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СВОЙСТВА РИБОЗИМА ИЗ TETRAHYMENA THERMOPHILA 

В статье собраны данные о структуре самосплайсирующегося интрона Telrahymemi 
thermophila, описаны его известные свойства и приведены примеры использования его 
как в модифицированном, так и в «диком» варианте в качестве рибозима. 

Введение. Рибозимы — РНК-молекулы, содержащие каталитический 
кор, а также расщепляющие и лигирующие РНК-субстрат. Рибозимы 
могут достигать уровней нормы усиления и специфичности протеиновых 
энзимов. Некоторые протеиновые энзимы используют кофакторы, в том 
числе ионы металлов, для улучшения химических реакций. Рибозимы 
обычно требуют дивалентных катионов для своей активности. 

Открытие каталитических РНК вызвало интерес к использованию^ 
РНК-энзимов, или «рибозимов», для избирательной деградации специ
фических РНК-молекул in vivo [1—3]. Избирательное разрушение ви
русной или клеточной мРНК для устранения патогенных белков имеет' 
потенциальное терапевтическое значение. Избирательность также перс
пективна для распознавания функции гена, аналогично использованным 
для этой цели антисенсам [4]. Первый идентифицированный рибозим 
является самосплайсирующимся интроном большой субъединицы рибо-
сомной РНК реснитчатой простейшей Tetrahymena thermophila [5]. 
Эта РНК является членом филогенетически многообразной семьи ни
тронов, отнесенной к группе I, которая в настоящее время состоит из 
более чем 100 сиквенированных представителей {6, 7]. Цель обзора — 
осветить большое количество данных, имеющихся на сегодня, о рибо-
зиме Tetrahymena. 
Структура. Предшественник большой рибосомной РНК 71. thermophila 
содержит 413 нуклеотидов внедряющейся последовательности (1VS), 
которая может точно сплайсировать себя из фланкирующих экзонов in 
vitro [8]. Форма рибозима L-21 Sea 1 является укороченной версией 
Tetrahymena IVS РНК с недостающими 21 нуклеотидом на 5'-конце и 
одним нуклеотидом на З'-конце, которую использовали в ряде экспе
риментов. Рибозим Tetrahymena отнесен к группе I интронов на осно
вании наличия нескольких коротких высококонсервативных элементов 
последовательности, определяющих характерные свойства вторичной 
структуры [9, 10]. Имеется набор 9 спаренных регионов, называемых 
Р1-Р9 и являющихся общими для группы I интронов, и ряд других по-
разному представленных спаренных регионов. 

Р1 — первая петля ствола интрона, содержащая б'-экзон-интрон-
границу и внутреннюю направляющую последовательность (IGS), ко
торая представлена гексануклеотидом (GGAGGG). IGS выравнивает 
5'-сплайс~сайт для точного сплайсинга и комплементарного связывания 
с субстратом [18]. Эта последовательность недоступна для расщепле
ния, что свидетельствует о ее расположении в пределах каталитическо
го кора рибозима. Мутации в GGAGGG-последовательности приводят 
или к снижению сплайсинг-активности, или к изменению специфичнос
ти. Филогенетический анализ и сайт-направленный мутагенез подтверж
дают тот факт, что спаренные регионы Р1, РЗ, Р4, Р6, Р7 и Р8 форми
руют каталитический кор энзима [10, 11] (рис. 1). На основе данных 
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по расщеплению посредством Fe (II)-EDTA предположено, что регион, 
соединяющий Р4 и Р5, не лежит в пределах каталитического кора ри-
бозима [12]. Структурные элементы Р2, Р2,1 и Р9, Р9,1; Р9,2; Р9,2а; 
могут быть делетированы ювелирным образом без снижения каталити
ческой активности [22]. В результате комбинирования результатов мно
жества делеционных анализов была получена упрощенная вторичная 
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РИС. 1. Структура рибозйма из Teirahymena (L-21 Sea I). Каталитический к op рибози-
ма содержит G-связываютиіі сайт в1 Р7і-ідуіплексе 

структура — модель минимального рибозйма Teirahymena (рис. 2). Она 
представляет собой семь основных дуплексов и нуждается в присутст
вии З'-терминального гуанозина и олигопиримидинового субстрата в 
непосредственной близости от активного сайта молекулы. Кроме того, 
кор может быть расчленен за 
счет отделения элементов Р4 и 
Р6,0 от РЗ, Р7, Р8 и Р9,0, как 
предложено на рис. 3. 

Рис. 2. Вторичная структура минималь
ного рибозйма из Tetrahymena. Олигопи-
ри.мн'Ди-новый субстрат (показан строч
ными буквами) связа,н с пуринами, рас
положенными ;на 5'-конце молекулы 

Цепь Л / 2 (—AAA—), соединяющая спаренные области PI и Р2, 
усиливает связывание субстрата в оптимальном положении с 2'-ОН-
группами по отношению к третичным контактам и каталитическому ап
парату [13]. Небольшие изменения в длине Jl/2-области обусловлива
ют существенное увеличение степени лабильности и специфичности, и 
из-за этого «корректирования» ограничиваются ферментативные функ
ции интрона (рис. 4). Как показано на рис. 4, kc&\ (степень лабильнос
ти) возрастает пропорционально kpa (константа диссоциации продук
та) при введении мутаций +2А и —2А; наклон линии равен единице 
в пределах экспериментальной ошибки. 

Мишель и соавт. [14] последовательно локализовала G-сайт в пре
делах каталитического кора в дуплексе Р7. Они доказали наличие Н-
связи между Ni — Н G-нуклеофила и кето-кислородом G264, что объ
яснило модель, в которой свободный G участвовал в образовании три-



плета со спаренными G264 — Сзп основаниями. Авторы работы [15] до
казали контакт G-нуклеофила с А265, сравнивая активности мутантных 
рибозимов с различными нуклеозидными субстратами, в которых Н-свя-
зи доноров и акцепторов были направленными (рис. 5). Ярис и соавт. 
[16] сообщили, что основание 265 «налегает» на нуклеозидный суб
страт и может поэтому «прикрывать» нуклеотид-связывающий блок. 

Имеется доказательство то
го, что достигнута стабили
зация переходного состоя
ния с помощью рибозима в 
отсутствие гуанозина [17]. 

Механизм самосплай
синга. С некоторого времени 

Рис. 3. Модель минимального ка
талитического кора ри'бозима из 
Tetrahymena. Олигогшрим иди но
вый субстрат показан строчными 
буквами 

стал известен механизм, посредством которого интрон самосплайсиру-
ется (рис. 6). Гуанозин или одна из его 5'-фосфорилированных форм 
(G) взаимодействует с гуанозин-связывающим сайтом с помощью «сло
женной» РНК интрона. З'-гидроксил гуанозина расщепляет 5'-сплайс-

д V' 
Рис. 4. Мутации в области J1/2: а — сайтспецифи ческий мутагенез области Л/2 , соеди
няющей 5'-экзон-интронный сайт, продуцирует рибоз им ы +2А, —2А; б —отношение 
между kcat и kap для «дикого» тип а и мутантных рибозимов 
сайт, перенося диэфирные связи, что приводит к связыванию G с Г>-
концом интрона за счет нормальной 3',5'-фосфодиэстеразной связи. 
Расщепленный 5'-конец сохраняет связь с интроном из-за нековалент-
ных взаимодействий, включая спаривание с IGS интрона. В этой точке 
в результате конформационных изменений поставляется новый гуано
зин, который непосредственно предшествует З'-сплайс-сайту, внутри 
G-сайта [6, 8, 14]. З'-гидроксил-группа 5'-экзона затем «атакует» атом 
фосфора в З'-сплайс-сайте. Эта вторая реакция трансэстерификацип, 
являющаяся обратным аналогом первого шага, приводит к выщеплению 
интрона и ковалентному лигированию экзонов (см. рис. 6). Выщсплсн-
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ная IVS может подвергаться серии реакций циклизации с освобожде-
нием 15—19 нуклеотидов с 5'-конца экзона в зависимости от условий 
реакции [25]. Кольцевание осуществляется при шпилечной структуре, 
образованной между 5'-концом интрона и IGS [26]. Интронный кор, 
узнавая эту структуру, производит атаку с помощью З'-концевого гу-
анозина интрона другой фосфодиэстеразной связи. В процессе кольце-

Рис. 5. Взаимодействие рибозима .с субстратом в переходном состоянии. Трехмерная 
структура рибозима представлена заштрихованной областью. Связь Р = 0, обозначен
ная жирной линией, частично сформирована и частично оборвана в переходном 
состоянии 

вания может происходить рециклизация за счет сайт-специфического 
гидролиза [28, 29], и в результате линейные РНК-молекулы способны 
к рекольцеванию в других сайтах. 

Ферментативные свойства рибозима Т. thermophila. Самосплайси-
руемый интроы Tetrahymena представляет интерес благодаря тому, что 
он катализирует различные реакции по фосфоэфирному переносу. Се
чем и соавт. в серии экспериментов продемонстрированы свойства ри
бозима, сходные со свойствами таких ферментов, как рибонуклеаза, 
фосфотрансфераза, кислая фосфатаза и РНК-рестриктаза [7, 19]. 
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Фермент, способный катализировать фосфотрансферазные реакции 
на РНК-субстратах, является потенциальной РНК-лигазой. Интрон ка
тализирует ограниченное лигирование коротких РНК праймеров, свя
занных с последовательностью в пределах интрона. Праймеры могут 
иметь длину ~ 1 5 нуклеотидов. Даун установил, что модифицированная 

Рис. 7. Направленное л,игнрова.ние олигонуклеотидов: а — .регенерация независимой 
шпильки Р1 посредством /модифицированного интрона из Tetrahytnena; б — субстраты 
для трех различных вариантов лигировалий олигонуклеотидов 

версия рибозима может катализировать эффективную регенерацию рас
щепленной шпильки Р1 с освобождением гуанозина (рис. 7, а). Было 
показано, что в различных системах только определенные комбинации 
некомплементарных пар U-C и С-А позволяют производить эффектив

ное лигирование. Одним 
из условий тестирования 
было присутствие в реак
ции 5 мМ спермидина. 
Это привело к эффсктив-

Рнс. 8. Эндонуклоазнпн 'реак
ция рибозима (£). (7 — гуано-
зин; S — олигонуклеотидный 
субстрат; Р — продукт расщеп
ления, вкл юч а юі ці1 її о ' н у кл е о -
тиды до сайта реакции 

ному лигированию многочисленных субстратов с комплементарными и 
некомплементарными парами в сайте лигирования (рис. 1,6). 

Укороченные формы интронов 1-й группы катализируют расщеп
ление или лигирование экзогенных РНК- или ДНК-субстратов с мак
симальной скоростью [7, 19, 20, 21] (рис. 8). Расщепление может осу
ществляться посредством трансэстерификации с использованием G в 
качестве нуклеофила или гидролизом с помощью Н20 или ОН -, с пе
ремещением G как нуклеофила. Самосплайсирующиеся интроны груп
пы 1 могут воздействовать на экзон-интронную связь без узнающей 
последовательности [23]. Это предположение подтверждает реакция по 
транссплайсингу, проведенная между субстратом (содержащим две 
щпильки PI, P2 и часть Р2,1) и интроном, у которого на 5'-коице от
сутствовали первые две щпильки (рис. 9). 
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Благодаря тому, что рибозим Т. thermophila содержит каталити
ческий кор, реагирующий с фосфатными группами, было предположе
но, что этот кор может включать подходящий набор каталитических 
групп для возможной аналогичной реакции при карбоновом центре. 
Писсирилли [30]' проверил способность интрона к каталитической ре
акции с аминоацильными эфирами. В реакции с фосфатными эфирами 
нуклеофил атакует фосфатный атом «в линию» (рис. 10, а), параллель
ную лабильной связи фосфор — кислород. Карбоксилированные эфиры 
подвергаются видоизмененной 
нуклеофильной атаке. Первый 
шаг сопровождается соедине
нием нуклеофила с двойной 

Рис. 9. Реакция трансоплайсинга. 
Субстрат содержит две шпильки Р1 
и Р2, а также часть шпильки Р2,1. 
Интронный кор простирается от 3'-
конца <Р2,1 дуплекса че,рез Р7 

связью С = 0 посредством ортогональной атаки, дающей четвертичный 
интермедиат (рис. 10,6). Второй шаг характеризуется исключением от
сеченной группы. 

Специфичность. Специфичность рибозима Teirahymena может из
меняться в ограниченной области. «Дикий» тип рибозима разрезает 
длинные РНК-молекулы после тетраыуклеотидного консенсуса CUCU, 

Рис. 10. Выравнивание .субстрата и гуанозина на рибоз им е: а—в эндонуклеазнои ре
акции; б—в эстеразной реакции. Тонкой стрелкой (а) представлен наиболее выгодный 
путь для нуклеофила в линию с З'-кислородо-фосфатной связью. Для карбоксилиро-
ванных эфиров [6] наиболее подходящее направление нуклеофильной атаки ортого
нальное (показано широкой стрелкой) 

не требуя З'-последовательностн для расщепления сайта. Варианты ри
бозима Teirahymena, содержащие замены в IGS в позициях 23, 24, 25, 
расщепляют соответствующие им субстраты. Для эффективной специ
фичности сплайсинга РНК должна принимать такую вторичную струк
туру, как у РІ-региона, иная вторичная структура вызывает расщепле
ние в некорректном сайте [24]; рибозим способен катализировать 
реакцию трансэстерификации в пределах «окна» трех спаренных осно
ваний стержня Р1, сайт расщепления избирается узнаванием некомпле
ментарной пары (U-G или С-А) в пределах «окна». Норма расщепле
ния зависит от модифицированного способа спаривания возле реактив
ного фосфата. Некомплементарные пары, образуя дуплекс, располага
ются иначе в большой и малой бороздах, но не нарушают геометрии 
(рис. 11). Чувствительное к расщеплению «окно» в Р1 может быть оп
ределено изменением расположения стержня Р1 относительно актив-
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ного сайта рибозима. Вероятно, что основание РЬстержня взаимодей
ствует с частью рибозима и свободно фиксируется по отношению к ак
тивному сайту. Некомплементарные пары в позициях 4, 5, 6 от основа
ния стержня могут быть одинаково чувствительными к атаке, что сви
детельствует о гибкости рибозима (см. рис. 9). 

Повышая длину IGS (т. е. количество оснований, комплементар
ных РНК-мишени) можно повысить специфичность, потому что удли
ненная узнающая последовательность снижает вероятность нахождения 

Рис. 11. Геометрия спариваний оснований. Прерывистыми линиями обозначены водо
родные связи 

последовательности-мишени даже с одной или двумя заменами. Однако 
при определенном количестве спаренных оснований увеличение их чис
ла понижает специфичность [31]. 
бодной энергетической реакции 

На рис. 12 представлен профиль сво-
формирования дуплексов рибозимов, 

имеющих короткие (Е1) и 
длинные (Е2) IGS с коррект
ными (Ск) и некорректными 
(Сн) субстратами. Несмотря 
на разницу в длине IGS этих 
рибозимов, разница энергий 
связывания разных субстратов 
обоими рибозимами приблизи
тельно одинакова. 

Рис. 12. Профили свободных энергий 
реакций рибозимов (£) с соответ
ствующими (сплошная линия) и не
соответствующими (точечная линия) 
субстратами 

Идентификация потенциальных РНК субстратов обусловлена иден
тификационным индексом: 

где п — число нуклеотидов в IGS, х — число некомплементарных нук-
леотидов). Ии представляет норму расщепления РНК-мишени относи
тельно остальных РНК-молекул. На рис. 13, а, толстой линией изобра
жен Ии реакций рибозимов, имеющих IGS длиной п=\ —15 нуклеоти
дов, с пулом РНК длиной лг= 15 нуклеотидов. Максимум идентифика
ции в данном примере отмечен для IGS длиной /2 = 7, несмотря на то, 
что IGS с /г= 15 необходима для формирования совершенного дуплек
са только с одним типом РНК из пула. Максимум на рис. 13, а,— это 
значение скорости расщепления РНК-мишеней, приближающееся к 
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верхнему пределу 108 М 1 мин-1, который является формой выражения 
уровня связывания (рис. 13,6). Дальнейшее увеличение длины IGS 
только повышает скорость расщепления некорректной РНК, понижая 
при этом распознавание. 

Рибозим с длиной IGS /г = 7, для которого отмечен максимум Ии, 
расщепляет некорректную РНК в 105 раз чаще, чем корректный суб
страт. Эта несоответствующая РНК образует два класса: а) около по
ловины некорректных расщеплении происходит на РНК, образующих 
правильные дуплексы с IGS, но 
некомплементарных снаружи это
го региона и поэтому расщепля
ющихся как РНК-мишени; б) 
другая половина некорректных ^ 
расщеплений осуществляется на § № 
РНК, формирующих дуплексы с -1 ~д 
IGS, содержащих одну или более ^ 
замен. 

Рис. 13. Идентификационный индекс (а) 
и /гса|/Л'м (б) для расщепления РНК-
мишени. Данные подсчитаны для каж
дой 'пары оснований. £ = 2&с.д{/моль 
(тонкая линия) или Е=\ /г.-.-̂ /моль 
(толстая линия). Пунктирная линия (б) 
представляет верхний лимит кСг[/Км 
скорости связывания (kor = 
- 1 0 8 М-1 мин-1) 

При последующем добавлении нуклеотидов в IGS рибозима Ии че
рез определенный промежуток времени начинает снижаться. Принци
пом, лежащим в основе подобного распределения, является предвари
тельное равномерное связывание рибозима с субстратом перед расщеп
лением для возможности идентификации различных родственных свя
зей. В том случае, когда диссоциация РНК-субстрата слишком медлен
ная или расщепление происходит быстрее равномерного связывания, 
специфичность довольно низкая. 

Рибозим Tetrahymena можно использовать для расщепления одно-
нитчатых субстратов ДНК, но при высокой температуре (50 °С) и кон
центрации MgCb 50 мМ. Кинетический анализ продемонстрировал, что 
даже при температуре выше 50 °С эта реакция является неэффектив
ной по сравнению с обычной реакцией с РНК-субстратом. При физио
логических условиях (37 °С, 10 мМ MgCl2) реакция расщепления Д Н К 
почти не тестируется. Беадри [32] показал, что индивидуальные мута
ции, вызванные направленным мутагенезом, приводят к оптимизации 
активности расщепления ДНК по сравнению с «диким» типом. 

Рибозим как металлоэнзим. Для активности рибозима Tetrahymena 
необходимы или Mg2+ , или Мп2 + (2 мМ при 42 °С). Другие дивалент-
ные катионы (Са2+, Ва2+ и Sr2+) и полиамины требуются в меньшей 
мере, 'они не обеспечивают измеримой активности [34]. В связи с этим 
можно предположить, что дивалентные катионы по.-разпому способ
ствуют катализу: некоторые из них вызывают конформациопные изме
нения рибозима, при этом моновалентные (даже в очень высоких кон
центрациях) этого сделать не могут: влияние же ионов Mg2+ и Мп2+, 
вероятно, более специфично в активном сайте. 

Заключение. Открытие ряда каталитических функций рибозима 
Tetrahymena вызвало огромный интерес к его использованию. Такие 
активности, как рибо»нуклеазная, фосфотрансферазная, кислотно-фос-
фатазная, РНК-лигазная, аминоацил-эстеразная, могут, применяться в 
реакциях in vitro для модификации и репарации РНК-субстратов. In 
vivo эта РНК может быть исследована в перспективе для регуляции 
биосинтеза нуклеиновых кислот и белков на различных уровнях. Рп-
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rtn^wM Tp+rnhiitrtpnn содержит т>ял кятял^тическ^х rDvnn. оппелеляющчх 
ого ГРОЙ^ТЯЯ OTTRO w.q них. гтпедстявляющее огромный интерес.— это 
способность к катализу в транс-положении, т. е. обеспечение оасшепле-
ния автономного flvruTeKca. солеожяшего последовятсльность-мишень. 
Ток-яя ъилпцмцлеятяя ЯКТИРНОСТЬ имеет большое значение для гено-
Трпяпертит»рского использования рибозима в качестве разрушителя 
ЛНК- и РНК-еодержащих вирусов. 

Є. С. Федоренко. Д. М. Iродов, В. А. Кордюм 

ВЛАСТИВОСТІ РИБОЗИМА 3 TETRAHYMENA THERMOPHILA 

Р ез юм е 
Рибозими— молекули РНК, які містять каталітичний кор та спричиняють розщеплен
ня І лігування РНК-субстрату. Рибозими здатні досягати рівней норми посилення та 
специфічності, як у протеїнових ензимів. Деякі протеїнові ензими використовують ко
фактори, у тому числі іони 'металів, для тіокращання хімічних реакцій. Рибозими, як 
правило, потребують дивалентних катіонів для своєї активності. 

Відкриття каталітичних РНК викликало інтерес в плані використання РНК-ензи-
мів, або «рибозммів», для вибіркової деградації специфічних РНК-молекул in vivo. 
Вибіркове руйнування вірусної або клітинної мРНК для усунення патогенних білків 
має потенційне терапевтичне застосування. Вибірко вість також перспективна для роз
пізнавання функції гена, аналогічно використаним для цієї мети антисенсам. Пер
ший ідентифікований рибозим являє собою самосплайсуючий інтрон великої субоди-
ниці рибосомної РНК війчатої простішої Т. thermophila. Ця РН'К є членом філогене
тично багатообразної родини інтронів, яка одержала назву групи ї і складається на 
сьогодні з більш ніж 100 сиквенованих представників. 

Мета огляду—• висвітлити велику кількість даних, існуючих >на цей час, про ри
бозим Tetrahymena. 

Е. S. Fedorenko, D. М. Irodov, V. A. Kordium 

PROPERTIES OF RIBOZYME FROM TETRAHYMENA THERMOPHILA 

S u m m a r y 

Ribozymes are RNA molecules that contain a catalytic core and promote cleavage and 
ligation substrat RNA. Ribozymes can attain levels of rate enhancement and specificity 
similar to those of protein enzymes. Some protein enzymes use cofactors including metal 
ions to facilitate chemical reactions. Ribozymes generally require divalent cations for 
their activity. 

The discovery of catalytic RNA has created interest in using RNA enzymes, or «ri
bozymes», to target the degradation of specific RNA molecules in vivo. Targeted dest
ruction of viral or cellular mRNA, to eliminate the formation of a protein that is dele
terious in a disease state, has potential therapeutic utility. Targeting also has potential 
utility for identification of gene fanction, analogous to experiments using antisense oli
gonucleotides. 

The first ribozyme identified was the self-splising intron of the large subunit ri-
bosomal RNA of the ciliated protozoan, Tetrahymena termophila. This RNA is a member 
of a phylogenetically diverse family of introns called group I, wich now consists of more 
than 100 sequenced examples. The purpose of this review is to integrate a great number 
data available now about Tetrahymena ribozyme. 
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