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«Современное общепринятое представление о ферментах настолько 
тесно связано с представлением об их белковой природе, что если 
даже и будет открыт какой-либо небелковый макромолекулярный био-
логический катализатор, то, вероятно, многие будут возражать против 
зачисления его в категорию «ферментов» [1]. 

Неслучайно поэтому сообщение группы исследователей из Коло-
радского университета во главе с Томасом Чеком о том, что един-
ственный интрон пре-рРНК тетрахимены может удаляться и затем 
диклизоваться, а остающиеся экзоны могут соединяться без участия 
какого-либо белка, было поистине сенсационным [2]. 

Оказалось, что все три события, имеющие место при сплайсинге 
рибосомалыюй Р Н К (рРНК) тетрахимены, инициируются одной и 
той же ассоциированной с Р Н К активностью и представляют собой 
серию реакций трансэтерификации, включающих превращение одного 
фосфоэфира в другой без промежуточного гидролиза. Таким образом, 
впервые была показана возможность катализа рибонуклеиновой кис-
лотой реакций, происходящих с молекулой РНК. Для обозначения 
такой рибонуклеиновой кислоты Чек предложил термин «рибозим» 
[3]. По-видимому, это название можно применить и к другим типам 
РНК, обладающим каталитическими свойствами. 

Р е а к ц и и с а м о с п л а й с и н г а рРНК т е т р а х и м е н ы . Для 
-осуществления этих реакций in vitro в реакционной среде обязательно 
лишь присутствие моновалентных (NH4+ ИЛИ Na+), дивалентных (Mg+ + 
или Мп++) катионов и гуанозинового кофактора (GTP, GDP, GMP 

.или гуанозина). Субстрат — несплайсированная пре-рРНК тетрахиме-
ны— может быть получен Ds-Na-фенольной экстракцией из изолиро-
ванных ядер тетрахимены, инкубированных в условиях, способствую-
щих активности РНК-полимеразы I, но угнетающих сплайсинг [2]. 
Так же осуществляются реакции «самосплайсинга», когда в качестве 
субстрата используют пре-рРНК, синтезированную РНК-полимеразой 
Escherichia coli in vitro на матрице рДНК тетрахимены, клонированной 
в кишечной палочке в составе рекомбинантной плазмиды [3]. 

Реакции трансэтерификации должны быть изоэнергетическими. 
Каждая трансэтерификация не вызывает никаких изменений в числе 
фосфодиэфирных связей, поэтому не требует дополнительного источ-
ника энергии в виде расщепления АТР или GTP. Сплайсинг р Р Н К 
может прийти к полному завершению при высокой молярной концен-
трации гуанозинового кофактора по отношению к пре-рРНК. При 
использовании GTP он присоединяется без гидролиза к 5'-концу ин-
трона, предоставляя, как и другие гуанозиновые кофакторы, гидроксил 
для инициации серии из трех переносов (рис. 1). Второй фосфоэфирный 
перенос высвобождает интрон и соединяет два экзона. Третий перенос 
превращает интрон в кольцевую молекулу и высвобождает гуанози-
новый кофактор. Реакции обратимы; in vivo замыкание в кольцо или 
деградация интрона могут помогать завершению сплайсинга удалени-
ем конечного продукта. Реакция циклизации интрона сдвинута вправо, 
так как происходит с выщеплением пентадекануклеотида [4]. 

Обзоры 
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В других реакциях трансэтерификации, катализируемых ДНК-то-
поизомеразами, резолвазами, белком int фага λ, фермент-белок, не 
изменяя свободной энергии реакции, снижает энергетический барьер 
активации. В случае самосплайсинга активационную энергию реакции 
трансэтерификации снижает сама структура молекулы РНК. Реакция 
не происходит при высоких концентрациях денатурирующих агентов 
(мочевина, формамид). Циклизация интрона полностью подавляется 
бромистым этидием, интеркалирующим в двуспиральные участки [5]. 
Картирование вторичной структуры интрона пре-рРНК тетрахимены 

Рис. 1. Модель перенесения фосфоэфира при 
сплайсинге пре-рРНК тетрахимены и цикли-
зации интрона [4]. Сплошная линия — эк-
зоны, волнистая — интрон; звездочкой обо-
значен меченый гуанозиновый кофактор, в 
этом случае 5 ' -GMP; треугольником — фос-
фат, замыкающий кольцо. Квадратные скоб-
ки обозначают предполагаемый промежу-
точный продукт. Внизу — возможная вто-
ричная структура пентадекамера, высвобож-
дающегося при циклизации; стрелки — раз-
личия в последовательностях интронов у 
Т. thermophila и Т. pigmentosa 6UM 

Fig. 1. Phosphoester t ransfer model for Tet-
rahymena pre-rRNA splicing and intron cyc-
lization [4]. —, exons; wv»^ , intron; *, la-
belled guanosine cofactor, in this example 
5 ' -GMP; Δ , phosphate that closes the circle. 
Square brackets denote a postulated interme-
diate. Below: possible secondary structure of 
15-mer released during cyclization; — s e -
quence differences in the introns of T. ther-
mophila and T. pigmentosa 6UM 

с помощью нуклеазы S b специфически гидролизующей одноцепочечные 
участки, и компьютерное построение вторичной структуры, исходя из 
его нуклеотидной последовательности, дали весьма схожие результа-
ты, показав высокую структурированность интрона (рис. 2). 

Для реакции обязательно присутствие Mg++. Ускорение ионами 
Mg+ + гидролиза фосфорных эфиров отмечалось и ранее, однако уве-
личение скорости реакции было ничтожным по сравнению с возрас-
танием скорости реакции при самосплайсинге [7]. Возможно, взаимо-
действуя с Mg++, интрон пре-рРНК тетрахимены принимает такую 
структуру, которая способствует переходу фосфата из обычной тетра-
гональной геометрии во временную тригональную бипирамидную кон-
фигурацию с незанятым одним из апикальных положений и потому 
подверженным нуклеофильной атаке. К тому же специфическая коор-
динация Mg+ + увеличивает злектрофильность фосфора. Координация 
Mg++ к одному или более нуклеотидам обеспечивает нужную специ-
фичность. Реакция может происходить по механизму ом2_типа, в ре-
зультате вызывающему инверсию конформации [8]. 

Возможность получения дискретных молекул пре-рРНК в больших 
количествах путем транскрипции in vitro клонированной рДНК тетра-
химены в составе рекомбинантной плазмиды под БРб-промотором по-
зволила обнаружить промежуточные продукты самосплайсинга и по-
дробно описать его этапы [9]. 

Оказалось, что самосплайсинг осуществляется в два независимых 
этапа. Сначала пре-рРНК расщепляется ковалентным присоединением 
гуанозина к 5'-концу интрона с отделением 5'-экзона от G-интрон-З'-
экзона, содержащего интактный З'-сайт сплайсинга [10]. На этом 
этапе специфическая структура Р Н К способствует реакции путем ор-
ганизации сайта связывания для гуанозинового кофактора [11]. По-
видимому, гуанозин присоединяется к Р Н К пятью водородными 
связями с одним или двумя соседними или пятью различными нук-
леотидами, сближенными третичной структурой Р Н К таким образом. 
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чтобы его З'-гидроксильная группа была нацелена на атаку фосфата 
в 5'-сайте сплайсинга пре-рРНК (рис. 3). 

Следующий этап — трансэтерификация между 5'-экзоном и З'-сай-
том сплайсинга. Эта реакция может быть мимикрирована в экспери-

if 

Рис. 2. Модели вторичных структур интронов группы 1 [6]: а — четвертый интрон в 
пре-мРНК цитохром с-оксидазы митохондрий дрожжей (жирные треугольники ука-
зывают места мутаций, нарушающих сплайсинг); б — интроны Т. thermophila и Т. pig-
mentosa (прописные и строчные буквы, взятые в рамку, соответственно). Большие 
стрелки отмечают сайты сплайсинга. В жирную рамку взяты консервативные участки. 
Стрелки над элементами последовательностей 9L и 2 указывают установленное взаимо-
действие между парами оснований в этих моделях на уровне третичных структур 

Fig. 2. Secondary structure models of group I introns [6]: a — the fourth intron in the 
yeast mitochondrial cytochrome oxidase pre-mRNA (solid tr iangles indicate the sites 
of splicing-defective mutations in this intron); б — Т. thermophila (upper case letter) 
and T. pigmentosa (lower case letter) introns. Large arrows designate splice sites. Heavi-
ly boxed residues are conservative. The arrows above sequence elements 9L and 2 indi-
cate the established base-pairing interaction which in these models is at the level of 
tertiary structure 

менте: вместо 5'-экзона можно взять олигонуклеотиды UpCpU или 
даже CpU, представляющие последние нуклеотиды 5'-экзона. Таким 
образом, для соединения экзонов нет необходимости в предваритель-
ной реакции отделения 5'-экзона, т. е. реакции расщепления и соеди-
нения— независимые реакции и вторая не следует из первой. 
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По-видимому, выбор сайта сплайсинга (по меньшей мере 5'-сайта) 
и сайта циклизации определяется внутренней «гидовой» последователь-
ностью пуринов, комплементарно связывающих олигопиримидиновый 
участок на З'-конце 5'-экзона (рис. 4) [12—14]. Как только интрон 
пре-рРНК тетрахимены освобождается от экзонов, он вступает в каскад 
реакций циклизации и сайтспецифического гидролиза. Кольцевая фор-
ма образуется в результате нуклеофильной атаки З'-гидроксилом 
(G4m) фосфата между 15-м и 16-м нуклеотидами с присоединением 
З'-гуанозина в этом месте и отщеплением пентадекануклеотида либо 

Рис. 3. Модель места присоедине-
ния гуанозинового кофактора к 
интрону пре-рРНК тетрахимены 
[11]. Предполагаемые водородные 
связи (точки) могут соединять 
гуанозин с одним или двумя со-
седними нуклеотидами РНК либо 
с пятью различными нуклеоти-
дами различных районов цепи 
РНК, расположенными вблизи 
друг от друга, благодаря вторич-
ной и третичной структурам. В об-
разовании подобных связей могут 
участвовать как основания, так и 
сахара и фосфаты этих нуклеоти-
дов. Стрелкой показана нуклео-
фильная атака З'-кислородом фос-
фата 5'-участка сплайсинга. Ре-
зультат такой атаки — трансэтери-
фикация — первый этап реакции 
сплайсинга 

Fig. 3. Model for the guanosine binding site in the Tetrahymena intron RNA [11]. The 
supposed hydrogen bonds (dotted lines) could involve one or two adjacent nucleotides 
of the RNA or five different nucleotides in very different regions of the RNA chain which 
are brought into close proximity by the RNA secondary and tertiary structure. In additi-
on to the bases of the RNA, sugars and phosphates could be involved into the hydrogen 
binding. Also shown is a nucleophilic attack by the З'-oxygen at the phosphate of the 5' 
splice site. The resulting transeterification has been proposed to the first step of the 
splicing reaction 

Рис. 4. Модель внутренней «гидовой» после-
довательности по Дэвису [12, 13]. Строчные 
буквы — экзоны; прописные — интрон. Внут-
ренняя «гидовая» последовательность взя-
та в рамку 
Fig. 4. The internal guide sequence model of 
Davies et al. [12, 13]. Lower case letters, 
exons; capital letters, intron. The internal 
guide sequence is boxed 

в результате атаки тем же гидроксилом фосфата между 19-м и 20-м 
нуклеотидами, что дает минорный продукт с высвобождением 19-член-
ного фрагмента (рис. 5). 

У кольцевой формы интрона сохраняются каталитические свой-
ства. Она может специфически гидролизоваться в месте соединения 
с образованием линейной формы. Реакция рН-зависима, однако в от-
личие от щелочного гидролиза приводит к образованию З'-гидроксила 
и 5'-фосфата на концах продукта. Аналогичная реакция имеет место 
в З'-сайте сплайсинга. Здесь тоже атакуемый гидроксилом фосфат 
находится сразу за G4i4, т. е., по-видимому, обе реакции активируются 
свернутой соответствующим образом структурой интрона в присутствии 
ионов Mg++. Реакция сайтспецифического раскрытия кольцевой формы 
интрона пре-рРНК тетрахимены происходит без участия свободной 
формы гуанозина и подобно другим реакциям самокатализа требует 
наличия интактных вторичной и третичной структур молекулы. Однако 
пока нет химического обоснования повышенной реакционной способ-
ности Р Н К на этом участке. 
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Возможность специфического гидролиза in vitro показана и для 
5'-сайта сплайсинга. Эта реакция также рН-зависима, приводит к об-
разованию З'-гидроксильного и 5'-фосфатного концов у продукта, может 
иметь место и в отсутствие гуанозинового кофактора. Она происходит 
при наличии в реакционной среде ATP, СТР, UTP со скоростью на 
четыре порядка ниже, чем в присутствии GTP [9]. 

Таким образом, для интрона пре-рРНК тетрахимены реакции 
можно разделить на три типа: трансэтерификация гуанозином, транс-
этерификация цитидил (3'-^5')уридином и сайтспецифический гидро-
лиз [11]. 

Исследования возможных вторичных структур интрона показыва-
ют, что все реакции сплайсинга могут иметь место в весьма подобном 

іаа 
α υ 
и А 

Рис. 5. Модель реакций циклизации и 
гидролиза интрона пре-рРНК тетрахиме-
ны [8]: 1 — основная реакция циклиза-
ции; 2 — минорные реакции циклизации; 
3 — открытие интрона сайтспецифичес-
ким гидролизом, восстанавливающим 
З'-концевой нуклеофил (G-OH); 4 — ре-
циклизация L-15 Р Н К по вторичному 
месту циклизации; 5 — сайтспецифичес-
кий гидролиз малого кольца интрона 
Fig. 5. Model for the Tetrahymena intron 
rRNA cyclization and hydrolysis reacti-
ons [8]: 1 — predominant cyclization re-
action; 2 — minor cyclization reactions; 
3 — r e o p e n i n g of the intron by site-spe-
cific hydrolysis, which reestablishes the 
З'-terminal nucleophile (G-OH); 4 — re-
cyclization of the L-15 RNA to the secon-
dary cyclization site; 5—site-specif ic 
hydrolysis of smaller circle. 

структурном контексте [15]. В каждом случае реакция происходит 
между одной нитью короткого участка двухцепочечной Р Н К и остат-
ком гуанозина, который может быть свободным либо находиться на 
З'-конце цепи. Подобие субстратов для этих реакций подтверждает 
предположение о том, что весь процесс сплайсинга катализируется 
одной ферментативной активностью. Если субстрат обозначен локаль-
ной последовательностью и структурой, а не структурированностью 
всего интрона, фермент должен катализировать реакцию на добавлен-
ной в реакционную смесь экзогенной РНК. 

Действительно, в эксперименте было обнаружено, что ядро интрона 
пре-рРНК тетрахимены, которое содержит консервативные участки Р, 
Q, R и S по [12], но не содержит фланкирующих вторичных структур, 
обладает трансэтерифицирующей активностью. Необходимость в повы-
шении концентрации Mg++ до 20—40 мМ может отражать различия 
между внутримолекулярной реакцией интактного интрона и межмо-
лекулярной реакцией, требующей тесного взаимодействия молекулы 
фермента и отделенного от него субстрата. Высокий температурный 
оптимум реакции (58 °С) при относительно коротких двухцепочечных 
участках субстрата и коротких спаренных районах кора самого фер-
мента может быть объяснен тем, что структура фермента стабилизи-
руется множественными третичными взаимодействиями и что фермент 
в свою очередь стабилизирует структуру субстрата [15]. 

А у т о к а т а л и т и ч е с к о е у д а л е н и е и н т р о н о в 1-й и 
2-й г р у п п . Оказалось, что самосплайсинг характерен для РНК, со-
держащих интроны 1-й группы, к которым относятся интроны Пре-
рРНК тетрахимен и физарума, пре-рРНК и некоторых пре-мРНК низ-
ших грибов, некоторых пре-тРНК пластид растений [12—14, 16]. Эти 
последовательности имеют характерную для всей группы третичную 
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структуру, во многом обусловленную короткими, весьма консерватив-
ными внутренними участками (рис. 2). В экспериментах с обработкой 
интеркалирующими красителями [17], использованием олигонуклеотид-
ного мутагенеза (цит. по [11]) и введением одиночных мутаций [18— 
20] удалось показать, что консервативные внутренние спаривающиеся 
участки А·В, 9L-2 образуют центральное ядро части структуры, не 
участвующей в сближении сайтов сплайсинга, но отвечающей за фер-
ментативную активность. 

Интроны 1-й группы обнаруживаются после выщепления как в 
линейной, так и кольцевой формах. Линейные структуры этих интронов 
имеют на 5'-конце не кодирующийся в геноме остаток гуанозина, ко-
торый отщепляется при превращении линейной формы интрона в цик-
лическую [21]. Для некоторых из них (в частности, интрона пре-рРНК, 
третьего и пятого интронов пре-мРНК цитохром с-оксидазы митохон-
дрий дрожжей [22], первого интрона пре-мРНК цитохрома Ь нейро-
споры [23]) показана способность к самосплайсингу в пробирке. 

Имеет ли место самосплайсинг РНК in vivo? Скорее всего, имеет. 
Однако скорость реакций примерно на два порядка выше, чем in vitro, 
по-видимому, за счет специфических белков, которые могут стабили-
зировать третичную структуру РНК, благоприятствуя точности и вы-
сокой скорости сплайсинга [24]. Такие реакции могут происходить 
как в эукариотических, так и прокариотических организмах, несмотря 
на возможное присутствие рибосом на исходной РНК. Так, когда ин-
трон гена рРНК тетрахимены встроили в ген β-галактозидазы Е. coli 
и в составе рекомбинантной плазмиды ввели в кишечную палочку, он 
удалялся при сплайсинге мРНК со скоростью, достаточной для опре-
деления активности функциональной β-галактозидазы [20]. 

Возможность самосплайсинга у прокариот обнаружена не только 
на модельном объекте. Единственный интрон гена тимидилатсинтазы 
фага Т4 кишечной палочки удаляется аутокаталитически как in vitro 
так и in vivo в присутствии ионов Mg + + и гуанозинового кофактора. 
Он обнаруживается в линейной и кольцевой формах и содержит кон-
сервативные участки, характерные для интронов 1-й группы [25, 26]. 
Возможно, что интрон еще одного мозаичного гена фага Т4 (гена 
рибонуклеотидредуктазы [27]) также выщепляется аутокаталитически. 

А как же интроны 2-й группы? Эти интроны встречаются в орга-
неллах реже, чем интроны 1-й группы. З'-концевые последовательности 
этих интронов обладают значительной гомологией, а на 5'-концах они 
имеют общий мотив GuAGcuG. В противоположность интронам 1-й 
группы здесь нет никаких консервативных последовательностей во 
внутренних участках. Однако они также могут, по-видимому, давать 
ряд подобных спариваний оснований, которые могут служить коровой 
частью функциональной вторичной структуры [12, 13, 28, 29]. Интро-
ны 2-й группы обнаруживаются в кольцевой форме, но в противопо-
ложность интронам 1-й группы они не могут быть полностью считаны 
обратной транскриптазой ввиду образования лассоподобной структу-
ры [30, 31]. 

Тем не менее некоторые интроны этой группы (интрон а15с пре-
мРНК субъединицы I цитохром с-оксидазы [30, 31], интрон Ы1 пре-
мРНК апоцитохрома b [32] митохондрий дрожжей) могут выщеплять-
ся аутокаталитически in vitro. Остающиеся после этого экзоны подвер-
гаются правильному лигированию. В отличие от интронов 1-й группы 
сплайсинг интронов 2-й группы не зависит от гуанозина. 

Несмотря на некоторые различия, выявляется общность механиз-
мов обоих типов самосплайсинга интронов 1-й и 2-й групп. Общее 
число фосфодиэфирных связей консервативно в обеих реакциях, и они 
не требуют экзогенного источника энергии для образования продуктов 
лигирования. Нуклеотидный кофактор, необходимый для 1-й группы 
интронов, служит в качестве акцептора в начальной реакции трансэте-
рификации. Критический аспект его структуры — основание, а также 
3'- и 2'-гидроксилы рибозы, а в 5'-позиции могут находиться как 
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фосфат, так и гидроксил [33, 34]. Для интронов 2-й группы аналогия 
может быть в использовании в качестве акцептора 2'-гидроксила соот-
ветствующего нуклеотида у З'-конца интронной последовательности 
[30]. Эта модель предполагает, что фосфат 5'-сайта сплайсинга ста-
новится 2'—5'-фосфодиэфиром и что фосфат присоединяющегося экзо-
на имеет происхождение из З'-сайта сплайсинга. Таким образом, две 
фосфодиэфирные связи на интрон-экзонных границах замещаются дву-
мя новыми и, значит, реакция должна быть изоэнергетической. 

А у т о к а т а л и з п р и с п л а й с и н г е я д е р н ы х п р е - м Р Н К . 
Консервация концевых последовательностей и образование лассоподоб-
ных структур после выщепления роднят интроны органелл 2-й группы 
с интронами ядерных пре-мРНК. Консенсусные последовательности 
5'-концов у них подобны: 5' ... GUA

GAG в ядерных пре-мРНК [34] и 
5' ... GuAGcuG у интронов 2-й группы [35]. Образование лассо в ядер-
ных интронах дрожжей включает б'О-остаток интрона и А-остаток 
консенсусной последовательности U A C U A A C , размещенной впереди 
З'-сайта сплайсинга [36]. В случае митохондриальных интронов обра-
зование лассо также включает 5 ' G - 0 C T a T 0 K олигонуклеотида U A C U A A C 
в том же положении по отношению к З'-сайту сплайсинга [33]. 

Хотя в отличие от интронов 1-й и 2-й групп интроны ядерных 
пре-мРНК не имеют активности для самосплайсинга in vitro и для их 
удаления необходимо образование комплекса, включающего трансдей-
ствующие факторы, можно думать, что выщепляющиеся интроны, уча-
ствующие в реакции самосплайсинга, представляют собой более ста-
рый тип, сохранившийся в организмах. Ядерные же интроны модифи-
цировались таким образом, что их выщепление теперь зависит от 
трансдействующих факторов [37]. 

Таким образом, интроны 2-й группы органелл могут быть как бы 
переходным этапом от участвующих в реакции самосплайсинга интро-
нов к интронам ядерных пре-мРНК. Действительно, реакции само-
сплайсинга в митохондриях in vitro протекают медленней и приводят 
к выщеплению только малой фракции интронов, в то время как 
выщепление их in vivo происходит быстро и полностью. По-видимому, 
и здесь какие-то трансдействующие факторы могут принимать участие 
в сплайсинге: ядерные мутации компенсируют мутации в последова-
тельности интрона; интроны содержат открытые рамки считывания, 
экспрессия которых является пререквизитом для выщепления соответ-
ствующего интрона [16, 36]. Для интронов 1-й группы нейроспоры 
вообще показано, что хотя их удаление происходит с помощью тех же 
реакций трансэтерификации, in vitro оно невозможно в отсутствие 
специфических рибонуклеопротеидных частиц или соответствующих 
растворимых фракций белка [38]. 

Сплайсинг мРНК в ядре также может идти путем трансэтерифи-
кации [34]. Зависимость этих реакций от АТР может быть обуслов-
лена тем, что необходима дополнительная энергия на каком-то этапе 
сборки рибонуклеопротеида, но не при лигировании РНК [38]. Катализ 
при этом может осуществляться in trans молекулами няРНК [39]. 
Белковые компоненты гяРНП и няРНП могут играть структурирую-
щую роль, аналогичную той, которая предполагалась для митохон-
дриальных матюраз. 

Действительно, как отмечает Чек [40], сплайсинг рРНК и мРНК, 
содержащих интроны 1-й группы, и сплайсинг мРНК в ядрах клеток 
высших организмов имеют много общего. Оба являются двухэтапными 
механизмами: сначала происходит расщепление в 5'-сайте сплайсинга, 
затем расщепление в З'-сайте. При этом образуются только продукты 
с 5'-фосфатным и З'-гидроксильным концами. В обоих случаях каж-
дый из двух этапов включает как расщепление, так и лигирование, 
что не приводит к изменению числа фосфодиэфирных связей. Хотя 
вторые стадии в обеих системах, по-видимому, полностью идентичны, 
первый этап при выщеплении интронов 1-й группы включает нуклео-
фильную атаку З'-гидроксилом гуанозинового нуклеотида, привязан-
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Рис. 6. Предполагаемый механизм гидролиза предшественника т Р Н К рибонуклеиновым 
компонентом (Ml РНК) РНКазы Ρ [51]. Реакция катализируется комплексом Μ g — 
Н 2 0 , изначально присоединенным к фосфату Ml РНК. Μ g + + формально показан как 
гексакоординатный, но может быть также тетракоординатным, как указано в скобках 
около двух экваториальных водных лигандов. В верхней части рисунка молекула воды 
из раствора, которая примет участие в гидролизе, ориентирована водородной связью 
на атомы О или N в Ml РНК. В средней и нижней частях рисунка субстрат (предше-
ственник тРНК) связан молекулой воды, присоединенной к Ml РНК, и проходит через 
промежуточное состояние перед отщеплением «лишнего» олигонуклеотида и добавлени-
ем ОН к его ОБ'-концевому фосфату. После указанных этапов реакции образование 
молекулой воды растворителя связи между осевыми лигандами Μ g + + высвобождает 
фермент для следующего цикла 

Fig. 6. Proposed mechanism of tRNA precursor hydrolysis by Ml RNA of RNAse Ρ Г51]. 
The reaction is catalyzed by the Mg-H 2 0 complex that is initially bound to a phosphate 
of Ml RNA. M g 2 + is formally shown as hexacoordinated, but may be also tetracoordina-
ted as indicated by the parentheses around the two equatorial water ligands. In the top 
panel a water molecule from the solvent that will participate in hydrolysis is positioned 
by a hydrogen bond to an О or N atom in Ml RNA. In the middle and bottom panels the 
tRNA precursor substrate is bound by the molecule attached to Ml RNA and passes 
through a transition state prior to cleavage of the «extra» oligonucleotide and addition 
of OH to its 05 ' - terminal phosphate. After the reaction steps shown here, a solvent 
water chain between the axial l igands of M g 2 + releases the enzyme for the next cycle 
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ного к РНК, тогда как первая стадия при сплайсинге ядерных мРНК 
заключается в нуклеофильной атаке 2'-гидроксилом нуклеотида внут-
ри цепи Р Н К для образования лассо, что чрезвычайно напоминает 
первый этап при выщеплении интронов 2-й группы. Обнаружение на-
ряду с кольцевыми формами лассоподобных форм при выщеплении 
одного и того же интрона (пре-рРНК митохондрий дрожжей), харак-
терного представителя 1-й группы, указывает на возможность протека-
ния двух типов реакций трансэтерификации для одной и той же струк-
туры РНК: сплайсинг с добавлением гуанозина и образованием лассо. 
Таким образом, возможно, что реакции сплайсинга всех РНК, за исклю-
чением разве только некоторых тРНК, эволюционно родственны меж-
ду собой. 

У ч а с т и е р и б о з и м о в в д р у г и х р е а к ц и я х п р о ц е с -
с и и г а РНК. Практически одновременно с открытием самосплайсинга 
рРНК тетрахимены группой сотрудников во главе с Сиднеем Альтма-
ном в Иельском ун-те были обнаружены каталитические свойства РНК-
компонента рибонуклеазы Р. 

In vivo этот фермент способствует созреванию б'-конца молекул 
тРНК, расщепляя связь Ρ — 0 3 ' с образованием 5'-фосфатного и З'-гид-
роксильного концов. У всех до сих пор исследованных организмов 
этот фермент состоит из двух субъединиц, одна из которых РНК, дру-
г а я — белок, и обе необходимы для активности in vivo [41, 42]. 

Белковый компонент РНКазы Ρ (белок С5) очищают аффинной 
хроматографией на иммобилизованном РНК-компоненте [43]. Актив-
ная РНКаза Ρ может быть реконструирована из соответствующих бел-
ков и РНКовых компонентов Е. coli и клеток HeLa [44] или клеток 
Bacillus subtilis [45]. 

Оказалось, что РНК-компонент (Ml РНК) РНКазы Ρ Ε. coli 
[46] и других микроорганизмов [47, 48] при некоторых условиях мо-
жет сам по себе проявлять каталитическую активность [44, 45]. У ки-
шечной палочки эта Ml Р Н К состоит из 377 нуклеотидов и содержит 
активный центр в области 5'-конца. Удаление 120 нуклеотидов с З'-кон-
ца ингибировало не полностью, а удаление 70 нуклеотидов с 5'-конца 
полностью ингибировало активность. Оба конца нужны для сохранения 
полной активности [49]. Более точное картирование активного центра 
затруднено, так как, по-видимому, в его формировании принимают 
участие разные районы молекулы. 

Реакция сильно зависит от структуры Р Н К и присутствия двух-
валентных катионов (Mg+ + или М п + + ) , при этом не требуется допол-
нительной энергии вследствие гидролиза нуклеозидтрифосфата и в ре-
зультате образуется продукт с З'-гидроксильным и б'-фосфатным кон-
цами, чем напоминает реакции интронов 1-й группы. Однако модифи-
кации З'-гидроксила не оказывают влияния на активность [50, 51], 
что отличает реакции Ml Р Н К от реакций интронов 1-й группы, тре-
бующих наличия З'-гидроксила РНКовой цепи или З'-гидроксила сво-
бодной молекулы гуанозина. 

Обычно реакции, включающие атаку гидроксилом эфиров фосфор-
ной кислоты, катализируются белками. Боковые цепи аминокислотных 
остатков могут осуществлять механизм обмена протона, что приводит 
к активации молекулы воды и способствует атаке этерифицированного 
фосфата. Можно предположить, что пре-тРНК связывается с РНКовым 
компонентом РНКазы Ρ наподобие того, как связывается субстрат 
с поверхностью белка и что некоторые группы нуклеиновой кислоты 
могут влиять на нуклеофильность воды (рис. 6). Гидратированный 
M g + + — координатный комплекс — представляет привлекательную 
геометрию для реакции. Предполагается, что гексакоординатный ион 
Mg+ + присоединяется к каталитическому сайту на Ml Р Н К и что 
гидроксильный лиганд иона магния [Mg(OH 2 )50H]+ действует как об-
щее основание при ускорении гидролиза субстратной Р Н К [51]. 

РНКовая субъединица РНКазы отвечает всем критериям понятия 
«фермент»: 1) увеличивает скорость реакции со снижением энергии 
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активации; 2) имеет высокую специфичность по отношению к субстра-
ту и образующемуся продукту; 3) не повреждается в реакции, т. е. 
одна молекула может катализировать реакцию многих молекул суб-
страта: Ml Р Н К ° ^ М 1 Р Н К (1); МІ Р Н К + п р е - т Р Н К ^ [ М 1 РНК*— 
пре-тРНК] МІ Р Н К + п р о д у к т (2). 

И н т р о н н а я Р Н К т е т р а х и м е н ы — и с т и н н ы й ф е р -
м е н т . Оказалось, что все вышеперечисленные требования к «истин-
ному» ферменту удовлетворяют свойства укороченной на 19 нуклео-
тидов формы интрона, выщепленного из пре-рРНК тетрахимены [7]. 

Хотя, как было описано выше, свернутая структура молекулы при 
самосплайсинге р Р Н К тетрахимены обусловливает высокоспецифиче-

Fig. 7. Proposed mechanism of polymerization of cytidilic acid by a real ribozyme, the 
L-19 fragment of Tetrahymena pre-rRNA intron [52]. The ribozyme (I) is shown with 
the «oligopyrimidine» binding site (RRRRRR, 6 purines) near its 5'-end and guanosi-
ne-414 (G414) with a free З'-hydroxyl group 

ские интрамолекулярные реакции расщепления — лигирования, намно-
го их ускоряя, и, кроме того, обусловливает серии реакций сплайсинга, 
циклизации, разрыва и снова циклизации, показывая, что активный 
центр сохраняется в каждой реакции, тем не менее при этом процессе 
пре-рРНК не сохраняется в активной форме, т. е. не может считаться 
истинным ферментом. 

После самосплайсинга р Р Н К тетрахимены выщепленный интрон 
подвергается целой серии РНК-опосредованных реакций циклизации 
и сайтспецифического гидролиза, конечным продуктом которых явля-
ется линейная молекула РНК , представляющая собой укороченный на 
19 нуклеотидов выщепленный интрон (L-19). Поскольку далее реакции 
с этим продуктом не продолжались, было высказано предположение, 
что все потенциально реакционные сайты на молекуле, которые могут 
быть достигнуты ее активным центром (как интрамолекулярный суб-
страт), уже удалены. Добавлением различных субстратов к такой 
Р Н К было показано, что она способна катализировать расщепление 
и присоединение различных олигонуклеотидных субстратов, в частно-
сти, превращая олигонуклеотид pCs (или любой р С л ^ 4 ) в поли (С) 
с /См=42 мкМ и R с а t = 2 мин - 1 . Реакция специфична: идет очень плохо 
с олиго(сіС) и совсем не идет с олиго(А) или олиго(сЮ). 

На рис. 7 показана схема такой реакции [52]. Р Н К (L-19) ката-
лизирует расщепление и присоединение олиго(С) последовательно от 
первого этапа к четвертому. Энзим присоединяет субстрат Уотсон — 
Криковскими связями с образованием нековалентного энзим-субстрат-
ного комплекса (II) . Нуклеофильная атака Q 4 u приводит к образованию 
ковалентного энзим-субстратного промежуточного соединения ( I I I ) . 
Если в качестве субстрата используется пентануклеотид С5, кова-
лентное промежуточное соединение нагружается одним нуклеотидом; 
если субстрат большей длины, к З'-концу G4i4 присоединится олиго-
нуклеотид. 

Реакции трансэтерификации обратимы. Если продукт С4 вновь 
присоединяется к ферменту, он может атаковаться фермент-субстрат-
ным комплексом, и тогда вновь восстановится первоначальный мате-
риал. В начале реакции, однако, концентрация С5 намного выше, чем 
С4: если С5 присоединяется и атакуется этим комплексом, получается 

Рис. 7. Механизм полимеризации цитидило-
вой кислоты рибозимом — L-79-фрагментом 
интрона пре-рРНК тетрахимены [52]. Сам 
рибозим (/) показан с «олигопиримидино-
вым» местом связывания (RRRRRR — 
шесть пуринов) около его 5'-конца и гуа-
нозином в положении 414 (G4u) со свобод-
ным З'-гидроксилом. Сложная свернутая 
структура кора представлена кривой лини-
ей 

6 8 БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА— 1988.—Τ. 4, № 2 2* 68 



С6 и высвобождается фермент: 2Сб-^С6+С4 . Образующиеся при этом 
продукты—.субстраты для следующих реакций: Сб+С5-^С 7 +С 4 и 
С 4 +С5-^Сз+С 6 . Отсутствие продуктов < С з объясняется резким умень-
шением связывания с внутренней матрицей. 

Таким образом, Р Н К (L-19) ведет себя как фермент, обладающий 
нуклеотидилтрансферазной [поли (С)-полимеразной] и фосфодиэстераз-
ной (рибонуклеазной) активностями. 

Обе ферментативные активности были описаны при изучении са-
мосплайсиига. Так, нуклеотидилтрансферазная активность использует-
ся при циклизации интрона и лигировании экзонов, а рибонуклеазная 
реакция родственна сайтспецифическому гидролизу интронной РНК. 

Кроме этих активностей, укороченный на 19 нуклеотидов интрон 
рРНК тетрахимены обладает также фосфотрансферазной активностью, 
специфичной для З'-концевого фосфата олигоцитидиловой кислоты и 
других олигопиримидинов. Фосфат при этом легко переносится на оли-
гопиримидиновый акцептор. При кислых значениях рН он медленно 
переносится в воду, т. е. эта РНК обладает также активностью кислой 
фосфатазы [53]. Наличие фосфотрансферазной или фосфатазной актив-
ностей не предполагалось ранее, поскольку никаких З'-концов не об-
разуется при самосплайсинге пре-рРНК, так что требуемый субстрат 
даже не присутствует во время биологической реакции. Трансфосфо-
рилирование отличается от других катализируемых этой РНК-молеку-
лой реакций тем, что субстратом служит фосфомоноэфир, а не фосфо-
диэфир. По-видимому, исследователи только начинают понимать, как 
РНК катализирует перенос фосфата. 

РНК-к а τ а л и з и ρ у е м а я р е п л и к а ц и я РНК. Реакция об-
разования поли (С) из олигонуклеотидов, катализируемая укороченным 
интропом пре-рРНК тетрахимены, хотя, па первый взгляд, и отлича-
ется от современной РНК-полимеразной реакции, имеет с ней общие 
принципиальные черты [52]. 

1. Высокая консервативность в отношении О—Р-связей в системе; 
только рибозим использует в качестве субстрата С5 вместо СТР. Он 
включает единицы рС в З'-конец растущей цепи и высвобождает С4, 
аналогично высвобождению пирофосфата в реакции, катализируемой 
РНК-пол имеразой. 

2. Удлинение цепи имеет полярность 5 '->3' , все продукты имеют 
З'-ОН, ковалентные связи — исключительно 3' ->- 5'-фосфодиэфирные. 

Олиго(С), использующийся в качестве субстрата, узнается (G)-бо-
гатой внутренней последовательностью, которая является частью «ги-
довой» последовательности при самосплайсинге. Таким образом, этот 
участок представляет как бы «внутреннюю матрицу» при полимеризации 
олигоцитидиловой кислоты. Введя мутации в эту «гидовую» последо-
вательность, можно изменить ее специфичность для иных 5'-экзонных 
последовательностей [14]. С другой стороны, другие интроны 1-й груп-
пы узнают очень различающиеся последовательности 5'-экзонов, по-
скольку имеют различные внутренние «гидовые» последовательности. 
Следовательно, как и РНК-полимеразы, рибозимы имеют различную 
субстратную специфичность. 

Эффективная современная РНК-полимераза, кроме способности 
включать все четыре нуклеотида в растущую цепь, должна использо-
вать экзогенную матрицу, т. е. копировать цепи любой длины и после-
довательности. Такая способность полимеризовать Р Н К по типу мат-
ричного синтеза остается пока для рибозимов только предположи-
тельной. 

Возможно, что укороченный интрон рибосомальной Р Н К тетрахи-
мены оставляет активность, если его внутренняя «гидовая» последо-
вательность отделена от каталитического участка. Если эта внутренняя 
направляющая последовательность очень точно ориентирована по от-
ношению к критической консервативной последовательности и З'-гуа-
нозину, то после ее удаления молекула может соединяться с экзоген-
ной матрицей с образованием активного комплекса. 
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На рис. 8 показан предполагаемый механизм матричной РНК-по-
лимеразной реакции, катализируемой рибозимом [52]. Рибозим здесь 
имеет нуклеотид N, присоединенный к З'-концевому гуанозину (I) и 
нековалентно соединен с экзогенной матрицей, помещенной в место, 
которое обычно занято внутренней направляющей последовательностью 
(II). Рибозим скользит по этой матрице либо может то присоединять-
ся к пей, то отсоединяться. Если в растворе имеется набор тетра- или 
пентануклеотидов случайной последовательности, один из них может 

комплементарно связываться с 
матрицей, соединенной с активи-
рованным нуклеотидом N. С по-
мощью трансэтерификации нук-
леотид N переместится с энзима 
па олигонуклеотид (III) . Если 
это основание N спаривается с 
соответствующим основанием ма-
трицы, присоединяется другой 
заряженный рибозим, и элонга-
ция цепи продолжается. Если 

Рис. 8. Гипотетический механизм матрич-
ной полимеризации Р Н К гипотетическим 
рибозимом [52] (см. текст) 
Fig. 8. Hypothetical mechanisms of temp-
late-dependent RNA polymerization by 
hypothetical ribozyme [52] (explanations 
in the text) 

спаривания не происходит, то праймер будет очень плохой атакующей 
группой для дальнейшей полимеризации, зато очень хорошим реаген-
том для зарядки фермента нуклеотидом N. Таким образом, обрати-
мость процесса обеспечивает равновесие и в то же время точность 
матричной полимеризации. 

Р и б о з и м ы и в и р о и д ы . Еще до открытия явления само-
сплайсинга высказывались предположения о возможных неинформаци-
онных функциях выщепленных интронных последовательностей [54]. 
Выщепление в кольцевой форме особенно интригующе, поскольку мож-
но ожидать повышения стабильности такой РНК к воздействию экзо-
нуклеаз. И хотя обнаружено, что существование выщепленного ин-
трона рибосомалыюй РНК тетрахимены весьма непродолжительно 
[55], эти результаты не могут исключить возможности того, что не-
которые выщеплеииые интроны могут иметь повышенную стабильность 
и выполнять какую-то функцию. 

Недавно было обнаружено, что вироиды (одноцепочечпые кольце-
вые РНК, патогенные для растений) и вирусоиды (ковалентно замкну-
тые одноцепочечные сателлитные Р Н К растений) имеют общие кон-
сенсуспые участки с интронами 1-й группы. Они содержат характерную 
для интронов ядерных генов рРНК и митохондриальных генов рРНК 
и мРНК филогенетически законсервированную последовательность из 
16 нуклеотидов, а также три набора спаривающихся консервативных 
последовательностей. Эта консервативность в равной мере отмечается 
у вироидов и вирусоидов, хотя общая гомология между ними невелика 
[56]. Эти факты дали основание утверждать, что вироиды и вирусоиды 
представляют собой выщепившиеся когда-то интроны [57]. 

Хотя в репликации вироидов предполагалось участие обратной 
транскриптазы, промежуточные ДНК-продукты не были обнаружены 
в специально поставленных экспериментах [58]. По-видимому, репли-
кация их полностью обеспечивается клеточными белками, поскольку 
нет никаких данных о кодировании полипептидов вироидами [58]. 
Предполагается, что репликация вироидов происходит по принципу 
«катящегося колеса», на что указывает присутствие в инфицирован-
ных растениях молекул вироидной Р Н К ( + ) и комплементарной ей 
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Р Н К (—) значительно длиннее, чем сама единица вироида [59, 60]. 
Важным этапом этого механизма является специфический процессинг 
(или расщепление) плюс и минус РНК-молекул большей молекуляр-
ной массы с образованием линейных вироидных мономеров и последу-
ющим лигированием в кольцевые мономеры [61, 62]. 

Оказалось, что плюс и минус РНК-молекулы, синтезированные 
in vitro РНК-полимеразой фага SP6 па матрице клонированной кДНК, 
подвергаются саморасщеплению без участия какого-либо белка. Ре-
акция имеет место при транскрипции и инкубации очищенных транс-
криптов (рН 8,0 и 37 °С) в присутствии ионов M g + + с образованием 
3'-концевого-2',3'-циклического фосфата и 5'-концевой гидроксильиой 
группы [63, 64]. 

З а к л ю ч е н и е . В 1968 г. па основании знания множественности 
функций рибонуклеиновых кислот — тРНК, рРНК, м Р Н К — К р и к сде-
лал вывод, что Р Н К — ранний компонент в эволюции и что сохранение 
информации в виде Д Н К развилось позже [65]. Извечная проблема 
яйца и курицы: что раньше — белок или нуклеиновая кислота, похоже, 
решается в пользу РНК. Не исключено, что РНК-катализируемые про-
цессы чрезвычайно древние, возможно, первые биологические катали-
тические процессы. В ранних примитивных системах каталитическая 
функция Р Н К могла быть предназначена для репликации РНК. Такой 
довольно простой процесс может осуществляться в системе, содержа-
щей только Р Н К и рибонуклеотиды. 

Обладая расщепляюще-лигирующей активностью, специфичной к 
синтезируемому продукту, такая репликативная система могла раз-
виться в систему самосплайсинга [66]. Возможно, появление транс-
действующего фактора — н я Р Н К — из этой же самосплайсирующейся 
Р Н К дало развитие системы, с которой мы встречаемся при сплай-
синге пре-мРНК высших организмов. Подобным образом могли раз-
виться другие этапы процессинга на 3'- и 5'-концах пре-РНК. 

С реакциями, катализируемыми РНК, связывают само появление 
нитронов, которые могли возникнуть в результате обратных реакций 
самосплайсипга, т. е. инсерцией вырезанного при самосплайсипге ин-
трона в другую РНК. Как показали Сулливан и Чек [67], такая 
реакция разрешена термодинамически и она действительно может 
иметь место. Матричная Р Н К с инсерцированным нитроном может 
быть транскрибирована в пре-кДНК и затем интегрирована в негомо-
логичный участок хромосомы либо в гомологичный путем генной кон-
версии. Кодирование нитронами 2-й группы матюраз, способствующих 
сплайсингу, и наличие у них же последовательностей, гомологичных 
гену рої, кодирующему ревертазу у ретровирусов,·—залог возможности 
такого процесса [67]. Обратная его сторона — удаление нитронов из 
ортологичпых генов представлена в строении процессироваппых ге-
нов [68]. 

Возникновение белковой машинерии всегда оставалось загадкой. 
Как считают, соответствующее расположение тРНКовых субстратов и 
матричной Р Н К играет основную роль в белковом синтезе. Каталити-
ческая функция при этом могла бы осуществляться другими молекулами 
Р Н К , например рРНК. Согласно этой гипотезе, рибосомальпые белки 
улучшают и поддерживают структуру и активность транслирующего 
аппарата, который в основе своей — РНКовая машина [69]. 

В случае 2,5S Р Н К , нуклеиновокислотного компонента 1,4-а-0-глю-
кан: 1,4-а-0-глюкан-6-а-(1 Д-а-глюкано) -трансферазы из мышцы кроли-
ка, впервые была показана способность молекулы нуклеиновой кисло-
ты катализировать реакцию с субстратом, не являющимся нуклеино-
вой кислотой [70]. Подобной ферментативной активностью обладал и 
большой фрагмент, представляющий среднюю часть 2,5S Р Н К , полу-
ченной после ее гидролиза РНКазой А [71]. 

Нужно подчеркнуть, что современные рибозимы не представляют 
собой умирающих ископаемых. Напротив, участие рибозима в само-
сплайсипге по специфичности не уступает, а может быть и превосходит 
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белковые ферменты. Хотя число оборотов этого рибозима невелико по 
отношению ко многим ферментативным реакциям, оно тем не менее 
представляет огромное увеличение скорости по сравнению с некатали-
зированными реакциями гидролиза других фосфодиэфиров [72]. Ско-
рость гидролиза рибозимов на 12 порядков выше скорости гидролиза 
диметилфосфатов и на 10 порядков выше теоретически рассчитанного 
гидролиза нормальной фосфодиэфирной связи Р Н К [41]. Таким обра-
зом, относительно малая распространенность рибозимов в природе се-
годня объясняется скорее ограниченностью их многосторонности, чем 
дефицитом их точности и эффективности. 

Автор выражает благодарность И. П. Семеняженко за помощь в 
подготовке этой статьи. 
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S u m m a r y 

RNA molecules which have catalytic properties are called ribozymes. They were first dis-
covered when studying splicing of Tetrahymena large rRNA, and later it appeared that 
fungal rRNAs and mitochondrial mRNAs as well as T4 phage mRNA are spliced in the 
same manner. The present-day data permit suggest ing that similar processes may be ba-
sic for splicing of all pre-mRNAs bearing introns excluding, probably, some pre-tRNAs. 
As it has been shown both steps in splicing occur by transeterification, an exchange of 
phosphate esters, that produces no net change in the number of ester linkages. The abi-
lity of RNA molecules to serve as a catalyst of other reactions, including maturat ion of 
5'-end in tRNAs, viroid formation, has emerged. The possible role of ribonucleic acids 
in catalysis of RNA-polymerization and of biosynthesis of polypeptides in ribosomes is 
discussed. The review depicts modern state of studies aimed at evaluating the catalytic 
functions of RNAs. 
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