.
Определено, что одна из пар оснований в струк�
туре представлена ненативной парой оснований
между С134 и G176, которая определяет вытяну�
тость формы интермедиата. В нативной конфор�
мации С134 находится далеко от G176. Затем пару
С134–G176 заменили на C–U. Измеряя радиус
инерции Rg и распределение расстояний Рr, опре�
делили, что в отсутствие одновалентных ионов
характер сворачивания мутанта и дикого типа
очень похож. Но при добавлении 0.2 М NaCl Rg

мутанта значительно уменьшился, и это привело
к более компактной форме интермедиата. На�
блюдения за S�доменом рибонуклеазы Р E.coli да�
ли те же результаты. Все это привело к выводу, что
вытянутая форма интермедиатов S�домена зави�
сит от некоторых контактов в структуре, а не от
влияния электростатического отталкивания [14].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ 
ПУТЕЙ СВОРАЧИВАНИЯ тРНК 

В НАТИВНУЮ СТРУКТУРУ

Молекулы тРНК не очень различаются по нук�
леотидной последовательности, их длина изменяет�
ся от 74 до 95 н., а для митохондриальных тРНК – от
50 до 60 [19]. Анализ последовательностей тРНК из
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организмов, принадлежащих ко всем царствам
природы (или, как сейчас принято писать в лите�
ратуре, доменам жизни), выявил консервативные
участки в молекулах тРНК. К ним относятся: U8,
A14, мотив GG в петле D, U33, несколько остат�
ков в петле T и последовательность CCA на 3'�
конце молекулы. Таким образом, консерватив�
ные участки в молекулах тРНК различных орга�
низмов сохраняются, чтобы принять участие во
взаимодействии с другими белками и рРНК. Есть
места, где расположены только пуриновые, или
только пиримидиновые основания, их называют
полуконсервативными остатками. Еще одной из
ярких особенностей тРНК является присутствие
нескольких модифицированных (минорных) ос�
нований. Они образуются в определенных пози�
циях тРНК в результате посттранскрипционных

модификаций с помощью специальных фермен�
тов. Наиболее часто встречаются: риботимидин
(Т), псевдоуридин (Ψ), 5,6�дигидроуридин (D),
инозин (I) и другие.

Вторичная структура у всех тРНК похожа на
“клеверный лист” и образована [19]:

1. Дигидроуридиловой (D) шпилькой, содер�
жащей дигидроуридиловые остатки, которые раз�
личны по длине у разных тРНК;

2. Тимидил�псевдоуридиловой (TΨ) шпиль�
кой, имеющей постоянную последовательность в
петле GTΨCGA или GTΨCAA;

3. Антикодоновой (АС) шпилькой, где для всех
тРНК характерно наличие ровно 7 нуклеотидов в
петле;
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Рис. 5. Вторичная структура S�домена рибонуклеазы Р РНК B. subtilis.
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4. Акцепторным (АА) стеблем, на 3'�конце ко�
торого имеется универсальная последователь�
ность ССА;

5. Вариабельной (V) петлей, сильно отличаю�
щейся по длине у разных тРНК.

Все спаренные участки шпилек образуют двой�
ную спираль А�формы. Формирование третичной
структуры происходит за счет взаимодействия эле�
ментов вторичной структуры, образуя L�форму
(рис. 6a). 

Одна из первых экспериментальных работ по
определению ядер сворачивания для молекул
РНК посвящена изучению переходного состоя�
ния в процессе разворачивания тРНК с использо�
ванием Ф�анализа [30]. Искусственно синтезиро�
ванную тРНКPhe с немодифицированными осно�
ваниями выбрали для эксперимента. В основу лег
метод, предложенный Кларке и Фёрштом, изуче�
ния белков с помощью внесения дополнительных
дисульфидных связей [22]. В зависимости от ме�
ста внесения дисульфидных связей можно как де�
стабилизировать переходное состояние, умень�
шив при этом скорость разворачивания, так и ста�
билизировать переходное и нативное состояния,
не изменяя при этом скорость разворачивания.
Соответственно, если дисульфидным мостиком
будет связана пара, которая рвется до или во время
переходного состояния в процессе разворачива�
ния, то скорость разворачивания уменьшится. Ди�
сульфидная связь между парой, образованной по�

сле переходного состояния в процессе разворачи�
вания, не изменит скорость разворачивания.
Поэтому, чтобы выявить, какие нативные контак�
ты образуются в последний момент сворачивания,
авторы работы провели несколько денатураций
тРНКPhe [30]. В первый раз дисульфидная связь
была образована между нуклеотидами U1 и U72 в
АА�черешке (рис. 6б, сайт 1). Во второй раз – между
нуклеотидами С11 и С25 D�шпильки, которая удер�
живала вторгшуюся V�петлю (рис. 6б, сайт 2). И,
наконец, в последний раз дисульфидным мости�
ком были связаны петли U16�D и C60�ТΨ. Каж�
дый раз вычисляли разницу свободной энергии
ΔGF�# между свернутой молекулой тРНК и пере�
ходным состоянием. Затем сравнивали значения
ΔGF�# молекулы с дисульфидной связью с величи�
ной ΔGF�# молекулы без этой связи, т.е. дикого ти�
па. Разворачивание проводили при температуре
20−35°С (ниже температуры плавления тРНК). Ре�
зультаты эксперимента показали, что при введении
дисульфидной связи в АА�черешок и D�шпильку
значения ΔGF�# не меняются. При внесении дисуль�
фидной связи между D� и ТΨ�петлями разница
между ΔGF�# составляла около 0.80 ккал/моль. При
этом разворачивание тРНК с дисульфидной свя�
зью проводили в две фазы, первая из которых за�
висела от температуры и соответствовала плавле�
нию третичной структуры, а вторая не зависела от
температуры и отображала небольшие конфигура�
ционные изменения после плавления третичной
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структуры. На основании полученных данных ав�
торы сделали вывод, что нативные контакты меж�
ду D� и ТΨ�петлями образуются в последнюю оче�
редь при сворачивании тРНКPhe. Возможно, это
связано с сильным отталкиванием между отрица�
тельно заряженными фосфатными группами. Бо�
лее того, по мнению авторов, подобный порядок
образования третичной структуры может быть
свойствен и другим молекулам тРНК.

Метод FRET использовали при изучении ини�
циации обратной транскрипции генома ВИЧ
[31]. Затравкой для синтеза ДНК служит одна из
акцепторных цепей тРНКLys. Соответственно, для
гибридизации этой нити с участком праймера ви�
русной РНК АА�черешок необходимо развер�
нуть. С помощью флуоресцентных красителей на
3'� и 5'�концах тРНКLys показано, что нуклеокап�
сидный белок вируса значительно ускоряет дена�
турацию акцепторных цепей. Но при этом обяза�
тельно присутствие самого генетического мате�
риала вируса (рис. 7), так как в отсутствие его
нуклеокапсидный белок не работает. Следова�
тельно, денатурация АА�черешка происходит од�
новременно с гибридизацией вирусной РНК.

До недавнего времени считали, что РНК сво�
рачивается строго иерархично. Предполагали,
что вначале формируются энергетически ста�
бильные элементы вторичной структуры, кото�
рые включают образование пар нуклеиновых ос�
нований. Затем происходит формирование эле�
ментов третичной структуры РНК [32, 33].
Авторы работы [15] считают, что эта модель сво�
рачивания РНК неточна, так как им удалось с по�
мощью специально разработанного нового мето�
да SHAPE показать, что часто потеря третичных
контактов происходит одновременно с разрывом
пар оснований элементов вторичной структуры
для искусственно синтезированной тРНКAsp без
модифицированных оснований.

Метод SHAPE позволяет получить информа�
цию о локальном окружении конкретного нук�
леотида другими компонентами молекулы тРНК,
как функциональную зависимость от температу�
ры. С этой целью используют способный ацили�
ровать 2'�гидроксил группу нуклеотида РНК
структурно�чувствительный реагент NMIA (N�
methylisatoic anhydride), который не участвует в
образовании вторичной и третичной структур.
Реакционная способность 2'�гидроксил�группы
может снизиться и под влиянием соседнего анио�
на 3'�фосфодиэфира (рис. 8). Так, свободные нук�
леотиды вступают в данную реакцию более охот�
но, чем те, конформационная подвижность кото�
рых затруднена образованием пары с другими
нуклеотидами. С увеличением температуры флук�
туационная подвижность молекулы тРНК вырос�
ла, некоторые из ее нуклеотидов освободились из
пары и реагировали с NMIA.

Основная задача метода SHAPE – обеспечить
взаимодействие исследуемой РНК с NMIA, после
чего с помощью обратной транскриптазы запу�
стить синтез кДНК (рис. 9). Транскрипция будет
обрываться именно на тех нуклеотидах цепочки
РНК, где произошла модификация рибоз реаген�
том NMIA по 2’�положениям. 

Исследования проводили при различных тем�
пературах от 35−75°С с интервалом ≤3.5°С. При
каждой температуре тРНКAsp обрабатывали
NMIA и затем с помощью удлиняющегося прай�
мера (Primer Extension) определяли подвижные
нуклеотиды. При этом обнаружили пять групп:

1. Первая группа представляет 10 позиций,
включающих в себя все остатки ТΨ�шпильки, ко�
торые остаются несвязанными с NMIA при всех
температурах. 

2. Вторая группа – это 10 нуклеотидов тРНКAsp

(G18, U19, C20, U33, G34, U35, G37, C38, C75 и
А76), которые, наоборот, реагируют с NMIA при
всех температурах. Эти нуклеотиды расположены
в основном в D�петле и 3'�конце акцепторного
стебля. 

3. В третьей группе реактивность нуклеотидов
постепенно увеличивалась с ростом температуры. 

4. В четвертой группе некоторые нуклеотиды в
D� и ТΨ�петлях реагировали при температуре
35°С с NMIA и резко увеличивали свою актив�
ность с ростом температуры. 

5. И, наконец, пятая группа – это 3 позиции,
которые реагировали с NMIA с самого начала, но
потом изменяли свою реакционную способность.
Например, G73 сначала увеличивал свою реак�
тивную способность с ростом температуры, но
потом уменьшал.

Чтобы интерпретировать полученные резуль�
таты и применить их для описания процесса сво�

5'

R1 R2

3'

Нуклеокапсидный
белок ВИЧ

Нуклеокапсидный
белок ВИЧ +

вирусный геном

Рис. 7. Схематичное изображение тРНК, помеченной
флуорофорами. R1 и R2 – расстояния между флуоро�
форами. Разворачивание АА�черешка не происходит
(слева). Разворачивание АА�черешка происходит одно�
временно с гибридизацией с вирусной РНК (справа).
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рачивания интермедиатов для тРНКAsp реакцион�
ную способность при разворачивании нуклеоти�
дов разделили на 8 групп по температуре
плавления, при этом нуклеотиды каждой группы
оказались в соседних участках тРНКAsp.

При температуре 35°С данные, полученные с
помощью метода SHAPE, соответствовали пара�
метрам канонической структуры тРНКAsp, при ко�
торой нуклеотиды во всех петлях и на 3'�конце ак�
цепторного черешка и одна пара (G–U) в антико�
доновой шпильке реагировали с NMIA, в то
время как нуклеотиды, вовлеченные в образова�
ние вторичной и третичной структур, не реагиро�
вали с NMIA.

На втором этапе при температуре 51°С сначала
разрушались третичные взаимодействия между
D� и ТΨ�петлями и связь между А9 и U13, что со�
ответствует вторичной структуре и взаимодей�
ствию между пиримидин�богатыми участками
цепи G10–U13.

На третьем этапе при температуре 53°С полно�
стью развернулся стебель D и разрушились
стэкинг�взаимодействия между G6, A7 и C49,
принадлежавшими ТΨ и акцепторному черешку.

Так же исчезли третичные взаимодействия между
пурин�богатыми участками (G22–U25). 

При каждом повышении температуры данные,
полученные методом SHAPE, показали сложность
взаимодействий между нуклеотидами в равновес�
ных конформационных состояниях тРНКAsp, кото�
рые не строго соответствуют модели иерархиче�
ского сворачивания, как это считалось, а всего
лишь частично. В работе показано, что шпильки
могут плавиться отдельными участками, асим�
метрично, одновременно с этим одноцепочечные
участки могут сдвигаться и образовывать новые
пары. Иными словами, вся молекула тРНК может
сворачиваться в альтернативные структуры при
высоких температурах. На основании проделанно�
го эксперимента авторы работы сделали вывод, что
равновесные конформационные состояния
тРНКAsp сложно предсказать с помощью только
иерархической модели сворачивания тРНК.

Можно надеяться, что при дальнейшем иссле�
довании с помощью метода SHAPE�анализа
удастся накопить необходимую информацию для
определения взаимосвязи между нуклеотидами
при сворачивании и для других молекул РНК. 
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ПРЕДСКАЗАНИЕ СТРУКТУР РНК

В теоретических исследованиях основное вни�
мание уделяют как предсказанию вторичной и
третичной структуры РНК, так и изучению кине�
тики сворачивания РНК, которая может быть опи�
сана в виде свободно�энергетического ландшафта.
В данном параграфе мы рассмотрим алгоритмы
для решения первой задачи более подробно. 

Сворачивание молекул РНК и образование
вторичной структуры имеют очень важное значе�
ние для выполнения РНК своих функций в клет�
ке. Изучение вторичной структуры РНК началось
сразу же после важного открытия уотсон�криков�
ского спаривания между основаниями в 1953 г. В
последние 25 лет важность компьютерных мето�
дов для решения проблем молекулярной биоло�
гии, включая сворачивание молекул РНК, воз�
растает. 

Количество информации о структурах РНК
стремительно увеличивается с каждым годом. Од�
нако и число возможных вторичных структур
РНК значительно возрастает при увеличении
длины последовательности той или иной РНК.
Например, для 16S рРНК, состоящей из около
1500 н., существует приблизительно 15000 воз�
можных спиралей и только меньше 100 из них
войдут в конечную структуру. Так была сделана
оценка максимального количества комбинатор�
ных перестановок всех возможных спиралей, ко�
торые в конечном итоге приведут к образованию
совершенно различных структурных моделей для
16S рРНК, количеством 4.3 × 10393 [34]. Подобное
утверждение раскрывает сущность парадокса Ле�
винталя [16], который состоит в следующем: раз�
вернутый полимер (белок или РНК) из огромного
числа возможных конформаций выбирает свою
нативную структуру за доли секунды, в то время
как по теоретическим подсчетам такой поиск
должен был бы длиться больше времени жизни
всей вселенной. Левинталь предположил, что на�
тивная структура белка определяется не стабиль�
ностью, не термодинамикой, а кинетикой, т.е.
она соответствует не глобальному, а быстро до�
стижимому минимуму свободной энергии цепи.
На самом деле, структура стремится не просто к
глобальному минимуму, а к быстро достижимому
минимуму свободной энергии [35]. 

Проблема пути сворачивания РНК, как и в
случае с белками, до сих пор вызывает множество
споров. Экспериментальные исследования круп�
ных молекул полимеров проводятся по большей
части в условиях in vitro, которые, как известно,
не могут полностью моделировать среду в клетке,
т.е. in vivo. До сих пор до конца неясно, что проис�
ходит в клетке. В компьютерных экспериментах
пытаются воспроизвести все условия, при кото�
рых происходит сворачивание РНК в растворе.
Однако очень часто условия, при которых прово�

дится компьютерный эксперимент, сильно упро�
щены, и вводятся лишь некоторые термодинами�
ческие параметры. Подобные упрощения часто
не влияют на чистоту эксперимента и использу�
ются для оптимизации и ускорения расчетов. 

Все существующие на сегодняшний день алго�
ритмы предсказывают структуру либо одной мо�
лекулы РНК, либо структуру комплексов, напри�
мер РНК–ДНК или рибозим–рибозим. 

Вторичную структуру единственной нуклеи�
новой кислоты без псевдоузлов предсказывают
следующие алгоритмы.

Алгоритм минимизации свободной энергии Цу�
кера и Стиглера [36]. В качестве входного источ�
ника данных этот алгоритм использует последо�
вательность РНК и с помощью метода динамиче�
ского программирования производит поиск
структуры с минимумом свободной энергии. Ос�
нова данного метода − модель ближайшего сосе�
да. Усовершенствования скорости выполнения и
оптимизации внесли в данный алгоритм Лингсё
и соавт. [37]. Мэтьюс предложил для увеличения
точности рассматривать до 750 структур в обла�
сти энергетического минимума [38]. Программа
mfold [39] Цукера и Стиглера доступна по адресу:
http://mfold.bioinfo.rpi.edu.

Алгоритм расчета статистической суммы. Мак�
каскилл [40] предложил другой алгоритм динами�
ческого программирования для молекул РНК без
псевдоузлов. В данном случае проводят расчет
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торая пришивается к РНК посредством транскрип�
ции с матрицы, образованной с помощью ПЦР.
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множества структур и, далее, их статистической
суммы:

, (3)

где суммирование осуществляют по всем возмож�
ным структурам, в которые РНК может свернуть�
ся. Когда статистическая сумма Q будет рассчита�
на, можно вычислить вероятность той или иной
структуры S:

. (4)

Однако для РНК в биологическом плане более
характерен набор похожих структур (или их еще
называют кинетической группой объектов [41]),
между которыми постоянно с той или иной ско�
ростью происходит обмен [40]. Поэтому в алго�
ритме упор делается на расчет вероятностей
структур РНК, входящих в одну группу или класс
похожих структур. Эти подструктурные классы
важны, так как они позволяют отобразить наибо�
лее характерные черты ансамбля структур. В ко�
нечном счете, может быть рассчитана равновес�
ная вероятность появления каждой возможной
пары оснований и для лучшей наглядности может
быть составлено соотношение вероятности осно�
ваний и оптимальной структуры. Маккаскилл оце�
нил этот метод на четырех природных РНК после�
довательностях с известными структурами. Он по�
казал, что реальные пары оснований предсказаны
с высокой, но не с максимально возможной, веро�
ятностью. Алгоритм расчета статистической сум�
мы включили в пакет программ Vienna [42].

Таким образом, можно сделать вывод о том,
что у обоих алгоритмов минимизации свободной
энергии и расчета статистической суммы есть два
главных недостатка: 1) они не могут предсказать
структуры с псевдоузлами; 2) они в основном ис�
пользуют упрощенные термодинамические модели. 

В дополнение можно добавить, что существу�
ют еще несколько подходов для предсказания
структур РНК. Например, целый класс алгорит8
мов сравнительного анализа, разработанный в ла�
боратории Гутелла. Алгоритм сравнительного
анализа основан на двух простых, но эффектив�
ных принципах [34]: 1) “различные РНК последо�
вательности могут сворачиваться в одни и те же
вторичные структуры”; 2) “уникальная структура
и функция РНК созданы в ходе эволюционного
процесса путем мутаций и отбора”. Результат
предсказания обычно сравнивают с доступными
закристаллизованными структурами. Класс срав�
нительного анализа включает несколько методов,
один из которых основан на выявлении структур�
ных мотивов (предсказывает 70% п.н.). 

( )G S
RT

S

Q e
−Δ

=∑

( )1( )
G S

RTP S e
Q

−Δ

=

Также известны случаи объединения термоди�
намической модели и сравнительного анализа.
Хофакер [43] представил метод компьютерного
расчета вторичной структуры для набора выров�
ненных РНК последовательностей, используя од�
новременно термодинамическую стабильность и
корреляцию последовательностей. Данная про�
грамма, известная под названием RNAalifold, до�
ступна пользователям интернета в пакете про�
грамм Vienna.

МОДЕЛИРОВАНИЕ СВОРАЧИВАНИЯ 
МОЛЕКУЛ РНК

Несмотря на простоту первичной структуры
молекул РНК, они участвуют в большом количе�
стве биологических процессов. Пространствен�
ная структура и сворачивание больших молекул
РНК − предмет исследования многих ученых в
последнее время [44]. 

Во вторичной структуре РНК контактов, обра�
зованных дальними участками по цепи, меньше,
чем в белках [45]. Однако именно их поведение
определяет характер перехода спираль–клубок
для больших молекул РНК: спирали, образован�
ные спариванием далеких по цепи участков, пла�
вятся одновременно по механизму фазового пе�
рехода второго рода, в то же время спирали, обра�
зованные близкими по цепи участками, плавятся
практически независимо [46].

Исследование кинетики самоорганизации ге�
терополимерных цепей показало, что скорость их
сворачивания сильно зависит, как от внешних
условий [47−50], так и от самой последовательно�
сти [51]. В случае белковых моделей показано
[51−53], что геометрические свойства нативного
состояния влияют на скорость сворачивания в
это состояние и его стабильность. Так установле�
но, что нелокальные контакты важны для восста�
новления нативной структуры [53], а структуры
белковых моделей, имеющие большее число не�
локальных контактов, сворачиваются в стабиль�
ную структуру на два порядка быстрее, чем струк�
туры с большим числом локальных контактов
[51]. Естественно предположить, что для свора�
чивания больших молекул РНК, которым нужно
преодолеть огромный перебор возможных струк�
тур, существуют геометрические факторы, уско�
ряющие это процесс.

В работах [54, 55] показано, что таким факто�
ром в модели вторичной структуры РНК является
наличие в нативной структуре сильных энергети�
ческих контактов, образованных удаленными
участками по цепи. Показано, что “геометриче�
ски” отредактированные последовательности, в
которых сделано соответствие между энергиями
нативных контактов: самые сильные контакты
образованы между самыми дальними участками
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по цепи, находят свое нативное состояние в опти�
мальной области внешних параметров (темпера�
туры и эффективной силы взаимодействия между
звеньями) на порядок быстрее, чем случайные
последовательности. 

Алгоритм с использованием дискретной моле�
кулярной динамики, ранее применяемый для
расчетов с белками, опробовали на РНК, он хоро�
шо предсказывает как 3D�структуры, так и саму
кинетику сворачивания [56]. Чтобы провести
данным методом расчеты, структуру РНК упро�
стили и рассмотрели ее как модель “бусины на
нитке”. Суть модели в том, что полноатомная мо�
дель, полученная экспериментально, переводит�
ся в грубую модель (coarse�grained) таким обра�
зом, что каждому нуклеотиду соответствует 3 точ�
ки: P – центр масс фосфатной группы,
практически совпадает с фосфором в PO4 группе;
S – центр масс рибозы; B – точка, соответствую�
щая основанию, которая описывается центром
масс шестичленного кольца в пуринах и пирими�
динах. Модель протестировали на 153 последова�
тельностях РНК, доступных из банка нуклеино�
вых кислот (NDB). При этом отбирали молекулы
длиной от 10 до 100 н. (так как более короткие мо�
лекулы РНК не обладают достаточной третичной
структурой). При этом в отобранных молекулах
представлены основные виды третичной структу�
ры: L�подобная тРНК, шпильки, псевдоузлы.
Для каждой отдельной РНК сначала моделирова�
ли развернутое состояние, после чего запускали
алгоритм обмена репликами при различных тем�
пературах.

Основной алгоритм расчета кинетики (пути)
сворачивания РНК основан на методе дискрет�
ной молекулярной динамики [56]. Чтобы пред�
ставить энергетический ландшафт пути сворачи�
вания, применяли алгоритм обмена репликами.
Энергетический ландшафт сильно изрезан: он со�
стоит из “шероховатостей”, “склонов”, ведущих
к энергетическим ямам, которые соответствуют
стабильным состояниям молекулы или ее мини�
мумам свободной энергии. Достижение глобаль�
ного минимума ускоряется при увеличении тем�
пературы. А чтобы преодолеть энергетические ба�
рьеры на ландшафте, используют алгоритм
обмена репликами. Суть его состоит в том, что од�
новременно запускается симуляция сворачива�
ния множества одинаковых моделей исследуемой
молекулы при разных температурах. Информа�
цию, полученную от индивидуального моделиро�
вания сворачивания каждой молекулы, объеди�
няют при помощи алгоритма Монте�Карло.
Функция последнего состоит в том, что через
определенные промежутки времени он запускает
обмен температурами Ti и Tj между репликами i и
j (каждая из которых обладает энергиями Ei и Ej).
Обмен температурами осуществляется в рамках

алгоритма Монте�Карло по схеме Метрополиса с
вероятностью обмена p = 1 если Δ = (1/kBTi –
⎯ 1/kBTj)(Ej – Ei) ≤ 0, и p = exp(–Δ), если Δ > 0 [57].
Алгоритм обмена репликами используют для то�
го, чтобы быстро заполнить конформационные
пространства, доступные для РНК. В алгоритме
для простоты используют 8 температур: 0.200,
0.208, 0.214, 0.220, 0.225, 0.230, 0.235, и 0.240 (тем�
пература дана в абстрактных единицах). 

Рассмотренную выше модель успешно исполь�
зовали для предсказания ядер сворачивания для
тРНК молекул. Алгоритм для изучения процес�
сов, включающих сворачивание/разворачивание
белков [58], успешно применен для расчетов на
тРНК [59]. Для четырех молекул тРНК, структу�
ры которых получены в свободном состоянии
(тРНКPhe, тРНКAsp, тРНКfMet, тРНКLys), рассчита�
ны профили Ф�величины. Эти профили согласу�
ются с экспериментальным данными, свидетель�
ствующими, что нуклеотидные остатки в области
петель D� и T�шпилек вовлекаются в структуру
тРНК последними или, точнее, не входят в ядро
сворачивания тРНК. Высокие значения рассчи�
танных Ф�величин в области антикодоновой
шпильки показывают, что там локализовано ядро
сворачивания для тРНК.

Ввиду большого разнообразия биологических
функций РНК понятно, что разные молекулы мо�
гут использовать различные пути сворачивания.
Вопросы о том, какие элементы структуры лими�
тируют сворачивание разных типов РНК, и каким
образом макромолекула выбирает кинетический
путь сворачивания, остаются пока открытыми.
Наша задача состоит в разработке как теоретиче�
ских, так и экспериментальных методов опреде�
ления таких структур и описания кинетических
путей сворачивания. Рассматриваемые и обсуж�
даемые в этом обзоре данные необходимо прини�
мать во внимание при рассмотрении процесса
моделирования сворачивания молекул РНК.
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