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В данном обзоре рассмотрены типы контактов РНК с аминокислотами и белками разной функци-
ональной направленности, обеспечивающие специфическое связывание с отдельными гетероцик-
лическими основаниями и последовательностями нуклеотидов. Рассмотрено применение «кода 
узнавания» для создания искусственных рибонуклеаз со специфичностью РНКазы Т1 на основе 
олигонуклеотид-пептидных конъюгатов. 

Введение

Термин «искусственные», или «химические», 
рибонуклеазы был введен более 10 лет назад 
для описания низкомолекулярных органических 
соединений, способных в физиологических (или 
близких к ним) условиях катализировать рас-
щепление фосфодиэфирных связей в РНК спе-
цифично к последовательности или случайным 
образом (Morrow, 1994). Первые химические 
рибонуклеазы обладали низкой активностью, и 
заметное расщепление РНК наблюдалось лишь 
при длительной инкубации РНК-субстрата в 
присутствии искусственного фермента. 

Позднее был сформулирован общий принцип 
строения искусственных рибонуклеаз: объеди-
нение в одной молекуле структур, обладающих 
сродством к определенным нуклеотидным 
последовательностям или элементам структуры 
РНК, с молекулами, способными катализиро-
вать расщепление фосфодиэфирных связей. В 
качестве РНК-связывающих фрагментов (или 
доменов, по аналогии с природными катализа-
торами-ферментами) были использованы поли-
катионы различного строения, интеркаляторы, 
пептиды и антисмысловые олигонуклеотиды. 
При конструировании каталитических доменов 
известных на настоящий момент искусственных 
рибонуклеаз использовались или металлокомп-

лексы, или органические структуры, содержа-
щие функциональные группы – имидазольные 
(Зенкова и др., 2000, Zenkova et al., 2001), кар-
боксильные (Endo et al., 1996), гуанидиниевые 
и аминогруппы в разных комбинациях (Oost 
et al., 1997), характерные для каталитических 
центров природных рибонуклеаз – РНКазы А 
и РНКазы Т1.

Основная проблема, с которой сталкиваются 
при конструировании химических рибонуклеаз, 
состоит в создании конструкций, проявляющих 
различную специфичность расщепления РНК, 
подобно природным рибонуклеазам. В природ-
ных РНКазах проблема специфичности решается 
организацией субстрат-связывающего центра, 
в котором специфическое взаимодействие 
аминокислотных остатков с РНК обеспечивает 
связывание гетероциклического основания и 
оптимальную конформацию фосфодиэфирной 
связи, которая подвергается расщеплению. 
Большинство исследованных искусственных 
рибонуклеаз расщепляют РНК преимуществен-
но по связям в мотивах Pyr-A, тогда как другая 
специфичность расщепления РНК химическими 
рибонуклеазами была показана лишь в единич-
ных работах (Endo et al., 1997).

При конструировании искусственных ри-
бонуклеаз учитывают особенности  строения 
каталитического центра природных ферментов 
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и вводят в структуру соединения функциональ-
ные группы, например, такие, как имидазол, 
аминогруппы, которые в природных рибонукле-
азах участвуют в реакции трансэтерификации. 
Моделирование специфического связывания, 
происходящего в природном ферменте, явля-
ется чрезвычайно непростой задачей в связи 
со сложной пространственной организацией 
субстрат-связывающего центра и многото-
чечным контактом фермент–субстрат. Тем не 
менее неоднократно предпринимались попытки 
такого моделирования: в структуру искусст-
венных рибонуклеаз вводили ароматические 
аминокислотные остатки, например, фени-
лаланин (Tung et al., 1992), способствующие 
стабилизации гетероциклического основания в 
нужной конформации путем стэкинга. Однако 
это не влияло на специфичность расщепле-
ния РНК: расщеплению подвергались связи в  
Pyr-A-мотивах. 

Теоретически узнавание нуклеотидов дан-
ного типа A, С, G или U в последовательности 
РНК может обеспечиваться высокоселективны-
ми взаимодействиями между определенными 
функциональными группами, аминокислотами 
или пептидными мотивами и определенным 
видом гетероциклических оснований РНК, а 
также с сахарофосфатным остовом. Для со-
здания искусственных рибонуклеаз с разной 
специфичностью необходимо понимание 
правил универсального кода узнавания – некой 
формулы соответствия определенного набора 
функциональных групп и их пространствен-
ного расположения в искусственной рибо-
нуклеазе от последовательности оснований в 
РНК. Такие формулы соответствия были най-
дены природой и реализованы в ряде белков  
и ферментов.

В данном обзоре будут рассмотрены типы 
контактов РНК с аминокислотами и белками 
разной функциональной направленности, 
обеспечивающих специфическое связывание с 
отдельными гетероциклическими основаниями 
и последовательностями нуклеотидов. Будет 
рассмотрено применение «кода узнавания» 
для создания искусственных рибонуклеаз со 
специфичностью РНКазы Т1 на основе олиго-
нуклеотид-пептидных конъюгатов.

1. Правила узнавания: «последовательность 
РНК– последовательность белка». 

Специфическое взаимодействие аминокислот  
с гетероциклическими основаниями в РНК

Вторичная структура РНК представляет 
собой комбинацию коротких двуспиральных 
участков, соединенных петлями различного 
размера. Двойная спираль (А-форма) РНК имеет 
глубокую и узкую большую бороздку, кото-
рая обычно не доступна для взаимодействия 
с белками (Draper, 1999). Однако вторичная 
структура РНК в основном состоит из коротких 
двуцепочечных участков и поворотов между 
ними, что делает большую бороздку доступной 
для взаимодействия с концов спирали. Кроме 
того, структура РНК содержит значительное 
число мисматчей, боковых и внутренних петель 
различной длины, которые дестабилизируют 
двойную спираль, и способствует взаимодей-
ствию белков с РНК со стороны большой бороз-
дки. Напротив, широкая и плоская поверхность 
малой бороздки РНК доступна для взаимодей-
ствия с белками (Hermann, Patel, 1999).

Ввиду больших различий между вторичными 
структурами РНК и ДНК многие правила узна-
вания белками ДНК не могут быть применены 
к РНК (Pabo, Nekludova, 2000; Luscombe et al., 
2001). Однако один из важных определяющих 
элементов специфичности, как в ДНК, так и в 
РНК-белковых комплексах – это водородные 
связи, образованные между полярными груп-
пами в белках и основаниями в нуклеиновых 
кислотах.

РНК-белковые взаимодействия находятся 
на ранней стадии изучения. Самое очевидное 
отличие между РНК и ДНК комплексами – это 
участие 2′ ОН группы рибозы в образовании 
более чем четверти всех водородных связей, 
обнаруженных в РНК-белковых комплексах 
(Treger, Westhof, 2001). В комплексах РНК-ами-
нокислота водородные связи играют менее важ-
ную роль, чем в комплексах ДНК-аминокислота 
(Allers, Shamoo, 2001; Jones et al., 2001), так как 
в РНК основания часто находятся вне спирали, 
выведены из стэкинг-взаимодействий и участ-
вуют в Ван-дер-ваальсовых взаимодействиях 
с белком (Cheng et al., 2003). Тем не менее для 
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специфического узнавания РНК водородные 
связи так же важны, как и для узнавания ДНК. В 
работе (Cheng et al., 2003) были проанализиро-
ваны возможные водородные связи между ами-
нокислотами и основаниями и парами основа-
ний в РНК. Были рассмотрены взаимодействия 
с участием неспаренных оснований в боковых и 
апикальных петлях шпилек; с неканоническими 
парами оснований, которые способны образо-
вывать множественные водородные связи и, 
таким образом, могут являться специфическими 
элементами узнавания, и проведены расчеты 
возможных взаимодействий, между аминокис-
лотами и неспаренными основаниями (A, C, 
G, U, A+ и C+), или парами оснований в РНК в 
планарных конформациях.

1.1. Водородные связи между аминокислотами  
и основаниями в РНК

Из 32 возможных контактов, в которых учас-
твуют 2 или более водородных связей, между 
неспаренными основаниями в РНК и амино-
кислотами – в 12 участвуют остатки Asn(Gln) 
и в 8 – Ser (Thr/Tyr). Боковые радикалы этих 
аминокислот способны образовывать связи со 
всеми основаниями, кроме протонированного 
аденина A+. Боковые радикалы Asn(Gln), со-
держащие две акцепторные группы, способны 
взаимодействовать с основаниями А, G, A+ и 
C+, но не с уридином U. Для аргинина, содер-
жащего пять донорных групп, было обнаружено 
формирование 4 контактов с С и G.

В табл. 1 представлены данные по специфи-
ческому взаимодействию оснований в РНК и 
ДНК с аминокислотами, проанализированные 
на основе данных о таких взаимодействиях в 
ДНК- и РНК-белковых комплексах. Из 32 ти-
пов контактов, предсказанных теоретически, 
в составе комплексов было найдено 17 типов 
контактов. 12 типов контактов в ДНК-белковых 
комплексах, включающих 5 типов контактов со 
стороны большой бороздки, и два типа контак-
тов, протекающих со стороны малой бороздки: 
Arg•G и Asn(Gln) A. Было обнаружено 6 типов 
контактов ДНК с боковыми радикалами ами-
нокислот, в которых наблюдалось образование 
двух водородных связей с «наружной» стороны 

Уотсон-Криковской пары. Например, образова-
ние водородной связи между Ser и U наблюдали 
в составе комплекса транскрипции (Najmudin et 
al., 2000), Lys-C – в комплексах одноцепочечной 
ДНК в составе нуклеокапсида (Morellet et al., 
1998); Arg-C – в комплексе эксцизионной репара-
ции (Norman et al., 2001); Asn(Gln)-A – в комплек-
сах РНКаза B/ДНК и ДНК/метилтрансфераза (Ko 
et al., 1996; Goedecke et al., 2001); Arg-G – в двух 
белках, участвующих в связывании теломерных 
участков хромосомы (Horvath et al., 1998; Ding 
et al., 1999) и Asp (или Glu) - C+ – в комплексах 
ДНК/метилаза HhaI или HaeIII (Klimasauskas et 
al., 1994; Reinisch et al., 1995) (табл. 1). 

Данные по РНК-белковым комплексам отно-
сительно малочисленны, однако удалось про-
вести сравнение взаимодействий между РНК 
и боковыми радикалами аминокислот в белках. 
Было найдено 16 типов контактов между амино-
кислотами и основаниями в РНК, в 8 из которых 
аминокислоты образуют по две водородные свя-
зи с краевыми атомами оснований (табл. 1). Не-
которые из контактов, такие, как Glu-U(Т), Ser-C 
и Ser-C+, были найдены только в РНК-белковых 
комплексах, тогда как взаимодействия Ser-U(T), 
Lys-C, Arg-C, Asn(Gln)-A и Asp-G были найдены 
как в РНК, так и в ДНК-белковых комплексах. 
При узнавании основания РНК, находящегося 
в составе Уотсон-Криковской пары, наиболее 
часто встречались взаимодействия Arg-G, 
а взаимодействия Asn(Gln)-A встречались  
реже всего.

1.2. Взаимодействие аминокислот  
с обоими основаниями в РНК в составе 

комплементарной или неканонической пары

Наибольшая специфичность узнавания уни-
кальных участков РНК достигается в случае, 
если аминокислота образует водородные связи 
с обоими основаниями неканонической пары 
(Walberer et al., 2003). Специфическое опознава-
ние неправильной пары G•A было обнаружено 
в комплексе Rev пептид/RRE РНК (Tan et al., 
1993). Теоретически в РНК может быть 53 воз-
можных пары оснований (Cheng et al., 2003). 
Так же, как и в случае не спаренных основа-
ний, наиболее частым типом взаимодействий 
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Таблица 1 
Водородные связи между аминокислотой и основанием,  

обнаруженные в ДНК- и РНК-белковых комплексах

Взаимодействие Тип взаимо-
действия 1

Найдено
Комплекс 2

Аминокислота Основание ДНК РНК

Ser
Thr
Tyr

T
U

W-C 1 1
ДНК: обратная транскриптаза (1d0е) Ser67;
РНК: Sxl (1b7f) Tyr164

Asn 
Gln

U W-C 0 6
РНК: AspRS (1asy, 1asz) Gln138, (1c0a) Gln46, (1efw) 
Gln47, (1il2) Gln1046; GlnRS (1euq) Gln517

Lys C W-C 1 1
ДНК: нуклеокапсид (1bj6) Lys34;
РНК: нуклеолин (1fje) Lys94

Arg C W-C 1 4
ДНК: оксоG гликозилаза (1fn7) Arg204;
РНК: S15/S16/S18 (1ekc, 1g59) Arg74; AspRS (1il2) 
Arg225; GluRs (1g59) Arg358

Ser
Thr
Lys

C W-C 0 1 РНК: AspRS (1asz) Ser329

Asn
Gln

A M-G 83 1 РНК: 50S рибосомы (1jj2) Asn44

Ser
Thr
Tyr

A M-G 11 7
РНК: U1A (1aud) Tyr12, (1dz5) Ser45, Thr88, Tyr12; MS2 
coat (5msf, 6msf, 7msf) Thr45

Asn
Gln

A W-C 3 2
ДНК: РНКаза B (1rbj) Gln69, Asn71; метилтрансфераза 
(1g38) Asn105
РНК: U4 (1e7k) Ser96; рибозим (1hp6) Ser91

Ser
Thr
Tyr

A M-G 0 1 РНК: U2B″/A′ (1a9n) Ser91

Asn
Gln

G m-G 7 3 ДНК: теломера BP (1otc) Gln135

Lys G MG 20 6
РНК: L30 (1ck8, 1cn9) Lys28; 50 S (1jj2) Lys35; ПроRS 
(1h4g,1h4s) Lys369

Arg G M-G 164 19
ДНК: теломера BP (1otc) Arg274;
РНК: AspRS (1c0a, 1il2) Arg222; Rev (1ull) Arg6, (484d) 
Arg41; нуклеолин (1fje) Arg49

Asp
Glu

G W-C 10 15

ДНК: теломера BP (1otc) Asp225, Glu45;(1jb7) Asp223, 
Asp225, Glu45, (1k8g, 1kix) Asp223, Asp25; UP1 (2up1) 
Asp42;
РНК: TRAP (1c9s, 1gtf, 1gtn) Asp39, Glu36; AspRS (1il2) 
Glu93; ThrRS (1gf6, 1kog) Glu600; ПроRS (1h4g, 1h4s) 
Asp354, (1h4s) Glu340; 50s (1jj2) Asp105, Glu71

Asp
Glu

C+ W-C 3 0 ДНК: HaeIII (1dct) Glu109; HhaI (1mht, 4mht) Glu119

Ser
Thr
Tyr

C+ W-C 0 2 РНК: U1A (1aud, 1dz5) Tyr12

1 сокращение W-C соответствует паре Уотсона-Крика; M-G – большой бороздке; m-G – малой бороздке; 
2 в скобках приведен номер в соответствии с PDB (Protein Data Bank) аналогично ДНК, встречали контакты Arg-G, 
а взаимодействие Asn(Gln)-A встречали реже всего.
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было взаимодействие оснований с Asn(Gln) (77 
случаев). При образовании контактов с обоими 
основаниями в паре наиболее распространен-
ными были контакты с Arg (64 случая), который 
практически не участвовал во взаимодействиях 
с неспаренными основаниями. Было обнаруже-
но три типа возможных контактов Asn(Gln) с 
парами пурин-пиримидин: два с G•C и одно с 
C•A+; одно с парой C•С+ и ни одного с парами 
пурин-пурин. Из 186 возможных контактов 9 
происходят с образованием трех водородных 
связей между основанием и боковыми ради-
калами Asn(Gln) или Arg. 4 взаимодействия 
вовлекали контакты между Arg и воббл-парой 
G•U или обратными воббл-парами; 5 взаимо-
действий включали контакты между Asn(Gln) 
и четырьмя неканоническими парами основа- 
ний – двумя G•G и двумя G•С+. Эти пары осно-
ваний наиболее часто участвуют во взаимодейс-

твиях с аминокислотами в РНК. Кроме того, эти 
пары могут участвовать во взаимодействии с 
еще одним основанием, причем третье основа-
ние выполняет специфическое узнавание пары, 
так же, как и аминокислота. Одновременное 
связывание аминокислотой обоих оснований в 
паре часто встречается как элемент специфичес-
кого распознавания в РНК-белковых комплек-
сах. Так, например, в комплексе белка сплайсо-
сомы U2B″-U2A′ с U2 шпилькой snРНК Lys20 
специфически узнает U•U пару, находящуюся в 
петле (рис. 1а). При образовании комплекса Rev 
белок (HIV) связывается с RRE шпилькой РНК 
посредством образования водородных связей 
между Asn40 и обоими основаниями пары G•A 
(рис. 1б). Положение Asn40 в двух комплексах 
Rev пептид-РНК было определено с помощью 
ЯМР, однако эти комплексы отличались по 
ориентации водородных связей (рис. 1в). Пока 

Рис. 1. Опознавание аминокислотой пар оснований в РНК- и ДНК- белковых комплексах. 
а – Lys20/РНК, б – Asn40/РНК, в – Asn40/РНК, г – Lys19/РНК, д – Asn35/ДНК, е – Asn183/ДНК.
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не ясно, связаны ли эти различия с разными 
контекстами РНК, в которых располагаются 
G•A пары. RRE-связывающий пептид из комби-
наторной библиотеки, обладающий наибольшей 
аффиностью к субстрату, связывал G•A пару 
путем образования водородной связи боковым 
радикалом Glu вместо Asn, расположенным в 
окружении остатков аргинина (Ye et al., 1996).

В составе РНК-белковых комплексов обна-
ружено четыре возможных типа контактов ами-
нокислот с классическими Уотсон-Криковски-
ми парами оснований. Так, боковой радикал Asn 
(Gln) взаимодействует как со стороны большой, 
так и со стороны малой бороздки с G•C парой, и 
со стороны большой бороздки с A•U парой. Два 
из этих взаимодействий наблюдались в соста-
ве комплексов Asn-A•T взаимодействие через 
большую бороздку в комплексе с-Myb-ДНК 
(Ogata et al., 1994); и Asn-G•C, связывающийся 
через малую бороздку в случае комплексов Endo 
IV – ДНК и Gln-РНК синтетаза – тРНК (Ogata et 
al., 1994, Arnez, Steitz, 1996) (рис. 1д). В комп-
лексе c-Myb-ДНК Asn183 образует водородные 
связи с обоими основаниями A•T пары (рис. 1е). 
В кристаллической структуре комплекса Endo 
IV – ДНК Asn183 взаимодействует с G•C парой 
посредством образования прямых водородных 
связей между боковым радикалом и основани-
ями. Однако Endo IV является эндонуклеазой 
эксцизионной репарации и опознает не содер-
жащие оснований нуклеотиды, поэтому роль 
специфического взаимодействия с основаниями 
не совсем ясна.

Для воббл-пары G•U наиболее часто встреча-
ется взаимодействие с аминокислотами Arg, Lys, 
Asn(Gln) и Ser(Thr/Tyr). Arg и Lys взаимодейс-
твуют с G•U парой только со стороны большой 
бороздки, тогда как Ser (Thr/Tyr) – со стороны 
малой бороздки, Asn(Gln) взаимодействует с G•U 
со стороны обеих бороздок. Для 7 из 11 Arg-G•U 
водородных связей необходима непланарная ори-
ентация гуанидиниевой группы относительно 
пары оснований. Взаимодействие между Lys28 
и G•U парой наблюдали в его собственной тРНК 
(Mao et al., 1999). Другим примером такого вза-
имодействия является взаимодействие между 
Lys19 и G•U парой в комплексе SRP 19-7SL/РНК 
(рис. 1г) (Hainzl et al., 2002).

2. Правила узнавания «последовательность 
РНК – структура белка»: основы 
специфичности белков с разной 

функциональной направленностью

2.1. Основы специфичности узнавания 
природных рибонуклеаз

Рибонуклеазы являются природными ка-
тализаторами расщепления фосфодиэфирных 
связей в РНК. Каталитические функции РНКаз, 
важнейших ферментов метаболизма РНК, за-
ключаются в расщеплении мРНК, превращении 
предшественников РНК в зрелые формы, про-
дукции малых регуляторных РНК, деградации 
определенных типов РНК. 

В этой части обзора будут рассмотрены три 
группы РНКаз, отличающихся по молекулярно-
му весу, аминокислотной последовательности 
и специфичности действия: семейство РНКазы 
А (Bientema et al., 1997) (специфичность рас-
щепления 5′-Pyr↓A-3′), семейство РНКазы Т1 
(Pace et al., 1991) (специфичность расщепления 
5′-Gp↓X-3′ и 5′-ApX-3′) и семейство РНКазы 
Т2 (Irie, Ohga, 2001) (рибонуклеазы с низкой 
специфичностью). Структура всех природных 
РНКаз включает два типа активных центров: 
центр связывания субстрата и каталитический 
центр, осуществляющий связывание фосфатной 
группы и гидролиз фосфодиэфирной связи. В 
природных РНКазах проблема специфичности 
решается путем организации субстрат-связы-
вающего центра, в котором взаимодействие 
аминокислотных остатков с РНК обеспечивает 
связывание гетероциклического основания и 
оптимальную конформацию фосфодиэфирной 
связи, по которой протекает гидролиз.

Субстрат-связывающий центр рибонуклеаз 
семейства РНКазы А (панкреатическая рибонук-
леаза А, RC-РНКаза (Liao, 1992), онконаза (Ardelt 
et al., 1991) образован боковыми радикалами 
треонина, фенилаланина и серина. Серин и фени-
лаланин находятся в частичном стэкинге с пири-
мидиновым кольцом субстрата, а гидроксильная 
группа и амидная группа треонина участвуют в 
связывании пиримидинового гетероцикла. 

Специфическое связывание гуанина в случае 
рибонуклеаз семейства РНКазы Т1 (РНКаза 



291Вестник ВОГиС,  2006,  Том 10,  № 2

Т1 (Pace et al., 1991), РНКаза F1 (Vassylyev et 
al., 1993) осуществляется путем закрепления 
этого гетероциклического основания между 
двумя ароматическими боковыми радикалами 
тирозина (Tyr42 и Tyr45), а остатки аспараги-
новой кислоты (Asp43 и Asp44) вместе с Tyr45 
образуют сеть водородных связей с О6 и N7 
атомами гуанина. Роль аргинина в субстрат-
связывающем центре РНКазы Т1 до сих пор до 
конца не установлена, но для белков, мутант-
ных по Arg77, была показана полная потеря 
функциональной активности (Backmann et al., 
1994). Предполагают, что Arg77 участвует в 
стабилизации переходного пентакоордини-
рованного состояния фосфора. Связывание 
аденина (РНКаза U2) (Uchida et al., 1970) осу-
ществляется боковыми радикалами тирозина, 
глутаминовой и аспарагиновой кислот: Tyr44 
и Glu69 образуют водородные связи с N7 и N1 
атомами аденина соответственно.

Третье семейство, семейство РНКазы Т2, 
включает рибонуклеазы с низкой специфичнос-
тью, такие, как РНКаза Т2 (Irie, Ohga, 2001) и 
РНКаза Rh (Horiuchi et al., 1998) (преимущес-
твенно расщепляют связи после остатков аде-
нина), РНКаза LE (Jost et al., 1991) (связи после 
остатков гуанина), РНКаза CL1 и РНКаза Мс1 
(связи после остатков уридина). Для РНКаз это-
го семейства в субстрат-связывающем центре 
характерно присутствие кластера гидрофобных 
аминокислот (триптофана и тирозина), закреп-
ляющих гетероциклическое основание между 
двумя ароматическими боковыми радикалами.

Одним из интересных примеров рибонукле-
аз является рибонуклеаза Р (РНКаза Р), катали-
зирующая созревание пула тРНК (пре-тРНК) во 
всех организмах от археобактерий до эукариот 
путем расщепления фосфодиэфирной связи 
между гуанозином с 5′ конца тРНК и остатком 
уридина на 3′-конце пре-тРНК. В результате 
образуется молекула зрелой тРНК, содержащая 
на 5′-конце фосфатную группу, и выщепляется 
лидерная последовательность, содержащая на 
3′-конце гидроксильную группу. Таким образом, 
рибонуклеаза Р расщепляет пре-тРНК с образо-
ванием 5′-фосфатной и 3′-гидроксильной групп, 
чем отличается от многих РНКаз и рибозимов, 
которые катализируют расщепление с образо-

ванием 2′,3′-циклофосфата и 5′-гидроксильной 
группы (Hseih et al., 2004). Почти все РНКазы 
Р из трех главных царств (археобактерии, бак-
терии и эукариоты) содержат в своем составе 
РНК и белковые субъединицы. Исключение 
составляют РНКазы Р из митохондрий, хло-
ропластов и Aquifex, которые не содержат РНК 
компонент (Brown, 1999; Doudna, Cech, 2002; 
Xiao et al., 2002).

РНК в составе РНКазы Р из различных 
организмов значительно отличаются по дли-
не и последовательности. РНК компонент  
РНКазы Р является главным каталитическим 
доменом этого фермента, тогда как белковый 
компонент РНКазы Р отвечает за сродство к пре-
тРНК и увеличивает локальную концентрацию 
ионов магния, требующуюся для оптимальной 
активности фермента. Изучение структуры 
РНКазы Р из Bacillus subtilis показало, что бе-
лок представляет собой глобулу, часть которой 
гомологична двум РНК связывающим белкам: 
С-концевому домену рибосомального белка 5S 
и домену VI фактора элонгации G (Hansen et 
al., 2001). Белок РНКазы Р из Bacillus subtilis 
содержит три возможных РНК-связывающих 
участка: (1) центральная впадина, формируемая 
одной α-спиралью и четырьмя β-складками, (2) 
отрицательно заряженная металлсвязывающая 
петля и (3) богатый основными аминокислотами 
РНК-связывающий мотив (RNR-мотив), кон-
сервативный у всего семейства РНКаз Р. Цент-
ральная впадина белка прямо взаимодействует с 
одноцепочечной 5′-лидерной последовательнос-
тью пре-тРНК на расстоянии 4–8 нуклеотидов 
от расщепляемой фосфодиэфирной связи, и, 
таким образом, играет роль в субстратном узна-
вании. Таким образом, главная функциональная 
роль белкового компонента в бактериальной  
РНКазе Р – это усиление сродства РНК-домена 
к субстрату и к ионам металла, а не связывание 
с РНК-субстратом.

2.2. Специфическое опознавание определенных 
нуклеотидных последовательностей  
в РНК аргинин-богатыми белками

В этой части обзора будет рассмотрено 
опознавание определенных нуклеотидных 
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последовательностей РНК белками на примере 
трех комплексов: РНК-Rev пептид; РНК-N бе-
лок фага γ и TAR РНК – Tat белок BIV (bovine 
immunodeficiency virus). Эти белки, связываю-
щиеся с большой бороздкой РНК, относятся к 
классу аргинин-богатых белков (Draper, 1999).

Структура комплекса Rev-RRE была изучена 
методом ЯМР (Battiste et al., 1996) и приведена 
на рис. 2а. Было показано, что два мисматча 
пурин-пурин и основание внутренней петли 
(U72) создают необычный S-образный остов, 
в котором G71 «выпрыгивает» и располагается 
параллельно с G48, с которым он образует не-
каноническую пару. «Эффект сетки» приводит к 
значительному расширению большой бороздки 
и облегчает взаимодействие РНК с α-спиралью 
белка. Rev пептид принимает альфа-спираль-
ную конформацию при связывании с РНК (Tan 
et al., 1993) (рис. 2а).

N белок фага λ предотвращает терминацию 
транскрипции некоторых собственных оперонов 
фага посредством связывания с транскриби-
руемыми РНК. N-концевая часть пептида не 
упорядочена, но упаковывается в α-спираль 
при связывании с боксом В-шпильки РНК (Tan, 
Frankel, 1995; Van Glist et al., 1997). При изуче-
нии комплекса методом ЯМР было показано, что  
α-спираль пептида связывается с GNRA-подоб-
ной четырехзвенной петлей, и делает большую 
бороздку прилегающей спирали доступной для 
взаимодействия (Legault et al., 1998). α-спи-
раль белка простирается на 4 пары оснований  
в шпильке РНК и «кэпирует» четырехзвенную 
петлю посредством стэкинга остатка триптофа-
на с основанием петли (рис. 2б).

Белок Tat BIV содержит аргинин-богатый 
участок, который связывает шпильку TAR в 
вирусной мРНК. TAR район содержит два вы-
петленных основания, одно из которых, U12, не 
участвует в стэкинг взаимодействии, а второе 
основание, U10, располагается в большой бо-
роздке, образуя Хугстинговские связи с парой 
А13•G11 (рис. 2в). Такой тип взаимодействия 
приводит к «застегиванию» спирали, при этом 
большая бороздка открывается достаточно ши-
роко для взаимодействия с пептидом, который 
связывается как нерегулярная β-шпилька. Обе 
β–шпильки Tat белка контактируют со спиралью 

РНК. Специфические контакты с основаниями 
формируются посредством образования водо-
родных связей с тремя остатками Arg и двумя 
положениями в белковом остове. Изолейцин 
располагается напротив Хугстиновской тройки 
A13•U10•G11 и играет важную роль в формиро-
вании комплекса. α-карбонильные атомы Gly71 
и Gly74 располагаются близко к рибозе А21 
и основанию U21, соответственно, и играют 
важную роль в осуществлении специфических 
взаимодействий; Gly76 важен для поворота 
шпильки пептида.

3. Применение «правил узнавания»  
для конструирования искусственных 

рибонуклеаз, расщепляющих РНК  
по связям после остатков гуанина

В недавних работах нами было показано, 
что конъюгаты на основе олигонуклеотидов, 
не комплементарных РНК-субстрату, и пеп-
тида (LR)4G-NH2 расщепляют РНК с высо-
кой эффективностью по фосфодиэфирным 
связям в последовательностях двух типов: 
Pyr-A и G-X (Миронова, 2003; Mironova et al.,  
2004a, 2006).

Пептидный остаток отвечает за каталити-
ческую активность и сродство к РНК, а олиго-
нуклеотид влияет на структуру пептида и моду-
лирует специфичность конъюгата в структуре 
внутримолекулярного комплекса (Mironova et 
al., 2006). Рибонуклеазная активность таких 
конъюгатов и специфичность расщепления 
РНК зависела от длины и последовательности 
олигонуклеотида (Mironova et al., 2004b, 2006). 
В результате скрининга длины и последователь-
ности олигонуклеотида, пептида и структуры 
линкерных групп был идентифицирован конъ-
югат девятизвенного олигонуклеотида и пепти-
да (LR)4G-NH2, соединенных линкером из трех 
остатков дезоксирибозы, расщепляющий РНК 
по связям в G-X последовательностях (рер-9) 
(Неопубл. данные).

Исходя из литературных данных по сродству 
аминокислот к определенным основаниям в 
РНК было сделано предположение, что именно 
остатки аргинина в пептиде отвечают за срод-
ство конъюгата к остаткам гуанина. Для под-
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Рис. 2. Структуры комплексов РНК-белок. 
а – Rev пептид/RRE РНК; б – N белок фага λ/РНК 
(фаг γ); в – Tat белок BIV/TAR РНК (BIV).

тверждения этой гипотезы использовали метод 
химической модификации РНК с последующим 
расщеплением модифицированного субстрата 
конъюгатом рер-9. В качестве модифицирующих 
реагентов использовали диметилсульфат (ДМС), 
метилирующий остатки гуанина по N7 атому, и 
глиоксаль, модификация которым приводит к 
циклизации N1 атома гуанина и экзоциклической 
аминогруппы второго атома, в результате чего 

эти два положения становятся закрытыми от 
взаимодействия (рис. 3).

Модификацию проводили согласно мето-
дикам, описанным в работах (Brunel, Romby, 
2000; Zhang et al., 2001). В экспериментах по 
модификации ДМС и глиоксалем использова-
ли 21-звенный олигонуклеотид ON21, содер-
жащий шесть остатков гуанина (рис. 3а). На  
рис. 3в представлен анализ расщепления ON21 и 
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ON21, модифицированного диметилсульфатом, 
конъюгатом рер-9. Для оценки степени модифи-
кации ON21 диметилсульфатом использовали 
реакцию восстановления боргидридом натрия 
с последующим расщеплением анилином. Сте-
пень модификации составила 2 %. Конъюгат 
рер-9 расщеплял модифицированный ON21 по 
связям в G-X-последовательностях с эффек-
тивностью в 2 раза меньшей, чем немодифи-
цированный ON21, и снижение эффективности 
расщепления было прямо пропорционально 
степени модификации. 

На рис. 3д представлен анализ расщепления 
рибоолигонуклеотида ON21 и ON21, модифи-
цированного глиоксалем, конъюгатом рер-9 и 
РНКазой Т1. 

Известно, что РНКаза Т1 не расщепляет ос-
татки гуанина, содержащие модификации в 1-м 
и во 2-м положениях (Brunel, Romby, 2000), и, 
таким образом, снижение степени расщепления 
модифицированного ON21 этой рибонуклеазой 
может служить контролем степени модифика-

ции. Как видно из представленных данных, 
РНКаза Т1 в концентрации 10 ед. акт. расщеп-
ляла немодифицированный ON21 на 100 %, 
тогда как в случае ON21, модифицированного 
глиоксалем, степень расщепления составляла 
68 %. Таким образом, степень модификации 
ON21 глиоксалем составила 32 %. Конъюгат 
рер-9 расщеплял немодифицированный ON21 с 
эффективностью 6 % за 8 ч. Модификация ON21 
глиоксалем приводила к полному исчезновению 
расщепления конъюгатом рер-9 по связям в G-
X-последовательностях.

Полученные данные продемонстрировали, 
что N1 атом гуанина и экзоциклическая ами-
ногруппа при С2 атоме гуанина являются функ-
ционально важными и, возможно, участвуют 
в образовании комплекса с олигонуклеотид-
пептидным конъюгатом. Модификация по N7 
положению гуанина может оказывать влияние 
на расщепление конъюгатом по двум причинам: 
1) N7 положение участвует в образовании во-
дородных связей с конъюгатом и в этом случае 

Рис. 3. Остатки гуанина в олигодезоксирибонуклеотиде ON21, расщепляемые РНКазой Т1 и конъюгатом 
рер-9 (а). Функциональные группы, блокируемые ДМС и глиоксалем в гуанине (б). Сравнение эффектив-
ности расщепления ON21 и ON21, модифицированного диметилсульфатом, конъюгатом рер-9 (в). Срав-
нение эффективности расщепления ON21 и ON21, модифицированного глиоксалем, конъюгатом рер-9 и 
РНКазой Т1 (г).
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его метилирование препятствует связыванию 
с конъюгатом и, следовательно, расщеплению; 
2) появление положительного заряда у остатка 
гуанина, модифицированного ДМС, приводит 
к электростатическому отталкиванию положи-
тельно заряженных остатков аргинина. Таким 
образом, специфическое опознавание гуанина 
в РНК осуществляется остатками аргинина в 
пептиде, взаимодействующем с N7 и N1 поло-
жениями основания.

Заключение

Таким образом, несмотря на то, что не су-
ществует единой формулы опознавания ами-
нокислотами нуклеиновых кислот (НК), можно 
говорить о некоторых правилах связывания, 
определяющих специфичность взаимодействия 
определенных оснований или пар оснований с 
аминокислотами. При опознавании единичного 
основания в НК множественные водородные 
связи являются ключевыми и определяют уни-
версальную специфичность аргинина и лизина к 
гуанину. Глутаминовая и аспарагиновая кислоты 
также специфично связывают остатки гуанина в 
РНК, а для аспарагина и глутамина показано пре-
имущественное связывание с уридином. Специ-
фичное связывание с короткими нуклеотидными 
последовательностями в РНК достигается за счет 
взаимодействия аминокислоты более чем с двумя 
основаниями, последовательно расположенными 
в цепи. Наибольшая специфичность при узна-
вании уникальных участков в РНК достигается 
при взаимодействии аминокислоты с обоими 
основаниями неканонической пары (например, 
Draper, 1999).

Специфическое взаимодействие рибонук-
леаз с основаниями РНК достигается более 
сложными способами, чем с помощью опоз-
навания основания одной аминокислотой. 
Важной характерной особенностью субстрат-
связывающих центров сиквенс-специфических 
рибонуклеаз (семейства РНКазы А и РНКазы 
Т1) является связывание гетероциклического 
основания путем его стэкинга с боковыми ра-
дикалами ароматических аминокислотных ос-
татков и за счет формирования уникальной сети 
водородных связей между гетероциклическим 

основанием в составе РНК и аминокислотами 
(аспарагиновой кислотой, аргинином, лизином 
и т. д.) в составе фермента. Отличительной 
чертой неспецифических рибонуклеаз является 
отсутствие аминокислотного «кода узнавания» 
для основания, а закрепление основания в ак-
тивном центре достигается с помощью кластера 
гидрофобных аминокислот.

На искусственной конструкции применение 
кода узнавания определенных нуклеотидов 
определенными аминокислотами удалось про-
демонстрировать впервые: аргинин-богатый 
пептид в структуре конъюгата рер-9 способен 
опознавать остатки гуанина в РНК и катализи-
ровать расщепление фосфодиэфирной связи, 
расположенной рядом.

Работа поддержана грантами программ фун-
даментальных исследований РАН «Молекуляр-
ная и клеточная биология» и «Фундаментальные 
науки – медицине», РФФИ 05-04-49109, гран-
том CRDF Y1-B-08-08 и грантом Министерства 
образования Российской Федерации.
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Summary

In this review we described contacts between RNA and amino acids and proteins with various functions providing 
specific recognition with individual heterocyclic bases and nucleotide sequences. It was described application of 
«recognition code» for development of artificial ribonucleases on the base of oligonucleotide-peptide conjugates 
displaying the specificity of RNase T1. 
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