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Занятие 1. Тема: Репликация ДНК. 
СТРУКТУРА НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 

У эукариотических организмов ДНК локализована преимущественно в ядрах клеток; у прокариот она образует довольно 
компактный нуклеоид, в котором содержится вся хромосома бактериальной клетки. Такие клеточные органеллы, как 
митохондрии и хлоропласты, имеют свою собственную ДНК. Кроме того, в цитоплазме многих прокариот и низших 
эукариот обнаруживаются внехромосомные ДНК — плазмиды. 
Рибосомные, транспортные и информационные РНК (рРНК, тРНК, иРНК) локализованы и функционируют в цитоплазме 

про- и эукариотических клеток. У эукариот они синтезируются в клеточном ядре, где и обнаруживаются их 
предшественники. Кроме того, в ядрах и цитоплазме клеток имеется множество так называемых малых ядерных РНК 
(мяРНК=snRNA). 

ПЕРВИЧНАЯ СТРУКТУРА НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 
Нуклеиновые кислоты относятся к классу биологических полимеров. Поэтому в понятие первичная структура ДНК и 

РНК, как и любого другого биополимера, входит строение их мономерных остатков, химическая природа межмономерных 
ковалентных связей и последовательность чередования мономерных звеньев в полимерной цепи. 

Нуклеозиды и нуклеотиды 
Мономерными звеньями ДНК и РНК являются остатки нуклеотидов. Нуклеотиды — это фосфорные эфиры нуклеозидов, 

которые, в свою очередь, построены из остатка углевода — пентозы и гетероциклического основания. В РНК углеводные 
остатки представлены D-рибозой, в ДНК—2-D-дезоксирибозой. Связь между углеводным остатком и гетероциклическим 
основанием в нуклеозиде осуществляется через атом азота в основании, т. е. с помощью N-гликозидной связи. Таким 
образом, нуклеозидные остатки в ДНК и РНК относятся к классу N-гликозидов. В качестве гетероциклических оснований 
ДНК содержат два пурина: аденин и гуанин — и два пиримидина: тимин и цитозин. В РНК вместо тимина содержится 
урацил. Кроме того, ДНК и РНК обычно содержат так называемые минорные нуклеотидные остатки — производные 
обычных нуклеотидов по основаниям или углеводному остатку, доля которых в зависимости от вида нуклеиновой кислоты 
колеблется от десятых процента до десятков процентов.  

Межнуклеотидная связь. Нуклеазы 
В нуклеиновых кислотах мономерные остатки связаны между собой фосфодиэфирными связями. Как в ДНК, так и в РНК 

эта связь осуществляется только за счет 3'-ОН группы одного нуклеозидного остатка и 5'-ОН другого. Поэтому 
межнуклеотидную связь называют 3'—5'-фосфодиэфирной. Отсюда следует, что полинуклеотидные цепи ДНК и РНК 
полярны и их концевые остатки неравноценны: если рассматривать нефосфорилированный по концам полинуклеотид, то на 
одном конце он будет содержать 5'-, а на другом конце—3'-ОН. Эти концы называют 5'- и 3'-концами цепи, соответственно. 
Из характера межнуклеотидной связи следует также, что нуклеиновые кислоты — это неразветвленные полимеры. Лишь 

в очень редких случаях (они относятся, как правило, к промежуточным продуктам биосинтеза РНК) 2'-гидроксильная группа 
нуклеотидных остатков может использоваться для образования дополнительной фосфодиэфирной связи. 
На свойствах фосфодиэфирных связей сильно сказывается наличие или отсутствие ОН-группы при С2'-атоме рибозы. 

Так, межнуклеотидные связи в РНК значительно лабильнее, чем в ДНК; они легко гидролизуются в присутствии щелочи. 
В клетке межнуклеотидные связи в ДНК и РНК расщепляются нуклеазами — обширным классом ферментов, 

представители которого различаются по механизму действия и специфичности. Среди нуклеаз, нужно особо выделить 
эндонуклеазы рестрикции (рестриктазы). Эти ферменты узнают в молекулах ДНК не отдельные нуклеотидные остатки, а 
нуклеотидные последовательности из четырех, пяти или шести остатков (реже 7, 8, 9 остатков) и поэтому расщепляют 
любую ДНК на сравнительно небольшое число строго определенных фрагментов. 

МАКРОМОЛЕКУЛЯРНАЯ СТРУКТУРА НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 
Пространственная организация макромолекул ДНК и РНК задается их нуклеотидной последовательностью и 

описывается структурами двух уровней: вторичной и третичной. 
Вторичная структура нуклеиновых кислот создается за счет взаимодействия соседних по полинуклеотидной цепи 

мономерных звеньев, а в случае двуспиральных молекул (или участков молекул) также взаимодействием нуклеотидных 
остатков, находящихся напротив друг друга в двойной спирали. Третичная структура нуклеиновых кислот организуется за 
счет взаимодействия нуклеотидных остатков, принадлежащих различным элементам их вторичной структуры. 

Макромолекулярная структура ДНК 
Двойная спираль ДНК. Модель Уотсона и Крика 

В 1953 г. Дж. Уотсон и Ф. Крик, опираясь на известные данные о структуре мономерных остатков нуклеиновых кислот и 
открытое Э. Чаргаффом правило, согласно которому в любой ДНК количество аденина равно количеству тимина, а 
количество гуанина — количеству цитозина (А=Т, G=С, правило Чаргаффа), расшифровали рентгенограммы псевдокристал-
лической формы (ориентированных волокон) ДНК. Согласно их модели, молекула ДНК представляет собой правильную 
спираль, образованную двумя полинуклеотидными цепями, закрученными друг относительно друга и вокруг общей оси. 
Диаметр спирали постоянен вдоль всей ее длины и равен 1,80 нм. Длина витка спирали, который соответствует ее периоду 
идентичности, составляет примерно 3,40 нм. На один виток спирали приходится 10 нуклеотидных остатков в одной цепи. 
Таким образом межнуклеотидное расстояние вдоль оси спирали составляет 0,34 нм (рис. 1). 
Для поддержания регулярности спирали необходимо, чтобы против остатка пуринового основания в одной цепи 

находился остаток пиримидинового основания в другой. Дж. Уотсон и Ф. Крик нашли, что это требование выполняется 
только в том случае, если А образует стабилизированную водородными связями пару с Т, a G с С. 
Комплементарные основания в двойной спирали ДНК лежат в одной плоскости, причем эта плоскость практически 

перпендикулярна главной оси спирали. Соседние пары оснований в ДНК повернуты друг относительно друга на 36˚ (угол 
между прямыми, соединяющими СГ в соседних комплементарных парах (см. рис. 1, б)). 



  
 

Рис. 1. В-форма двойной спирали 
ДНК: 
а — общий вид спирали (длинная 

ось спирали лежит в плоскости 
рисунка) (хорошо виден сахарно-
фосфатный остов молекулы, 
обращенный наружу. Ком-
плементарные пары схематически 
изображены прямоугольниками, 
плоскости которых почти пер-
пендикулярны оси спирали); 
б — вид сверху (показаны две 

комплементарные пары оснований. 
Хорошо видно, что основания 
заполняют центральную часть 
спирали) 

 
Из Рис. 1 видно, что углеводофосфатный остов молекулы обращен наружу. Спираль закручена таким образом, что на ее 

поверхности можно выделить две бороздки: большую шириной 2,20 нм и малую шириной около 1,20 нм (их называют также 
главным и минорным желобками). Спираль — правозакрученная, а полннуклеотидные цепи в ней антипараллельны. Это 
означает, что, если двигаться вдоль оси спирали от одного ее конца к другому, в одной цепи будут встречаться 
фосфодиэфирные связи в направлении З'→5', а в другой — в направлении 5'→3'. Иными словами, на каждом из концов 
линейной молекулы ДНК расположены 5'-конец одной и 3'-конец другой цепи. 
Позднее было установлено, что модель Уотсона и Крика описывает структуру одной из нескольких форм двойной 

спирали, названной В-формой. Это основная форма двуспиральной ДНК, в которой большая часть ее молекул существует в 
клетке. 
Для того чтобы более подробно описать В-форму ДНК, а также превращения ее в другие формы двойной спирали, 

рассмотрим пространственную структуру мономерных звеньев нуклеиновых кислот и межмолекулярные взаимодействия, 
приводящие к образованию двойной спирали. 

Конформация нуклеотидных остатков и межнуклеотидные взаимодействия в нуклеиновых кислотах 
Все пять гетероциклических оснований, входящих в состав нуклеиновых кислот, имеют плоскую конформацию. В то же 

время для остатков рибозы и дезоксирибозы плоская конформация (когда атомы углерода С1', С2', СЗ', С4' и гетероатом 
кислорода находятся в одной плоскости) энергетически невыгодна. Среди многочисленных теоретически возможных 
конформаций этих остатков в полинуклеотидах реализуются только две: либо С2'-эндо-, либо СЗ'-эндо- конформации 
(называемые также S- и N-конформациями соответственно (рис. 2). 

  

 
 
Рис. 2. Две конформации углеводных 

остатков, встречающиеся в ДНК и РНК. 

Важнейший параметр пространственной структуры нуклеотидного звена — взаимное расположение остатков основания 
и углевода. Теоретический анализ конформации нуклеозидов и нуклеотидов и рентгеноструктурные исследования показали, 
что здесь существуют две области разрешенных конформации, называемых син- и анти- конформациями. У пиримидиновых 
нуклеозидов в случае анти- конформации ближе всего к атому С2' расположен атом водорода при С6, а в случае син- 
конформации — атом кислорода при С2. У пуриновых нуклеозидов в анти- конформации с атомом С5' сближен атом 
водорода при С8, а в син- конформации атом N3 находится над плоскостью углеводного остатка (рис. 3). 
В изолированных нуклеозидах и нуклеотидах переход от С2'--эндо- к С3'-эндо- и между син- и анти- конформациями 

происходит достаточно легко (хотя в зависимости от характера основания для данного соединения существуют 
предпочтительные конформации; 
так, например, пиримидиновые нуклеозиды находятся в основном в аноти-конформации). Если же нуклеотидный остаток 

встроен в по-линуклеотидную цепь, то его конформация при данных внешних условиях оказывается «замороженной». 

 
 

 

 
 
 
Рис. 3. Син- (аденозин) и анти- 

(уридин) конформации нуклеотидов. 

Специфическая макромолекулярная структура нуклеиновых кислот определяется двумя типами взаимодействий между 
гетероциклическими основаниями нуклеотидных остатков: 1) взаимодействиями между основаниями в комплементарных 
парах; 2) межплоскостными взаимодействиями оснований, расположенных друг над другом, или так называемыми 
«стэкинг»-взаимодействиями (от англ. stacking—укладываться в стопку). 



Образование комплементарных пар оснований (А-Т- и G-C-пар) было впервые постулировано Дж. Уотсоном и Ф. Криком 
при создании модели двойной спирали ДНК.  
Необходимо отметить, что кроме уотсон- криковских пар гетероциклические основания нуклеиновых кислот в принципе 

способны образовывать множество связанных водородными связями пар другой структуры. Однако квантово-механические 
расчеты показывают, что уотсон-криковские А-Т- (в случае РНК—A-U-) и G-С-пары энергетически наиболее выгодны. 
Происходит это потому, что в этих парах центры с повышенной и пониженной электронной плотностью оснований располо-
жены оптимально друг относительно друга. Таким образом, комплементарные пары оснований в нуклеиновых кислотах 
стабилизированы преимущественно электростатическими взаимодействиями (такую комплементарность называют 
электронной). Отметим также, что G-C-пары существенно более стабильны, чем А-Т-пары. 
Иную природу имеют межплоскостные взаимодействия оснований. Гетероциклические основания нуклеиновых кислот 

достаточно гидрофобны, т. е. в водном растворе им выгоднее расположиться друг над другом и тем самым уменьшить 
контакт с молекулами воды.  

Различные формы двойной спирали ДНК 
Уже на раннем этапе изучения пространственной структуры ДНК выяснилось, что при изменении внешних условий 

двойная спираль может принимать формы, отличные от уотсон-криковской (В-формы). Так, при понижении влажности или 
активности воды в растворе ДНК переходит в так называемую А-форму. Этот переход связан в первую очередь с 
изменением конформации углеводного остатка. Если в В-форме ДНК остаток дезоксирибозы находится в С2'-эндо-
конформации, то при переходе в А-форму он принимает С3'-эндо- конформацию. Это приводит к уменьшению расстояния 
между фосфатными группами и, следовательно, к уменьшению расстояний между нуклеотидными парами вдоль оси 
спирали (до примерно 0,25 нм при 11 нуклеотидных остатках на виток спирали). Диаметр спирали увеличивается, 
изменяется ширина и глубина бороздок, пары оснований образуют с осью спирали угол около 20° и, главное, смещены к 
периферии спирали. Вследствие этого спираль похожа на пологую винтовую лестницу, а внутри ее возникает полость 
диаметром 0,40 нм. 
Впоследствии было обнаружено значительное число вариантов А- и В-форм ДНК (в особенности последней). Таким 

образом, можно говорить о двух семействах форм двойной спирали, отличающихся конформацией углеводного остатка. В то 
же время двойные спирали, относящиеся к любому из этих семейств, всегда закручены вправо. 
Оказалось, однако, что наряду с правыми существуют и левые спирали ДНК. Первоначально левая спираль, получившая 

название Z-формы (рис. 4), была обнаружена у полинуклеотида с чередующейся последовательностью d(GC)n. Цепи поли-
(dG-dC) самокомплементарны и в растворе с низкой ионной силой образуют правые двойные спирали В-типа. При высокой 
концентрации солей или добавлении спирта эта двойная спираль переходит в левую Z-форму. Ее замечательная особенность 
— чередование конформаций нуклеотидных остатков: если в dC-звеньях остатки углевода имеют С2'-эндо-, а основание — 
анти-конформации, то в dG-звеньях остатки дезоксирибозы находятся в С3'-эндо-, а основание — в син-конформации. В 
правых А- и В-формах все основания имеют анти-конформацию. 
Таким образом, повторяющаяся единица в Z-форме ДНК состоит из двух пар нуклеотидов, а не из одной, как в В- и А-

формах; в результате линия, соединяющая фосфатные группы, через каждые две пары имеет излом и принимает 
зигзагообразный вид (отсюда название Z-формы).  

Сверхспирализация ДНК; топоизомеразы 
В середине 1960-х годов Д. Виноград и сотр. обнаружили, что ДНК некоторых бактериофагов и митохондрий может 

существовать в виде циклических молекул. Позже было установлено, что большинство вирусных и множество клеточных 
ДНК имеют кольцевую форму.  
Важнейший параметр каждой кольцевой ковалентно замкнутой молекулы ДНК — порядок зацепления двух 

одноцепочечных колец в ней. Он обозначается как Lk и в первом приближении равен числу пересечений одной 
полинуклеотидной цепи с другой в двуспиральном кольце. Lk, таким образом, имеет целочисленные значения. Самое 
важное, Lk—величина постоянная для данной ковалентно замкнутой кольцевой ДНК. 

  
а 

  
б 

 
Рис. 4. Двойная спираль ДНК в Z-форме (а) и в В-форме (б) 
Толстыми линиями соединены фосфатные группы (атомы которых выделены); 

видно, что в случае Z-формы эта линия имеет зигзагообразный вид 
 
Если такая ДНК находится в так называемом релаксированном состоянии, т. е. 

без всякого напряжения может быть расположена в одной плоскости, то Lk=Tw, 
где Tw равно числу витков в двойной спирали данной ДНК. 
Однако если увеличить или уменьшить число витков двойной спирали, 

сохранив ковалентную непрерывность обеих цепей, то в силу инвариантности Lk 
такое изменение будет компенсироваться образованием сверхвитков (рис. 5). 
Число сверхвитков в сверхспирализованной ДНК обозначается Wr (его часто 
называют «райзингом» от англ. writhe— скрючиваться) и определяется как. 
Wr=Lk—Tw. 

Wr может быть как положительной, так и отрицательной величиной. 
Кольцевые ковалентно замкнутые ДНК, выделенные из клеток, всегда имеют 
отрицательную сверхспирализацию.  
В клетке отрицательная сверхспирализация ДНК создается ДНК-гиразами, 

относящимися к классу топоизомераз. Топоизомеразы — это ферменты, 
способные изменять число сверхвитков в кольцевых ковалентно замкнутых ДНК. 
Они подразделяются на две группы—топоизомеразы I и II. 

Субстрат для топоизомеразы I — сверхспирализованная ДНК, в которой они уменьшают число сверхвитков, превращая 
ее в конечном итоге в релаксированную кольцевую ДНК. Топоизомеразы II (ДНК-гиразы), напротив, способны создавать 
сверхвитки ДНК. При этом каждый акт работы ДНК-гиразы сопровождается созданием двух отрицательных сверхвитков, а 



ее активность сопряжена с гидролизом АТР. Как это будет ясно из последующих глав, топоизомеразы играют 
исключительно важную роль в процессах репликации и рекомбинации ДНК. Они содержатся в каждой про- и 
эукариотической клетке. 

Макромолекулярная структура РНК 
Двутяжевые РНК 

РНК, построенные из двух комплементарных 
полинуклеотидных цепей, встречаются редко и 
обнаруживаются только в составе некоторых 
вирусов. Кроме того, известны однотяжевые 
кольцевые РНК (вироиды), состоящие, по сути 
дела, из двух комплементарных нуклеотидных 
последовательностей и поэтому существующие в 
виде двуспиральных молекул. 
В двойной спирали РНК возможна только 

одна — С3'-эндо-конформация остатка рибозы 
(С2'-эндо- конформация запрещена из-за 
слишком тесных контактов между 2'-
гидроксилами и другими атомами). Поэтому 
двуспиральные РНК, а также комплементарные 
двутяжевые полирибонуклеотидные комплексы 
(типа поли (А)- поли(U)) существуют только в 
правой А-форме, в основных чертах подобной А-
форме ДНК. В то же время принципиально воз-
можно существование и левых двойных 
спиралей РНК (Z-PHK). 

 
Рис. 5. Схема, иллюстрирующая образование отрицательно 

сверхспирализованнои кольцевой ковалентной замкнутой ДНК 
 

 

 

 
Рис. 6. Н-форма ДНК, возникающая при встраивании показанной на рисунке последовательности в отрицательно 

сверхспирализованную ДНК.  
 

Общие черты вторичной структуры однотяжевых РНК 
Макромолекулы большинства природных РНК построены из одной полирибонуклеотидной цепи. Основной элемент их 

вторичной структуры — сравнительно короткие двойные спирали, образованные комплементарными участками одной и той 
же цепи и перемежающиеся ее однотяжевыми сегментами. Полирибонуклеотидные цепи в таких двуспиральных структурах 
антипараллельны, а сами двойные спирали, находящиеся в А-форме, не идеальны: в них имеются дефекты в виде 
неспаренных нуклеотидных остатков или не вписывающихся в двойную спираль однотяжевых петель. Наряду с 
классическими уотсон-криковскими парами (A-U и G-С) в двутяжевых участках РНК часто встречается пара G-U. Таким 
образом, стабильность двутяжевых районов поддерживается комплементарными и межплоскостными взаимодействиями 
оснований. В однотяжевых участках наблюдаются сильные стэкинг-взаимодействия оснований, вследствие чего они 
стремятся принять конформацию однотяжевой спирали. 

Третичная структура однотяжевых РНК 
Уже в ранних исследованиях макромолекулярной организации однотяжевых РНК было установлено, что в 

физиологических условиях они характеризуются компактной и упорядоченной третичной структурой, которая возникает за 
счет взаимодействия шпилькообразных элементов их вторичной структуры. Транспортные РНК — единственные 
представители природных полирибонуклеотидов, которые удалось закристаллизовать и изучить методом рентгено-
структурного анализа с достаточно высоким разрешением. Поэтому представления о принципах организации третичной 
структуры РНК практически полностью основаны на данных о пространственной структуре тРНК (рис 8). 

 



Коротко рассмотрим эти принципы: 
1. Элементы вторичной структуры РНК располагаются друг относительно друга так, чтобы обеспечить максимальный 

стэкинг оснований в макромолекуле в целом. 
2. Контакты между отдельными элементами вторичной структуры осуществляются за счет нескольких типов так 

называемых «третичных» внутримолекулярных взаимодействий: 
а) за счет образования дополнительных, зачастую неуотсон-криковских пар оснований между нуклеотидными 

остатками удаленных друг от друга (в первичной и вторичной структурах) однотяжевых участков и триплетов оснований 
между нуклеотидными остатками однотяжевых и двутяжевых элементов. 

б) за счет дополнительных («третичных») стэкинг-взаимодействий после интеркаляции (внедрения) оснований 
одного участка между двумя соседними основаниями другого однотяжевого участка (рис. 8); 

в) за счет образования дополнительных водородных связей между 2'-ОН-группами остатков рибозы и основаниями, 
а также другими группами сахарофосфатного остова. 

3. Третичная структура РНК стабилизирована ионами двухвалентных металлов, которые связываются не только с 
фосфатными группами, но и с основаниями. 
Нет сомнений в том, что аналогичные принципы лежат в основе организации структуры всех однотяжевых РНК.  
 

 
Рис. 7. Схема, иллюстрирующая экспериментальную проверку модели вторичной структуры РНК 

 

 
Рис. 8. Вторичная и третичная структуры фенилаланиновой транспортной РНК дрожжей: 

а — «клеверный лист»; тонкие линии соединяют основания, которые образуют «третичные» пары в триплетах в 
макромолекуле тРНК: б — модель пространственной структуры тРНК: лентами показаны двуспиральные участки РНК; в — 
модель третичной структуры тРНК, демонстрирующая расположение плоскостей оснований в нуклеотидных парах и 
триплетах, а также в однотяжевых участках; слева — схема интеркалляции основания одного участка цепи между двумя 
основаниями другого; справа — пример «третичного» контакта другого типа — A-U-А-триплета. 

  



 
 

Рис. 9. Схема образования «псевдоузла» благодаря спариванию комплементарных участков РНК в вершине шпильки и в 
другом однотяжевом участке (а); пространственная модель «псевдоузла» (б) 

 
Занятие 2. Тема: Репликация ДНК. 

МАТРИЧНЫЙ СИНТЕЗ 
Модель ДНК Уотсона и Крика сразу же позволила понять принцип удвоения ДНК. Поскольку каждая из цепей ДНК 

содержит последовательность нуклеотидов, комплементарную другой цепи, т. е. их информационное содержание идентично, 
представлялось вполне логичным, что при удвоении ДНК цепи расходятся, а затем каждая цепь служит матрицей, на 
которой выстраивается комплементарная ей новая цепь ДНК. В результате образуются два дуплекса ДНК, каждый из 
которых состоит из одной цепи исходной родительской молекулы ДНК и одной новосинтезированной цепи.  

 
ДНК-полимеразы 

Комплементарное копирование матрицы осуществляют ферменты ДНК-зависимые ДНК-полимеразы или просто 
ДНК-полимеразы. Первый фермент этого типа был открыт в 1956 г. у Е. coli, а затем ДНК-полимеразы были обнаружены в 
других организмах. ДНК-полимеразы ведут синтез ДНК на одноцепочечной матрице, если имеется затравка 
(комплементарный матрице фрагмент ДНК). ДНК-полимеразы последовательно наращивают конец затравки, шаг за шагом 
присоединяя к нему следующие нуклеотиды (рис. 2), причем выбор очередного нуклеотида для присоединения к концу 
затравки диктуется матрицей. 

Очередной нуклеотид, субстрат для ДНК-полимеразы, поступает в реакцию в активированной высокоэнергетической 
форме дезоксирибонуклеозидтрифосфата. 

 
 

 
Рис. 1. Матричный синтеза ДНК 
ДНК-полимераза шаг за шагом 

удлиняет затравку. Цепи матрицы и 
затравки направлены в 
противоположные стороны — 
антипараллельны 

 

 
 
Рис. 2. Реакция, осуществляемая ДНК-полимеразой 

 
В этом отношении синтез ДНК напоминает синтез всех других биополимеров: поскольку 

полимеризация мономеров в полимер энергетически не выгодна, мономеры всегда поступают в реакцию синтеза в 
активированной форме. В случае синтеза ДНК присоединение очередного нуклеотида к концу затравки сопровождается 
гидролизом богатой энергией связи и отщеплением пирофосфата, что и делает реакцию в целом энергетически выгодной. 
Наличие в клетке пирофосфатазы обеспечивает расщепление пирофосфата и делает реакцию практически необратимой. При 
полимеризации растет всегда 3'-конец затравки, т. е. синтез происходит в направлении 5'→3': 3'-ОН-группа концевого 
нуклеотида затравки атакует α-фосфат очередного дезоксирибонуклеозидтрифосфата (но только в том случае, если он 
комплементарен очередному нуклеотиду матрицы!), в результате чего отщепляется пирофосфат, а 



дезоксирибонуклеозидмонофосфат оказывается связанным фосфодиэфирной связью с растущей цепью ДНК, удлиняя ее на 
одно звено (рис. 2). 

Затравка антипараллельна матрице (рис. 1). Естественно, эта полярность сохраняется и при ее дальнейшем росте, так 
что результатом работы ДНК-полимеразы на одноцепочечной матрице является антипараллельная двойная спираль ДНК. 

ДНК-полимеразы безразличны к последовательности нуклеотидов матрицы; задача этих ферментов — снять точную 
копию с матрицы, с какой — неважно. 

Точность синтеза ДНК и коррекция 
Нормальное размножение клеток требует высокой точности копирования ДНК-матрицы. Генетический материал живых 

организмов имеет огромные размеры. Даже у бактерий ДНК-полимераза должна практически безошибочно скопировать 
молекулу ДНК длиной около 3·106 п. н. Оказывается, у всех организмов точность работы peпликативной машины 
(включающей не только ДНК-полимеразы, но и другие белки; см. ниже) как раз такова, чтобы обеспечить безошибочное 
воспроизведение всего генома или допустить лишь малое число ошибок. Так, у бактерий ошибки синтеза ДНК происходят 
не чаще чем один раз на много миллионов нуклеотидов. Молекулярные взаимодействия, на которых основаны 
ферментативные реакции, в частности синтез ДНК, не могут быть абсолютно надежными, кроме того, точность процесса 
связана с его скоростью. Для того чтобы обеспечить высокую точность наряду с высокой скоростью репликации, природе 
пришлось прибегнуть к специальным механизмам, один из которых — механизм коррекции. 

ДНК-полимеразы проверяют комплементарность каждого нуклеотида матрице дважды: один раз перед включением его 
в состав растущей цепи и второй раз перед тем, как включить следующий нуклеотид. Очередная фосфодиэфирная связь 
образуется лишь в том случае, если последний (3'-концевой) нуклеотид затравки комплементарен матрице. Если же на 
предыдущей стадии полимеризации произошла ошибка (например, из-за того, что нуклеотид в момент полимеризации 
находился в необычной таутомерной форме), то репликация останавливается до тех пор, пока неправильный нуклеотид не 
будет удален. Некоторые ДНК-полимеразы обладают не только полимеризующей, но и .3' -экзонуклеазной aкmuвностью, 
которая отщепляет не спаренный с матрицей нуклеотид затравки, после чего полимеризация восстанавливается. Этот 
механизм, коррекция, заметно увеличивает точность работы ДНК-полимераз. Мутации, нарушающие 3'-экзонуклеазную 
активность ДНК-полимеразы, существенно повышают частоту возникновения ошибок при репликации. Напротив, мутации, 
приводящие к усилению экзонуклеазной активности относительно полимеризующей, снижают темп мутирования 
генетического материала. 

Разные ДНК-полимеразы одного организма и ДНК-полимеразы различных организмов имеют разное строение. Иногда 
один полипептид обладает и полимеразной, и 3'-экзонуклеазной активностями, в других случаях за эти активности 
ответственны разные субъединицы мультисубъединичного фермента. У некоторых ДНК-полимераз корректирующая 
экзонуклеазная активность не обнаружена. За коррекцию в этих случаях ответствен отдельный белок. 

 
ДНК-полимеразы бактерий 

Репликация лучше всего изучена у Е. coli. У этой бактерии есть три ДНК-полимеразы (I, II и III). Все три фермента и их 
аналоги из других бактерий обладают корректирующей экзонуклеазной активностью. 

ДНК-полимераза I состоит из одного полипептида. Эта полимераза обладает 3'- и 5'-экзонуклеазной активностями. Она 
удаляет различного рода дефекты из ДНК в ходе репарации и служит вспомогательной полимеразой при репликации ДНК, 
удаляя РНК-затравки. В клетке Е. coli имеется несколько сотен молекул ДНК-полимеразы I. 

ДНК-полимераза II также состоит из одного полипептида, обладающего полимеразной и 3'-экзонуклеазной 
активностями. Его содержание в бактериальной клетке в несколько раз ниже, чем ДНК- полимеразы I. Эта полимераза лучше 
всего работает на двуцепочечной ДНК с одноцепочечными брешами в несколько десятков нуклеотидов длиной. На этом 
основании можно предположить, что ДНК-полимераза II участвует в репарации ДНК.  

Главную роль в репликации ДНК у Е. coli играет большой мультисубъединичный фермент—ДНК-полимераза III.  В 
клетке всего несколько таких мультимеров, приблизительно столько же, сколько репликативных вилок.  

ДНК-полимераза III состоит из 7 типов субъединиц (табл. 2). Полимеразной активностью in vitro обладают различные 
неполные агрегаты субъединиц, но репликацию проводит полная форма фермента — холофермент, содержащий все 
субъединицы. Полимеразная активность присуща α-субъединице, 3'-экзонуклеазная — ε-субъединице. Отличительная черта 
холофермента ДНК-полимеразы III — исключительно высокая процессивность синтеза ДНК (процессивность- это 
количество нуклеотидов, присоединяемых ферментом к растущей цепи между двумя последовательными актами 
диссоциации с матрицы). В табл, 3 сравнивается процессивность разных ДНК-полимераз. 

При оптимальных условиях скорость синтеза ДНК холоферментом ДНК-полимеразы III in vitro составляет около 1000 
нуклеотидов в секунду, что соответствует скорости репликации in vivo. 
 
Таблица 2. Компоненты холофермента ДНК-
полимеразы III Е. coli. 
 

Субъединица Ген 
α dna E 
ε dna Q 
θ  
τ  
γ dna Z 
δ dna X 
β dna N 

 
Таблица 3. Процессивность ДНК-полимераз 
 
 

ДНК-
полимераза 

Матрица Процессивность
, п.н. 

ДНК-
полимераза I 

Олиго d (Т)-поли d 
(A) 

11—13 

ДНК-
полимераза I 

Поли d (AT) 170—200 

ДНК-
полимераза III 

Однонитсвая ДНК с 
затравкой 

>5000 



 
ДНК-полимеразы эукариот 

В клетках эукариотических организмов обнаружены четыре ДНК-полимеразы: α, β, γ и δ. ДНК-полимераза α считается 
основным ферментом ядерной репликации. Содержание этого фермента заметно возрастает во время S-фазы клеточного 
цикла, когда происходит активный синтез ДНК. Фермент состойт из нескольких субъединиц разного размера. Полимеразная 
активность присуща самой большой из субъединиц. Так же как в случае ДНК-полимеразы III E.coli, эффективность и 
высокая процессивность работы полимеразы а зависят до дополнительных субъединиц, которые сами по себе 
полимеризующей активностью не обладают. Одна из субъединиц ДНК-полимеразы α оказалась ДНК-праймазой— 
ферментом, необходимым для инициации новых цепей ДНК. Ассоциация с праймазой не характерна для ДНК-полимераз 
бактерий.  

ДНК-полимераза β состоит из одного полипептида. Действие этого фермента, видимо, не процессивно. Наибольшая 
активность наблюдается на двуцепочечной ДНК с короткими брешами. Можно думать, что основная роль этой полимеразы 
состоит в репарации ДНК. 

ДНК-полимераза γ состоит из нескольких идентичных субъединиц. Это митохондриальный фермент, который 
осуществляет синтез ДНК митохондрий. Сходный фермент обнаружен в хлоропластах растений. 

ДНК-полимераза δ состоит из двух неидентичных субъединиц. Этот фермент обладает сопряженной 3'-экзонуклеазной 
активностью. 

У низших эукариот- дрожжей- обнаружены две ДНК-полимеразы: I и II. По своей роли в репликации ДНК они 
аналогичны ДНК-полимеразам III и I Е. coli соответственно.  

 
ОСНОВНЫЕ ПРИНЦИПЫ РЕПЛИКАЦИИ 

Инициация цепей ДНК 
ДНК-полимеразы не способны инициировать новые цепи ДНК. Они могут лишь достраивать уже имеющуюся 

затравку. Синтез ДНК начинается с синтеза РНК-затравки. РНК-затравку для синтеза ДНК образует специальный фермент, 
называемый ДНК-праймазой (от англ. праймер — затравка). Праймаза может быть отдельным ферментом, как у бактерий, 
или входить в качестве субъединицы в ДНК-полимеразу (как у ДНК-полимеразы α животных). В любом случае праймаза — 
это фермент, отличный от РНК-полимераз, синтезирующих разнообразные клеточные РНК и тоже способных инициировать 
синтез новых полинуклеотидных цепей. Почему же в таком случае для инициации цепей ДНК используются 
рибонуклеотиды? Поскольку требования инициации и безошибочности синтеза противоречат друг другу, затравку, 
синтезированную инициирующим (а значит неточным) ферментом, необходимо как-то отличить от остальной 
новосинтезированной цепи. Можно думать, что именно поэтому она и состоит из рибонуклеотидов. После того, как цепь 
ДНК начала синтезироваться, РНК-затравки удаляются и образовавшиеся бреши застраиваются ДНК-полимеразой, т. е. с 
высокой точностью. 

Расплетание двойной спирали ДНК в ходе репликации 
Нативные ДНК двуспиральны; следовательно, перед репликацией цепи родительской молекулы, матричные цепи ДНК, 

должны быть разделены. Эту реакцию осуществляют два типа белков: хеликазы. и SSB-белки (от англ. single strand binding — 
белки, связывающиеся с однонитевой ДНК). Хеликазами называют ДНК-зависимые АТРазы, использующие энергию гидро-
лиза АТР для расплетания двойной спирали (helix) ДНК. Считается, что хеликаза, движимая гидролизом АТР, 
однонаправленно «едет» по одной из цепей ДНК, расплетая перед собой двойную спираль. Есть хеликазы, которые едут от 
5'-конца к 3'-концу цепи ДНК, и есть другие, перемещающиеся в обратном направлении. В результате работы хеликаз 
возникает «вилка» из двуспирального участка ДНК и двух одноцепочечных ветвей. Ренатурации одноцепочечных участков 
ДНК (образованию двуцепочечной ДНК) препятствует их связывание SSB-белком, имеющим избирательное сродство к 
однонитевой ДНК (рис. 30). SSB-белки и хеликазы обнаружены у многих про- и эукариотических организмов. Роль SSB-
белка в репликации, по-видимому, состоит в том, чтобы расправить ДНК, вытянуть ее и удалить возможные элементы 
вторичной структуры, которые могли бы образоваться в самокомплементарных участках ДНК.  

 

 
Рис. 30. Расплетание двойной спирали ДНК хеликазой и 

SSB-белком 

 
Рис. 31. Репликативная вилка 

 



Прерывистый синтез ДНК. 
Так как цепи ДНК в дуплексе антипараллельны, то очевидно, что направление расплетания двойной спирали при 

репликации совпадает с направлением синтеза ДНК лишь для одной матричной цепи, но противоположно направлению 
синтеза ДНК на комплементарной матрице (рис. 31). Это значит, что лишь на одной из матричных цепей синтез ДНК может 
происходить непрерывно. Другая цепь ДНК синтезируется сравнительно короткими фрагментами, называемыми 
фрагментами Оказаки.  

Таким образом, синтез ДНК на двух матричных цепях исходной молекулы заметно различается. Новосинтезированная 
цепь, которая синтезируется непрерывно, называется ведущей (англ. leading), другая цепь называется запаздывающей (англ. 
lagging). Каждый фрагмент Оказаки имеет на 5'-конце несколько рибонуклеотидов — результат действия праймазы. 
Характерный размер фрагментов Оказаки различается для бактерий и эукариот: у бактерий они имеют длину около 1000 
нуклеотидов, у эукариот они короче, порядка 100 нуклеотидов. Через некоторое время после синтеза РНК-затравки 
удаляются, бреши застраиваются ДНК-полимеразой, а фрагменты сшиваются в одну ковалентно- непрерывную цепь ДНК 
предназначенным специально для этого ферментом, ДНК-лигазой. 

РЕПЛИКАЦИЯ ДНК Е. coil 
Дуплекс родительской молекулы расплетают две хеликазы — Rep и 

DnaB — в составе праймосомы (праймосома- это комплекс хеликазы и 
праймазы). Образующиеся одноцепочечные участки кооперативно 
связывает SSB-белок. Холофермент ДНК-полимеразы III едет по 
одной из матричных цепей в направлении раскрывания вилки и 
синтезирует ведущую цепь ДНК. По другой матричной цепи в том же 
направлении едет праймосома. Время от времени входящая в состав 
праймосомы праймаза (белок DnaG) синтезирует РНК-затравки для 
запаздывающей цепи. Вторая молекула холофермента ДНК-
полимеразы III удлиняет эти затравки до тех пор, пока не упрется в 
предыдущую затравку, т. е. синтезирует фрагменты Оказаки. Затем 
действует ДНК-полимераза I, которая продолжает удлинять фрагмен-
ты Оказаки, одновременно гидролизуя РНК-затравку предыдущего 
фрагмента, используя свою 5'-экзонуклеазную активность. После 
действия ДНК-полимеразы I между двумя соседними фрагментами 
остается только одноцепочечный разрыв, который зашивает ДНК-
лигаза. Таким образом, в репликативной вилке одновременно рабо-
тают около 20 разных полипептидов, осуществляя сложный, 
высокоупо-рядоченный и энергоемкий процесс.  
Холофермент ДНК-полимеразы III может димеризоваться. На этом 
основании выдвинуто предположение, что две молекулы 
холофермента, праймосома, и, возможно, дополнительная хеликаза 
образуют в клетке единый комплекс — реплисому, которая движется 
по ДНК, одновременно синтезируя обе новые цепи (рис. 34).  
Репликацию ДНК Е. coli удалось воссоздать in vitro в системе из 
очищенных белков. Для реакции необходимы все вышеперечисленные 
белки, а для оптимального синтеза—белок HU—гистоноподобный 
белок Е. coli. Нужны также белки, участвующие в инициации 
репликации, и топоизомеразы. 

 
Рис. 33. Схема синтеза ДНК в репликативнои 
вилке 

 
Рис. 34. Схема возможной организации 
репликативной вилки 

ТОПОЛОГИЧЕСКИЕ ПРОБЛЕМЫ РЕПЛИКАЦИИ 
До сих пор никак не учитывался тот факт, что комплементарные цепи ДНК 

закручены друг вокруг друга в спираль. Между тем это существенно. Большинство 
молекул ДНК бактерий и некоторые ДНК эукариот являются кольцевыми. Из-за 
спиральной закрученности цепи этих молекул оказываются зацепленными — их 
невозможно разделить, не порвав хотя бы одну из них. Даже если бы цепи не были 
зацепленными (т. е. ДНК не была бы кольцевой), при скорости движения 
репликативной вилки 1000 н. п. в секунду вся непрореплицировавшаяся часть ДНК 
должна вращаться со скоростью 6000 оборотов в минуту!  

Все эти проблемы разрешаются присутствием в клетке топоизомераз. 
Топоизомеразы на время вносят в зацепленные друг за друга цепи кольцевых 
молекул разрывы, которые необходимы для их разделения, т. е. выступают в роли 
«шарниров», позволяющих цепям ДНК раскрутиться. Способность бактериальной 
топоизомеразы II — ДНК-гиразы — отрицательно сверхспирализовать ДНК в АТР-
зависимой реакции не только снимает вопрос о вращении всей 
непрореплицировавшейся части ДНК, но и облегчает действие хеликаз, поскольку 
отрицательная сверхспирализация, которую гираза создает перед вилкой, 
способствует расплетанию ДНК. 

На заключительной стадии репликации кольцевых молекул часто остается одно 
или несколько зацеплений цепей исходной молекулы друг за друга. Это приводит к 
тому, что двуцепочечные кольца дочерних молекул также оказываются 
зацепленными, образуют катенан (рис. 35). ДНК-гираза может расцепить 
зацепленные кольца, используя свою способность вносить временный 
двуцепочечный разрыв. 

 

 
Рис. 35. Образование катенанов 

при репликации кольцевых ДНК 



Топоизомеразы необходимы для завершения репликации не только кольцевых молекул, но и очень длинных линейных 
эукариотических хромосом: две очень длинные дочерние молекулы не могут разойтись достаточно быстро, поскольку после 
репликации оказываются запутанными.  

ИНИЦИАЦИЯ РАУНДА РЕПЛИКАЦИИ 
Начавшийся процесс репликации хромосомы бактерии продолжается до тех пор, пока не удвоится вся ДНК. В этом 

смысле бактериальная хромосома представляет собой единицу репликации — репликон. Другие молекулы ДНК, которые 
могут присутствовать в бактериальных клетках, также представляют собой отдельные репликоны. 

Репликация каждого бактериального репликона, в частности хромосомы Е. coli, как правило, начинается в одной 
избранной области ДНК, называемой ориджином репликации (от англ. origin — начало, обозначается ori). Ориджин 
репликации каждого репликона имеет вполне определенную последовательность ДНК В результате инициации раунда 
репликации на ориджине образуются одна или две репликативные вилки. 

Если возникает одна репликативная вилка, как, например, у плазмиды ColE1, то, объехав всю кольцевую молекулу, она 
заканчивает синтез на ориджине. Такая репликация называется однонаправленной. На многих ориджинах, в частности на 
хромосомном ориджине Е. coli, инициируется двунаправленная репликация, т. е. возникают две репликативные вилки, 
перемещающиеся в противоположных направлениях до тех пор, пока не встретятся. Реплицирующиеся кольцевые 
репликоны имеют характерную структуру, напоминающую греческую букву тэта (θ) и называемую тэта-структурой  

Последовательность ориджина способствует необходимому для начала синтеза ДНК расплетанию двойной спирали 
ДНК и служит участком сборки, «посадки» на ДНК активного комплекса белков осуществляющих репликацию.  

 Регуляция репликации 
При каждом клеточном делении каждая молекула ДНК должна удваиваться, т. е. на каждом ориджине дрлжен 

происходить в точности один акт инициации репликации. В противном случае постепенно происходила бы утеря репликона 
или его бесконтрольное накопление. Более того, даже если репликон удваивается в среднем точно один раз на каждое 
клеточное деление, возможны существенные вариации количества копий этого репликона вокруг среднего значения в 
разных клетках бактериальной популяции. Такие вариации недопустимы, так как в конце концов ведут к потере репликона. 
Таким образом, к регуляции репликации предъявляются достаточно жесткие требования: регуляторная система должна 
чувствовать отклонения в обе стороны от среднего числа копий данного репликона и соответствующим образом менять 
частоту инициации на ориджине. Очевидно, что частота инициации должна быть согласована также со скоростью роста 
клеток. 
СЕГРЕГАЦИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫХ РЕПЛИКОНОВ ПО ДОЧЕРНИМ КЛЕТКАМ ПРИ ДЕЛЕНИИ 

Стабильное поддержание любого репликона требует не только согласования его репликации с клеточным делением, но 
и упорядоченного распределения молекул ДНК по дочерним клеткам. Считается, что правильная сегрегация достигается у 
бактерий за счет прикрепления ДНК к мембране, причем пространственная организация участков прикрепления и зоны 
роста мембраны и клеточной стенки обеспечивает автоматическое «растаскивание» двух копии прореплицировавшейся 
молекулы ДНК по разным дочерним клеткам (рис. 40). Подобная стратегия, видимо, характерна не только хромосомам, но и 
низкокопийным плазмидам. 

Многие мелкие репликоны (мелкие плазмиды) используют альтернативную стратегию стабильного наследования. Они, 
по-видимому, не имеют механизма упорядоченной сегрегации, но поддерживаются в высоком числе копий. Высокая 
копийность обеспечивает относительно стабильное наследование репликона при случайном распределении молекул по 
дочерним клеткам при делении. Вероятность того, что репликон при таком способе распределения будет утерян (т. е. в одну 
из дочерних клеток не попадет ни одной копии ДНК данного репликона), равна (1/2)n, где п — число копий, т. е. меньше 
0,1% уже для 10 копий плазмиды в клетке. Естественно, для этого способа принципиально важным является строгое 
восстановление копийности, чтобы единственная молекула ДНК успела быстро размножиться до характерного для нее числа 
копий до начала следующего деления клетки. 

 
Рис. 39. Структура реплицирующейся 
бактериальной хромосомы 

 
 

Рис. 40. Механизм упорядоченной сегрегации  

ОСОБЕННОСТИ РЕПЛИКАЦИИ ДНК ЭУКАРИОТ 
Эукариотические геномы, как правило, значительно больше бактериальных, а скорость синтеза ДНК у эукариот, 

напротив, существенно ниже (несколько десятков нуклеотидов в секунду). Видимо, по этой причине инициация синтеза 
ДНК эукариот происходит во многих разных точках хромосомы, т. е. эукариотические хромосомы имеют полирепликонную 
организацию. Характерный размер репликона высших эукариот — около 100 000 п. о. По крайней мере у низших эукариот, 
например у дрожжей, инициация происходит не на случайных последовательностях, а на вполне определенных ориджинах 
репликации.  



Инициация репликации строго регулируется. Полирепликонная организация требует, чтобы в каждом цикле клеточного 
деления каждый ориджин «сработал» только один раз, в противном случае на хромосоме образуются разветвленные 
структуры.  

Репликация концов эукариотических хромосом 
Неспособность ДНК-полимераз инициировать новые цепи и то, что они умеют удлинять только 3'-конец, делают 

невозможной полную репликацию линейной ДНК. В каждом раунде репликации линейные молекулы должны 
укорачиваться.  

Теломерные области были выделены из ДНК ряда низших эукариот — инфузорий и дрожжей. Оказалось, что на концах 
хромосом этих организмов имеются простые повторяющиеся последовательности, например у тетрахимены теломерная 
последовательность такова: (TTGGGG)n. Эта повторенная последовательность «загнута» сама на себя за счет 
неканонических G-G-пар оснований и образует несовершенную шпильку, так что свободных 5'- и 3'-концов у хромосомы 
нет. Имеющийся в ядре фермент безматрично присоединяет к 3'-концу хромосомной ДНК последовательность концевого 
повтора, причем фермент работает лишь в том случае, если на конце ДНК теломерные повторы уже присутствуют (рис. 42).  

Сегрегация эукариотических хромосом при делении клеток 
Известно, что в мейозе и в митозе хромосомы упорядоченно расходятся по дочерним клеткам с помощью аппарата 

веретена, микротрубочки которого обеспечивают «растягивание» дочерних хромосом или гомологов к разным полюсам. 
Микротрубочки веретена прикрепляются к специальному участку хромосомы — кинетохору. Это белковый комплекс, 
который собирается на специализированной последовательности хромосомной ДНК—центромере.  

Поскольку с помощью методов клонирования у дрожжей были выделены все элементы, необходимые для репликации и 
наследования хромосом — ориджины репликации, теломеры и центромеры,— то оказалось возможным создать 
искусственную хромосому, состоящую из соединенных вместе двух теломер, центромеры, ориджина репликации и ДНК 
«наполнителя», роль которой может играть ДНК с любой последовательностью, например ДНК фага лямбда. Оказалось, что 
искусственная хромосома поддерживается в дрожжах, причем стабильность ее наследования не намного ниже, чем 
стабильность собственных дрожжевых хромосом. 

 

 
Рис. 41. Схема, демонстрирующая сложности, 

возникающие при репликации линейных молекул 
ДНК (Репликацня запаздывающей цепи не может 
пройти полностью, так как даже если РНК-затравка 
и может образоваться на самом конце матричной 
цепи. то после ее удаления ни одна ДНК-
полимераза не сможет восстановить незастроенный 
участок) 

 
Рис. 42. Модель репликации теломер (на примере 
тетрахимены)

Занятие 3. Тема: Репарация ДНК 
Видимо, уже на ранних стадиях эволюции ДНК заменила РНК в качестве носителя генетической информации. Этому 

гипотетическому событию должны были способствовать большая химическая устойчивость ДНК, связанная с заменой 
рибозы на дезоксирибозу, и двуцепочечное строение, «скрывающее» целый ряд реакционноспособных группировок. Но 
несмотря на свои «преимущества», ДНК постоянно подвергается химическим изменениям, как спонтанным, так и 
индуцируемым мутагенами и даже клеточными метаболитами. Еще одна обычная причина повреждений ДНК—радиация и 
ультрафиолетовое облучение. Большинство происходящих с ДНК изменений недопустимы: они либо приводят к вредным 
мутациям, либо блокируют репликацию ДНК и вызывают гибель клеток. Поэтому все клетки имеют специальные системы 
исправления повреждений, репарации ДНК. Нарушение этих систем губительно. Репарация ультрафиолетовых повреждений 
ДНК нарушена у людей, страдающих тяжелым наследственным заболеванием — пигментной ксеродермой. Такие больные 
не могут бывать на солнце и обычно умирают в раннем возрасте от какого-либо злокачественного заболевания. 

Принципы репарации ДНК У различных организмов сходны, поэтому рассмотрим эти принципы на примере Е. coli, где 
они сравнительно хорошо изучены. 



НАРУШЕНИЯ, ВОЗНИКАЮЩИЕ В ДНК  
В ДНК сравнительно часто и спонтанно происходят апуринизация и дезаминирование оснований. Масштабы 

апуринизации можно оценить по тому, что ДНК каждой клетки человеческого организма ежедневно теряет около 5000 
пуринов. Результатом апуринизации является АР-сайт (англ. apurinic-apyrimidinic)—дезоксирибоза, лишенная основания. 

При дезаминировании цитозин превращается в урацил, аденин — в гипоксантин, а гуанин — в ксантин. Наиболее 
вредно дезаминирование цитозина и аденина: обе реакции после репликации приводят к мутациям. Чаще всего 
дезаминируется цитозин; в ДНК каждой человеческой клетки за день происходит около 100 таких событий. При 
дезаминировании всех оснований возникают основания, не характерные для ДНК. Это обстоятельство позволяет 
репаративной системе клетки узнавать продукт дезаминирования и удалять его. Можно утверждать, что именно поэтому в 
ДНК в отличие от РНК вместо урацила присутствует тимин: урацил неотличим от продукта спонтанного дезаминирования 
цитозина. 

  

  

 
Рис. 43. Некоторые типы повреждений ДНК (Показаны сравнительно часто возникающие повреждения. Апуринизация и 

дезаминирование происходят спонтанно. Алкилирование оснований — результат действия многих мутагенов. 
Пиримидиновые димеры образуются под действием ультрафиолетового облучения) 

 
Многие канцерогены алкилируют, например метилируют, основания ДНК. Наиболее частые продукты этих реакций —

это О6-метилгуанин, 7-метилгуанин и 3-метиладенин. Первое из этих изменений мутагенно, а два других делают еще более 
лабильной N-гликозидную связь между основанием и сахаром, т. е. способствуют апуринизации. 
Иногда может происходить размыкание пуринового кольца. Продукт формамидопиримидин представляет затруднение 

для репликации. 
Главным нарушением, возникающим под действием ультрафиолета, является насыщение двойных связей оснований и 

образование пиримидиновых димеров из двух соседних пиримидинов цепи ДНК. 
ПРЯМАЯ РЕАКТИВАЦИЯ ПОВРЕЖДЕНИЙ ДНК 

Ряд повреждений клетка удаляет из ДНК путем прямой реактивации. Так, по крайней мере у бактерий существует 
специальный фермент, метилтрансфераза, который переносит метильную или этильную группу с алкилированного 
основания на один из собственных цистеиновых остатков. Алкилированный в результате собственной активности белок 
инактивируется, но может служить регулятором активности своего гена и нескольких других. 
У многих организмов обнаружен фотореактивирующий фермент (PRE, англ. photoreactivating enzyme), или фотолиаза, 

репарирующии пиримидиновые димеры.  
Другие виды репарации ультрафиолетовых повреждений ДНК называют темновой репарацией, чтобы отличить от 

прямой фотореактивации.  
ЭКСЦИЗИОННАЯ РЕПАРАЦИЯ 

Если невозможна прямая реактивация, работают механизмы эксцизионной репарации, удаляющие из ДНК нарушенные 
участки. Так, практически на каждое аномальное основание, которое может возникнуть в ДНК, существует своя ДНК-N-
гликозилаза— фермент, с высокой специфичностью узнающий в ДНК определенное аномальное основание, например 
формамидопиримидин, и вырезающий его с разрывом N-гликозидной связи (рис. 44). У Е. coli есть около 20 различных 
ДНК-N-гликозилаз.  

После действия ДНК-N-гликозилазы в ДНК остается АР-сайт. Репарация такого повреждения может идти одним из двух 
путей. У эукариот был обнаружен фермент ДНК-инсертаза, способный непосредственно пришивать к дезоксирибозе 
основание в соответствии с комплементарной цепью ДНК. Пока обнаружены лишь пуриновые инсертазы, видимо 
вследствие того, что апуринизация происходит значительно чаще, чем потеря пиримидинов. Второй путь репарации 
открывают ферменты, обнаруженные у всех организмов,— АР-эндонуклеазы. АР-эндонуклеазы разрывают сахарофосфатный 
остов ДНК в АР-сайте. Разорванная после действия АР-эндонуклеазы цепь ДНК подвергается действию экзонуклеазы, 
удаляющей поврежденный участок. По крайней мере в некоторых случаях эту реакцию, видимо, осуществляет 5'-



экзонуклеазная активность ДНК-полимеразы I, а полимеризующая активность заполняет образующуюся брешь. В том 
случае, если работают другие экзонуклеазы, брешь заполняет тоже ДНК-полимераза I. Остающийся разрыв сшивает ДНК-
лигаза (рис. 45).  

 

 
Рис. 44. Реакция, катализируемая ДНК-М-гликозилазами 

(Существует множество ДНК-гликозилаз, специфичных к разным аномальным основаниям) 

  
Рис. 45. Эксцизионная репарация 
(Поврежденный участок ДНК вырезается и 
застраивается заново с использованием 
комплементарной цепи в качестве матрицы. У E. coli 
ДНК-полимеразой, участвующей в репарации, служит 
ДНК-полимераза I. В ряде случаев этот же фермент 
может выполнять функции экзонуклеазы за счет своей 
5' → 3'-экзонуклеазной активности) 

 
 

 
Рис. 46. Репарация повреждений, заметно нарушающих 
вторичную структуру ДНК 
(АТР-зависимая эндонуклеаза UvrABC вносит разрывы 
по обе стороны от повреждения. Хеликаза UvrD 
способствует освобождению вырезанного 
олигонуклеотида; одновременно ДНК-полимераза I 
застраивает образовавшуюся брешь) 

 
Несколько отличный путь используется для репарации повреждении ДНК, заметно нарушающих структуру молекулы, 

например пиримидиновых димеров, образующихся под действием ультрафиолета. Такие повреждения удаляет специальный 
фермент—эндонуклеаза UvrABC (в темноте, когда не работает фотолиаза или когда повреждений в ДНК очень много). Эта 
нуклеаза разрывает фосфодиэфирные связи с 5'- и с 3'-конца от поврежденного участка, а затем с помощью белка UvrD, 
хеликазы II, поврежденный участок удаляется сопряженно с гидролизом АТР. Образующуюся брешь застраивает ДНК-
полимераза I (рис. 46). 
Видно, что эксцизионная репарация всегда использует один принцип: нарушенный участок ДНК удаляется, а затем 
восстанавливается на матрице ненарушенной комплементарной цепи ДНК. Другими словами, эксцизионная репарация 
основана на наличии в ДНК двух взаимокомплементарных цепей; более того, необходимость репарации — одна из причин, 
обусловивших наличие в ДНК двойного избытка информации. 

ИНДУЦИРУЕМАЯ РЕПАРАЦИЯ 
В условиях, увеличивающих количество повреждений ДНК, происходит индукция дополнительных репаративных 

ресурсов клетки. Индицируемая система репарации называется SOS-системой или системой SOS-репарации (табл. 5). 



Степень индукции SOS-системы определяется количеством повреждений в ДНК: при небольшом количестве 
повреждений возрастает уровень некоторых репаративных белков, работавших и до индукции, например UvrA, В, С и D. 
При большем количестве повреждений блокируется деление клеток (в норме оно восстанавливается, если клетке удалось 
«починить» ДНК) и индуцируется синтез белка-продукта гена recA, необходимого для рекомбинационной, репарации и для 
дальнейшей индукции SOS-системы. При еще большем количестве повреждений ДНК индуцируются гены umuC и umuD, 
которые ответственны за особый путь репарации, сопряженный с возникновением мутаций. Механизм действия продуктов 
генов umuCD не ясен, но предполагается, что они позволяют ДНК-полимеразе копировать нарушенный участок матрицы 
(рис.47). Для этого продукты генов umuCD и rесА должны изменить свойства ДНК-полимераз. Оказалось, что 
корректирующая активность ε-субъединицы ДНК-полимеразы III специфически подавляется RecA-белком, связанным с 
поврежденным участком матрицы, например тиминовым димером. 

Таблица 5. Некоторые гены SOS-системы и результат их индукции 
Индуцируемый ген Физиологическое действие 

uvrA, B, C и D  
recA 

 
recN 
ruv  
ssb 

 umuDC 
 sulA 
lexA 

 

Репарация повреждении, нарушающих вторичную структуру ДНК 
Пострепликативная репарация, репарация двуцепочечных разрывов, мута-
генез, индукция SOS-системы  
Репарация двуцепочечных разрывов  
То же  
Участвует в репарации и рекомбинации  
Мутагенез  
Подавление клеточного деления  
Выключение SOS-ответа  

 

 
Рис. 47. Предположительное действие продуктов генов 
umuDC («Копирование» поврежденного участка 
матрицы сопровождается образованием мутаций)  

 
Рис. 48. Схематический график, иллюстрирующий 
тонкую настройку SOS-системы  
(Степень индукции разных генов, входящих в SOS-
систему, по-разному зависит от количества 
повреждений ДНК) 

Можно думать, что продукты генов umuCD позволяют ДНК-полимеразе «в виде исключения» удлинять затравку, 
последний нуклеотид которой не спарен с матрицей. Подобное совместное действие продуктов генов umuCD и RecA-белка 
может быть полезным для выживания в условиях, когда повреждений в ДНК очень много, в то же время очевидно, что 
активность генов umuCD приводит к появлению мутаций, поскольку при репликации напротив поврежденного участка 
матрицы, по-видимому, вставляется произвольный нуклеотид. В любом случае гены umuD и umuС обеспечивают весь 
мутагенный эффект ультрафиолетового облучения и многих химических мутагенов.  

Таким образом, мутагенез не является пассивным процессом, а требует активного вмешательства продуктов 
определенных клеточных генов. Эти генные продукты «обрабатывают» первичное нарушение в ДНК и лишь после этого 
возникает мутация. 

Степень индукции SOS-системы в определенном смысле отражают «благополучие» клетки и ее шансы на выживание. 
Поэтому некоторые относительно автономные внутриклеточные генетические элементы, например умеренные 
бактериофаги, используют индукцию SOS-системы в качестве сигнала для размножения и уничтожения клетки-хозяина: 
безвредный до того участок хромосомы (профаг), «почувствовав» слабость хозяина, начинает размножаться и уничтожает 
его, чтобы спастись самому. 

SOS-система — это не единственная индуцируемая система репарации у Е. coli. Совершенно другой набор генов 
индуцируется в ответ на алкилирующие соединения.  

РЕПАРАЦИЯ НЕСПАРЕННЫХ НУКЛЕОТИДОВ 
Системы репликации и репарации ДНК хоть и очень редко, но все же ошибаются. В результате в ДНК может включиться 

«неправильный», т. е. не комплементарный матрице, нуклеотид. Другой источник неспаренных нуклеотидов — 
гомологичная рекомбинация, в ходе которой образуются гетеродуплексы, состоящие из двух комплементарных цепей, 
исходно принадлежавших разным молекулам ДНК. Такие нарушения структуры ДНК репарируются, по крайней мере у 
бактерий и низших эукариот. Система репарации должна каким-то образом отличать друг от друга две цепи одной молекулы 
ДНК, чтобы решить, какой из двух неспаренных нуклеотидов «правильный», и заменить «неправильный» нуклеотид на 
нуклеотид, комплементарный «правильному». 



В случае нарушений спаривания, возникающих в результате репликации или репарации, новосинтезированная цепь ДНК 
некоторое время может отличаться от матричной цепи наличием одноцепочечных разрывов или брешей. Не исключено, что 
это различие использует система репарации, контролирующая правильность спаривания оснований.  

Другое отличие между новосинтезированной и матричной цепями, по крайней мере у Е. coli, обусловлено 
метилированием ДНК. Метилаза, кодируемая геном dam, метилирует аденины в последовательности GATC. Большинство 
таких последовательностей метилированы в обеих цепях ДНК. После репликации возникает полуметилированная ДНК: 
последовательности GATC метилированы только в матричной, но не в новой цепи (рис. 49). Со временем 
полуметилированные участки метилируются полностью, но пока отличие существует, оно служит указанием о направлении 
репарации неспаренных нуклеотидов для специализированной репарационной системы. 

 
Рис. 49. Метилирование ДНК 

(Метилирование позволяет отличить «старую» цепь 
ДНК от «новой». В течение нескольких минут, после 
репликации, пока не подействовала метилаэа, 
новосинтезированная ДНК не метилирована, т. е. 
отличается от матричной цепи): I-полностью 

метилированная ДНК;   II — полуметилированная   ДНК; 
III — полностью метилированная ДНК 

 
Рис. 50. Зависимая от метилирования система репарации не-
спаренных нуклеотидов. (Ферменты этого пути репарации 
действуют лишь на те молекулы, в составе которых есть и 
неспаренные нуклеотиды, и полуметилированные 
последовательности. Предположительно ферменты репарации 
вносят одноцепочечный разрыв в неметилированную цепь 
полуметилированного участка, после чего деградируют 
протяженный сегмент разорванной цепи и одновременно 
застраивают его заново). 

МЕТИЛИРОВАНИЕ ДНК И «ГОРЯЧИЕ ТОЧКИ МУТАГЕНЕЗА» 
Метилирование не только способствует репарации ДНК, но может напротив, облегчать мутагенез. В природе широко 

распространено метилирование цитозина. Каждый метилированный цитозин потенциально мутагенен, поскольку продуктом 
его спонтанного дезаминирования является тимин, нормальное для ДНК основание, а не урацил (продукт дезаминирования 
цитозина), который удаляется урацил-ДНК-гликозилазой. У Е. coli за счет активности гена dcm цитозины метилированы в 
последовательности CCA/TGG. Показано, что метилированный (внутренний) цитозин в этой последовательности 
действительно является «горячей точкой мутагенеза». 

 
Дублирование информации в двух комплементарных цепях ДНК не позволяет безошибочно исправлять все типы 

повреждений. Описанные механизмы репарации не могут справиться с такими нарушениями структуры ДНК, как 
ковалентные межнитевые сшивки, которые могут возникать под действием ряда мутагенов, или двуцепочечные разрывы 
ДНК, вызываемые, например, γ-облучением. Такие повреждения могут репарироваться только при наличии гомологичной 
неповрежденной молекулы ДНК, т. е. рекомбинационным путем.  

 
Занятие 4. Тема: Рекомбинация, рестрикция и модификация ДНК. 

Рекомбинацией в общем смысле слова можно назвать возникновение новых последовательностей ДНК за счет разрывов и 
перевоссоединений предсуществующих молекул. Это понятие объединяет обширный круг разнообразных биологических 
явлений, роль которых будет рассмотрена по мере их описания. 

ГОМОЛОГИЧНАЯ РЕКОМБИНАЦИЯ 
Общая, или гомологичная, рекомбинация характерна для всех живых организмов от вирусов и бактерий до 

многоклеточных эукариот. При гомологичной рекомбинации происходит обмен участками между гомологичными, т. е. 
очень похожими по последовательности, молекулами ДНК. Так, к общей рекомбинации относятся обмены между 
гомологичными хромосомами в мейозе у эукариот и рекомбинационная инициация репликации ДНК бактериофага Т4. В 
первом приближении можно сказать, что гомологичная рекомбинация не создает принципиально новых последователь-
ностей, а перетасовывает уже имевшиеся сходные варианты одной и той же последовательности (рис. 51). Чтобы 
подчеркнуть важность этого свойства, достаточно сказать, что при гомологичной рекомбинации между двумя сходными 
генами, кодирующими белок, оба рекомбинантных продукта оказываются не нарушенными, не происходит, например, 
сдвига рамки считывания. Другими словами, при гомологичной рекомбинации каким-то образом обеспечивается взаимное 
узнавание одинаковых (или очень сходных по последовательности) участков рекомбинирующих молекул. Если же 
гомологии нет, то и рекомбинация такого рода происходить не будет. 



 
Рис. 51. Гомологичная рекомбинация 
При рекомбинации такого рода происходит обмен 
частями между разными вариантами (обозначены 
•большими и малыми буквами) одной 
последовательности. В результате возникают два 
новых рекомбинантных варианта той же 
последовательности 

 
Рис. 52. Структура Холидея или полухиазма — промежу-
точное соединение реакции гомологичной рекомбинации 
(Комплементарное спаривание цепей. принадлежащих 
разным дуплексам. обеспечивает взаимное узнавание 
гомологичных молекул) 

Как же обеспечивается взаимный поиск гомологии между рекомбинирующими молекулами ДНК? Наиболее естественное 
предположение состоит в том, что в этом процессе участвует комплементарное спаривание между цепями ДНК, 
принадлежащими разным рекомбинирующим дуплексам. Это предположение было достаточно четко экспериментально 
обосновано, и в настоящее время можно считать общепринятым, что гомологичная рекомбинация происходит через 
образование промежуточного соединения, называемого структурой Холидея или полухиазмой (рис. 52). В полухиазме осу-
ществлено комплементарное спаривание между одноцепочечными участками, принадлежащими разным родительским 
молекулам ДНК. В результате в полухиазме имеются гетеродуплексные районы.  
Структуру Холидея в качестве промежуточной стадии гомологичной рекомбинации удалось непосредственно наблюдать 

в электронный микроскоп. Действительно, если развернуть на 180° полухиазму, изображенную на рис.52, то получится 
структура, показанная на рис. 54. Именно такие молекулы и удается выявить при рекомбинации, причем объединены они по 
области гомологии. 
Построение объемной молекулярной модели показало, что полухиазму можно образовать с сохранением всех водо-

родных связей и стэкинг-взаимодействий между основаниями ДНК. Эта структура способна свободно перемещаться в обе 
стороны вдоль рекомбинирующих молекул ДНК. При этом обе гомологичные молекулы вращаются вокруг своей оси, а 
гетеродуплексный участок удлиняется или укорачивается в зависимости от направления смещения полухиазмы. Такой 
процесс может быть активным или может происходить спонтанно, за счет вращательной диффузии; называется он 
миграцией ветви (от англ. branch migration; рис. 55). 
Полу хиазму можно разрезать двумя способами (рис. 56). В одном случае окажется, что рекомбинирующие молекулы 

обменялись сравнительно короткими одноцепочечными участками, образовавшими гетеродуплексные районы. При другом 
способе рекомбинирующие молекулы обмениваются своими частями, находящимися по обе стороны от места образования 
полухиазмы, часто именно этот случай называют собственно рекомбинацией. 
Как уже говорилось, цепи ДНК в гетеродуплексе могут быть не полностью комплементарны друг другу. Судьба 

гетеродуплексных районов, образовавшихся в результате рекомбинации, может быть двоякой: если неспаренные основания 
гетеродуплекса не репарируются, то после репликации каждая цепь ДНК даст дуплекс с такой же последовательностью, как 
у молекулы ДНК, из которой она произошла (в случае рекомбинации в мейозе это приведет к постмейотической сегрегации); 
если же произойдет репарация неспаренных оснований, то информация, заключавшаяся в одной из цепей гетеродуплекса, 
исчезнет и заменится на информацию другой цепи. В отличие от других случаев рекомбинации в этом последнем случае 
один из двух возможных рекомбинантных продуктов исчезает и превращается (англ. convert) в другой, поэтому этот вариант 
рекомбинации называют генной конверсией (рис. 57). 

 
Энзимология рекомбинаций у бактерий 

Каким же образом происходит обмен комплементарными цепями между рекомбинирующими молекулами и образование 
холидеевской структуры? Этот вопрос был выяснен за последние несколько лет, как и многие другие, на примере Е .coli. У 
этого организма практически все виды гомологичной рекомбинации зависят от функционирования гена rесА (этот ген играет 
важную роль и в репарации повреждений ДНК). Оказалось, что RecA-белок является ДНК-зависимой АТРазой, способной  



 
Рис. 54. Изомеризация полухиазмы 
 

 
 

 
Рис. 55. Миграция ветви 

За счет этого процесса может происходить удлинение (или 
укорочение) гетеродуплексного района. Так как реальные 
молекулы ДНК — это спирали, то миграция ветви сопровождается 
вращением обеих рекомбиннрующих молекул 

 
 
 

 
 
Рис. 56. Два способа разрезания полухиазмы 

В зависимости от способа разрезания полухиазмы 
рекомбини-рующие молекулы либо обмениваются 
сравнительно короткими одноцепочечными участками 
(справа), либо меняются частями, расположенными по "бе 
стороны от места обмена одиночными цепями (слева)  

 
Рис. 57. Генная конверсия (а) и один из возможных механиз-

мов генной конверсии (б) 
Информация, заключенная в сегменте ДНК, исчезает и 

заменяется на информацию гомологичного участка другой 
молекулы ДНК (а). Образовавшийся при рекомбинации гетеро-
дуплексный участок репарируется по образцу одной из цепей 
гетероду-плекса (б) 

 
заменять одну из цепей дуплекса ДНК на гомологичную. Одна из реакций, которую может проводить очищенный RecA-
белок in vitro,— образование так называемой D-петли (рис. 58). Для осуществления этой реакции RecA-белок покрывает 
одноцепочечную ДНК и такой комплекс связывается с двуцепочечной ДНК. Затем происходит перемещение однонитевой 
ДНК вдоль дуплекса до тех пор, пока не будет найден участок гомологии (если это возможно). Процесс поиска является 
активным и требует гидролиза АТР. Показано, что дуплекс ДНК в комплексе с RecA-белком и одноцепочечной ДНК заметно 
раскручен (вне зависимости от того, гомологична однонитевая ДНК дуплексу или нет); по всей вероятности, это облегчает 
поиск гомологии. После того как гомология найдена, RecA-белок проводит замену одной цепи ДНК на другую в активном 
процессе, требующем гидролиза АТР и имеющем вполне определенную направленность: перенос начинается с 3'-конца и 
продолжается в направлении 3'→5'. Другими словами, RecA-белок активно проводит однонитевую миграцию ветви. Более 
того, при наличии второго свободного конца RecA-белок способен обменивать цепи ДНК между двумя дуплексами, 
продвигая вдоль ДНК (миграция ветви) образовавшуюся таким образом структуру Холидея (рис. 59)! 
Чтобы окончательно разобраться в молекулярных основах рекомбинации, необходимо рассмотреть, как происходит 

разрезание полухиазмы и как индуцируется рекомбинация — откуда берется свободный конец одноцепочечной ДНК, 
необходимый для действия RecA-белка. У Е. coli ответы на эти вопросы зависят от того, какой работает «путь» 



рекомбинации, т. е. какие нуклеазы «ассистируют» RecA-белку в ходе рекомбинации. Наиболее эффективным является так 
называемый RecBC-путь, зависящий, как следует из названия, от продуктов генов rесВ и rесС, кодирующих две из трех 
субъединиц одного фермента — экзонуклеазы V или нуклеазы RecBCD. RecBC-путь рекомбинации активируется в  

 
Рис. 58. Образование D-петли 

 
 
 
 
 

 

 
Рис. 59. Направление миграции ветви под действием RecA-

белка (Цепи ДНК переносятся начиная с 3'-конца) 

бактериях при наличии двуцепочечных концов ДНК, которые могут возникнуть при радиоактивном облучении, при 
случайном разрыве матричной цепи в репликативной вилке или при переносе ДНК из клетки в клетку при конъюгации. 
Нуклеаза RecBCD узнает свободный конец ДНК, присоединяется к нему и осуществляет следующую любопытную реакцию. 
Используя энергию гидролиза АТР, фермент перемещается вдоль ДНК и, подобно хеликазам, расплетает дуплекс ДНК. В 
отличие от других хеликаз RecBCD-белок позволяет ДНК ренатурировать, но расплетание происходит с большей скоростью, 
чем восстановление дуплекса, поэтому по мере продвижения нуклеазы RecBCD вдоль ДНК постепенно образуются все 
более протяженные однонитевые петли. Если фермент встречает определенную последовательность ДНК, называемую      
хи-сайтом, то он вносит в нее одноцепочечный разрыв. В результате одна из петель превращается в длинный однонитевой 
«хвост». Нетрудно видеть, что такая структура является идеальной для дальнейшего взаимодействия с RecA-белком (рис. 
60). Любопытно, что последовательность хи-сайта асимметрична и разрезается нуклеазой RecBCD лишь в том случае, если 
она «подъезжает» к хи-сайту с нужной стороны. 
Для успешного протекания рекомбинации необходим SSB-белок, который покрывает образованную в результате 

действия RecBCD-белка одноцепочечную ДНК и предохраняет ее от действия нуклеазы.  
В гомологичной рекомбинации могут принимать участие топоизомеразы. Например, создаваемая ДНК-гиразой 

отрицательная сверхспирализация заметно облегчает образование D-петель, поскольку последний процесс снимает 
механические напряжения, существующие в сверхспиральных молекулах.  

Рекомбинация и пострепликативная репарация 
Одна из ролей гомологичной рекомбинации состоит в репарации повреждений, с которыми, не могут справиться 

описанные в предыдущей главе репаративные системы. Такие повреждения возникают, например, тогда, когда 
репликативная вилка проезжает через поврежденный участок ДНК до того, как репаративные системы успели устранить 
повреждение. В этом случае получается, что одна из цепей ДНК дефектна (например, содержит тиминовый димер или АР-
сайт), а комплементарная цепь не могла быть синтезирована из-за дефекта в матрице и поэтому напротив поврежденного 
участка остается незастроенная брешь. Единственный способ безошибочной репарации такого повреждения — это 
использовать в качестве эталона второй полученный при репликации дуплекс ДНК, т. е. использовать рекомбинацию для 
репарации повреждения. У E.coli эту задачу способен выполнить RecA-белок вместе с ферментами репарации. Для RecA-
белка одноцепочечный участок двуспиральной молекулы ДНК, содержащий повреждение, является «излюбленным» 
участком связывания. Связавшись с таким местом, RecA-белок вовлекает его в рекомбинационное взаимодействие с 
гомологичным неповрежденным дуплексом, причем как разорванная, так и поврежденная цепи ДНК оказываются спарен-
ными с неповрежденными комплементарными цепями, что позволяет их репарацию обсуждавшимися на предыдущем 
занятии репарационными системами (рис. 62). Таким путем осуществляется пострепликативная, или рекомбинационная, 
репарация. Аналогичным образом за счет рекомбинации происходит репарация двуцепочечных разрывов ДНК. 
Из изложенного следует, что, по крайней мере у бактерий, системы репарации и рекомбинации сложным образом 

переплетены и связаны между собой. Наличие повреждений ДНК активирует обе системы. С другой стороны, репарация 
некоторых типов повреждений вообще невозможна, без гомологичного дуплекса ДНК, т. е. может происходить лишь 
рекомбинационным путем. 

 



 
Рис. 62. Пострепликативная репарация 
(Если репликация ДНК произошла до того, как 

из ДНК были удалены дефекты, может возникнуть 
показанная на рисунке ситуация, когда одна из 
цепей ДНК повреждена, а во второй имеется брешь, 
так как поврежденная цепь не может служить 
полноценной матрицей. Подобные повреждения 
могут быть исправлены лишь с привлечением 
гомологичного дуплекса) 

 

 
Рис. 64. Модель рекомбинации, инициируемой двуцепочечным 
разрывом одного из взаимодействующих дуплексов 

Митотическая рекомбинация у эукариот 
Рекомбинация может происходить между гомологичными генами соматических клеток многоклеточных или при 

вегетативном росте одноклеточных эукариот. Частота этой рекомбинации очень невелика, поскольку такая, митотическая, 
рекомбинация может сопровождаться нежелательными последствиями (например, возникновением мозаицизма). 
Большинство случаев митотической рекомбинации, по-видимому, связаны с репарацией. Действительно, митотическую 
рекомбинацию можно существенно стимулировать, повредив ДНК, например облучением. 
Механизм митотической рекомбинации сравнительно хорошо изучен у дрожжей. На этом объекте показано, что в 

соответствии с вышеизложенным двуцепочечные разрывы в ДНК на несколько порядков стимулируют рекомбинацию. 
Стимулирующее действие оказывает не только разрыв, но и двуцепочечная брешь, причем в ходе рекомбинации брешь 
застраивается по образцу второй рекомбинирующей молекулы. Например, если наблюдать рекомбинацию между введенной 
в дрожжевые клетки плазмидой, несущей какой-нибудь дрожжевой ген, нарушенный двуцепочечной брешью, и таким же 
геном в хромосоме, то нарушенный плазмидный ген восстановится по образцу хромосомной копии. Эти данные позволили 
сформулировать модель рекомбинации-репарации двуцепочечного разрыва. Для этой модели характерно образование двух, а 
не одной, холидеевских структур. На рис. 64 представлен один из вариантов этой модели. Поскольку двуцепочечная брешь 
одной из рекомбинирующих молекул ДНК застраивается по образцу неповрежденной молекулы, информация, 
содержавшаяся на участке бреши, полностью теряется и заменяется на информацию неповрежденной молекулы, т. е. 
репарация двуцепочечной бреши — это еще один механизм генной конверсии. Продукт генной конверсии формально 
аналогичен результату двойного кроссинговера, но отличается отсутствием второго, реципрокного, продукта рекомбинации. 
Модель репарации двуцепочечного разрыва объясняет не только случаи конверсии точечных мутаций, но и конверсию про-
тяженных вставок и делеций, которая также часто наблюдается у дрожжей. 

Мейотическая рекомбинация 
В мейозе у эукариот гомологичные хромосомы, полученные организмом от отца и от матери, расходятся по разным 

клеткам. Правильное расхождение, при котором гомологи каждой пары расходятся в первом делении мейоза по разным 
дочерним клеткам, обеспечивается тем, что гомологичные хромосомы узнают друг друга и спариваются на всем своем 
протяжении (синапс). Две вытянутые друг вдоль друга гомологичные хромосомы образуют в профазе первого деления 
мейоза особую структуру, так называемый синаптонемный комплекс. Молекулярное строение синаптонемного комплекса не 
ясно, но считается, что эта структура, обеспечивающая гомологичное спаривание хромосом, способствует рекомбинации 
между ними. Собственно рекомбинация проходит, по-видимому, в специализированных структурах, наблюдающихся на 
синаптонемном комплексе и называемых рекомбинационными узелками. Рекомбинационный обмен, кроссинговер, между 
гомологичными хромосомами в мейозе играет важную роль. Когда перед первым делением мейоза хромосомы 
конденсируются, то сестринские хроматиды удерживаются вместе, но из-за кроссинговера между несестринскими 



хроматидами гомологичные хромосомы тоже оказываются связанными в участках кроссинговера, называемых хиазмами. 
Такое связывание гомологов обеспечивает их правильную ориентацию на экваторе делящейся клетки и последующее 
упорядоченное расхождение по дочерним клеткам. Таким образом, возникшие благодаря гомологичной рекомбинации 
хиазмы выполняют в первом делении мейоза функцию, аналогичную функции центромер в митозе (второе деление мейоза 
напоминает обычный митоз, упорядоченную сегрегацию хромосом во втором делении обеспечивают центромеры). 

СПЕЦИАЛИЗИРОВАННЫЕ СИСТЕМЫ ГОМОЛОГИЧНОЙ РЕКОМБИНАЦИИ 
Кроме систем рекомбинации, выполняющих общие функции, например рекомбинацию в мейозе у эукариот или 

рекомбинационную репарацию у всех организмов, существуют специализированные системы гомологичной рекомбинации, 
выполняющие ту или иную частную задачу. 
Примеры специализированных систем общей рекомбинации можно найти у паразитов, которые с их помощью борятся с 

иммунной системой организмов- хозяев. Так, у гонококков, вызывающих гонорею, имеется много копий генов, кодирующих 
иммунологически различные варианты пилина — белка, образующего пили (ворсинки) на поверхности этих бактерий и 
являющегося одним из основных факторов вирулентности (пили обеспечивают прикрепление гонококков к эпителию 
мочеполовой системы). Экспрессируются лишь те гены, которые находятся в локусах, называемых pilE, они и определяют, 
какой пилин представлен на поверхности клеток. С довольно высокой частотой ген pilE утрачивается и бактерия лишается 
пилей, но за счет рекомбинационного взаимодействия (скорее всего генной конверсии) «остатков» гена pilE с каким-нибудь 
из молчащих генов, расположенных в других местах, в локусах pilS, восстанавливается новый ген pilE с 
последовательностью, характерной для гена pilS, донора информации при рекомбинации (рис. 68). Таким способом 
гонококки сравнительно часто меняют иммунологические свойства пилей и не позволяют развиться эффективному им-
мунному ответу. 
Совершенно аналогичную стратегию использует возбудитель возвратного тифа Borellia, который за счет рекомбинации 

время от времени меняет структуру поверхностного белка, являющегося главным антигеном, распознаваемым иммунной 
системой человеческого организма. 
Рекомбинационные переключения поверхностных антигенов патогенных микроорганизмов характерны не только для 

бактерий. Этот способ ускользания патогена от действия защитных средств организма был, собственно, и открыт на 
эукариотическом болезнетворном агенте — возбудителе сонной болезни Tripanosoma brucei. Как и вышеописанные 
бактерии, трипаносомы имеют множество копий генов так называемого вариабельного поверхностного гликопротеина, но 
экспрессируется только одна копия. Обычно экспрессирующаяся копия находится на конце той или иной хромосомы (в 
теломерной области). Замена экспрессирующейся копии на новую происходит в результате гомологичной рекомбинации, 
приводящей к обмену теломерами между хромосомами или в результате генной конверсии с участием экспрессирующейся 
копии и молчащей копии, расположенной в каком-нибудь другом месте генома трипаносомы. На этой сравнительно хорошо 
изученной системе показано, что кроссинговер или конверсия могут не только заменить один ген на другой в 
предназначенном для экспрессии участке генома, но способны увеличивать разнообразие поверхностных гликопротеинов за 
счет того, что при рекомбинации возможен перенос не целого гена, а его части и образование гибридного, т. е. нового, 
варианта гена. 
Во всех трех описанных случаях паразитические микроорганизмы используют обычный клеточный рекомбинационный 

аппарат, а единственная «тактическая хитрость» состоит в организации соответствующих генов: имеется экспрессирующая 
копия и множество различающихся между собой молчащих. Большое количество последних обеспечивает сравнительно 
случайный выбор копии для замены и заметную частоту процесса, хотя рекомбинация идет с относительно низкой частотой, 
которая оказывается достаточной лишь в силу огромных размеров популяций патогенных микроорганизмов. В тех случаях, 
когда необходима высокая частота рекомбинации, рекомбинационный аппарат клетки должен быть снабжен 
дополнительными белками. Пример такого рода хорошо изучен на системе смены типа спаривания у дрожжей. 
Гаплоидные дрожжи — сахаромицеты — бывают двух типов спаривания: а и α. Клетки разных типов спаривания умеют 

находить друг друга и образовывать а/α -диплоиды, способные претерпевать мейоз с образованием четырех гаплоидных 
спор. У некоторых (гомоталлических) штаммов дрожжей происходит эффективное переключение типа спаривания: дрожжи 
α-типа способны превращаться в дрожжи а-типа, и наоборот. Такое переключение связано со специализированной системой 
гомологичной рекомбинации. У дрожжей имеется три копии генов, ответственных за тип спаривания. Все три копии 
расположены на одной хромосоме, но экспрессируются гены лишь одной из них, расположенной в локусе МАТ. Слева и 
справа от МАТ-локуса на значительном расстоянии находятся молчащие копии: HMLα, содержащая информацию, 
необходимую для того, чтобы дрожжи были α-типа спаривания, и HMRa с информацией, определяющей а-тип спаривания. 
Последовательность ДНК в МАТ-локусе идентична либо левой (МАТα -дрожжи), либо правой (МАТа-дрожжи) молчащей 
копии. В дрожжах, способных к переключению, с очень высокой частотой происходит замена информации, содержащейся в 
МАТ-локусе, на информацию одной из молчащих копий генов типа спаривания (рис. 69). Показано, что замена происходит 
путем генной конверсии по механизму репарации двуцепочечного разрыва ДНК. Процесс инициирует специальная сайт-
специфическая эндонуклеаза, продукт гена НО, которая вносит разрыв в определенную последовательность ДНК МАТ-
локуса.  



 
Рис. 69. Расположение локусов HMLα, MAT и HMRa на третьей 

хромосоме дрожжей  

Репарация разрыва в гаплоидных клетках может 
происходить лишь рекомбинационным путем, с 
использованием в качестве эталона HML- или HMR-
копий генов типа спаривания. В одном случае 
переключения не произойдет, поскольку 
последовательности ДНК в МАТ-локусе и в одной 
из молчащих копий идентичны, а в другом случае 
произойдет следующее: экзонуклеазы расширят 
разрыв до тех пор, пока концы образовавшейся 
бреши не окажутся гомологичными 
соответствующим участкам молчащей копии генов, 
определяющих противоположный тип спаривания. 
Затем ДНК этих генов используется в качестве 
матрицы для застройки бреши (см. рис. 64), т. е. 
содержавшаяся в МАТ-локусе информация 
утрачивается и заменяется на информацию генов 
другого типа спаривания. В диплоидных а/α 

дрожжах экспрессируются два МАТ-локуса: а и α. В такой ситуации ген НО не работает и никаких переключении не 
происходит. Таким образом, приспособление дрожжевой клетки для переключения типа спаривания фактически состоит из 
одного фермента — сайт-специфической эндонуклеазы. 

САЙТ-СПЕЦИФИЧЕСКАЯ РЕКОМБИНАЦИЯ 
Сайт-специфическая рекомбинация—это рекомбинация, которая в отличие от гомологичной не требует протяженных 

участков гомологии, но для протекания которой необходимы строго определенные последовательности ДНК и специальный 
ферментативный аппарат. В каждом конкретном случае сайт-специфическая рекомбинация выполняет свою частную 
функцию, последовательности ДНК для каждого случая также различны, отличаются и ферменты, поэтому имеет смысл 
рассматривать по отдельности различные системы сайт-специфической рекомбинации. Однако из дальнейшего будет ясно, 
что в общих чертах механизм сайт-специфической рекомбинации всегда одинаков. 
Первая изученная система сайт-специфической рекомбинации — 
это интеграция фага лямбда в хромосому бактерии-хозяина. В 
отличие от рассмотренных случаев хромосомы бактерии и фага не 
гомологичны, а для рекомбинации необходимы специальные 
последовательности и специализированный фермент. 
Пример другой системы сайт-специфической рекомбинации пре-
доставляет еще один умеренный фаг Е. coli P1. В отличие от фага 
λ, Р1 в лизогенном состоянии не интегрирует в хромосому клетки, 
а существует в виде автономной низкокопийной плазмиды. 
Стабильность наследования таких плазмид зависит от их 
упорядоченной сегрегации по дочерним клеткам при делении. 
Механизм сегрегации может нарушаться из-за гомологичной 
рекомбинации между дочерними молекулами фаговой ДНК после 
репликации: рекомбинация приводит к образованию димерного 
кольца, которое при делении попадет лишь в одну из дочерних 
клеток.  
Инверсию сегмента ДНК рассмотрим на примере другого 
умеренного фага Мu, у которого тоже есть инвертируемый 
сегмент. Инвертируемый сегмент фага Мu называется G-
сегментом, а ген, ответственный за инверсию,—gin. G-сегмент 
имеет размер около 3000 п. о. и фланкирован инвертированными 
повторяющимися 

 
Рис. 72. Инверсия G-сегмента фага Мю 
{Инверсия происходит благодаря сайт-
специфической рекомбинации между двумя 
инвертированными повторами, окружающими G-
сегмент. При одной ориентации сегмента 
функционируют гены U и S. а при противоположной — 
гены U' и S'. Так как : ти гены ответственны за 
адсорбцию на бактерии-хозяине, то ориентация G-
сегмента определяет круг хозяев бактериофага) 

последовательностями длиной около 20 п. о. Сайт-специфическая рекомбинация, осуществляемая Gin-белком между этими 
повторами, приводит к инверсии G-сегмента (рис. 72). И в этом случае Gin-белок действует подобно топоизомеразе, 
самостоятельно осуществляя и разрыв, и перекрестное лигирование молекул ДНК. В составе G-сегмента имеются гены U и S, 
кодирующие белки отростка фага, причем в одной ориентации G-сегмента работает один набор этих генов, а в противоположной 
ориентации —другой (рис. 72), поскольку G-сегмент транскрибируется только в одном направлении. Гены U и S определяют 
круг хозяев бактериофага: при одной ориентации G-сегмента фаг Ми способен адсорбироваться на Е. coli и Salmonella 
typhimurium и размножаться на этих бактериях, при противоположной ориентации фаг может заражать другие бактерии 
кишечной группы: Citrobacter, Shigella, Erwinia, Serratia. Таким образом, наличие инвертируемого сегмента позволяет фагу Ми 
существенно расширить круг хозяев. Индивидуальную бактериальную клетку заражает фаговая частица с вполне определенной 
ориентацией G-сегмента, и при литическом размножении фага эта ориентация преимущественно сохраняется. Но при 
длительном существовании фага в лизогенных клетках в виде профага происходят множественные акты инверсии, в результате 
разные лизогенные клетки содержат профаги с различной ориентацией G-сегмента. 
Рекомбинационный механизм переключения активности генов используют не только фаги. Аналогичным образом S. 

typhimuriumменяет тип флагеллина, из которого построены жгутики на ее поверхности. Это явление называется сменой фаз. 
Необходимо отметить, что ферменты сайт-специфической рекомбинации, осуществляющие инверсию сегментов фагов Р1 и Мu 
и смену фаз у сальмонеллы, гомологичны между собой (и отчасти взаимозаменяемы), что свидетельствует об общности их 
происхождения. 
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ЭВОЛЮЦИОННАЯ РОЛЬ РЕКОМБИНАЦИИ 

Выше уже упоминались функции рекомбинации в клетке. Сайт-специфическая рекомбинация всегда играет ту или иную 
вполне конкретную частную роль. Гомологичная рекомбинация тоже имеет вполне конкретные непосредственные функции, 
например обеспечение пострепликативной репарации или осуществление спаривания гомологов, необходимого для правильного 
расхождения хромосом в мейозе. Но кроме этих непосредственных функций рекомбинация играет очень важную роль в 
эволюции живой природы. 
Мейотическая рекомбинация обеспечивает создание разнообразных комбинаций родственных вариантов генов, т. е. 

обеспечивает комбинативную изменчивость. В результате возникает возможность отбора благоприятных комбинаций генов, т. е. 
геномов. Благодаря рекомбинации отдельные гены могут оказаться в различном «генетическом окружении», другими словами, 
ген подвергается давлению отбора в неком усредненном генетическом окружении.  
Рекомбинационные процессы играют также ведущую роль в эволюции строения геномов в целом. Дело в том, что 

перестройки генетического материала часто можно объяснить рекомбинацией между гомологичными последовательностями, 
оказавшимися в негомологичном положении (роль таких последовательностей могут выполнять, например, мобильные 
генетические элементы).  
В результате неравного кроссинговера генетический материал одной из гомологичных хромосом исчезает, но в другой 

хромосоме возникает дупликация. Считается, что такие дупликации играют важную роль в возникновении родственных, но 
различных генов, поскольку присутствие в геноме «лишних» копий какого-либо гена позволяет им сравнительно свободно изме-
няться, что, в принципе, может привести к возникновению новых функций белка — продукта гена.  

 
Занятие 5. Тема: Транскрипция ДНК. 

Транскрипция является первой стадией реализации (считывания) генетической информации, на которой нуклеотидная 
последовательность ДНК копируется в виде нуклеотидной последовательности РНК. В основе механизма копирования при 
транскрипции лежит тот же структурный принцип комплементарного спаривания оснований, что и при репликации. 
Транскрипция осуществляется ферментами РНК-полимеразами, синтезирующими РНК на ДНК-матрице из 
рибонуклеозидтрифосфатов.  
Синтез молекул РНК начинается в определенных местах ДНК, называемых промоторами, и завершается в терминаторах. 

Участок ДНК, ограниченный промотором и терминатором, представляет собой единицу транскрипции — транскриптон. В 
пределах каждого транскриптона копируется только одна из двух нитей ДНК, которая называется значащей или матричной. Во 
всех транскриптонах, считываемых в одном направлении, значащей является одна нить ДНК; в транскриптонах, считываемых в 
противоположном направлении, значащей является другая нить ДНК. Соседние транскриптоны могут быть отделены друг от 
друга нетранскрибируемыми участками ДНК, а могут и перекрываться, в частности так, что в пределах участка перекрывания 
матричными оказываются обе нити. Разбиение ДНК на множество транскриптонов обеспечивает возможность независимого 
считывания разных генов, их индивидуального включения и выключения. 
У эукариот в состав транскриптона, как правило, входит только один ген. Транскриптоны прокариот чаще называют 

оперонами, многие из них содержат по несколько генов, обычно функционально связанных. Существуют опероны, содержащие 
гены, не кодирующие белков (гены рибосомных РНК, тРНК). Описаны смешанные опероны, включающие гены тРНК и белков. 

РНК-ПОЛИМЕРАЗЫ 
Эубактерии 

У бактерий молекула РНК-полимеразы состоит из двух компонентов: минимальной РНК-полимеразы, или «кор» - фермента 
(от англ.core — сердцевина), содержащего все каталитические центры, участвующие в синтезе РНК, и σ-субъединицы, 
необходимой для правильного присоединения фермента к промотору и отделяющейся от РНК-полимеразы после начала синтеза 
РНК. Минимальная РНК-полимераза состоит из четырех субъединиц: двух идентичных α-субъединиц и неидентичных β- и β'-
субъединиц.  
Транскрипцию генов рибосомных РНК, тРНК и большинства генов, кодирующих белки, обеспечивают молекулы РНК-

полимеразы, содержащие «главную» σ-субъединицу. На несколько тысяч молекул РНК-полимеразы, имеющихся в 
бактериальной клетке, приходится примерно тысяча молекул главной σ-субъединицы. В меньших количествах имеются 
«минорные» σ-субъединицы, используемые для транскрипции некоторых генов. Набор минорных σ-субъединиц у разных 
бактерий неодинаков.  

Эукариоты 
В ядрах эукариот обнаружены три специализированные формы РНК-полимераз:  
- РНК-полимераза I (или А по другой, номенклатуре) осуществляет в ядрышке синтез 18 S и 23 S рРНК.  
- РНК-полимераза II (или В)—синтез информационных РНК.  
- РНК-полимераза III (или С) — синтез тРНК и некоторых других низкомолекулярных РНК.  
Каждая форма РНК- полимеразы состоит из двух больших субъединиц и от 5 до 13 малых. Несколько малых субъединиц 

являются общими для разных форм РНК-полимераз. Большие субъединицы, по-видимому, выполняют те же функции, что β- и 
β'-субъединицы бактериальных РНК-полимераз.  

Органеллы 
Особые РНК-полимеразы обеспечивают транскрипцию клеточных органелл эукариот— хлоропластов и митохондрий. В 

составе хлоропластной ДНК обнаружены гены, гомологичные генам, кодирующим α-, β- и β'-субъединицы РНК-полимеразы Е. 
coli. Это, а также сходство нуклеотидной последовательности промоторов бактерий и хлоропластов свидетельствует о том, что 
РНК-полимераза хлоропластов должна быть сходна с РНК-полимеразой бактерий. 
РНК-полимеразы митохондрий состоят, по-видимому, всего из одной субъединицы, подобно РНК-полимеразам, кодируемым 

некоторыми бактериофагами, такими, как Т3 и Т7. Ген, кодирующий митохондриальную РНК-полимеразу, располагается в ядре. 
Архебактерии 

Архебактерии — это прокариотические микроорганизмы, многие из которых обитают в экстремальных условиях: при 
высоких концентрациях солей или при высоких температурах, приближающихся к 100 ºС. Анализ нуклеотидных 
последовательностей их рибосомных РНК показал, что архебактерии примерно одинаково далеко отстоят по своей 
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эволюционной истории и от эукариот, и от обычных бактерий (эубактерий). У архебактерий не обнаружено множества форм 
РНК-полимераз, но по своему субъединичному составу их РНК-полимеразы похожи на РНК-полимеразы эукариот: в их состав 
входит 8—10 субъединиц. Весьма четко прослеживается сходство больших субъединиц РНК-полимераз различных 
архебактерий с соответствующими субъединицами РНК- полимераз эукариот. 

ЦИКЛ ТРАНСКРИПЦИИ 
Цикл транскрипции можно разделить на четыре основные стадии, каждая из которых в свою очередь состоит из многих 

элементарных этапов: 1) связывание с ДНК; 2) инициация цепи РНК; 3) рост (элонгация) цепи РНК; 4) терминация цепи РНК.  
Этот цикл у бактерий удается целиком осуществить в пробирке.  

Эубактерии 
Цикл транскрипции у E.coli начинается с присоединения РНК-полимеразы к промотору — строго определенному участку 

ДНК, с которого начинается синтез РНК. Механизм поиска промоторов изучен недостаточно; предполагается, что молекулы 
РНК-полимеразы присоединяются к случайным местам двойной спирали ДНК, некоторое время перемещаются по ней, 
отсоединяются и снова присоединяются к ДНК до тех пор, пока не окажутся на промоторах. 
Оказавшись на промоторе, РНК-полимераза образует с ним так называемый закрытый промоторный комплекс, в котором 

ДНК сохраняет двуспиральную структуру. В закрытом комплексе РНК-полимераза еще не способна к синтезу РНК. Этот 
комплекс нестабилен. 
Закрытый комплекс может обратимо превращаться в открытый комплекс, в котором РНК-полимераза расплетает примерно 

один виток двойной спирали ДНК в районе стартовой точки — нуклеотида, с которого начинается комплементарное 
копирование матрицы. В открытом комплексе связь РНК-полимеразы с промотором становится значительно более прочной, чем 
в закрытом.  
Следующая стадия, инициация, требует наличия субстратов РНК-полимеразы, нуклеозидтрифосфатов и заключается в 

образовании первых нескольких звеньев цепи РНК. Первый нуклеотид входит в состав цепи, сохраняя свою трифосфатную 
группу, а последующие присоединяются к 3'-ОН-группе предыдущего с освобождением пирофосфата. На стадии инициации 
РНК-продукт связан с матрицей и РНК-полимеразой непрочно и с высокой вероятностью может освобождаться из комплекса. В 
этом случае РНК-полимераза, не покидая промотора, снова инициирует РНК. Такой синтез ди-, три- и более длинных 
олигонуклеотидов называют абортивной инициацией в противоположность продуктивной (т. е. завершающейся образованием 
полноценного РНК-продукта) инициации. 
Когда РНК-продукт достигает критической длины (от 3 до 9 нуклеотидов на разных промоторах), абортивная инициация 

полностью прекращается, транскрибирующий комплекс стабилизируется и уже не распадается до тех пор, пока синтез молекулы 
РНК не будет доведен до конца. Примерно в этот же момент, который считается концом инициации и началом элонгации, от 
РНК-полимеразы отделяется σ-субъединица. 
Эффективность инициации на разных промоторах, их «сила», существенно различается: если с некоторых промоторов 

инициируется всего одна-две молекулы РНК за период деления клетки, то с других (например, с промоторов генов рибосомных 
РНК) инициация происходит раз в одну- две секунды. Частота, с которой инициируется транскрипция при насыщающей 
концентрации субстратов, зависит главным образом от равновесной константы образования закрытых промоторных комплексов 
и константы скорости превращения закрытого комплекса в открытый. Для самых сильных промоторов обычно характерны 
высокие значения обеих констант (высокое сродство РНК-полимеразы к промотору и быстрый переход промоторного комплекса 
в активное открытое состояние). Для слабых промоторов характерны низкие значения этих величин. 
На стадии элонгации в ДНК расплетено примерно 18 н. п. Примерно 12 нуклеотидов матричной нити ДНК образует 

гибридную спираль с растущим концом цепи РНК. По мере движения РНК-полимеразы по матрице впереди нее происходит 
расплетание, а позади — восстановление двойной спирали ДНК. Одновременно освобождается очередное звено растущей цепи 
РНК из комплекса с матрицей и РНК-полимеразой. Эти перемещения должны сопровождаться относительным вращением РНК-
полимеразы и ДНК. Трудно себе представить, как это может происходить в клетке, особенно при транскрипции хроматина. 
Поэтому не исключено, что для предотвращения такого вращения двигающуюся по ДНК РНК-полимеразу сопровождают 
топоизомеразы. 
В процессе удлинения РНК РНК-полимераза движется по ДНК с непостоянной скоростью. В некоторых участках матрицы 

наблюдаются длительные задержки в продвижении РНК-полимеразы, так называемые паузы. Завершается синтез РНК в строго 
определенных участках матрицы — терминаторах, где происходит отделение от ДНК готовой РНК и минимальной РНК-
полимеразы, которая, объединившись со свободной σ-субъединицей, может вступить в следующий цикл транскрипции. 
При сравнении нуклеотидной последовательности большого числа промоторов Е. соli , узнаваемых РНК-полимеразой, 

содержащей главную σ-субъединицу, оказалось, что одинаковых среди них нет. Сходство между ними обнаружилось в основном 
в двух участках длиной по 6 п. н., центры которых располагаются в районах «—10» и «—35» п. н. (нумерация нуклеотидов 
промотора ведется от стартовой точки, которой приписывается номер «+1». 
Некоторое сходство наблюдается также в районе стартовой точки. На основании сравнения последовательностей разных 

промоторов выведена «каноническая» последовательность промотора, в которой представлены наиболее часто встречающиеся в 
каждом положении нуклеотиды. Каноническая последовательность участка «—10» — ТАТААТ (эта последовательность 
называется также блоком Прибнова), участка «—35» — TTGACA (при рассмотрении промоторов обычно приводят 
последовательность только той нити ДНК, которая в транскрибируемой части совпадает с последовательностью РНК, т. е. 
является незначащей). Каноническая последовательность промотора несимметрична, что отражает его функциональную 
несимметричность. Действительно, промотор определяет не только место начала транскрипции, но и ее направление. Среди 
природных промоторов пока не обнаружено ни одного с канонической последовательностью, но искусственно 
сконструированный промотор с канонической последовательностью отличается очень высокой эффективностью (этот результат 
не был заранее очевиден: усредненная последовательность вполне могла бы обладать «средними» свойствами).  
Стартовая точка транскрипции отстоит у разных промоторов на 6—9 п. н. от последовательности Прибнова. Начальным 

нуклеотидом РНК чаще всего является диктуемый матрицей А или G. Предпочтение пуринов, однако, неабсолютно, и есть 
несколько промоторов, на которых транскрипты начинаются с С или U, несмотря на наличие на расстоянии одного-двух 
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нуклеотидов потенциального пуринового начала. У некоторых промоторов стартовая точка не строго фиксирована: инициация 
происходит с двух- трех соседних нуклеотидов матрицы. 
Описанная выше организация промоторов свойственна не только Е. соli . Так, например, промоторы, узнаваемые с помощью 

главной σ-субъединицы бактерии Васillus subtilis, по своей нуклеотидной последовательности проявляют большое сходство с 
каноническим промотором Е. соli .  
Промоторы, используемые РНК-полимеразами, содержащими минорные σ-субъединицы, заметно отличаются по 

нуклеотидной последовательности от промоторов, используемых РНК-полимеразой, содержащей главную σ-субъединицу. Для 
каждого типа σ-субъединицы характерна своя каноническая последовательность участков, аналогичных участкам «—35» и «—
10». 

Занятие 6. Тема: Транскрипция ДНК. 
РЕГУЛЯЦИЯ АКТИВНОСТИ ПРОМОТОРОВ ПРОКАРИОТ 

Активность многих промоторов регулируется с помощью особых белков-регуляторов, которые присоединяются к 
определенным участкам ДНК и либо мешают, либо помогают РНК-полимеразе инициировать синтез РНК. В первом случае 
говорят о негативной, во втором — о позитивной регуляции активности промотора. Белки, осуществляющие негативную 
регуляцию, называются репрессорами. Места их связывания на ДНК называются операторами. Способность многих 
репрессоров связываться со своими операторами зависит от низкомолекулярных лигандов — эффекторов. Эффекторы, 
снижающие сродство репрессора к оператору, называются индукторами. В отсутствие индуктора репрессор связывается с 
оператором и мешает РНК-полимеразе начинать синтез РНК с промотора (промотор репрессирован). В комплексе с индуктором 
репрессор теряет способность связываться с оператором, в результате чего промотор активируется (индуцируется). Другие 
репрессоры, наоборот, могут связываться с оператором только в комплексе с эффектором (который в этом случае называется 
корепрессором). В присутствии корепрессора промотор неактивен (репрессирован), в отсутствие корепрессора активируется 
(дерепрессируется). 
Белки, осуществляющие позитивную регуляцию, называются активаторами. Ряд белков-регуляторов могут выступать как в 

роли репрессора, так и в роли активатора. 
Простейший механизм репрессии заключается в пространственном блокировании репрессором присоединения РНК-

полимеразы к промотору. Такой механизм имеет место в тех промоторах, в которых участок связывания репрессора 
перекрывается с участком связывания РНК-полимеразы. Простейший механизм активации заключается в том, что белок-
активатор присоединяется к промотору рядом с РНК-полимеразой и за счет непосредственного контакта с ней облегчает 
образование открытого промоторного комплекса.  

Репрессор фага λ. 
Репрессор фага λ представляет собой димер из двух идентичных субъединиц. Молекула димера связывается с участком ДНК 

длиной 17 п. н. Субъединицы состоят из двух компактных доменов примерно одинаковых размеров, соединенных короткой 
перемычкой (всего в мономере репрессора 236 аминокислотных остатков). Считается, что в непосредственном контакте с ДНК 
находится только N-концевой домен, а С-концевой домен стабилизирует связывание репрессора с ДНК за счет стабилизации 
димера (димер связан с ДНК гораздо лучше мономера). 
Репрессор регулирует активность трех промоторов фага, из которых два, PRM и PR, располагаются рядом. Транскрипция с 

промоторов PRM и PR идет в противоположных направлениях. Между стартовыми точками этих промоторов располагаются три 
участка связывания репрессора: OR1, ОR2 и ОR3. Участок ОR3 перекрывается с участком связывания РНК-полимеразы с 
промотором PRM, поэтому связывание репрессора с ОR3 мешает связыванию РНК-полимеразы с PRM и тем самым подавляет 
транскрипцию. Точно так же связывание репрессора с OR1 подавляет транскрипцию с промотора PR. 

 
РЕГУЛЯЦИЯ ТРАНСКРИПЦИИ В ТЕРМИНАТОРАХ ПРОКАРИОТ 

Очевидная роль терминаторов транскрипции состоит в прекращении синтеза РНК в концах оперонов, что обеспечивает 
независимую регуляцию экспрессии различных участков ДНК. Но терминаторы встречаются и внутри оперонов. Эффективность 
этих «внутренних» терминаторов может регулироваться, что позволяет клетке изменять интенсивность синтеза РНК на участках 
ДНК, расположенных за терминаторами, не меняя интенсивности синтеза РНК на участках, расположенных перед 
терминаторами.  
Процесс терминации может проходить в отсутствие каких- либо дополнительных белков (ρ-независимая терминация) или с 

помощью специальных факторов терминации (ρ-зависимая терминация).  
В отсутствие факторов РНК-полимераза способна терминировать синтез РНК лишь на некоторых терминаторах, 

нуклеотидная последовательность в районе которых отличается двумя характерными особенностями. В них по ходу 
транскрипции сначала идет GC-богатый участок, обладающий центральной симметрией, а затем участок из 4—8 расположенных 
подряд А в значащей нити. Транскрипция заканчивается на конце олигоА последовательности или сразу за ней. Предполагается, 
что после прохождения РНК-полимеразой GС-богатого участка с центральной симметрией в РНК-продукте возникает шпилька, 
приводящая к остановке РНК-полимеразы и разрушению части РНК-ДНК гибрида транскрибирующего комплекса. Оставшаяся 
часть РНК-ДНК гибрида, содержащая концевую олигоU последовательность РНК, легко плавится ввиду относительной 
нестабильности U/A-пар, что приводит к освобождению РНК-продукта. Первым из комплекса освобождается РНК- продукт, а 
затем РНК-полимераза. Эффективность терминации на ρ-независимых терминаторах определяется прочностью терминаторной 
шпильки в РНК.  
Многие терминаторы узнаются РНК-полимеразой только с помощью фактора терминации, названного ρ. Фактор ρ 

присоединяется к РНК-продукту до того, как РНК- полимераза достигает терминатора. Присоединение происходит к 
определенным участкам РНК, в нуклеотидной последовательности которых пока не обнаружено каких-либо характерных 
особенностей. Ясно лишь, что эти участки не склонны к образованию протяженных двуспиральных структур.  
В местах ρ-зависимой терминации РНК-полимераза делает паузы в отсутствие ρ-фактора, поэтому считается, что роль 

фактора заключается в вытеснении РНК из транскрипционного комплекcа в местах пауз. Рассматриваются две модели. Согласно 
одной из них ρ-фактор движется по синтезируемой РНК, а в местах пауз догоняет РНК-полимеразу и вытесняет РНК-продукт. 
Другая модель основана на том, что пирофосфат подавляет НТФазную активность ρ-фактора. Согласно этой модели, ρ-фактор 
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движется за РНК-полимеразой без отставания, но при нормальной скорости элонгации ингибируется пирофосфатом, 
высвобождающимся при синтезе РНК. Активация ρ-фактора происходит лишь в местах пауз, где синтез цепи РНК временно 
останавливается, что приводит к прекращению освобождения пирофосфата. 
Связыванию ρ-фактора с РНК мешают рибосомы, транслирующие РНК, поэтому на ρ-зависимых терминаторах, 

встречающихся внутри структурных генов, ρ-фактор не обеспечивает терминации, если мРНК эффективно транслируется. 
Наличие таких терминаторов внутри генов, по-видимому, не случайно. Когда синтез белка по каким-либо причинам подавлен, 
они сигнализируют РНК-полимеразе о том, что мРНК не транслируется и синтез ее бессмыслен. 

 
Аттенюаторы 

Регулируемые терминаторы бактерий называют аттенюаторами (ослабителями). Впервые обнаружен и лучше других изучен 
аттенюатор триптофанового оперона Е. соli . Этот оперон состоит из пяти генов, кодирующих ферменты биосинтеза триптофана. 
Регуляцию осуществляют две системы, чувствующие потребность клетки в триптофане. Первая система влияет на 
эффективность инициации на промоторе оперона. Репрессор триптофанового оперона в комплексе с триптофаном 
присоединяется к оператору, расположенному перед стартовой точкой транскрипции в районе «—10», и стерически 
(пространственно) препятствует РНК-полимеразе присоединяться к промотору. Таким образом, при избытке триптофана оперон 
репрессирован. В отсутствие триптофана репрессор теряет способность связываться с оператором, в результате чего оперон 
индуцируется. 
Эту систему дополняет регуляция в аттенюаторе, расположенном на расстоянии 180 п. н. от стартовой точки транскрипции 

внутри «лидерной» последовательности, предшествующей инициирующему кодону первого структурного гена. В условиях 
избытка триптофана лишь одна из десяти молекул РНК-полимеразы, начавших синтез РНК на триптофановом промоторе, 
преодолевает этот терминатор и переходит в область структурных генов. При уменьшении количества триптофана доля молекул 
РНК-полимеразы, преодолевающих аттенюатор, возрастает. 
Перед аттенюатором располагается несколько областей с центральной симметрией. Образующаяся на них лидерная РНК 

содержит четыре участка, способных образовывать шпильки в различных сочетаниях (См. рис.). Могут образоваться шпильки 1 : 
2 и 3 : 4; шпилька 2 : 3 при этом образоваться не может. Если образуется шпилька 2 : 3, то не могут образовываться шпильки 1 : 
2 и 3 : 4.  
Шпилька 3 : 4 представляет собой терминаторную шпильку, характерную для обычных ρ-независимых терминаторов, так как 

после нее в РНК следует несколько U подряд. Поэтому при образовании этой шпильки в аттенюаторе происходит терминация. 
Эффективность ее составляет около 80—90 %. Если же шпильки 3 : 4 не образуется (за счет образования шпильки 2 : 3), то 
терминации не происходит. 
Образование альтернативных шпилек в лидерной области, от которых зависит терминация в аттенюаторе, определяется тем, 

как транслируется лидерная РНК. Эта РНК кодирует так называемый лидерный пептид, содержащий два триптофановых остатка 
подряд. Если этот пептид не транслируется, то вторичная структура РНК формируется по мере ее роста и выхождения из 
транскрипционного комплекса: сначала формируется шпилька 1 : 2, что делает невозможным образование шпильки 2 : 3, а затем 
шпилька 3 : 4, что приводит к терминации синтеза РНК. Если в клетке имеется недостаток триптофана, то рибосома, 
транслирующая лидерный пептид, задерживается на его триптофановых кодонах. Эти кодоны расположены так, что, находясь на 
них, рибосома прикрывает последовательность 1 и мешает образованию шпильки 1 : 2. В результате становится возможным 
образование «антитерминаторной» шпильки 2 : 3. Терминации не происходит, и РНК-полимераза переходит в область 
структурных генов. 
Сходная система регуляции в аттенюаторе используется в оперонах, отвечающих за синтез других аминокислот у Е. соli .  

 
Занятие 7. Тема: Процессинг. 

ПРОЦЕССИНГ ПЕРВИЧНЫХ ТРАНСКРИПТОВ 
Молекулы предшественников зрелых клеточных РНК подвергаются расщеплению и химической модификации. 

Совокупность биохимических реакций, в результате которых уменьшается молекулярная масса РНК-предшественника и 
осуществляются разные способы химической модификации с образованием зрелых молекул РНК, называют процессингом. 
Процессинг наблюдается и в прокариотических клетках, но особенно сложны превращения предшественников клеточных РНК в 
ядрах эукариот. Хромосомы эукариотической клетки, в которых осуществляется транскрипция, локализованы в ядре и отделены 
двойной ядерной мембраной от цитоплазмы, где протекает трансляция. В ядре синтезируются предшественники всех типов 
цитоплазматических РНК. Зрелые молекулы РНК транспортируются в цитоплазму. Механизм транспорта РНК из ядра в 
цитоплазму исследован недостаточно. Полагают, что процессинг РНК с образованием зрелых молекул продолжается и в ходе их 
транспорта в составе рибонуклеопротеидных частиц через поры ядерных мембран. В клетках эукариот только незначительная 
часть, около 10%, транскрибируемых в ядре последовательностей ДНК выявляется в составе цитоплазматических мРНК. 
Основная часть новообразованной РНК распадается в ядре и не обнаруживается в цитоплазме. 

Исследование закономерностей процессинга необходимо для выяснения механизмов регуляции экспрессии генов. 
Рассмотрение этапов процессинга и его вариантов у разных организмов затрагивает также ряд других принципиальных проблем. 
Оказалось, что молекула РНК и в отсутствие белка может выступать как аутокатализатор, осуществляя благодаря 
конформационной гибкости молекулы сложную и точную собственную перестройку с образованием новых ковалентных связей. 
Таким образом, полирибонуклеотиды могут функционировать подобно ферментам.  

 
ПРОЦЕССИНГ У ПРОКАРИОТ 

В бактериальных клетках большей частью образуются и транслируются полицистронные мРНК, однако, некоторые 
типы мРНК моноцистронные. Процессинг предшественников мРНК не характерен для бактериальных клеток, хотя отдельные 
случаи процессинга обнаружены. 

Еще недавно считали, что полиаденилирование 3'-конца мРНК происходит только в клетках эукариот. Теперь показано, 
что существенная часть мРНК бактерий также подвергается посттранскрипционному полиаденилированию. 
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ПРОЦЕССИНГ рРНК У ЭУКАРИОТ 

Гены рРНК у эукариот представлены тандемно повторяющимися копиями (100—400 копий на геном), служащими 
матрицами для образования транскриптов, подвергающихся процессингу. Транскрибируемые последовательности разделены 
спейсерами, также играющими большую роль в транскрипции рРНК и ее регуляции. В результате процессинга, в ходе которого 
метилируется ряд рибозных остатков, из молекулы предшественника выщепляются три типа рРНК: 18S, входящая в. состав 
малой субъединицы рибосом, а также 28S и 5,8S, локализующиеся в большой субъединице. 

У некоторых организмов в составе предшественника 28S РНК находится вставка — интрон, который удаляется при 
процессинге. Сшивание фрагментов молекулы РНК при удалении интрона получило название сплайсинга. Сплайсинг 
фрагментов РНК большой рибосомальной субъединицы обнаружен и изучен у ресничной инфузории Tetrahymena при 
функционировании генов «вегетативного ядра» — макронуклеуса, а также при процессинге митохондриальной рибосомальной 
РНК у дрожжей. Исследование сплайсинга предшественника рРНК инфузорий in vitro выявило удивительный результат. 
Оказалось, что удаление интрона и сплайсинг можно наблюдать не только в изолированных ядрах, но и при инкубации 
очищенного предшественника рРНК в отсутствие белка. В последнем случае процесс идет медленнее, но достаточно 
эффективно, если присутствуют ионы магния и гуанозин. 

Таким образом, наблюдается автокаталитический процесс самосплайсинга (англ. selfsplicing), в результате которого в 
молекуле РНК разрываются одни межнуклеотидные ковалентные связи и устанавливаются новые.  

Обе стадии сплайсинга осуществляются путем трансэтерификации, причем в итоге число эфирных связей не меняется. 
Поэтому сплайсинг может осуществляться без внешнего источника энергии, в отсутствие АТР или GTP. Вырезание интрона 
происходит очень точно; это обеспечивается наличием ложной вторичной и третичной структуры РНК. Нуклеотидная 
последовательность интрона с учетом комплементарных взаимодействий отдельных участков может быть представлена в виде 
достаточно сложной структуры (См. рис.). Сходную структуру имеет интрон предшественника рРНК митохондрий. Замены 
отдельных нуклеотидов в составе интрона обнаруживают необходимость отдельных элементов его структуры для 
самосплайсинга.  

Подобный случай сплайсинга (самосплайсинга) обнаружен и в прокариотических системах при исследовании 
экспрессии гена тимидилатсинтазы фага Т4, заражающего клетки Е. coli.  
 

ПРОЦЕССИНГ ПРЕДШЕСТВЕННИКОВ тРНК У ПРО- И ЭУКАРИОТ 
Выщепление предшественника молекулы тРНК из состава первичного транскрипта у бактерий осуществляется с 

помощью РНКазы III. Предшественник (англ. precursor) тРНК содержит около 100 нуклеотидов, а зрелые тРНК—70—90 
нуклеотидов. Процессинг 5'- конца предшественников тРНК осуществляется с помощью РНКазы Р. По-видимому, РНКаза Р 
осуществляет процессинг 5'-конца всех тРНК бактериальной клетки. 

Процессинг 3'-конца осуществляется с помощью РНКазы D (D — digestion), представляющей собой экзо-3'-нуклеазу.  
Узнавание тРНК-предшественника РНКазой Р осуществляется при ее взаимодействии со зрелой «клеверной» (или L-

образной) структурой молекулы тРНК, причем отщепление с 5'-конца нескольких нуклеотидов, варьирующих в разных тРНК, 
осуществляется с удивительной точностью. Фермент (РНКаза Р) состоит из двух компонентов: РНК и основного белка с Мr==17 
000. Оказалось, что в присутствии высоких концентраций магния молекула РНК без белка способна катализировать созревание 
предшественника тРНК. Ферментативной активностью обладает РНК, а белок сам по себе неактивен, но усиливает 
каталитическую активность РНК.  

РНКаза Р представляет собой удивительную модель, пригодную для выяснения закономерностей белково-нуклеинового 
узнавания и позволяющую исследовать, каким образом белок, необходимый для работы фермента в клетке, может облегчать 
катализ, осуществляемый РНК. РНК в составе РНКазы Р выступает как настоящий катализатор, свойства которого определяются 
нативной структурой РНК. 

Отмечают общность характеристик каталитических процессов, осуществляемых белками и РНК. В обоих случаях 
катализ основан на способности образовывать специфические комплексы с субстратом, характеризуется высокой субстратной 
специфичностью, а кинетика процесса описывается уравнением Михаэлиса — Ментен. Молекулы РНК, способные осуществлять 
биокатализ, называют рибозимами. Рибозимы отличаются от белков-катализаторов значительно меньшим разнообразием 
боковых радикалов. Вероятно, как это предвидел Крик, молекулы РНК на заре жизни представляли собой простейшие 
катализаторы (автокатализаторы), которые способствовали возникновению разнообразия нуклеотидных последовательностей. 
Скорее всего, именно они были способны к пребиотической эволюции, а затем сыграли большую роль в эволюции живых 
систем. Однако рибозимы — это не «молекулярные ископаемые» в ряду биологических катализаторов, они сохранились и 
активно функционируют в клетках про- и эукариот до наших дней. 

Особенности процессинга тРНК у эукариот обусловлены тем, что ядерные предшественники многих тРНК содержат 
интрон.  
 

ПРОЦЕССИНГ РНК, СИНТЕЗИРУЕМОЙ С ПОМОЩЬЮ РНК-ПОЛИМЕРАЗЫ II, У ЭУКАРИОТ 
Модификация 5'-конца РНК и сплайсинг. 

РНК-полимераза II транскрибирует все гены эукариот, кодирующие белки, а также малые ядерные РНК (мяРНК) и, по-
видимому, РНК-компонент РНКазы Р. Рассмотрим лишь наиболее изученный механизм процессинга транскриптов, приводящий 
к образованию зрелых молекул мРНК. 

Протяженность первичных ядерных транскриптов, образуемых РНК-полимеразой II, сильно варьирует, но может 
достигать десятков тысяч нуклеотидных пар, т. е. соответствует размерам ряда эукариотических генов. Продвижение РНК-
полимеразы по ДНК сопровождается образованием транскриптов, которые, взаимодействуя с белками, упаковываются в 
рибонуклеопротеидные комплексы. Протяженные транскрипты эукариотических генов содержат последовательности, которые 
при образовании мРНК вырезаются (интроны), тогда как нуклеотидные последовательности экзонов сшиваются, т. е. происходит 
процесс сплайсинга. 

Разорванные (мозаичные) гены, составленные из экзонов и интронов, характерны для самых разных представителей 
эукариот — растений, дрожжей, различных беспозвоночных (черви, насекомые), птиц и млекопитающих, включая человека. 
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Наличие и расположение интронов удается наглядно показать при исследовании гибридов клонированных фрагментов геномной 
ДНК и зрелых мРНК, Участки геномной ДНК, включающие интроны, образуют петли, поскольку они не гибридизуются с мРНК.  

Число интронов может сильно варьировать: от одного до нескольких десятков. Интроны могут составлять большую 
часть мозаичного гена. Суммарная нуклеотидная длина интронов может превышать во много раз длину экзонов. Например, в 
гене проколлагена птиц экзоны составляют лишь восьмую часть общей длины гена, а в гене тиреоглобулина млекопитающих — 
лишь двадцатую. Экзонами называют не только те районы гена, которые содержат последовательности, кодирующие участки 
полипептидной цепи, но и районы, транскрипты которых входят в состав зрелых мРНК, но не транслируются. Эти районы 
соответствуют «лидерной» области перед инициирующим кодоном или в нетранслируемой части на 3'-конце мРНК вслед за 
терминирующим трансляцию триплетом (СТОП-кодоном). Инициация транскрипции сопровождается модификацией 5'- конца 
РНК с образованием специфической нуклеотидной структуры, в которой метилированный остаток гуанозин-5'-трифосфата 
соединен 5'—5'-фосфодиэфирной связью с концевым нуклеотидом РНК. Это так называемый кэп (англ. cap), который 
присоединяется сразу после инициации транскрипции к адениловому или гуаниловому остаткам. Поэтому сайт инициации 
транскрипции часто называют кэп-сайтом. 

Модифицированный 5'-конец обеспечивает эффективную трансляцию мРНК и удлиняет время ее жизни в клетке. 
Образование кэпа также способствует дальнейшему ходу процессинга. Узнавание кэпа, по-видимому, является важной стадией в 
процессе работы сложной ферментативной системы, осуществляющей сплайсинг.  

Транскрипция экзонов и интронов сложного эукариотического гена осуществляется в порядке их расположения друг за 
другом, после чего вырезаются районы интронов, а экзоны сшиваются в результате сплайсинга. Порядок вырезания районов 
интронов необязательно соответствует последовательности их расположения в гене. Образуется мРНК, в которой вслед за 
лидерной зоной следует так называемая «открытая рамка трансляции» (англ. Open Reading Frame, ORF) — последовательность 
триплетов, кодирующих полипептид, начинающаяся с инициирующего кодона (обычно AUG).  

Сплайсинг должен быть очень точным, в противном случае ошибка на один нуклеотид может вызвать нарушение 
«рамки» трансляции, что приводит, например, к образованию терминирующих триплетов и остановке синтеза полипептида.  

Необходимым компонентом системы сплайсинга гигантских ядерных предшественников мРНК являются так 
называемые малые ядерные РНК. Эти РНК обогащены уридином, поэтому они получили название U РНК: U1, U2, U3, U4 и т. д. 
Разные малые ядерные РНК отличаются числом нуклеотидов, входящих в их состав (от 90 до 400). Обнаружена исключительная 
консервативность нуклеотидных последовательностей малых ядерных РНК птиц, млекопитающих и дрозофилы. 

Вначале предполагали, что участие малых ядерных РНК в сплайсинге определяется тем, что их нуклеотидная 
последовательность комплементарна граничным экзон-интронным нуклеотидным последовательностям. Подобные 
комплементарные взаимодействия могли бы обеспечить «стягивание» экзонов и способствовать сплайсингу.  

Эта модель сплайсинга не получила экспериментального подтверждения, однако комплементарные взаимодействия 
отдельных нуклеотидов с 5'-участками интрона, 3'-сайтом сплайсинга или с районом ветвления РНК были доказаны. 
Несомненно, они играют существенную роль при протекании реакций сплайсинга. 

Процессинг предшественников мРНК в ядре несомненно идет при участии белков. Гигантские ядерные транскрипты 
связываются с ядерными белками. Возникают структуры типа «бусин на нити», соединенных участками РНК. Каждая частица 
включает около 500 нуклеотидов и по крайней мере 8—10 разных белков. 
Упаковка длинных ядерных транскриптов в составе рибонуклеопротеидных комплексов, по-видимому, необходима для 
осуществления правильного процессинга и узнавания сигналов сплайсинга. Элементом такой упаковки служит сплайсосома, 
включающая РНК, белки и субстраты сплайсинга: 5'-экзон, структуру лассо-интрон и 3'-экзон. 

Процессинг 3'-конца транскрипта 
На 3'-конце большинства эукариотических мРНК (исключения составляют мРНК гистонов) находится 

последовательность из остатков адениловой кислоты, обычно включающая около 100 нуклеотидов. Считается, что 
присоединение адениловых остатков (полиаденилирование) приводит в первую очередь к увеличению времени жизни мРНК, ее 
стабилизации, а также обеспечивает транспорт мРНК в цитоплазму. Рассмотрим процессинг 3'-конца транскриптов, который 
сопряжен со сплайсингом или даже предшествует отдельным стадиям сплайсинга. 

Транскрипция гена с помощью РНК-полимеразы II, может продолжаться еще на сотни нуклеотидов от сайта, 
соответствующего 3'-концу зрелой мРНК. 3'-конец зрелой молекулы РНК определяется специфической эндонуклеазой, 
разрезающей длинный транскрипт. Отрезаемый эндонуклеазой дистальный конец деградирует. Положение 3'-конца зрелой 
мРНК, к которому прикрепляются адениловые остатки, определяется последовательностью ААТААА на 3'-конце гена. Эта 
последовательность в составе зрелой мРНК обнаруживается отступя 11—30 нуклеотидов (в среднем 15) от 3'-конца. 
Эндонуклеаза, узнавая последовательность AAUAAA ( сигнала полиаденилирования), расщепляет транскрипт, а образующийся 
3'-конец подвергается полиаденилированию. Сигнал полиаденилирования необходим, но не достаточен для 
эндонуклеолитической реакции на 3'-конце транскрипта. В процессинге 3'-конца мРНК участвуют последовательности, которые 
не входят в состав зрелой мРНК и локализованы за сайтом эндонуклеазной атаки, ближе к 3'-концу транскрипта.  
В составе транскрипционной единицы в ряде случаев (например, ген овальбумина птиц) обнаруживается более одного сигнала 
полиаденилирования. Сигналы полиаденилирования могут находиться в разных участках гена. Выбор одного из возможных 
сигналов полиаденилирования, вслед за которым следует эндонуклеазное расщепление транскрипта, может также 
рассматриваться как способ регуляции экспрессии гена. 
 

РЕГУЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ ПУТЕМ АЛЬТЕРНАТИВНОГО СПЛАЙСИНГА 
Принципиальной является возможность образования нескольких разных типов мРНК в результате изменения хода 

сплайсинга одного и того же первичного транскрипта. Для разных генов показаны так называемые альтернативные пути 
сплайсинга, основанные на использовании разных экзонов одного гена при образовании мРНК. В результате альтернативного 
сплайсинга зрелые молекулы мРНК, образующиеся при транскрипции одного гена, включающего несколько экзонов, будут 
различаться набором экзонов, кодирующих отдельные участки молекулы белка. Кроме того, последовательность экзона в ходе 
одного пути сплайсинга может служить интроном в ходе альтернативного пути сплайсинга. Таким образом, разные способы 
экспрессии одного гена могут приводить к образованию разных полипептидов (так называемых изотипов или изоформ). 
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Например, это имеет место при экспрессии гена тропонина млекопитающих, включающего 18 небольших экзонов и 
кодирующего многочисленные изоформы этого мышечного белка. Разные типы тропонинов образуются в разных тканях на 
определенных стадиях развития. Наличие путей альтернативного сплайсинга существенно увеличивает число разных мРНК, 
транскрибируемых с одного гена.  
 

ТРАНС-СПЛАЙСИНГ 
Сплайсинг рассматривался на примерах превращения одной молекулы РНК. Однако принципиальный интерес представляет 
обнаружение случаев транс-сплайсинга, когда происходит образование ковалентных связей между фрагментами РНК, 
синтезированными на разных генах. Эти гены могут быть локализованы даже в разных хромосомах. Вероятно, этот процесс 
облегчается в результате установления временных комплементарных взаимодействий между разными молекулами РНК. Транс-
сплайсинг хорошо показан у паразитических одноклеточных эукариот—трипанозом.  

В основе транс-сплайсинга лежат те же молекулярные механизмы, которые функционируют в случае 
внутримолекулярного сплайсинга. Существование транс-сплайсинга и альтернативного сплайсинга сильно расширяет 
возможности образования регулируемой и достаточно разнообразной популяции клеточных РНК, кодируемых ограниченным 
числом генов. 

Занятие 8. Тема: Репликация и транскрипция вирусных геномов. 
Для понимания принципов биосинтеза нуклеиновых кислот важно представлять, что в природе существует большое 

разнообразие способов образования молекул ДНК и РНК. Это разнообразие наиболее подробно изучено в случае репликации и 
транскрипции вирусных геномов. 

1. РЕПЛИКАЦИЯ ГЕНОМА ДНК-СОДЕРЖАЩИХ ВИРУСОВ (ДНК→ДНК) 
В этом разделе рассмотрены способы репликации вирусных ДНК-геномов, при которых синтез ДНК происходит 

исключительно на ДНК-матрице. Репликация вирусных ДНК, протекающая с участием механизмов обратной транскрипции, 
будет описана ниже. 

Виды вирусных ДНК-геномов 
У разных ДНК-содержащих вирусов геном может быть представлен молекулами разных типов. Так, вирионная ДНК 
паповавирусов [например, обезьяннего вируса 40 (SV40)] представляет собой кольцевую двухнитевую молекулу, содержащую 
несколько более 5 т.п.н. Обе цепи, входящие в кольцевой дуплекс, ковалентно-непрерывны. 
Наиболее известные представители вирусов с кольцевым однонитевым ДНК-геномом — мелкие фаги φХ174, М13 и др. В состав 
молекулы ДНК этих фагов входит ~5,4 т. н. Подобную форму имеют и геномы некоторых вирусов эукариот, например 
гемннивдрусов (вирус золотистой мозаики фасоли и др.). Весьма широко среди вирусов распространены линейные двухнитевые 
ДНК-геномы. Их размеры колеблются в широких пределах, чаще всего от 30 до 150 т. п. н. Из геномов с полностью известной 
первичной структурой самый крупный принадлежит вирусу Эпштейна — Барр — более 172 т. п. н. 
Как будет видно из дальнейшего, особое значение для механизмов репликации линейных молекул ДНК имеет структура их 
концевых участков. У линейных ДНК-геномов не бывает «невыразительных» концов. Соответствующие участки (рис. 134) 
могут иметь прямые концевые повторы длиной от сотни и более (например, ДНК фага Т7) до тысяч (Т-четные фаги и др.) пар 
нуклеотидов. 

  
 

Рис. 134. Концевые участки вирусных линейных двухнитевых ДНК-геномов: 1 — прямой концевоП повтор 
(например, у ДНК фага ТГ); 2 — популяция молекул с кольцевыми перестановками н прямыми концевыми повторами 
(ДНК фага Т4): 3 — «липкие» концы (ДНК фига λ); 4 — инвертированный концевой повтор и ковалеитносвязанныП 
терминальный белок (ДНК аденовируса); а — ковалентная связь между концами комплементарных цепей (ДНК 
вируса осповакцины). 

При этом если у фага Т7 все геномные молекулы ДНК идентичны, то молекулы ДНК Т-четных фагов существенно различны, 
даже когда они образованы в одной клетке, зараженной единственной фаговой частицей; геномы Т-четных фагов (и ряда других 
вирусов) характеризуются так называемыми кольцевыми перестановками. Еще один вариант концевой структуры вирионных 
ДНК-дуплексов — «липкие» (т. е. взаимно комплементарные) однднитевые концы, длина которых обычно находится между 10 и 
20 нуклеотидами (фаги λ, Р2, Р4). но может укорачиваться до одного нуклеотида (герпес-вирусы), если в этом случае вообще 
позволительно называть такие концы «липкими». 
В ДНК некоторых вирусов имеются инвертированные концевые повторы, длиной от нескольких иуклеотидов (фаг φ29) до 

100—150 нуклеотидов (аденовирусы) и больше; в обоих указанных случаях геномы имеют важную особенность: к 5'-концам 
цепей ДНК ковалентно присоединены вирус-специфические белки. Весьма своеобразны концы генома вируса осповакцины и 
других поксвирусов, а также некоторых иридовирусов — комплементарные цепи ДНК ковалентно соединены между собой, 
причем как на самом конце молекулы, так и на непосредственно прилегающих к нему участках имеется несколько неспаренных 
(некомплементарных) нуклеотидов; кроме того, имеется инвертированный концевой повтор значительной длины. 
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Происхождение и значение всех этих особенностей концевых структур станут понятными после рассмотрения способов 
репликации геномов соответствующих вирусов. 
Известна группа вирусов с линейным одноцепочечным ДНК-геномом—это парвовирусы. Молекулы ДНК парвовирусов со-

держат 4,5—5,4 т.п.н. и характеризуются самокомплементарностью концевых последовательностей. Другими словами, концы 
такой молекулы способны образовывать элементы вторичной структуры («шпильки») с прилегающими участками той же 
молекулы. 
Различия между вирусными геномами касаются не только формы молекул ДНК. У некоторых вирусов — пока это известно 

только для вирусов прокариот, т. е. для фагов,— в состав ДНК входят необычные и модифицированные основания. Классический 
пример: ДНК Т-четных фагов вместо цитозина содержит 5-оксиметилцитозин (ОМЦ), причем к оксигруппе этого основания 
могут быть присоединены один или два остатка глюкозы (с образованием соответственно гликозил-ОМЦ и гентибиозил-ОМЦ). 
Геномы некоторых других фагов также содержат необычные основания. В большинстве случаев модифицированным 
оказывается пиримидин (тимин или цитозин). Ни одна из указанных модификаций не нарушает способности способности 
оснований вступать в стандартные уотсон-криковские взаимодействия. 

Инициация цепи ДНК 
Как уже отмечалось потребность в затравке — универсальное свойство ДНК-полимераз. Характер затравки и способ ее 

образования в значительной степени определяют своеобразие индивидуальных вирусных систем. 
а. Инициация на однонитевых матрицах 

Следует различать инициацию на внутренних участках однонитевой матрицы и на ее концах. 
При попадании в клетку кольцевого однонитевого ДНК-генома инициация синтеза комплементарной цепи неизбежно должна 

проходить на внутренних участках матрицы — концов у молекулы просто нет. Поучительно посмотреть, как это происходит при 
синтезе (—) цепи на (+) матрице ДНК фагов М13, G4 и φX174. Во всех трех случаях образуется затравка, комплементарная 
единственному участку родительского генома, но эта цель достигается тремя различными путями. 
У фага М13 олигорибонуклеотид-затравка образуется при помощи ДНК-зависимой РНК-полимеразы клетки-хоэяина (Е. coli). 

У фага G4 синтез затравки катализирует фермент праймаза— продукт клеточного гена dna G. Наконец, в случае фага φХ174 для 
образования затравки при синтезе (—) цепи ДНК используется многокомпонентная система, в которую наряду с праймазой — 
продуктом гена dna G — входит по крайней мере еще шесть клеточных белков: полипептиды n, п', п'' и продукты генов dna В, 
dna С и dna T (полипептид i). Эти белки формируют специальную структуру — праймосому, которая и осуществляет синтез 
затравки. Собственно полимеразной активностью в праймосоме обладает праймаза. 
Во всех трех случаях первая затравка для синтеза (—) цепи образуется на совершенно определенном участке фагового 

генома, разном у разных фагов. Соответствующий участок, очевидно, содержит сигналы в виде последовательности нуклеотидов 
и элементов вторичной структуры, которые специфически узнаются соответственно РНК-полимеразой (в ДНК фага М13), 
праймазой (у G4) и полипептидом n' (у φХ174). Подчеркнем, что в разобранных случаях матрицей для образования затравки 
является не «голая» ДНК, а дезоксирибонуклеопротеид, образованный в результате взаимодействия ДНК с ДНК-связывающим 
белком E.coli. 
При синтезе полной (—) цепи ДНК фагов М13 и G4 используется единственная затравка, образованная так, как только что 

было описано. Однако при образовании (—) цепи ДНК фага φХ174 возникают множественные затравки. Дело в том, что 
праймосома обладает способностью передвигаться по матрице в энергозависимой реакции. Синтезировав затравку в первом 
(уникальном) месте, праймосома передвигается по матрице в 5'→3'-направлении, т. е. в сторону, противоположную удлинению 
затравки. Встретив «подходящую» нуклеотидную последовательность, праймосома катализирует образование новой затравки. 
Такие же или сходные механизмы используются и для образования затравок на одноцепочечных участках, временно 

возникающих в районе репликационной вилки при лолуконсервативной репликации двуцепочечных ДНК. 
Отметим, что некоторые вирусные геномы кодируют собственные вирус-специфические праймазы (например, у фагов Т4 и 

Т7). 
Что касается инициации на концах одноцепочечной ДНК-матрицы, то тут известны два механизма. Первый—самозатравоч-

ный—реализуется, например, у парвовирусов. 3'-конец генома которых, как уже известно, способен взаимодействовать с 
соседней комплементарной последовательностью, образуя «шпильку» (рис. 135). Такая структура имеет все качества, 
необходимые для функционирования в качестве затравки, и поэтому потребность в синтезе какой-либо иной затравки не 
возникает. Стедовательно, в этом случае в качестве затравки используется не РНК, а ДНК. 

 

 
 
Рис. 135. Самозатравочный механизм синтеза цепи ДНК 
на одноцепочечной (сверху) и двуцепочечной (снизу) 
матрицах (в последнем случае необходима 
предварительная перестройка конформации матричной 
молекулы — образование концевых внутрицепочечных 
«шпилек» («заячьих ушей») 

 
Рис. 136. Инициация синтеза цепи ДНК при помощи 
терминального белка-затравки на одноцепочечной 
(сверху) и двуцепочечной (снизу) матрицах 
Кружок — терминальный (концевой) 
белок или нуклеотид-белковый комплекс. 

 
При другом способе терминальной инициации роль затравки выполняет белок, точнее — ковалентное соединение белка с 
нуклеотидом. Такое соединение возникает в результате образования фосфодиэфирной связи между 5'-гидроксилом 
дезоксирибонуклеотида (например, dCMP) и гидроксилом оксиаминокислоты (например, серина) специального, так 
называемого терминального белка. В изученных вирусных системах терминальный белок —это всегда вирус-специфический 
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(т. е. закодированный в вирусном геноме) полипептид, и фермент, осуществляющий присоединение нуклеотида, также всегда 
имеет вирус-специфнческую природу.  Нуклеотид-белковый комплекс взаимодействует с 3'-концом одноцепочечной 
вирусной ДНК-матрицы; при этом нуклеотид, входящий в комплекс с терминальным белком, комплементарен 3'-концевому 
нуклеотиду матрицы и служит затравкой, к которой присоединяются  последующие нуклеотиды (рис. 136). Ясно, что к 5'-
концу синтезированной таким образом цепи ДНК будет ковалентно присоединен белок. Рассмотренный способ инициации 
цепи ДНК реализуется, например, у аденовирусов и у фага φ29, у которых однонитевые ДНК-матрицы образуются в процессе 
репликации двунитевого генома. 

б. Инициация на двунитевых матрицах 
В основе некоторых способов инициации цепи ДНК на дуплексной матрице лежат те же механизмы, о которых шла речь в 

предыдущем разделе. Прежде всего это относится к терминальной инициации, для осуществления которой могут использоваться 
как самозатравочный механизм, так и нуклеотид-белковая затравка. В первом случае предварительно необходимо перестроить 
двухспиральный «тупой» конец в структуру типа «заячьи уши» (см. рис. 135), как это, по-видимому, происходит у 
репликативной формы парвови-русной ДНК. Поскольку спонтанная перестройка такого рода в изолированных молекулах ДНК 
крайне маловероятна по энергетическим соображениям, постулируется, что в ее осуществлении принимают участие какие-то 
(пока не идентифицированные) белки. Рис. 136 дает представление о том, как инициацию цепи ДНК на двухнитевой матрице 
можно обеспечить при помощи нуклеотид-белковой затравки. Вполне возможно, что и а этом случае некие белки способствуют 
расплетанию (или по крайней мере дестабилизации) концевых участков дуплексного генома. 
Что касается инициации на внутренних участках двухнитевой матрицы, то здесь также нужно различать два основных 

способа. Во-первых, первичная РНК-затравка может быть образована праймазой (или—реже—ДНК-зависимой РНК-
полимеразой). Однако синтез затравки возможен только в том случае, если матрица соответствующим образом подготовлена. 
Подготовка включает взаимодействие между вирус-специфическими белками, регулирующими инициацию раунда репликации, 
и специфическими участками инициации репликации ori (от англ. origin — начало) в молекуле ДНК. Например, с участком ori в 
ДНК фага λ первично взаимодействует фагоспецифический белок — О, с белком О взаимодействует другой фагоспецифический 
полипептид — белок Р, который в свою очередь образует комплекс с одной из клеточных хеликаз — продуктом гена dna В. 
Для образования первой затравки на молекуле ДНК SV40 необходимо присоединение к ori вирус-специфического белка — 

так называемого большого Т-антигена, который выполняет функции хеликазы. Взаимодействие между ori и специфическими 
белками создает необходимые условия для синтеза затравки ферментами, которые умеют это делать, обычно праймазой. Однако 
в некоторых системах (в частности, у того же фага λ) требуется дополнительное активирование ori. Эта цель может достигаться, 
например, тогда, когда в участке ori происходит транскрипция. Для такой транскрипционной активации важен именно сам акт 
транскрипции, а не ее продукты—РНК или белки. Считается, что  в процессе транскрипции ослабляется связь между комплемен-
тарными цепями; когда такое ослабление захватывает участок ori, он становится более доступным для праимазы. Вторая группа 
способов внутренней инициации связана с использованием разрывов, или брешей, в одной из цепей двухнитевой ДНК. Эти 
«перерывы непрерывности» могут возникать в результате действия тех или иных нуклеаз на ДНК-матрицу; появление разрывов 
обычно сопровождает процесс рекомбинации. Так или иначе свободный 3'-ОН-конец цепи ДНК может быть использован в 
качестве затравки для дальнейшего удлинения этой цепи. 

Элонгация цепи ДНК 
Элонгация (удлинение) цепи ДНК осуществляется ДНК-зависимыми ДНК-полимеразами. В этой реакции участвуют также и 

вспомогательные белки, наборы которых могут различаться в разных системах и на разных этапах репликации одного и того же 
генома. В частности, различны эти наборы при синтезе ДНК на однонитевой матрице (или, как говорят, при «репарационном» 
синтезе) и на двухнитевой матрице (при синтезе с вытеснением цепи). В первом случае важным вспомогательным участником 
реакции являются ДНК-связывающие белки, которые превращают матрицу в дезоксирибонуклеопротеид. При этом исчезают 
многие из элементов вторичной структуры матрицы, она как бы «выпрямляется», что облегчает поступательное и процессивное 
движение ДНК-полимеразы. Сходную роль — помощь ДНК-полимеразе в преодолении «препятствий», в частности 
«шпилечных» структур на матрице,— могут играть и другие дополнительные (в том числе и вирус-специфические) 
репликационные белки. 
Ёще разнообразнее наборы белков, участвующие в синтезе ДНК на двухнитевых матрицах. В этом случае помимо уже пере-

численных, требуются, в частности, хеликазы, способствующие расплетанию родительского дуплекса в области репликационной 
вилки, набор ферментов, необходимых для синтеза «отстающей» цепи (праймазы; ферменты, удаляющие РНК-затравку; ДНК-
лигазы, сшивающие фрагменты Окадзаки), а также — часто—трпоизомеразы. снимающие избыточное внутримолекулярное 
напряжение, возникающее в результате расплетания матричного дуплекса. В общем, процесс элонгации при репликации ви-
русных ДНК-геномов не отличается принципиально от этого процесса при синтезе клеточных ДНК. Единственно, что следует 
отметить,— это использование (в некоторых системах) вирус-специфических репликационных белков, которые по своей функ-
ции аналогичны белкам, имеющимся в незараженной клетке. 

Основные схемы репликации 
Для понимания природы разнообразия в способах репликации вирусных ДНК-геномов важно ясно представлять себе 

трудность полного воспроизведения линейной молекулы ДНК- Эта трудность — прямое следствие двух универсальных (не 
знающих исключений) свойств ДНК-полимераз:  

1) полярности синтеза (всегда от 5'- к 3'-концу вновь строящейся цепи или, что тоже самое, от 3'- к 5'-концу матричной 
цепи) и  

2) потребности в затравке.  
Например, в случае использования РНК-затравок невозможно (если не прибегать к специальным ухищрениям) получить 

ДНК-копию 3'-конца матричной цепи (рис. 137). Предположим, что на этом месте синтезирована РНК-затравка. Трудность в 
том, чтобы заполнить брешь, которая возникает после удаления затравки — ведь ДНК-полимераза «заднего хода» не имеет. 
Оказывается, что существует несколько — всего несколько—основных способов, обеспечивающих полное воспроизведение 
ДНК-геномов. Проиллюстрируем эти способы кратким описанием конкретных вирусных систем. 
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Рис. 137. Проблема, связанная с полным воспроизведением 

линейной молекулы ДНК. Прямые линии — ДНК, волнистые 
— РНК. После удаления РНК-затравки остается брешь, 
которую трудно заполнить 

 
Рис. 138. Схема репликации генома аденовируса. 
Жирные линии — родительские цепи ДНК, тонкие — 

дочерние: кружки — молекулы терминального белка (черные 
— родительские; светлые — дочерние) 

 
 
а. Репликация генома аденовирусов (терминальная инициация с использованием нуклеотид-белковой затравки) 
Общая схема репликации двухнитевой аденовирусной ДНК представлена на рис. 138. К синтезированному в зараженной 

клетке вирус-специфическому терминальному белку (точнее — к его более крупному предшественнику) ковалентно 
присоединяется нуклеотид, и этот нуклеотид-белковый комплекс выполняет роль затравки. Синтез новой цепи может начаться 
на любом конце генома, так как в силу наличия инвертированных концевых повторов оба конца молекулы аденовирусной ДНК 
идентичны. Синтез дочерней цепи сопровождается вытеснением одной из родительских цепей. После полного вытеснения этой 
цепи высвобождается ее 3'-конец, к которому присоединяется новая нуклеотид-белковая затравка. Синтез комплементарной 
цепи происходит теперь на однонитевой матрице, т.е. по «репарационному» типу.  
По такой же общей схеме реплицируется геном фага φ29. 
 
б. Репликация генома парвовирусов (терминальная инициация при помощи самозатравочного механизма) 
Парвовирусы — мелкие ДНК-содержащие вирусы животных — имеют в качестве генома однонитевую молекулу ДНК, оба 

конца которой способны формировать «шпилечные» структуры благодаря наличию самокомплементарных 
последовательностей. В качестве примера рассмотрим схему репликации ДНК аденоассоциированного вируса (репродукция 
этого вируса требует, чтобы в той же клетке размножался вирус-помощник, каковым может быть, в частности, аденовирус) (рис. 
139). 
После попадания вирусного генома в клетку его 3'-концевой сегмент образует как бы Т-образную двухнитевую структуру 

(из-за соответствующего расположения самокомплементарных последовательностей); эта структура и выполняет роль затравки. 
В ре-зультате «репарационного» синтеза комплементарной цепи возникает дуплекс, обе цепи которого на одном из концов 
ковалентно соединены между собой. Нетрудно видеть, что 3'-концевой сегмент родительского генома (длина его 125 
нуклеотидов) при этом в качестве матрицы не использовался и, следовательно, полного воспроизведения генома еще не 
произошло. Затем вирус-специфический фермент вносит разрыв в родительскую цепь как раз на границе между 
реплицированным и нереплицированным участками (т.е. между 125-м и 126-м нуклеотидами, если считать от 3'-конца исходного 
генома). Концевые 125 нуклеотидов родительского генома становятся при этом как бы частью комплементарной цепи. 
Возникший таким образом 3'-конец комплементарной цепи используется в качестве матрицы для «регенерации» недостающей 
концевой последовательности родительской цепи. Как понятно из схемы, «регенерация» сопровождается инверсией: если 
исходную концевую структуру родительской цепи обозначить 1—125, то после завершения процесса она приобретает вид 125'—
1', где штрих у цифры обозначает комплементарность нуклеотида (т.е. нуклеотид, 1' комплементарен нуклеотиду 1). В 
результате этих реакций возникает двухнитевая—репликативная—форма вирусной ДНК. 
Далее следует перестройка одного из концов этой молекулы с образованием «заячьих ушей». При этом возникает затравка, с 

которой начинается синтез цепи, имеющей полярность, например, родительского генома (полярность будет, естественно, 
зависеть от того, на каком из концов репликативной формы образуются «заячьи уши»). В таком случае синтез новой цепи будет 
сопровождаться вытеснением исходной родительской цепи из дуплекса; другим продуктом реакции будет двухнитевая 
репликативная форма, у которой комплементарные цепи опять ковалентно связаны между собой, но на этот раз уже на другом 
конце молекулы. Затем происходит «регенерация» и инверсия 3'-конца комплементарной цепи. Образующаяся при этом 
молекула репликативной формы будет использована в качестве матрицы для дальнейшего синтеза вирусной ДНК, а вытесненная 
из дуплекса однонитевая молекула имеет выбор; она может либо также вступить в репликативный пул, либо войти в состав 
дочерней вирусной частицы (второй исход возможен только после накопления в зараженной клетке достаточного количества 
структурных вирусных белков). 
Благодаря инверсиям концевые последовательности дочерних геномов могут различаться между собой. Поскольку каждый 

конец молекулы может находиться в одной из двух ориентации, причем ориентация одного конца не зависит от ориентации 
другого, и учитывая, что в состав популяции аденоассоциированных вирусов входят примерно поровну частицы с геномами 
положительной и отрицательной полярности, зараженная клетка генерирует восемь типов дочерних геномов; все эти геномы в 
биологическом отношении эквивалентны. 
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Рис. 139. Схема репликации генома аденоассоциированного вируса: 
а — общая последовательность стадий: свмозатраиочный синтез комплементарной цепи, зндонуклеолитическнй разрыв, 

«регенерация» 3'-конца родительской цепи, образование «заячьих ушей», синтез второй дочерней цепи, сопровождающийся 
вытеснением родительской цепи из дуплекса; б — детальное описание событий, происходящих на 3'-конце родительской цепи и 
приводящих к появлению инверсии; жирные линии — родительские последовательности, и. тонкие — дочерние; буквы — 

сегменты ДНК: цифры в скобках — номepa куклеотидов 
 
в. Репликация генома паповавирусов (репликация по схеме Кэрнса) 
Наиболее изученным представителем паповавнрусов является онкогенный обезьяний вирус 40 (SV40). После взаимодействия 

вирус-специфической хеликазы — большого Т-антигена — с участком ori в кольцевой двухнитевой ковалентно-непрерывной 
молекуле ДНК SV40 праймаза образует затравку сначала на одной из родительских цепей, а потом и на другой. Соответственно 
возникает две лидирующих (и две отстающих) цепи и две репликативных вилки, удаляющиеся друг от друга в результате 
двунаправленной репликации (рис. 140). Ферментативный аппарат, необходимый для элонгации, поставляется клеткой, если не 
считать хеликазной активности Т-антигена. Если выделить реплицирующиеся молекулы — их иногда называют молекулами θ-
типа или θ-молекулами,— то можно убедиться, что обе родительские цепи в них сохраняют ковалентную непрерывность. 
Однако это обстоятельство должно создавать серьезную проблему по мере расхождения репликативных вилок друг от друга. 
Действительно, синтез дочерних цепей сопровождается расплетанием родительского дуплекса. Расплетание кольцевого 
дуплекса в одном месте будет вести к резкому повышению внутримолекулярных напряжений в нереплицированных участках 
молекулы. Напряжение могло бы вести к сверхспирализации ДНК. Расплетание всего 10 п. н. дуплекса, как известно, приводит к 
появлению одного сверхспирального витка. Соответственно репликация половины молекулы должна была бы сопровождаться 
появлением около 250 сверхспиральных витков (напомним, что всего в геноме SV40 около 5 т. п. н.). Этого не происходит, да и 
не может произойти — просто нет места. Сбрасывание внутримолекулярных напряжений обеспечивается действием клеточных 
топоизомераз, в первую очередь ДНК-топоизомеразы I, которая вносит временные одноцепочечные разрывы в родительские 
нити. Схема репликации ДНК, которая здесь излагается, была впервые предложена Кэрнсом для объяснения способа репликации 
кольцевой хромосомы кишечной палочки. 
На завершающих стадиях раунда репликации образуются две почти полные кольцевые молекулы, содержащие по одной 

недостроенной дочерней цепи и по одной полной (кольцевой) родительской цепи. При этом родительские цепи остаются 
зацепленными друг за друга (рис. 140). Затем происходит достраивание дочерних цепей и лигировацие их концов. 
Образовавшиеся два ковалентно-непрерывных кольцевых дуплекса расцепляются при помощи клеточной ДНК топоизомеразы 
II. Расцепление колец может происходить и до завершения синтеза дочерних молекул. 

 
Рис. 140. Схема репликации генома SV40 
(схема Кэрнса) 
Жирные линии — родительские цепи ДНК; 

тонкие — дочерние 

 
Рис. 141. Схема репликации генома фага φX174 (схема 

разматывающегося рулона) 

 
г. Репликация генома с однонитевой кольцевой ДНК (репликация по схеме разматывающегося рулона) 
Как уже было сказано, ряд фагов (φХ174, G4. М13 и др.) имеют однонитевой кольцевой геном. Вскоре после попадания 

такого генома в клетку он превращается, в колъцевой ковалентно-непрерывный дуплекс (или, как говорят, в репликативную 
форму). Это превращение включает ряд стадий: 1) образование затравки; 2) элонгацию комплементарной цепи, осуществляемую 
клеточной ДНК-полнмеразой III; 3) удаление РНК-затравки, которое производится, по-видимому, за счет 5'-экзонуклеазной 
активности клеточной ДНК-полимеразы 1; 4) достраивание комплементарной цепи; 5) лигирование концов комплементарной 
цепи ДНК-лигазой и 6) внесение сверхспиральных витков в ковалентно-непрерывный дуплекс при помощи гиразы. Обратим 
внимание, что все ферменты, обеспечивающие перевод родительского генома в репликативную форму, имеют клеточное 
происхождение. 
Дальнейшие события разберем на примере фага φХ174 (рис. 141); у некоторых других фагов этой группы репликация генома 

имеет особенности, которые, впрочем, не изменяют общую схему. Фагоспецифический белок — продукт гена А—вносит 
однрцепочечный разрыв в уникальное место родительской цепи в молекуле репликативной формы; одновременно он 
соединяется ковалентно (при помощи фосфодиэфирной связи) с генерируемым при разрыве 5'-концевым нуклеотидом этой цепи. 
Возникающий в месте разрыва нефосфорилированный 3'-концевой нуклеотид представляет собой затравку. Впрочем, эта 
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затравка может быть использована клеточной ДНК-полимеразой III для элонгации 3'-конца родительской (т.е. (+)) цепи только 
при условии, что предсуществующий 5'-конец этой цепи будет вытеснен из дуплекса и тем самым обнажится однонитевая (—) 
матрица. Такое вытеснение осуществляется одной из клеточных хеликаз —продуктом гена rep. 
Удлинение 3'-конца (+) цепи, сопровождающееся вытеснением ее 5'-конца, приводит к образованию промежуточных 

реплицирующихся .молекул, напоминающих по форме греческую букву σ,— молекул σ-типа, или просто σ-молекул. 
Соответствующий способ синтеза ДНК на кольцевой матрице называют способом разматывающегося рулона.  
После того как репликационная вилка совершит чуть больше полного оборота по (—) матрице и будет синтезировано чуть 

больше полного эквивалента вирусного, генома, вытесненная (+) цепь ДНК замыкается в кольцо.  
д. Репликация генома фага лямбда (репликация по схеме вторичного разматывающегося рулона) 
После попадания в клетку линейной двунитевой ДНК фага λ она циркуляризуется за счет взаимодействия между липкими 

концами и превращается в ковалентно-непрерывную сверхспирализованную форму. Раунд репликации начинается с образования 
затравки в специфическом ori-участке. 
Вначале репликация идет по схеме Кэрнса: обнаруживаются θ-молекулы, в которых две репликационные вилки движутся в 

противоположных направлениях. Как всегда, движение репликационной вилки, имеющей лидирующую и отстающую цепи, 
требует сложного ферментативного аппарата. Большинство компонентов этого аппарата (ДНК-полимераза, праймаза, лигаза, 
хеликазы и др.) при репликации генома фага λ поставляется клеткой, хотя определенную роль, по-видимому, играют и 
фагоспецифические белки О и Р. 
Схема Кэрнса, однако, не является основным способом репликации ДНК фага λ. Очень быстро (может быть уже после первого 
раунда) θ-молекулы превращаются в σ-молекулы, т. е. приобретают форму, характерную для участников репликации по схеме 
разматывающегося рулона.  

На заключительной стадии конкатемеры превращаются в зрелые линейные мономеры с липкими концами.  

 
Рис. 143. Схема появления молекул σ-типа при репликации генома фага λ 

(схема вторичного разматывающего рулона) 
 
е. Репликация генома фагов Т-серии (репликация с использованием промежуточных конкатемерных форм) 
Репликация ДНК ряда вирусов осуществляется при участии промежуточных конкатемерных форм. Именно так обстоит дело 

у фагов Т-серии; при этом между системами репликации Т-нечетных фагов (например, Т7) и Т-четных (Т4) имеются заметные 
различия. Рассмотрим более простую систему, которая реализуется у фага Т7 (рис. 145). 
ДНК фага Т7 — линейная двухнитевая молекула (~ 40 т. п. н.) с прямым концевым повторим длиной 160 нуклеотидов. 

Инициация раунда репликации происходит внутри молекулы — на расстоянии, примерно соответствующем 15 % длины генома 
от одного из концов, условно называемого левым. Здесь имеются промоторы, которые узнаются фагоспецифической ДНК-
зависимой РНК-полимеразой. Без транскрипции этого ori-района раунд репликации не начинается. Скорее всего РНК, 
образующаяся при транскрипции с этих промоторов, непосредственно используется в качестве затравки для синтеза вирусной 
ДНК. Так или иначе внутренняя инициация происходит без разрыва родительских цепей ДНК. Возникшие две репликационные 
вилки, передвигаясь в противоположных направлениях, осуществляют полуконсервативную репликацию фагового генома (на 
ферментативном аппарате элонгации здесь останавливаться не будем; отметим лишь, что в данном случае он содержит 
преимущественно вирус-специфические белки). Первая стадия этого процесса заканчивается образованием двух дочерних 
дуплексов. Эти дуплексы имеют очень важную особенность — 5'-концы их вновь синтезированных цепей недостроены; другими 
словами, не произошло копирования 3'-концов родительских цепей. Такая ситуация неизбежно возникает при внутренней 
инициации на линейной ДНК-матрице. Причина нехватки понятна и является следствием двух универсальных свойств ДНК-
полимераз: потребности в затравке и способности синтезировать цепочку ДНК только в одном направлении — от 5'-конца к 3'-
концу. 

 
Рис. 145. Схема репликации генома фага Т7  

Рис. 148. Схема, иллюстрирующая блочный 
принцип организации систем реплнкации ДНК-
геномов 
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Таким образом, один из 3'-концов вновь возникших дуплексов должен находиться в однонитевой форме. Поскольку 

молекула ДНК фага Т7 имеет прямой концевой повтор, однонитевые 3'-концы двух «сестринских» молекул должны быть 
взаимно комплементарны. Поэтому эти молекулы могут объединиться в димер, мономерные составляющие части которого 
на первых порах удерживаются за счет взаимодействия между комплементарными последовательностями, а затем 
скрепляются ковалентно. Сходным образом репликация димерной молекулы может привести к возникновению тетрамера и 
т. д. 
На заключительной стадии из конкатемеров образуются полноценные мономерные геномы. Схематически это 

«созревание» можно представить следующим образом. Во внутренний участок конкатемерной молекулы — в районе, 
соответствующем концу генома,— вносится ступенчатый разрыв. При этом возникают мономерные дуплексы, у которых 
цепи имеют нехватку, но на этот раз на 3'- концах. Особых проблем с достраиванием таких концов не возникает. Можно 
отметить, что созревание геномов фага Т7 происходит сопряженно с их упаковкой в головку. 

Блочный принцип организации репликационных систем 
Описанные выше схемы репликацин ДНК-геномов включают почти весь набор основных элементов (блоков), из которых 

построены репликационные системы и других ДНК-содержавдих вирусов (если не считать стоящие особняком способы 
репликацин ДНК с участием механизмов обратной транскрипции). Однако комбинироваться эти блоки могут в разных соче-
таниях. 
Удобно расчленить раунд репликации ДНК на три стадии: 
1) переход родительского генома в репликативную форму;  
2) собственно репликация репликатчвной формы и  
3) переход репликативной формы в зрелый дочерний геном.  

Рассмотрим несколько вирусных систем, у которых синтез ДНК осуществляется при участии двухнитевых кольцевых 
молекул (рис. 148). Такие кольца — репликативные формы — могут возникать несколькими способами: 
путем синтеза комплементарной цепи на однонитевой кольцевой матрице (фаг φX174), в результате спаривания липких 
концов. (фаги λ, Р2, Р4), в результате сайт-специфической (фаг Р1) или общей (фаг Р22) внутримолекулярной рекомбинации 
между концевыми повторами. Наконец, в форме двухнитевого кольца родительский геном может находиться исходно 
(SV40); в этом случае первая стадия репликационного цикла — переход родительского генома в репликативную форму — 
как бы отсутствует (впрочем, репликатнвной формой в этом случае часто называют только молекулы θ-типа). 
Способ репликации репликативной формы не зависит от способа ее образования: так, кольцевые репликативные формы у 
фагов Р2, Р4 н λ возникают, как уже упоминалось, одним и тем же путем — в результате взаимодействия между липкими 
концами, однако в первом случае репликация осуществляется по схеме (первичного) разматывающегося рулона, во втором 
— по схеме Кэрнса, а в третьем — по схеме вторичного разматывающегося рулона. Точно так же способ созревания 
дочерних геномов не связан жестко со способом репликации.  
Использование ограниченного числа стандартных блоков для осуществления каждой из трех последовательных стадий 

репликации ДНК-генома и возможность комбинирования этих блоков в разных сочетаниях можно назвать блочным 
принципом организации репликационных систем. 

Занятие 9. Тема: Геном эукариот. 
 

Геном эукариот обеспечивает сложнейшие программы развития и клеточной дифференцировки, которые 
осуществляются в результате последовательной активации и инактивации множества генов, взаимодействующих друг с 
другом. Эукариотическая клетка содержит во много раз больше генов, чем прокариотическая. Ниже приведено содержание 
ДНК в разных организмах (пар нуклеотидов в расчете на гаплоидный геном): 
 

Е. соli         5·106 
Дрожжи Saccharomyces cerevisiae     5·107 

Drosophila melanogaster       108 
Нематода Caenorabditis elegans      108 
Амфибии        1—5·109 
Высшие растения (сильно варьирует) Lilium longiflorum  1.8·1011 
Млекопитающие       3·109 

 
В ядрах клеток дрожжей, насекомых, червей содержится в 5—10 раз, а у млекопитающих в несколько сотен раз 

больше ДНК, чем в клетке Е. соli . Содержание ДНК в расчете на гаплоидный геном в целом увеличивается с возрастанием 
сложности организма. У амфибий и растений оно сильно варьирует от вида к виду и может значительно (в 10 раз и более) 
превышать количество ДНК в клетках млекопитающих. Однако было бы неверным считать, что прогрессивная эволюция, 
как правило, сопровождается увеличением содержания ДНК в расчете на гаплоидный геном. Известны также случаи, когда 
достаточно близкие виды содержат количество ДНК, различающееся в несколько раз. Это явление описано как парадокс 
содержания ДНК, который до сих пор не получил достаточно определенного объяснения. Таким образом, размеры геномов 
не коррелируют с тем количеством ДНК, которое предназначено для выполнения функции кодирования белков. 

Содержание ДНК в расчете на клетку обычно сохраняется постоянным в разных тканях одного организма. 
Отклонения от этого правила редкие. К ним относятся случаи образования в некоторых типах клеток политенных 
(многонитчатых) хромосом, образующихся в результате многократной редупликации ДНК без расхождения двуспиральных 
молекул, а также классические примеры утери ДНК («диминуция хроматина») в соматических клетках. Потери участков 
хромосом, иногда достаточно крупных, составляющих существенную часть материала хромосомы, как правило, касаются 
гетерохроматических районов.  

Подавляющее количество ДНК сосредоточено в ядре, обычно лишь небольшая часть ДНК находится в составе 
генома цитоплазматических органелл. Митохондрии грибов и млекопитающих содержат менее 1 % всей ДНК, а пластиды 
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растений — 1—10 %. В клетках дрожжей Saccharomyces cerevisiae количество митохондриальной ДНК может достигать 
20 % от всей клеточной. 

«Избыточность» содержания ДНК частично объясняется наличием внутренних некодирующих районов гена 
(интронов), суммарная длина которых может значительно (в несколько раз) превышать длину частей гена, кодирующих 
полипептид. Районы, представляющие собой регуляторные участки гена, включают небольшую часть ДНК, обычно не 
превышающую нескольких сотен нуклеотидных пар. 
 

САТЕЛЛИТНЫЕ ДНК 
Фракция ДНК, содержащая высокоповторяющиеся геномные последовательности, включает, по-видимому, 

функционально и в значительной степени структурно обособленную часть генома, представленную сателлитными ДНК. 
Отдельные фракции сателлитных ДНК могут составлять до 10 % от общего содержания ДНК. В составе одного генома 
можно обнаружить несколько разных сателлитных ДНК. 

Определение нуклеотидных последовательностей сателлитных ДНК показало наличие в их составе тандемных 
повторов из нескольких нуклеотидов. Главная повторяющаяся единица сателлитных ДНК (базовая последовательность), как, 
например, у D. melanogaster, может быть достаточно простой, состоящей из пяти или семи нуклеотидов: (ААТАТ)n,  
(AATAG) n, (ААТАС)n, (ААТАААС)n и (AATAGAC)n. Встречаются и более сложные повторяющиеся единицы из 359 п. н. 
Базовая последовательность сателлитной ДНК повторяется многократно, на протяжении 10 тыс. п.н. и более. Таким образом, 
сателлитные ДНК образуют протяженные геномные блоки. Блоки, состоящие, например, из пяти и семи нуклеотидных 
тандемных повторов, могут в одной  молекуле непосредственно прилегать друг к другу. 

Наборы сателлитных ДНК могут сильно различаться у близких видов. Такая видовая специфичность 
рассматривалась как результат эволюционной нестабильности этого класса ДНК. Действительно, в процессе эволюции 
происходит амплификация одних видов сателлитных ДНК и диминуция других. В то же время отдельные сателлитные ДНК 
сохраняются идентичными, консервируются у видов, дивергировавших в эволюции более 50 млн. лет назад.  

Ни одна из гипотез, предполагающих какую-либо функциональную роль сателлитных ДНК, пока не получила 
экспериментального подтверждения. Полагали, что сателлитная ДНК, локализуясь в определенных районах хромосом, 
может играть роль в узнавании хромосом друг другом или их расхождении в процессе клеточных делений. До сих пор, за 
некоторыми исключениями, не удавалось обнаружить транскрипции сателлитных ДНК. 
 

УМЕРЕННО ПОВТОРЯЮЩИЕСЯ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ 
Обычно к этому классу относят последовательности, представленные в геноме десятками или сотнями копий. Среди 

умеренно повторяющихся последовательностей можно выделить две структурно и функционально различающиеся геномные 
фракции. Первая фракция включает семейства генов, построенные из сгруппированных тандемно повторяющихся копий. 
Они участвуют в осуществлении жизненно важных общеклеточных функций. Это гены гистонов, транспортных РНК и 
рибосомных РНК. В целом они составляют несколько процентов от всей геномной ДНК. Число копий в составе одного 
семейства (например, генов гистонов) может варьировать от десяти до нескольких сотен у разных представителей эукариот. 

Вторую большую разнородную группу составляют подвижные (мобильные) генетические элементы разной 
природы. На их долю приходится значительная часть генома — 10—20 %. В отличие от генов первой группы, 
осуществляющих общеклеточные функции, отдельные семейства которых сгруппированы в одном или нескольких районах 
эукариотического генома, подвижные элементы рассеяны по геному, перемежаясь с уникальными последовательностями 
ДНК. 

В геноме обнаруживаются также рассеянные или находящиеся в кластерах гены, кодирующие гомологичные белки 
со сходными функциями. Например, это гены для разных типов актина, тубулина, белков оболочки яйца насекомых, 
гонадотропинов позвоночных. Такие мультигенные семейства, включающие по 5—20 копий и кодирующие белки со 
сходными функциями, также можно отнести к фракции умеренно повторяющихся последовательностей ДНК. 
 

УНИКАЛЬНЫЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ГЕНОМА 
Уникальные последовательности генома содержат не только гены, кодирующие белки, но и последовательности 

ДНК, расположенные между генами, а также в составе интронов, разделяющих участки ДНК, кодирующие полипептиды.  
 

ПРЕРВАННЫЕ ГЕНЫ ЭУКАРИОТ (ЭКЗОНЫ И ИНТРОНЫ) 
Существование интронов в эукариотических генах обеспечивает регуляцию экспрессии генов в развитии благодаря 

альтернативным путям сплайсинга, в основе которых лежит возможность использовать разные экзоны одного гена для 
образования разных мРНК. Кроме того, в интронах (т. е. внутри гена) могут находиться важные элементы регуляции 
транскрипции — усилители (энхансеры) (англ. enhancer). 

Обнаружение интронов в большинстве эукариотических генов заставило задуматься о том, как и когда возникли 
интроны и какова их роль в эволюции генома. 

Гены, разорванные интронами, возникли достаточно давно. Так, например, общий план строения генов β-глобина из 
двух интронов и трех экзонов очень сходен у всех животных, дивергировавших десятки миллионов лет назад. Более того, 
структура гена леггемоглобина растений, принимающего участие в регуляции содержания кислорода в клубеньковых 
бактериях, также укладывается в ту же общую схему строения глобинового гена. Положения отдельных интронов в генах 
триозофосфатизомеразы сходны у растений и позвоночных. Это позволяет предполагать, что интроны присутствовали в гене 
триозофосфатизомеразы уже 10 лет назад, а не образовались в результате более поздних независимых актов внедрений в 
одни и те же участки генов в процессе эволюции. На древнее происхождение интронов также указывает сходство механизма 
сплайсинга, основанного на узнавании сходных последовательностей на границах интронов у растений грибов, насекомых и 
позвоночных. 
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Было высказано предположение, что экзоны кодируют определенные автономные элементы укладки полипептидной 

цепи, представляющие собой функциональные сегменты белковой молекулы, которые сортируются в процессе эволюции. 
Если процессы такой перетасовки генетического материала идут по районам интронов, то структура экзонов не изменяется 
и, следовательно, не нарушаются функциональные свойства отдельных белковых доменов. Экзоны могут соответствовать 
участкам доменов или отдельным белковым доменам, т. е. тем участкам белковой молекулы, которые можно выделить как 
пространственно делимые структуры, обладающие определенной биологической функцией. Установление размеров экзонов 
во многих генах показало, что главный класс экзонов имеет размеры около 140 п. н., что соответствует 40—50 а. о. в 
молекуле белка. Большая часть белковых доменов, содержащих в среднем 100—130 а. о., складывается из нескольких 
элементов вторичной структуры («супервторичных» структурных единиц), кодируемых отдельными экзонами. N-концевой 
участок из нескольких гидрофобных аминокислот (сигнальный пептид) секреторных белков, как правило, также кодируется 
отдельным экзоном. 

Если белок содержит ряд структурно сходных повторяющихся доменов, то наблюдается строгое соответствие 
отдельных экзонов доменам или субдоменам белковой молекулы. Гены, относящиеся к так называемому «сверхсемейству 
генов иммуноглобулинов», содержат разное число экзонов, кодирующих домены полипептидной цепи, каждый из которых 
включает около 110 а. о. Гомология между отдельными доменами этих белков, выполняющих разные функции в организме, 
наблюдается на уровне первичной, вторичной и третичной структуры. Гены этого семейства могут содержать один экзон 
(ген β2-микроглобулина), два или четыре (гены секретируемых антител В-клеток) и, наконец, пять экзонов (ген 
гликопротеина плазмы человека).  

Примеры использования одного и того же экзона в разных генах подтверждают гипотезу о перетасовке экзонов в 
процессе эволюции. Оказывается, что один и тот же структурный элемент может использоваться при образовании разных 
белков. Процесс перетасовки экзонов способен облегчить возникновение больших и сложных белков из небольших 
функциональных единиц — элементов супервторичной структуры (субдоменов или доменов). Ген одной из сериновых 
протеиназ (активатора плазминогена), участвующей в процессе свертывания крови, содержит 13 экзонов. Один из них 
кодирует структуру характерного белкового домена—«пальца». Этот экзон обнаруживается также в гене фибронектина, где 
он представлен несколькими копиями, разделенными интронами. Другой экзон гена плазминогена выявлен в гене 
эпидермального фактора роста, пять остальных экзонов формируют протеазный домен. 
Предполагается, что мозаичная экзон-интронная структура генов, свойственная эукариотам, вероятно, была более 

древней, чем безынтронная, прокариотическая. В таком случае традиционные филогенетические представления, согласно 
которым прокариот помещают в основание эволюционного древа, а эукариот — на вершины, должны быть пересмотрены. 
Геном прокариот, как правило, не содержащий генов с интронами, рассматривается как компактный 
(рационализированный), образовавшийся в результате потери интронов, например, в результате отбора на скорость 
репликации. Напротив, предполагается, что мозаичная структура генов определяет эволюционные возможности генома, 
тогда как прокариоты, утерявшие интроны, представляют собой эволюционный тупик. Заметим, однако, что интроны, 
удаляемые в результате сплайсинга, изредка обнаруживаются при экспрессии генов в клетках бактерий, например в гене 
тимидилатсинтетазы фага Т4. 

Определение нуклеотидных последовательностей в составе гомологичных генов (например, генов глобинов), 
кодирующих полипептиды со сходным строением и функцией у одного или разных организмов, показало, что наибольшим 
изменениям в эволюции подвергались интроны, а не экзоны. В интронах обнаружены вставки, делении и другие 
перестройки, в то время как последовательности экзонов оказываются значительно более консервативными. Изменения в 
нуклеотидных последовательностях экзонов часто обусловлены лишь отдельными нуклеотидкыми заменами. Эти 
наблюдения также можно истолковать в пользу представлений о том, что перекомбинация экзонов осуществлялась по 
районам интронов, что сопровождалось изменением структуры последних.  

Исследования ряда эволюционно связанных генов, содержащих гомологичные последовательности, позволили 
сделать заключение, что в эволюции происходили не только утери интронов, но и их приобретения. Механизм этого 
процесса не ясен. Возможно, вставки интронов происходили на уровне РНК. Если процесс вырезания интрона с помощью 
реакций трансэтерификации термодинамически обратим, то возможно и внедрение линейной молекулы в РНК с помощью 
реакции, обратной сплайсингу. На образовавшейся РНК как на матрице в результате обратной транскрипции может 
синтезироваться ДНК-копия, которая затем интегрируется в геном. 

 
Занятие 10. Тема: Биосинтез белка. 
Общая схема биосинтеза белка. 

Во всех живых клетках белки синтезируются рибосомами. Рибосома представляет собой крупную макромолекулу со 
сложной асимметричной четвертичной структурой, построенной из рибонуклеиновых кислот (рибосомных РНК) и белков. 
Для того чтобы синтезировать белок, рибосома должна быть снабжена:  

а) программой, задающей порядок чередования аминокислотных остатков в полипептидной цепи белка;  
б) аминокислотным материалом, из которого надлежит строить белок;  
в) энергией.  
Сама рибосома обладает каталитической (энзиматической) функцией, ответственной за образование пептидных связей 

и, соответственно, полимеризацию аминокислотных остатков в полипептидную цепь белка. 
Программа, задающая порядок чередования аминокислотных остатков в полипептидной цепи белка, исходит от 

дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК), т. е. из генома клетки. Отдельные участки двутяжевой ДНК, называемые генами., 
являются матрицами для синтеза на них однотяжевых цепей РНК. Синтезированные цепи РНК комплементарны одной из 
цепей ДНК и, таким образом, точно воспроизводят дезоксирибонуклеотидную последовательность другой цепи ДНК в своей 
рибонуклеотидной последовательности. Процесс такого копирования гена, осуществляемый ферментом РНК-полимеразой, 
получил название транскрипции. РНК в течение синтеза и после него, особенно в эукариотических клетках, может 
подвергаться ряду дополнительных изменений, называемых процессингом, в ходе которых из нее могут быть вырезаны 
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определенные куски нуклеотидной последовательности. Получающаяся РНК поступает далее в рибосомы в качестве 
программы, определяющей аминокислотную последовательность в синтезируемом белке. Она называется информационной 
или «мессенджер» РНК (мРНК). Таким образом, именно транскрипция генов и образование мРНК обеспечивают поток 
информации от ДНК к рибосомам. 

Исходным материалом, из которого строится белок, являются аминокислоты. Однако свободные аминокислоты не 
используются рибосомой. Для того чтобы служить субстратом для рибосомы, аминокислота должна быть активирована с 
участием сопряженного расщепления АТФ и акцептирована (ковалентно присоединена) специальной молекулой РНК, 
называемой трансферной или транспортной РНК (тРНК), с помощью фермента аминоацил-тРНК-синтетазы. 
Получающиеся аминоацил-тРНК поступают в рибосому в качестве субстрата для синтеза белка. Кроме того, энергия 
химической связи между аминокислотным остатком и тРНК используется для реакции образования пептидной связи в 
рибосоме. Таким образом, активация аминокислот и образование аминоацил-тРНК обеспечивают поток как материала, так и 
энергии для рибосомного синтеза белка.  

Эти три потока (информации, материала и энергии) встречаются в рибосоме. Воспринимая их, рибосома осуществляет 
перевод, или трансляцию, генетической информации с языка нуклеотидной последовательности мРНК на язык 
аминокислотной последовательности синтезируемой полипептидной цепи белка. Если представить это в молекулярных 
терминах, то рибосома последовательно сканирует цепь мРНК (движется вдоль нее) и тоже последовательно выбирает из 
среды аминоацил-тРНК, в результате чего специфичность аминоацильного остатка выбираемой рибосомой аминоацил-тРНК 
каждый раз детерминируется специфичностью комбинации нуклеотидов считываемого в данный момент рибосомой отрезка 
мРНК. Таким образом, возникает проблема генетического кода: какие комбинации нуклеотидов детерминируют, т. е. 
кодируют, каждую из 20 аминокислот, из которых строятся молекулы белков? 

Движение рибосомы вдоль цепи мРНК (или, другими словами, пропускание цепи мРНК сквозь рибосому) задает 
строгий временной порядок вхождения в рибосому разных аминоацил-тРНК в соответствии с порядком расположения 
кодирующих нуклеотидных комбинаций вдоль мРНК. Аминоацильный остаток выбранной аминоацил-тРНК каждый раз 
ковалентно присоединяется рибосомой к растущей полипептидной цепи. Деацилированная тРНК освобождается из 
рибосомы в раствор. Так последовательно, шаг за шагом, строится полипептидная цепь белка. 

ИНФОРМАЦИОННАЯ РНК И ГЕНЕТИЧЕСКИЙ КОД, ОТКРЫТИЕ мРНК 
Вскоре после открытия и окончательного признания генетической роли ДНК (1944—1953) стало ясно, что ДНК не 

является непосредственной матрицей для синтеза полипептидных цепей белков. С другой стороны, целый ряд ранних 
наблюдений приводил к мысли о непосредственной связи РНК с синтезом белков  в клетке. По-видимому, отсюда родилось 
представление о том, что РНК должна быть посредником, осуществляющим перенос генетической информации от ДНК к 
белкам, и, следовательно, что именно РНК может быть матрицей для полимеризации аминокислотных остатков 
(ДНК →  РНК →  белок). 
Приблизительно в то же самое время были открыты белоксинтезирующие рибонуклеопротеидные частицы клетки, 

названные позднее рибосомами, и установлено, что их РНК составляет подавляющую часть тотальной клеточной РНК. 
Поэтому казалось естественным, что гены транскрибируются в рибосомные РНК, и именно рибосомные РНК являются 
матрицами для синтеза белков (гипотеза: «один ген — одна рибосома — один белок»).  

РАСШИФРОВКА КОДА 
После открытия мРНК (1956—1961) предстояло выяснить тот код, которым аминокислотная последовательность 

белков записана в виде рибонуклеотидной последовательности мРНК и, следовательно, в исходной 
дезоксирибонуклеотидной последовательности одной из двух цепей ДНК.  
Априорные соображения уже давно заставляли предполагать, что каждая аминокислота должна кодироваться, по крайней 

мере, триплетом нуклеотидов. Действительно, имеется 20 природных аминокислот, из которых строятся белки. В то же 
время нуклеиновые кислоты построены всего из 4 сортов нуклеотидных остатков, их азотистыми основаниями являются 
аденин (А), гуанин (G), цитозин (С) и либо урацил (U) в РНК, либо тимин (Т) в ДНК. Ясно, что один нуклеотид не может 
кодировать одну аминокислоту (4 против 20). Возможных динуклеотидных комбинаций (дуплетов) может быть 16, что 
опять-таки недостаточно для кодирования 20 аминокислот. Следовательно, минимальное количество остатков в 
нуклеотидной комбинации, кодирующей одну аминокислоту, может быть три, т. е. аминокислоты должны кодироваться, 
скорее всего, нуклеотидными триплетами. Общее количество возможных триплетов составляет 64, что с избытком хватает 
для кодирования 20 аминокислот. 

Ситуация с избыточными триплетами могла бы быть двоякой: либо только 20 триплетов являются значащими, т. е. 
кодируют ту или иную аминокислоту, а остальные 44 бессмысленны, либо аминокислота может кодироваться более чем 
одним триплетом, и тогда код является вырожденным.  

Далее, триплетный код мог бы быть либо перекрывающимся, когда один и тот же нуклеотид участвует в трех (сильно 
перекрывающихся) и двух (менее перекрывающихся) кодирующих триплетах, либо неперекрывающимся, когда в цепи 
нуклеиновой кислоты независимые кодирующие триплеты примыкают друг к другу или даже разделены некодирующими 
нуклеотидами. Однако тот факт, что точечная мутация (изменение одного нуклеотида в цепи нуклеиновой кислоты) 
приводит, как правило, к замене только одной аминокислоты в белке, говорил против идеи перекрывающегося кода. Кроме 
того, перекрывающийся код неизбежно влек бы за собой ограничения в возможных аминокислотных соседях вдоль 
полипептидной цепи, чего не наблюдалось из анализа первичных структур белков. Следовательно, неперекрывающийся код 
казался более вероятным. 

Наконец, необходимо было знать, разделены ли значащие триплеты незначащими остатками («запятыми») или 
триплеты читаются вдоль цепи подряд, т. е. имеет место код без запятых. В последнем случае возникает проблема фазы или 
рамки считывания матричной цепи нуклеиновой кислоты: только начало считывания с точно определенной точки 
полинуклеотидной цепи и дальнейшее сканирование цепи строго подряд по триплетам могло дать однозначную 
последовательность аминокислот. 
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Классические эксперименты Ф. Крика и С. Бреннера с сотр. (1961) доказали, что код является триплетным, 

вырожденным, неперекрывающимся, без запятых. Схема экспериментов состояла в следующем. С помощью химических 
агентов, вызывающих либо вставку, либо делецию нуклеотидного остатка при редупликации ДНК (профлавин и другие 
акридиновые красители), были получены многочисленные мутанты по определенному гену бактериофага Т4. Вставка или 
делеция нуклеотида в начальном участке гена приводила к полной утрате его экспрессии. Путем рекомбинации ДНК 
различных мутантных фагов в клетках Escherichia coli можно было получить фенотипические ревертанты, где ген снова 
экспрессировался. Анализ рекомбинантов показал, что экспрессия гена восстанавливалась, если недалеко от участка со 
вставкой вводился участок с делецией, или наоборот. Экспрессия гена восстанавливалась также, если недалеко от участка со 
вставкой (или делецией) вводились еще две вставки (или, соответственно, делеции). Таким образом,  

а) вставка (или делеция) одного нуклеотида в начале кодирующего участка цепи ДНК приводила, по-видимому, к 
утрате всего последующего кодирующего смысла данного гена (а не к точечной мутации) вследствие сдвига рамки 
считывания;  

б) делеция (или вставка) вблизи вышеуказанной вставки (или, соответственно, делеции) восстанавливала кодирующий 
смысл последующей последовательности. В гене за счет восстановления рамки считывания после нее, и  

в) три, но не менее, близко расположенные вставки (или делеции) также обеспечивали исходный кодирующий смысл 
следующей за ними нуклеотидной последовательности. Отсюда следует, что код является триплетным, и триплеты 
считываются последовательно, без «запятых», со строго фиксированной точки, в одной и той же фазе. Эти же опыты 
указывали, что код вырожден: если бы большая часть из 64 возможных триплетов была бессмысленной, то существовала бы 
высокая вероятность появления хоть одного бессмысленного триплета в участке между вставкой и делецией или между 
тремя вставками, где чтение происходит со сдвигом рамки (в другой фазе), что прерывало бы непрерывность полипептидной 
цепи белка-продукта. 

Расшифровка смысла нуклеотидных триплетов началась также в 1961 г., когда М. Ниренберг и Г. Маттей открыли 
кодирующие свойства синтетических полирибонуклеотидов при их использовании вместо природных мРНК в бесклеточных 
системах трансляции. Возможность получения синтетических полирибонуклеотидов различного состава с помощью 
специального фермента, полинуклеотидфосфорилазы, была впервые продемонстрирована М. Грюнберг-Манаго в 
лаборатории С. Очоа за несколько лет до этого. Состав синтезированного полинуклеотида в описанной ими реакции зависел 
только от набора рибонуклеозиддифосфатов в качестве субстратов; простейшими синтезированными 
полирибонуклеотидами были гомополинуклеотиды, такие как полиуридиловая кислота, полиадениловая кислота и 
полицитидиловая кислота, получаемые из УДФ, АДФ или ЦДФ, соответственно. Используя поли-U в качестве матричного 
полинуклеотида для рибосомы Е. соli , М. Ниренберг и Г. Маттей показали, что синтезирующимся полипептидным 
продуктом является полифенилаланин. Отсюда вытекало, что триплет UUU кодирует фенилаланин. Таким же образом в 
опытах с полиадениловой и с полицитидиловой кислотами было показано, что ААА кодирует лизин, а ССС—пролин. 

Дальнейшая расшифровка кода была основана на использовании синтетических статистических гетерополинуклеотидов 
определенного состава, задаваемого набором и соотношением субстратных нуклеозиддифосфатов в 
полинуклеотидфосфорилазной реакции. Так, было показано, что статистический сополимер поли(U, С) кодирует включение 
в полипептидную цепь четырех аминокислот: фенилаланина, лейцина, серина и пролина. Если соотношение U : С в 
полинуклеотиде было 1:1, то все четыре аминокислоты включались в полипептид с равной вероятностью. Бели соотношение 
U : С было 5 : 1, то вероятности включения аминокислот располагались в последовательности Phe > Leu = Ser > Pro. 
Следовательно, фенилаланин должен кодироваться триплетами, состоящими из трех U и из двух U и одного С; лейцин и 
серин —триплетами, состоящими из двух U и одного С и из двух С и одного U; пролин —триплетами из трех С и из двух С и 
одного U. К сожалению, этот метод мог дать только состав кодирующих триплетов, но не их нуклеотидную 
последовательность, так как нуклеотидная последовательность используемых матричных полинуклеотидов была 
статистической.  

Тем не менее, нуклеотидные последовательности кодирующих триплетов были вскоре расшифрованы благодаря 
изобретению М. Ниренбергом и Ф. Ледером новой техники их тестирования. Оказалось, что кодирующими свойствами 
обладает индивидуальный тринуклеотид: будучи ассоциирован с рибосомой, он приводит к избирательному связыванию 
рибосомой определенной аминоацилтРНК из среды. Так, например, триплеты UUU и UUC давали в результате связывание с 
рибосомой фенилаланил-тРНК, триплеты UCU и UCC индуцировали связывание серил-тРНК, триплеты CUU и CUC-лейцил-
тРНК и триплеты CCU и ССС-пролил-тРНК. К 1964 г. методы ферментативного и химического синтеза тринуклеотидов 
заданной последовательности уже существовали, и тестирование широкого набора тринуклеотидов в течение последующих 
двух лет привело к расшифровке практически всего кода. 

Финалом этой истории было использование синтетических полинуклеотидов с регулярной нуклеотидной 
последовательностью в качестве матриц в бесклеточных системах синтеза полипептидов на рибосомах. Методы синтеза 
регулярных полинуклеотидов были разработаны Г. Хорана, и им же генетический код был прямо проверен путем 
использования их как матриц. В полном соответствии с кодом, использование поли(UС)n в качестве матрицы дало 
полипептид, построенный из чередующихся серина и лейцина, а поли(UG)n приводил к синтезу регулярного полипептидного 
сополимера с чередующимися валином и цистеином. Поли (AAG)n кодировал синтез трех гомополимеров: полилизина, 
полиаргинина и полиглютаминовой кислоты. 

НЕКОТОРЫЕ ОСОБЕННОСТИ КОДОВОГО СЛОВАРЯ 
На рис. 1 приведен полный кодовый словарь. Из 64 триплетов, получивших название кодонов, 61 являются 

«значащими» (смысловыми) в том смысле, что кодируют аминокислоты. Только 3 кодона—UAG, UAA и UGA — не 
кодируют никакой аминокислоты и потому иногда называются «бессмысленными». Роль «бессмысленных» триплетов в 
трансляции очень важна, так как в мРНК они служат сигналом терминации синтеза полипептидной цепи белка; в настоящее 
время их обычно называют терминаторными кодонами. 

Вырожденность кода распространяется не на все аминокислоты. Так, две аминокислоты—  метионин и триптофан—
кодируются всего одним кодоном каждая (AUG и UGG, соответственно). С другой стороны, три аминокислоты—лейцин, 
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серин и аргинин—имеют шесть кодонов каждая. Остальные аминокислоты, за исключением изолейцина, кодируются либо 
двумя, либо четырьмя кодонами; только изолейцину соответствуют три кодона. 

Следует обратить особое внимание на то, что триплеты, кодирующие одну и ту же аминокислоту, в большинстве 
случаев различаются только по третьему нуклеотидному остатку. Лишь в тех случаях, когда аминокислота имеет более 
четырех кодонов, различия в кодонах затрагивают также первое и второе положения в триплете. Если вся группа четырех 
кодонов, различающихся только по третьему нуклеотиду, кодирует одну и ту же аминокислоту, то можно говорить о семье 
кодонов. Как видно из рис. 1, имеется восемь таких семей кодонов—для лейцина, валина, серина, пролина, треонина, 
аланина, аргинина и глицина. 

Код, данный на рис. 1, является универсальным для белоксинтезирующих систем бактерий и цитоплазмы всех эукариот, 
включая животных, грибы и высшие растения. Однако в живой природе имеются также и исключения. По крайней мере 
белоксинтезирующие системы митохондрий животных (млекопитающих) и грибов обнаруживают ряд отклонений от этого 
универсального кода. Так, в митохондриях изученных эукариотических организмов триптофан кодируется как UGG, так и 
UGA; соответственно, UGA не является терминирующим кодоном. В митохондриях млекопитающих (человека) кодоны 
АGА и AGG—терминирующие и не кодируют аргинин. В митохондриях дрожжей вся кодоновая семья СUU, CUC, CUA и 
CUG кодирует треонин, а не лейцин (хотя в митохондриях другого гриба, Neurospora, они кодируют лейцин, в соответствии 
с универсальным кодом). 

 
Рис. 1. Кодовый словарь. 

 
ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ УЧАСТКИ мРНК 

Физическая длина цепи мРНК, по-видимому, никогда не равна длине ее кодирующей последовательности. Кодирующая 
последовательность составляет лишь часть общей длины полинуклеотидной цепи мРНК. Во-первых, первому кодону всегда 
предшествует более или менее протяженная некодирующая 5'-концевая последовательность. Во-вторых, терминирующий 
кодон никогда не заканчивает цепь мРНК, а за ним всегда следует некодирующая 3'-концевая последовательность. В 
дополнение к этому, эукариотические мРНК часто (но не всегда) продолжаются в длинную некодирующую 3'-концевую 
полиадениловую последовательность, которая добавляется к мРНК специальным ферментом (полиаденилатполимеразой) 
после завершения транскрипции. 

Очень важным является вопрос, что определяет начало кодирующей части нуклеотидной последовательности в 
пределах цепи мРНК. Известно, что любая полипептидная цепь начинает синтезироваться с N-концевого метионинового 
остатка и, следовательно, первый кодон на мРНК должен кодировать метионин. Оказалось, что в большинстве случаев 
такими инициаторными кодонами являются АUG, и гораздо реже GUG или UUG. Кодон AUG кодирует метионин в любых 
случаях — и когда он является первым кодоном кодирующей последовательности мРНК, и когда он является внутренним 
кодоном. Однако кодон GUG внутри кодирующей последовательности кодирует валин) и только будучи первым в 
кодирующей последовательности кодирует инициаторный метионин. Инициаторными кодонами, кодирующими 
инициаторный метионин, могут быть также UUG, AUA, AUU и, возможно, CUG.  

Однако идентификация ряда кодонов как инициаторных не решает проблему начала кодирующей части, а ставит ее. 
Действительно, отнюдь не любой триплет AUG и GUG может стать инициаторным. Внутренние кодоны AUG и GUG, как 
правило, не могут инициировать трансляцию. При сканировании цепи мРНК, начиная с ее 5'-конца, триплеты AUG и GUG 
могут неоднократно попадаться как в фазе с последующей кодирующей последовательностью, так и не в фазе, и тем не 
менее они не инициируют трансляцию. Наконец, многочисленные триплеты AUG и GUG в пределах кодирующей 
последовательности, но находящиеся не в фазе, тоже не инициируют синтеза бессмысленных полипептидов. Следовательно, 
инициаторный кодон, в отличие от всех других кодонов, как кодирующих аминокислоты, так и терминаторных (см. рис. 3), 
определяется не только его собственной структурой (его составом и последовательностью), но также и его положением в 
структуре мРНК. Пока окончательно не ясно, какие элементы структуры делают триплет AUG или GUG инициаторным 
кодоном. Ряд данных указывает на существенную роль нуклеотидной последовательности, предшествующей инициаторному 
кодону. Возможно, что определенная вторичная и третичная структура данного района мРНК необходима, чтобы особым 
образом экспонировать соответствующий триплет как инициаторный кодон.  

Одна полинуклеотидная цепь мРНК не обязательно содержит только одну кодирующую последовательность. Для 
прокариотических мРНК очень обычно, что одна полинуклеотидная цепь включает кодирующие последовательности для 
нескольких белков. Такие мРНК получили название полицистронных мРНК (происходит от термина «цистрон», введенного 
С. Бензером как эквивалент гена). Различные кодирующие последовательности (цистроны) в пределах одной цепи мРНК 
обычно разделены некодирующими последовательностями. Такая внутренняя некодирующая последовательность 
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начинается после терминаторного кодона предшествующего цистрона; иногда в ее начале имеется еще один терминаторный 
кодон, по-видимому, дублирующий терминаторный кодон цистрона на случай почему-либо не состоявшейся терминации. 
Следующий цистрон снова начинается с инициаторного кодона AUG или GUG. 

В отличие от прокариотических мРНК, мРНК эукариот, как правило, моноцистронны, т. е. кодируют всего одну 
полипептидную цепь. Кодирующая последовательность мРНК также фланкирована, как с 5'-конца, так и с 3'-конца, 
некодирующими последовательностями. Уже отмечалось, что 5'-конец обычно модифицирован «кэпом», имеющим, по-
видимому, значение для первичной (преинициаторной) ассоциации мРНК с рибосомой. Здесь следует указать на возможную 
разницу в механизме поиска инициирующего кодона в прокариотической и эукариотической системах трансляции: 
прокариотические рибосомы ассоциируют с мРНК и узнают инициирующий кодон независимо от 5'-конца, и поэтому 
широко используют «внутреннюю» инициацию в полицистронных мРНК; в противоположность этому, эукариотические 
рибосомы обычно нуждаются в 5'-конце мРНК для ассоциации с ней, и «кэп», вероятно, способствует такой ассоциации. 
Считается, что в большинстве случаев в эукариотических системах первый AUG кодон от 5'-концаявляется инициаторным. 
3'-конец эукариотических мРНК часто неопределенен: длина 3'-концевой некодирующей последовательности может 
варьировать у разных молекул одной и той же мРНК. Кроме того, как уже отмечалось, подавляющая часть эукариотических 
мРНК несет на 3'-конце полиадениловые последовательности варьирующей длины. 

ИНИЦИИРУЮЩИЕ КОДОНЫ, ИНИЦИАТОРНАЯ тРНК И БЕЛКОВЫЕ ФАКТОРЫ ИНИЦИАЦИИ 
Инициирующие кодоны. Трансляция природных мРНК или ее отдельных цистронов (в случаях полицистронных 

мРНК) начинается, как правило, с триплета AUG или гораздо реже GUG или UUG. Эти триплеты, таким образом, могут 
служить как инициирующие кодоны матрицы. В некоторых, еще более редких, случаях триплеты AUU и AUA также, по-
видимому, могут быть инициирующими кодонами. Таким образом, инициирующий кодон — как правило, AUG — начальная 
точка отсчета триплетов вдоль матрицы по направлению к ее 3'-концу. 

Инициаторная тРНК. Инициирующие кодоны узнаются специальной инициаторной тРНК. Антикодоном этой 
тРНК служит CAU, который способен спариваться с инициирующим кодоном, как правило, с AUG, но также и с GUG, 
UUG, AUU или AUA, когда они являются инициирующими. Очевидно, здесь может иметь место необычное 
неканоническое спаривание по 1-му положению кодона (U • G и U • U), а также, в более редких случаях, нестрогое 
спаривание по 3-му положению кодона (С • А, С • U), отличающиеся от Криковского нестрогого соответствия при 3-м 
положении кодона в процессе элонгации. Это можно объяснить тем, что при инициации первичное кодон-антикодоновое 
узнавание происходит в Р-участке рибосомы, а не в А-участке, как в случае элонгации. 

 
Рис. 2. Нуклеотидная последовательность и схема вторичной структуры прокариотической инициаторной 

тРНК (слева) в сравнении с прокариотической метиониновой тРНК, участвующей в элонгации тРНК (справа).  
Инициаторная тРНК имеет сродство к обычной метионил-тРНК-синтетазе и, соответственно, акцептирует метионин в 

качестве аминокислоты. Таким образом, в клетке два класса тРНК оказываются ацилированными метионином: обычная 
тРНКMet, узнающая только метиониновый кодон AUG при элонгации, и инициаторная тРНК, узнающая кодон АUG, а также 
GUG, UUG и другие в процессе инициации. B отличие от Met-tRNAMet, инициаторная Met-tRNA является субстратом 
специальной формилтрансферазы, которая переносит формильную группу от формилтетрагидрофолата на аминогруппу 
остатка метионина, давая в результате формил-метионил-тРНК. 

 

 
Рис.3. Формил-метионил-тРНК 

Поэтому инициаторную тРНК, в отличие от тРНКMet, обычно обозначают индексом F: tRNAMet
F. Именно в 

аминоацилированной и формилированной форме (F-Met-tRNAMet
F) она является инициатором трансляции. Соответственно, 
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первым аминокислотным остатком любой синтезируемой полипептидной цепи в прокариотической рибосоме всегда 
является формилметионин. В последующем, в ходе элонгации формильный остаток, как правило, отщепляется формилазой; 
метиониновый остаток тоже часто (но не всегда) отщепляется от растущей полипептидной цепи специальной 
аминопептидазой. 

У архебактерий, однако, инициаторная метионил-тРНК не формилирована. 
 

Занятие 11. Тема: Биосинтез белка. 
Функционирование рибосомы. 

Если рассмотреть рибосому в любой момент синтеза пептида в течение элонгации, то можно видеть, что она 
прикреплена к мРНК (к ее кодирующей части) и обязательно удерживает молекулу пептидил-тРНК. Эта пептидил-тРНК 
представляет собой растущий пептид, соединенный своим С-концом с тРНК, принесшей последний (к данному моменту) 
аминокислотный остаток в рибосому. Такая рибосома способна быть или стать компетентной в том, чтобы связывать 
молекулу аминоацил-тРНК, соответствующую очередному кодону мРНК. Связывание аминоацил-тРНК приводит к 
ситуации, когда удерживаемая пептидил-тРНК и новосвязанная аминоацил-тРНК оказываются одновременно на рибосоме. 
Их расположение бок о бок и каталитическая активность рибосомы приводят к тому, что между ними происходит реакция 
транспептидации: С-конец пептидильного остатка от своей тРНК переносится на аминогруппу аминоацил-тРНК. В 
результате на рибосоме образуется новая пептидил-тРНК, где пептид удлинен на один аминокислотный остаток со стороны 
С-конца, а также деацилированная тРНК. Чтобы рибосома снова могла быть способной связывать следующую аминоацил-
тРНК, необходимо произвести некоторые перемещения в рибосоме, в результате которых освободится место для аминоацил-
тРНК и установится следующий нуклеотидный триплет мРНК (этот шаг называется транслокацией). 

Итак, рабочий цикл рибосомы в процессе элонгации состоит из трех шагов- кодонзависимого связывания аминоацил-
тРНК (шаг I), транспептидации (шаг II) и транслокации (шаг III). Связывание аминоацил-тРНК происходит с участием белка 
EF-Тu (фактор элонгации Tu), взаимодействующего с рибосомой, и сопровождается гидролизом молекулы ГТФ. 
Транспептидация катализируется самой рибосомой. Транслокация происходит с участием другого белка, EF-G (фактор 
элонгации G), и тоже сопровождается гидролизом ГТФ. 

Согласно классической схеме имеются два участка связывания тРНК на рибосоме — так называемые А-участок и Р-
участок. На стадии I аминоацил-тРНК в комплексе с EF-Tu и ГТФ связывается с А-участком и расположенным там 
вакантным триплетом (кодоном) матрицы. Пептидил-тРНК расположена в этот момент в Р-участке. Связывание аминоацил-
тРНК завершается гидролизом ГТФ на рибосоме и освобождением комплекса EF-Тu • GDP и ортофосфата в раствор. На 
стадии II аминоацил-тРНК в А-участке реагирует с пептидил-тРНК в Р-участке, так что осуществляется перенос С-конца 
пептида на аминоацил-тРНК. Теперь удлиненная пептидил-тРНК (точнее ее остаток тРНК) занимает А-участок, а 
образовавшаяся деацилированная тРНК — Р-участок. На стадии III рибосома взаимодействует с EF-G и ГТФ, которые 
катализируют перемещение пептидил-тРНК (ее остатка тРНК) вместе с кодоном матрицы из А-участка в Р-участок и 
освобождение деацилированной тРНК из Р-участка в раствор. По завершении этого ГТФ гидролизуется, и EF-G, ГДФ и 
ортофосфат освобождаются из рибосомы. В результате снова достигается состояние, когда пептидил-тРНК находится в Р-
участке, а в А-участке установлен следующий кодон матрицы, и он готов воспринять следующую аминоацил-тРНК. 
Трансляция всей кодирующей последовательности матричного полинуклеотида и элонгация полипептида на рибосоме 
осуществляются повторением именно таких циклов.  

Таким образом, из рассмотрения рабочего цикла видно, что рибосома в процессе трансляции выполняет следующие 
функции:  

1) связывание и удержание мРНК;  
2) удержание пептидил-тРНК;  
3) связывание аминоацил-тРНК;  
4) связывание белковых факторов элонгации (EF);  
5) участие в катализе гидролиза ГТФ;  
6) катализ транспептидации;  
7) комплекс внутририбосомных перемещений, именуемый транслокацией. 

ФУНКЦИИ СВЯЗЫВАНИЯ 
Связывание и удержание матричного полинуклеотида (мРНК-связывающий участок) 
Рибосома имеет собственное сродство к матричным полинуклеотидам. Уже давно известно, что среди синтетических 

полирибонуклеотидов вакантная рибосома лучше всего связывает полиуридиловую кислоту, на чем и было основано 
широкое применение поли(U) в качестве матрицы в бесклеточных системах трансляции. Возможно, что отсутствие 
стабильной вторичной и третичной структуры в поли(U) является существенным фактором ее хорошего связывания с 
рибосомой. В случае природных мРНК имеются совершенно определенные предпочтительные места на полинуклеотиде, с 
которыми могут связываться вакантные рибосомы. В любом случае прочная сплошная двойная спираль вряд ли может 
служить местом присоединения вакантных рибосом. 
В то же время, рибосома в ходе трансляции (элонгации) проходит вдоль всей кодирующей части мРНК и, очевидно, 

может удерживать ее в любом участке полинуклеотидной последовательности. Здесь следует указать, что рибосома в ходе 
трансляции расплетает матричный полинуклеотид, так что удерживаемый на рибосоме участок скорее всего лишен 
собственной вторичной и третичной структуры. В транслирующей рибосоме удержанию мРНК несомненно способствуют 
кодон-антикодоновые взаимодействия с тРНК. 

Удержание пептидил-тРНК или деацилированной тРНК (тРНК-связывающий Р-участок) 
Рибосома имеет собственное сродство к тРНК. Вакантная рибосома может связывать любую тРНК или ее производное 

(аминоацил-тРНК, пептидил-тРНК) в отсутствие матричного полинуклеотида. Во всех случаях при связывании тРНК с 
вакантной рибосомой в первую очередь заполняется тот тРНК-связываюший участок, который в транслирующей рибосоме 
занят пептидил-тРНК до транспептидации или деацилированной тРНК после транспептидации, обозначаемый как Р-участок.  
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Связывание аминоацил-тРНК (тРНК-связывающий А-участок) 

Когда Р-участок заполнен (все равно—либо деацилированной тРНК, либо пептидил-тРНК, либо аминоацил-тРНК), 
рибосома может связывать вторую молекулу тРНК. Это связывание происходит по другому тРНК-связывающему участку, 
который обозначается как А-участок. Связывание по А-участку сильно стимулируется матричным полинукле-отидом, и 
тогда оно является кодонспецифическим, т. е. связывается лишь тРНК, соответствующая установленному там кодону. 
Сродство тРНК к А-участку приблизительно на порядок величины ниже, чем к Р-участку. 

Связывание белковых факторов трансляции и ГТФ (факторсвязывающий участок) 
В процессе элонгации транслирующая рибосома периодически связывает и освобождает (один раз в каждом цикле) 

белок EF-Тu и белок EF-G (у эукариот EF-1 и EF-2, соответственно). Связывание происходит всегда в комплексе с ГТФ, а 
освобождение в результате гидролиза ГТФ до ГДФ и ортофосфата. Связывание и освобождение EF-Тu осуществляется на 
стадии связывания аминоацил-тРНК, а связывание и освобождение EF-G—на стадии транслокации. Кроме того, в процессе 
инициации трансляции происходит связывание с рибосомой белка IF-2 с ГТФ (eIF-2 в случае эукариот) и его освобождение 
в результате гидролиза ГТФ. Наконец, в процессе терминации трансляции рибосома связывает и освобождает, также при 
участии ГТФ, белок RF. Все эти белки, взаимодействующие с рибосомой только в виде комплексов с ГТФ, присоединяются, 
по-видимому, к одному и тому же району рибосомной частицы.  

КАТАЛИТИЧЕСКИЕ ФУНКЦИИ 
ГТФаза 

Во всех случаях ГТФ связывается фактором трансляции (EF-Tu,EF-G, IF-2, RF-2 или их эукариотическими аналогами) до 
его присоединения к рибосоме. Поэтому очевидно, что ГТФ-связывающий центр должен находиться на самом факторе. 
Однако гидролиз связанного ГТФ до ГДФ и ортофосфата происходит после присоединения фактора к рибосоме.  

Таким образом, именно рибосома наводит на фактор ГТФазную активность. 
Пептидилтрансфераза 

Главная каталитическая активность рибосомы, ответственная за весь синтез полипептидной цепи, есть ее 
пептидилтрансферазная активность. В транслирующей рибосоме реакция транспептидации протекает между пептидил-тРНК 
и аминоацилл-тРНК. 
В этой реакции пептидил-тРНК является донорным субстратом, а аминоацил-тРНК — акцепторным субстратом. 
Пептидилтрансферазный центр находится 50S субчастице рибосомы. Схематически вероятное положение 

пептидилтрансферазного центра на 50S субчастице показано на рис. 90. 
 

 
 
 
 
 

ИНИЦИАЦИЯ ТРАНСЛЯЦИИ И ЕЕ РЕГУЛЯЦИЯ У ПРОКАРИОТ 
ЗНАЧЕНИЕ ИНИЦИАЦИИ ТРАНСЛЯЦИИ 

Инициация в процессе биосинтеза белка означает не просто начало элонгации. Прежде всего, так как начало кодирующей 
последовательности мРНК не совпадает с началом полинуклеотидной цепи, а всегда находится, отступя от ее 5'-конца 
(иногда на значительное расстояние), необходимо точное узнавание первого кодона на внутренней части цепи. Это 
узнавание определяет не только начало полипептидной цепи, которая синтезируется, но и задает фазу всего дальнейшего 
считывания мРНК по триплетам, т.е. абсолютно критично для всей аминокислотной последовательности полипептида.  
С другой cтороны инициация является главной точкой приложения механизмов регуляции синтеза белка на уровне 

трансляции. Регуляция на уровне трансляции у прокариот практически целиком сводится к разрешению или 
предотвращению инициации трансляции данных кодирующих последовательностей мРНК рибосомами; именно этим путем 
достигается избирательная или преимущественная трансляция одних мРНК или отдельных ее цистронов и выключение 
трансляции других. Кроме того, разная скорость инициации на разных мРНК или их цистронах определяет соотношение 
продукции соответствующих белков. 
В связи со сказанным, существует специальный, довольно сложный механизм инициации трансляции, обеспечивающий 

как точное узнавание начала кодирующей последовательности и ее дальнейшую фазировку, так и возможность 
положительных и отрицательных регуляторных влияний. 

СОСТОЯНИЕ РИБОСОМЫ ПЕРЕД ИНИЦИАЦИЕЙ 
Свободные нетранслирующие 70S рибосомы в ионных и температурных условиях, благоприятных для трансляции, 

находятся в динамическом равновесии со своими 30S и 50S субчастицами: 
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Оказалось, что в первичной ассоциации с мРНК и следующей затем инициации трансляции участвует, скорее, 30S 

субчастица, а не 70S рибосома. 50S субчастица присоединяется на более поздних стадиях инициации к 30S-мРНК-
инициаторнрму комплексу.  
В случае полицистроновой матрицы рибосома после терминации на предыдущем цистроне может перейти в 

нетранслирующее состояние, но остаться (на некоторое время) в ассоциации с мРНК. Из такого состояния она может либо 
диссоциировать в раствор, либо непосредственно перейти к инициации трансляции на следующем цистроне, без 
диссоциации от мРНК. Вероятность перехода той же рибосомы к инициации трансляции следующего цистрона 
определяется, по-видимому, длиной и структурой меж-цистронового участка: чем он короче и менее структурирован, тем 
больше шансов на инициацию без диссоциации. Однако и в данном случае похоже на то, что на матрице удерживаются лишь 
30S субчастицы, а 50S субчастицы, как результат терминации трансляции, находятся с ними в обратимом равновесии и, 
таким образом, обмениваются. 

 
АССОЦИАЦИЯ РИБОСОМЫ С МАТРИЧНЫМ ПОЛИНУКЛЕОТИДОМ 
Для того чтобы свободная нетранслирующая рибосомная частица (30S субчастица) соединилась с мРНК в районе 

инициирующего кодона, должен быть выполнен целый ряд структурных требований. Прежде всего, этот район должен быть 
достаточно открытым для взаимодействия; во всяком случае, инициирующий кодон и прилегающие к нему участки не 
должны быть спрятаны в стабильной вторичной или третичной структуре матричного полинуклеотида. Возможно, 
существует какая-то специальная конформация рибосомосвязывающего района матрицы, предпочтительная для узнавания 
соответствующего участка рибосомой (30S субчастицей). 
Наиболее очевидной универсальной структурной чертой рибосо-мосвязывающих районов прокариотических мРНК 

является существование полипуриновой нуклеотидной последовательности (последовательность Шаина — Дальгарно), 
отстоящей от инициирующего кодона на несколько (3-10) нуклеотидов к 5'-концу т. е. предшествующей инициирующему 
кодону. Эта последовательность в большей или меньшей степени комплементарна 3'-концевому участку рибосомной 16S 
РНК, богатому пиримидиновыми нуклеотидными остатками (...GAUCACCUCCUUAОH в Е. coli). Комплементарными могут 
быть от 3 до 9 остатков (обычно около 4—5). Последовательность CCUCCU 3 '-концевого участка 16S РНК (Е. coli) 
оказывается наиболее часто комплементарной полипуриновой прединициирующей последовательности мРНК.  

Если рибосома читает полицистронную мРНК и после терминации предыдущего цистрона не соскакивает с матрицы, то 
для новой инициации на следующем цистроне она, по-видимому, не требует последовательности Шайна—Дальгарно. 

ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬ СОБЫТИЙ В ПРОЦЕССЕ ИНИЦИАЦИИ 
Итак, во всех случаях инициации трансляции предшествует диссоциация нетранслирующих 70S рибосом на 30S и 50S 

субчастицы. Как уже говорилось, в физиологических условиях нетранслирующие рибосомы находятся в обратимом 
равновесии со своими субчастицами. Белок IF-3 (фактор инициации 3) имеет довольно сильное сродство именно к 
диссоциированной 30S субчастице и, связываясь с ней, препятствует ее реассоциации с 50S субчастицей; таким образом, 30S 
субчастица уводится из равновесия и подготавливается для инициации. 
Два других фактора инициации, IF-1 и IF-2, также имеют большее или меньшее сродство к 30S субчастице и могут 

связываться с ней: 

 
 

Рис. 115. Нуклеотидные последовательности, предшествующие инициаторному кодону (AUG или GUG), для ряда мРНК, 
кодирующих фаговые и бактериальные белки, и схема спаривания их полипури-новых блоков (последовательности 
Шайна — Дальгарно) с 3'-концевым полипиримидиновым блоком рибосомной 16S РНК 
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Далее, 30S субчастица с IF-3 или со всеми факторами инициации может ассоциировать с инициаторным районом мРНК. 

Этот район может находиться близко у 5'-конца или далеко от него, а в случае полицистронных мРНК таких районов может 
быть несколько вдоль всей цепи мРНК; важно лишь то, чтобы он был открыт для взаимодействия, имел подходящую 
конформацию и содержал прединициирующую полипуриновую последовательность Шайна—Дальгарно и инициирующий 
триплет AUG (или GUG, или UUG, и т. д.). Сама 30S субчастица, без факторов инициации, также способна узнавать 
инициирующий район мРНК и связываться с ним. На следующей стадии вступает в действие IF-2, либо уже 
ассоциированный с 30S субчастицей, либо находящейся в растворе. Он взаимодействует с ГТФ и с инициаторной F-Met-
tRNAF, в результате чего имеет место кооперативное образование инициаторного 30S-комплекca с освобождением IF-3: 

 
Здесь, как и в случае факторов элонгации, ГТФ выступает в роли эффектора, придающего фактору IF-2 повышенное 

сродство к рибосоме (в данном случае к 30S субчастице) и к соответствующей тРНК (F-Met-tRNAF).  
Однако не исключен и альтернативный путь образования инициаторного 30S-комплекca. Дело в том, что рибосомная 30S 

субчастица без мРНК тоже имеет собственное сродство к инициаторной F-Met-tRNA, а также к IF-2. Это создает хорошую 
возможность взаимодействия F-Met-tRNA • IF-2 • GTP с 30S субчастицей в отсутствие матрицы: 

 
Лишь после этого 30S субчастицы вместе с F-Met-tRNA специфически связываются с инициирующим районом и 

инициирующим кодоном мРНК; антикодон F-Met-tRNA способствует специфичности и точности узнавания района с 
инициирующим триплетом 

 
 

Рис. 116. Два возможных альтернативных реакционных пути образования инициаторного 30S комплекса: 
слева — ассоциация рибосомной 30S субчастицы с мРНК и затем связывание инициаторной тРНК; 
справа — связывание инициаторной тРНК с 30S субчастицей и затем ассоциация с мРНК; оба пути дают 
в результате одинаковый комплекс 

на мРНК. Хотя в настоящее время большинство исследователей, работающих с бесклеточными системами, отдают 
предпочтение первому пути, не исключено, что в клетке сосуществуют оба пути, или даже второй может использоваться 
предпочтительнее. 
Инициаторный 30S-комплекс теперь имеет сильное сродство к свободнои 50S-субчастице, так что они ассоциируют, 

давая в результате 70S-комплекс. с  

 
Образовавшийся конечный инициаторный 70S-комплекс способен воспринять аминоацил-тРНК (с EF-Tu и ГТФ) на свой 
вакантный А-участок и начать элонгацию. 

 
Занятие 12. Тема: Биосинтез белка. 

 
КО-ТРАНСЛЯЦИОННОЕ СВОРАЧИВАНИЕ, КОМПАРТМЕНТАЛИЗАЦИЯ И МОДИФИКАЦИЯ БЕЛКА 

Фундаментальный факт в наших знаниях по рибосомному синтезу белка состоит в том, что полипептидная цепь 
строится путем последовательного роста от N-конца к С-концу. В течение элонгации растущий С-конец остаётся всегда 
ковалентно фиксированным в пептидилтрансферазном центре на рибосоме, а N-конец свободен. Естественно допустить, что 
по мере синтеза белка на рибосоме должно происходить также его сворачивание, и что сворачивание должно начинаться с 
его N-концевой части. 

Однако факторы, определяющие сворачивание N-концевой части растущего пептида, будут, очевидно, различны в 
зависимости от того, насколько удален рассматриваемый участок от фиксированного С-конца. В самом деле, можно 
рассматривать три различные ситуации, в которых оказываются аминокислотные остатки растущего пептида. 
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1. В самом пептидилтрансферазном центре рибосомы два аминокислотных остатка (донорный и акцепторный) 

должны располагаться в определенной ориентации по отношению друг к другу, всегда однотипной (эквивалентной), 
независимо от их природы; вероятной является их взаимная ориентация, соответствующая универсальной α-спиральной 
конформации полипептидного остова. 

2. Транслокация выводит аминоацильный остаток, предшествующий С-концевому, из пептидилтрансферазного 
центра рибосомы, а дальнейшее добавление очередных остатков к С-концу все более отодвигает его и примыкающие к нему 
остатки от пептидилтрансферазы. Однако участок пептида длиной приблизительно 30—40 остатков, начиная от 
пептидилтрансферазного центра (т. е. от растущего С-конца), оказывается все еще закрытым рибосомой и не 
экспонированным в виде свободной цепи в окружающий раствор.  

3. За пределами 30—40 остатков, примыкающих к С-концу, N-концевая часть растущего пептида оказывается 
свешенной с рибосомы в окружающую среду. Здесь уже действуют все те факторы, которые определяют спонтанное 
сворачивание пептида в конформацию, диктуемую условиям среды. Однако необходимо учитывать три обстоятельства, 
делающих ситуацию отличной от таковой, наблюдаемой при спонтанной ренатурации развернутого белка в опытах in vitro. 
Во-первых, если рибосома обеспечивала и поддерживала какую-то определенную универсальную конформацию растущего 
пептида внутри себя, например α-спираль, то сворачивание белка может начинаться не из вытянутого или беспорядочного 
состояния цепи, а из данной стартовой конформации. Во-вторых, поиск путей сворачивания начинается не с любых и не с 
разных участков полипептидной цепи, а идет последовательно с N-концевой части цепи. В-третьих, в процессе сворачивания 
С-конец фиксирован на частице большой молекулярной массы (т. е. подвижность его резко ограничена), что должно 
приводить к большей стабильности промежуточных структур по сравнению с аналогичными структурами свободной 
полипептидной цепи. 

То, что сворачивание полипептида в белок происходит в процессе синтеза на рибосоме, т. е. ко-трансляционно, 
следует из целого ряда косвенных свидетельств. Одно из них— приобретение растущим пептидом на рибосоме активностей, 
присущих готовому белку со сформированной третичной структурой. Давно известный пример- синтез β-галактозидазы: 
ферментативная активность этого белка требует не только сворачивания полипептидной цепи в третичную структуру, но и 
объединения четырех субъединиц в четвертичную структуру; оказалось, что растущая цепь до своего завершения, будучи 
присоединенной к рибосоме, уже способна ассоциировать со свободными субъединицами белка, и комплекс на рибосоме 
проявляет β-галактозидазную активность. 

Не исключено, что, в отличие от ренатурации свободной развернутой полипептидной цепи in vitro, достижение 
правильной конечной конформации белка на рибосоме идет более направленно и потому в ряде случаев быстрее и надежнее. 
Другими словами, рибосома могла бы способствовать определенному пути сворачивания.  

 
Синтез белков свободными и мембрано-связанными полирибосомами 
Итак, когда рибосома синтезирует пептид длиной более 30—40 аминокислотных остатков, N-концевая часть пептида 

уже высовывается за пределы рибосомы. Эта внерибосомная часть начинает сворачиваться в определенную структуру, в 
соответствии со своей аминокислотной последовательностью и окружением. 

В то же время известно, что как в прокариотических, так и в эукариотических клетках часть рибосом, организованных 
в полирибосомы, является «свободными» (хотя в эукариотах они, по-видимому, связаны с каким-то «цитоскелетом»), а 
другая часть прикреплена к мембранам. В прокариотах полирибосомы могут сидеть на внутренней стороне 
цитоплазматической мембраны клетки, в то время как в эукариотах местом размещения мембрано-связанных рибосом 
является так называемый шероховатый эндоплазматический ретикулум цитоплазмы; прикрепленные рибосомы могут 
продуцировать пептид непосредственно в мембрану. Соответственно, в зависимости от локализации рибосом, ко-
трансляционное внерибосомное сворачивание растущего полипептида может происходить либо в водной среде цитоплазмы, 
либо в гидрофобном окружении липидного бислоя мембраны. 

Уже давно было отмечено, что свободные полирибосомы продуцируют в основном водорастворимые белки для 
внутренних потребностей самой цитоплазмы, в то время как мембраносвязанные частицы синтезируют либо белки для 
мембран, либо секреторные белки, выводимые через мембраны из клетки. Очевидно, что растворимые цитоплазматические 
белки, синтезируемые на свободных полирибосомах, сворачиваются по мере выхода из рибосомы в водном окружении, в 
результате формируя типичную глобулярную структуру с гидрофобным ядром внутри и более или менее полярной 
поверхностью. В то же время, синтез белков на мембраносвязанных рибосомах приводит к тому, что растущий пептид 
вводится в контакт с гидрофобным окружением липидного бислоя мембраны, и значит, должен сворачиваться, по крайней 
мере поначалу, в гидрофобном окружении.  

 
Способы соединения рибосомы с мембраной 

Идея о том, что синтез белков на мембраносвязанных рибосомах сопряжен с трансмембранным транспортом белков, 
возникла из наблюдений по тесной ассоциации растущих полипептидных цепей с мембраной шероховатого 
эндоплазматического ретикулума в эукариотических клетках или с внутренней цитоплазматической мембраной бактерий. 
Транслирующие рибосомы оказались прочно заякоренными на мембране растущим пептидом.  
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Рис. 126. Схема, демонстрирующая ориентацию субъединиц 80S рибосомы относительно поверхности мембраны 
эндоплазматического ретикулума. 

 
Можно показать сродство нетранслирующих рибосом или рибосом, только начавших трансляцию и содержащих 

короткий (не высовывающийся из рибосом) пептид, к мембранам эндоплазматического ретикулума. Отсюда предполагается, 
что в мембранах шероховатого эндоплазматического ретикулума существуют специальные «рецепторы» рибосом, 
обеспечивающие их обратимую посадку на мембрану и, возможно, облегчающие последующее восприятие растущего 
пептида мембраной (гипотетические «поры» для полипептидной цепи). 

В мембранах шероховатого эндоплазматического  ретикулума  эукариоти-ческих клеток действительно были 
обнаружены два гликопротеида, названные рибофоринами I и II , которые всегда сопровождают связанные рибосомы и 
локализуются в непосредственном соседстве с ними. 

Хотя синтез мембранных и секреторных белков происходит на мембраносвязанных рибосомах, инициация их 
трансляции совершается на свободных частицах: «нативные» 40S частицы, начинающие инициацию, всегда свободны, и 
образующиеся в результате инициации 80S частицы также еще не прикреплены к мембранам. Присоединение к мембранам 
имеет место лишь через некоторое время после начала элонгации. Это понятно, так как решающую роль в заякоривании 
рибосом на мембране играет растущий пептид. 

мРНК, которым надлежит транслироваться мембраносвязанными рибосомами, имеют специальную 
последовательность сразу вслед за инициирующим кодоном, которая кодирует особую N-концевую последовательность 
растущего пептида, служащую сигналом для узнавания фактором, посредничающим между рибосомой и мембраной.  

Сигнальная N-концевая последовательность обычно состоит из 15-25 аминокислотных остатков. 
По крайней мере, самые фундаментальные механизмы сигнального педтид-мембранного узнавания и последующего 

внутримембранного пептидного отщепления являются общими для эукариот и прокариот.  
 

КО-ТРАНСЛЯЦИОННЫЕ МОДИФИКАЦИИ БЕЛКА 
Вылезание растущего пептида из рибосомы и его ко-трансляционное сворачивание в водной среде или прохождение 

через мембрану сопровождается большими или меньшими энзиматическими модификациями цепи. 
В прокариотах, а также в митохондриях и хлоропластах эукариотических клеток синтез любого пептида на рибосоме 

начинается с формилметионинового остатка. Однако в готовых белках формильная группа не обнаруживается, а метионин 
является N-концевым остатком только у части белков. Оказалось, что в прокариотической клетке (так же как и в 
митохондриях и хлоропластах) существует специальная деформилаза, которая гидролитически отщепляет формильную 
группу от концевого метионина вскоре после появления N-конца растущего пептида из рибосомы. В прокариотах и в 
эукариотах существует также метионинспецифи-ческая аминопептидаза, способная отщеплять N-коидевой метионин, но ее 
срабатывание зависит, по-видимому, от ко-трансляционного сворачивания растущего пептида. Во всяком случае, в 
некоторых белках N-концевой метионин сохраняется. 

Выше уже говорилось о ко-трансляционном протеолитическом отщеплении сигнальной гидрофобной 
последовательности ряда секреторных и трансмембранных белков эукариот. Сигнальная пептидаза локализована в 
мембране на ее стороне, обращенной от цитоплазмы (т. е. на люминальной стороне мембраны эндоплазматического 
ретикулума эукариотической клетки).  

Один из наиболее важных и интересных типов ко-трансляцион ной модификации—первичное, или так называемое 
«сердцевинное» N-гликозилироеание некоторых аспарагиновых остатков растущих цепей ряда трансмембранных и 
секретируемых белков в мембранах эндоплазматического ретикулума эукариотических клеток. N-гликозилирование 
представляет собой перенос углеводной (олигосахаридной) группы от полипренольного липида мембраны—
долихилдифосфата— на амидную группу аспарагинового остатка растущего пептида.  

Вслед за описанным ко-трансляционным этапом следует посттрансляционный этап, который осуществляется в основ-
ном по поступлении синтезированного белка в аппарат Гольджи. Посттрансляционный этап приводит к удалению глюкозы и 
последовательному частичному отщеплению остатков маннозы, а затем часто к добавлению остатков N-ацетилглюкозамина, 
галактозы и сиаловой кислоты, а иногда также фукозы и ксилозы; в конце концов получается разветвленный 
гетероолигосахаридный остаток, присоединенный к амидной группе аспарагина соответствующего готового белка. 

У грибов ко-трансляционное гликозилирование на мембране с участием долихилфосфата может идти не только по 
аспараги-новым остаткам (N-гликоэилирование), но и по остаткам серина и треонина (0-гликозилирование).  

Специфической модификацией полипептидных цепей при синтезе коллагена в клетках соединительных тканей 
(фибробластах) животных является гидроксилирование пролиновых и лизиновых остатков.  
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Занятие 13. Тема: Структура и функции белков. 

Белки играют фундаментальную роль в формировании и поддержании структуры и функций живых организмов. Белки 
образуются из одной или нескольких полипептидных цепей, каждая из которых состоит из аминокислот, связанных друг с 
другом пептидными связями. Молекулярная масса белков колеблется в пределах от 6000 до 1000000 и более. 
Все белки построены в основном из двадцати различных аминокислот, расположенных в определенной по-

следовательности, которая называется первичной структурой белков. Эти длинные пептидные цепи ориентированы в 
пространстве определенным образом, создавая вторичную структуру белковой молекулы. Принимая во внимание плоское 
строение пептидной связи, возможность свободного вращения связей у α-углеродного атома и постоянство углов и 
межатомных расстояний, можно прийти к двум основным моделям вторичной структуры. Первая-это спираль (правая или 
левая), которую можно себе представить в виде пептидной цепи, закрученной вокруг гипотетического цилиндра. Это 
вторичная структура стабилизуется водородными связями, которые возникают между аминокислотами пептидной цепи. 
Степень спирализации в белках колеблется от 5 до 80%. Вторая возможная структура-это структура типа складчатого слоя, в 
которой полипептидные цепи лежат антипараллельно (или параллельно) друг другу и водородные связи соединяют две 
различные пептидные цепи. Оставшаяся часть молекулы белка, не включенная в α-спираль и β-слои, образует беспоря-
дочный клубок. Третичная структура белков- это трехмерная структура полипептидной цепи, которая определяется 
первичной и вторичной структурой. Третичная структура образуется спонтанно и зависит от размера, формы и полярности 
аминокислотных остатков. Эти остатки взаимодействуют друг с другом, а также с молекулами растворителя и, таким 
образом, уменьшают свободное вращение связей полипептидного остова. Ограничение подвижности может возникать за 
счет ковалентных дисульфидных связей внутри цепи или между двумя различными цепями, а также за счет гидрофобных 
взаимодействий, ионных и водородных связей. 
Пептидные цепи глобулярных белков компактно свернуты. Все или почти все полярные группы глобулярных белков 

расположены на поверхности молекулы и гидратированы, гидрофобные остатки находятся внутри молекулы. 
Некоторые молекулы белков состоят из субъединиц (например, гемоглобин, аллостерические ферменты). Четвертичная 

структура таких олигомерных белков также в основном определяется их аминокислотной последовательностью. 
Олигомерные белки характеризуются некоторыми очень специфическими кинетическими свойствами. 
Белки можно разделить на две большие группы: простые и сложные. Простые белки гидролизуются (кислотами или 

щелочами) до аминокислот, но при этом не дают других органических или неорганических соединений. В среднем в их 
состав входят: 50% С, 7% Н, 23% О, 16% N и 3% S. 
Аминокислоты- это алифатические, ароматические или гетероциклические соединения, содержащие по крайней мере 

одну амино- и одну карбоксильную группу. В аминокислотах белков NH2-группа находится у α-углеродного атома. Все 
природные аминокислоты оптически активны (за исключением глицина), аминокислоты высших организмов принадлежат к 
L-ряду, однако в некоторых особых соединениях микробного происхождения могут присутствовать аминокислоты D-ряда. 
Сложные белки (нуклеопротеиды, липопротеиды, гликопротеины, фосфопротеиды, гемопротеиды, флаво-протеиды, 

металлопротеиды) при гидролизе дают не только аминокислоты, но также и другие органические или неорганические 
соединения; в некоторых случаях эти соединения называют простетической группой. 
Гликопротеины могут содержать нейтральные сахара: галактозу, маннозу и фукозу, а также аминосахара: N-
ацетилглюкозамин, М-ацетилгалактозамин, сиаловые и уроновые кислоты. 
Липопротеиды содержат триацилглицерины, холестерин и фосфолипиды. В состав металлоферментов входит либо ион 

металла, как таковой, либо в виде такого комплексного соединения, как гем. 
Каждая белковая молекула обладает рядом ионизующихся групп (концевые –NН2- и —СООН- группы и некоторые 

боковые группы пептидной цепи), которые вносят свой вклад в кислотно-основные характеристики раствора белка. Для 
каждого белка существует характерное значение рН, при котором он не движется в электрическом поле, поскольку при этом 
рН (изоэлектрическая точка) белок имеет одинаковое количество положительных и отрицательных зарядов. При значениях 
рН выше изоэлектрической точки белок несет отрицательный заряд, а при более низких значениях- положительный. 
Смесь белков может быть разделена на основе их различной подвижности в электрическом поле (свободным 

электрофорезом, электрофорезом на носителях) методом хроматографии (на ионообменных смолах или на гелях), а также на 
основе их различной растворимости. Белки наименее растворимы в изоэлектрической точке, и их растворимость понижается 
при увеличении концентрации нейтральных солей (высаливание белков). Белки, а также и аминокислоты ведут себя в 
растворе как амфолиты. 
В биологических системах белки обеспечивают множество специфических свойств. Так, наиболее важные 

функциональные белки- это ферменты (простые, аллостерические, регуляторные). Наиболее важные структурные белки- 
это коллаген, кератин, гликопротеины, эластин и сократительные белки, такие, как актин и миозин. Некоторые белки 
выполняют транспортную функцию либо в растворимом состоянии (сывороточный альбумин, β-липопротеид, гемоглобин), 
либо в мембранах (различные переносчики) или же являются гормонами (инсулин, адренокортикотропный гормон, гормон 
роста), токсинами (ботулин, яды змей), антигенами и антителами (иммуноглобулины), а также запасными белками 
(ферритин). 
ПЕРВИЧНАЯ СТРУКТУРА БЕЛКА 
К белкам относят полипептиды, способные самопроизвольно формировать и удерживать определенную 

пространственную структуру. Нельзя указать такого порога, границы, которые резко отделяли бы белки от пептидов. 
Действительно, известная способность к образованию предпочтительных конформаций в растворах замечается уже у 
сравнительно коротких пептидов, более того, эта способность существенна для функции некоторых пептидов (например, 
гормонов), облегчая их взаимодействие с клеточными рецепторами. И все же это только прообраз четкого соотношения 
между последовательностью аминокислот и пространственной структурой, которое составляет важнейшую 
отличительную особенность белка. 

Стабилизация пространственной структуры требует хорошо развитой системы нековалентных взаимодействий, что 
может быть достигнуто лишь начиная с некоторой длины полипептидной цепи. Известны белки, полипептидная цепь 
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которых содержит всего лишь около пятидесяти аминокислотных остатков. К ним относятся, например, панкреатический 
ингибитор трипсина, фактор роста эпителия, некоторые белки оболочек бактериофагов. Однако такие случаи относительно 
редки и белки чаще всего содержат 100 — 400 аминокислотных остатков в одной полипептидной цепи, образующей 
глобулярную структуру. 
Впрочем, длина полипептидной цепи может быть и гораздо большей, достигая тысячи остатков и более. Известны и так 

называемые полибелки. Они представляют собой еще более длинную полипептид-ную цепь, формирующую последовательно 
несколько вполне автономных как в структурном, так и в функциональном отношении глобул,. которые после разрезания 
полибелка по местам "перетяжек" протеина-зами существуют как независимые друг от Друга ферменты. Видимо, сам по 
себе механизм биосинтеза не накладывает существенных ограничений на длину полипептидной цепи белка. 

Еще на заре современной химии белка датский биохимик К.Линдерштрем-Ланг предложил рассматривать четыре уровня 
организации белковой мелекулы: первичную, вторичную, третичную и четвертичную структуры. Эта классификация 
закрепилась в литературе, поскольку в ней отразились реальные ступени формирования пространственного строения 
белковых молекул. 
Первичной структурой называют последовательность аминокислотных остатков в молекуле белка. Она кодируется 

структурным геном данного белка и содержит в себе все необходимое для самоорганизации его пространственной 
структуры. Последовательность аминокислот образуется в результате трансляции мРНК. Однако первичная структура 
зрелой белковой молекулы далеко не всегда полностью совпадает с непосредственным продуктом трансляции, который, как 
правило, подвергается более или менее существенной ко- и посттрансляционной модификации, процесситу, причем могут 
изменяться ами-нокислотные остатки, длина полипептидной цепи и т.п. 
СТРУКТУРНЫЕ ОСОБЕННОСТИ ПЕПТИДНОЙ СВЯЗИ 
Пептидной называют связь, образованную α-аминной и α-карбоксильной группами аминокислот. Традиционное 

изображение пептидной связи 

 
не вполне правильно передает ее электронную структуру. Двойная связь С=O карбонильной группы поляризована и в 
определенном смысле может быть представлена как одинарная связь с разделением зарядов: 

 
причем отрицательный заряд локализуется на атоме кислорода. 

 

 

 
Рис. 5.1. Структура пептиднои связи. А - транс— типичная, Б - цис— редко встречающаяся конфигурация пептидной связи 
Углы вращения вокруг связей N—Cα и Сα—С(0) называют соответственно углами φ и ψ (рис. 5.2 ). Для отсчета этих 

двугранных углов прибегают к следующему приему. Если представить, что наблюдатель смотрит вдоль связи N—Сα , то 
"следующая" связь Сα—С(0) может оказаться заслоненной "предшествующей" связью C(0)—N. Такой конформации 
(заслоненной или цпсоидной, очевидно, невыгодной стерически) соответствует угол φ = 0°. Если связь Сα—С(0) не заслонена 
и для достижения заслоненной конфигурации связь C(0)—N нужно вращать по часовой стрелке, угол φ считается 
положительным и возрастает до 180°. В последнем случае достигается трансоидная конфигурация. В противоположном 
направлении отсчитываются отрицательные значения угла φ от 0° до —180°. Аналогично, для определения угла ψ смотрят 
вдоль связи Сα—С(0), при этом заслоненной  конформации (когда связь N—Сα  закрывает связь C(0)—N) приписывается 
угол ψ  = 0°, а трансоидной — угол + или - 180°. 
Значения углов φ и ψ для какого-либо аминокислотного остатка характеризуют его положение во вторичной структуре. 
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ВТОРИЧНАЯ СТРУКТУРА 
Вторичной структурой называют пространственное расположение 

атомов главной цепи молекулы белка на отдельных ее участках. 
В соответствии с этим определением любой участок белка имеет 
вторичную структуру. Иногда рассматривают как вторичную 
структуру только те ее элементы, которые являются периодическими: 
α-спираль и β-структуру. Однако в белках нередко встречаются 
такие участки пептидной цепи, которые уложены вполне 
определенным способом, хотя их пространственная структура не 
содержит какого-либо периодически повторяющегося, регулярного 
мотива. Тем не менее к ним вполне приложимо понятие вторичной 
структуры. Следует различать два вида вторичных структур: 
регулярные и нерегулярные.  

 
Рис. 5.2. Двугранные углы полипептидной 
цепи 

Понятие вторичной структуры, как подчеркивается в его определении, относится не ко всей белковой молекуле в целом, 
а к отдельным, более или менее протяженным участкам ее полипептидной цепи. Обсуждая вторичную структуру, мы, по 
крайней мере на первых порах, абстрагируемся от дальних взаимодействий в молекуле белка, а также от вклада боковых 
групп аминокислотных остатков, концентрируясь на главной цепи белка. Ближние взаимодействия, которым принадлежит 
важнейшая роль в формировании вторичной структуры, определяются прежде всего особенностями пептидной связи. 

 
Рис. 5.5. Правая α-спираль. А - показаны только Сα-атомы; 
Б - все атомы скелета пептидной цепи; В - более полная 

структура 

 
Рассмотрим систему водородных связей между 

двумя отрезками пептидной цепи, образующими 
параллельную β-структуру. В этом случае (рис. 5.7) NH-
группа какого-либо остатка в отрезке А дает водородную 
связь с карбонильной группой i-го остатка пептидной 
цепи В, а карбонильная группа того же аминокислотного 
остатка цепи А — с NH-группой (i + 2)-го остатка в 
параллельной цепи В. Важно, что (i + 1)-й остаток цепи В 
при этом как бы пропущен и его NH- и карбонильная 
группа во взаимодействии с цепью А не участвуют. Точно 
так же далеко не все С=O- и NH-группы цепи А участвуют 
во взаимодействии с цепью В. 

Таким образом, два отрезка параллельной β-
структуры соединяются водородными связями, что 
приводит к формированию больших циклов из 12 атомов.  

В отличие от α-спирали, насыщенной водородными связями и не способной поэтому взаимодействовать с другими 
участками белка на уровне вторичной структуры, каждый отрезок пептидной цепи в β-структуре открыт для формирования 
более протяженной системы водородных связей. 

В антипараллельной β -структуре (рис. 5.8) водородные связи образуются между противоположно направленными 
пептидными группировками соседних отрезков, что приводит к чередованию 8- и 14-членных циклов. И в этом случае во 
взаимодйствии с соседней пептидной цепью участвуют не все, а каждый второй аминокислотный остаток. Половина 
пептидных групп остается свободной, что дает возможность присоединить к каждому из двух антипараллельно на-
правленных отрезков еще по одному отрезку пептидной цепи, и т.д. Таким образом, и антилараллельная β-структура не 
насыщена водородными связями и способна давать весьма протяженные образования, в которые включено несколько 
участков пептидной цепи. 

Число аминокислотных остатков в отрезке пептидной цепи, образующем β-структуру, обычно колеблется от 3 до 8. 
Протяженная β - структура, так называемый β -слой, или β -складчатый лист (рис. 5.9), чаще всего состоит из 2—6 цепей, 
хотя иногда их число достигает и десяти. 

Боковые группы аминокислотных остатков, соседних в пептидной цепи, при образовании β-структуры   оказываются 
по разные стороны ее поверхности.   Сама  же поверхность имеет складчатую   форму,   причем складки заданы α-угле-
родными атомами остатков, находящихся в соседних цепях. Отходящие от α-углеродных атомов боковые группы образуют 
своего рода гребни. Это позволяет формировать довольно протяженные поверхности, насыщенные однотипными зарядами, 
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A                                                      Б 

Рис. 5.9. β -Складчатый слой 
А - антипараллельный β -складчатый слой; вид "сверху"; 
прерывистыми линиями обозначены водородные связи, 
зачернены α-атомы боковых групп; Б - вид "сбоку"; 
хорошо видны складчатость и размещение боковых групп 
по обе стороны слоя 

 
Рис.38.Конформация β -складчатого листа. 

 
 
 

 

Структура α-спирали 
Структура α-спирали является наиболее важным и широко 

распространенным случаем пространственной организации 
молекул глобулярных белков. В α-спирали пептидная цепь 
обернута вокруг поверхности гипотетического цилиндра. 
Спираль может быть левой или правой. Спиральная структура 
возможна благодаря плоскому расположению атомов 
пептидной связи и свободному вращению у α-углеродного 
атома. Плоскости двух соседних пептидных связей распо-
ложены друг по отношению к другу под углом 108°. 
Присутствие большого числа водородных связей в 
полипептидной цепи стабилизует молекулу, поэтому наиболее 
стабильной является структура, поддерживаемая максимальным 
числом водородных связей. 

Боковые цепи аминокислот направлены от поверхности 
цилиндра. Обычно в трехмерной структуре белка гидрофобные 
аминокислоты спирали обращены внутрь молекулы, а 
гидрофильные наружу. α-Спиральной структурой обладает 
лишь часть пептидной цепи (например, цепь миоглобина 
спирализована на 75%). 

 

 
СВЯЗИ, СТАБИЛИЗИРУЮЩИЕ БЕЛКОВУЮ МОЛЕКУЛУ И 
ОПРЕДЕЛЯЮЩИЕ ЕЕ СТРУКТУРУ 
(I) Ионная связь относится к электростатическим взаимодействиям 
(II) Водородная связь возникает между боковыми цепями аминокислот и 
пептидными связями 
(III) Дисульфидная связь образуется между цистеиновыми остатками 
(внутримолекулярная связь) 
(IV) Гидрофобная связь отражает взаимодействие неполярных групп 
(V) Гидратируемые группы. Молекулы воды, окружающие белковую 
молекулу, при определенных условиях могут образовывать структуру, 
подобную структуре льда. Этот водный слой способствует структурной 
стабильности белковой молекулы. 
β-ИЗГИБ 
Как α-спираль, так и β-структура обычно представлены в глобулярных белках 
сравнительно короткими отрезками, поэтому значительная часть вторичной 
структуры белка приходится на разного рода петли, позволяющие изменить 
направление пептидной цепи. Наиболее экономный структурный элемент, 
позволяющий повернуть полипептид на 180°, используя всего три пептидные 
группировки, получил название β -изгиба (рис. 5.12). β-Изгиб стабилизируется 
одной водородной связью. Его образованию могут мешать объемистые 
боковые цепи аминокислот, поэтому предпочтительно включение в него 
остатка глицина. Заметим, что β-изгиб практически всегда оказывается на 
поверхности белковой  глобулы,  поэтому  нередко  он  играет существенную 
роль в ее взаимодействии с другими молекулами, например с 
иммуноглобулинами. 
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Рис. 5.12. β -Изгиб (две возможные структуры) 
 
Поворот пептидной цепи на 180° происходит на 

отрезке, содержащем четыре аминокислотных 
остатка, причем между кислородом карбонильной 
группы 1-го остатка и водородом NH-группы 4-го 
образуется стабилизирующая изгиб водородная 
связь. 

ТРЕТИЧНАЯ СТРУКТУРА БЕЛКА 
Третичной структурой называют распределение в пространстве всех атомов белковой молекулы. При этом не учитывают 

взаимодействия этой глобулы с соседними глобулами или субъединицами. Часто понятие третичной структуры сужают, 
концентрируя внимание на наиболее устойчивом ее элементе — свойственном данному белку способе укладки 
полипептидной цепи в пространстве. Характерно, что для больших групп эволюционно родственных белков, подчас очень 
значительно отличающихся по первичной структуре и, значит, по распределению всех атомов в пространстве, способ 
укладки полипептидной цепи остается в главных чертах неизменным. Это показывает, что допускаемое упрощение 
оправдано, так как оно отражает существенные черты третичной структуры. 
Известное сходство приведенного определения третичной структуры с понятием вторичной структуры лишь внешнее, 

поскольку вторичная структура характеризует относительно небольшой участок белка и определяется локальными 
нековалентными взаимодействиями, тогда как третичная структура зависит от всей суммы взаимодействий — ковалентных 
и нековалентных — в белковой глобуле. 
Третичная структура — основа функциональности белка, которая требует точной пространственной организации 

больших ансамблей, построенных из множества аминокислотных остатков и их боковых групп. Такие ансамбли формируют 
активные центры ферментов, зоны связывания других биологических молекул, эффекторные центры белков и т.д., поэтому 
нарушение третичной структуры белка (денатурация) неизменно приводит к утрате им способности функционировать. 
ДОМЕНЫ В БЕЛКАХ 
Свойственный белкам способ организации пространственной структуры — формирование гидрофобного ядра и 

мозаичной поверхности, содержащей как гидрофильные, так и гидрофобные элементы, — на первый взгляд, ограничивает 
размеры глобулы, поскольку с увеличением ее объема строго гидрофобное ядро будет составлять все меньшую долю. В 
какой-то мере это так, но ограничение затрагивает лишь размеры данным способом организованной структуры, а не 
молекулы в целом. Действительно, начиная примерно с молекулярной массы 14 — 16 кДа прослеживается тенденция к 
формированию белковой молекулы из двух (и более) в той или иной степени независимо образованных глобул, каждая из 
которых имеет свое гидрофобное ядро. Такие глобулы — домены — формируются различными отрезками одной и той же 
полипептидной цепи. 
Доменами в белках называют области в третичной структуре, которым свойственна определенная автономия структурной 

организации. Автономия эта подчас столь значительна, что домены могут независимо от других частей белковой молекулы 
поддерживать и даже формировать пространственную структуру. Во многих случаях удается разделить домены, подвергнув 
белок ограниченному протеолизу. 

В рамках биологической функции данного белка домены нередко, хотя и не всегда, выполняют собственные задачи, и 
тогда структурная автономия домена дополняется функциональной. 
ЧЕТВЕРТИЧНАЯ СТРУКТУРА БЕЛКА 
Четвертичной структурой называют размещение в пространстве взаимодействующих между собой субъединиц, 

образованных отдельными полипептидными цепями белка. 
В формировании четвертичной структуры участвуют не пептидные цепи сами по себе, а глобулы, образованные каждой 

из этих цепей в отдельности. Таким образом, понятие четвертичной структуры относится к ансамблю глобул. 
Взаимодействие между последними достаточно сильно, так что ансамбль выступает как единая молекула, в то же время 
каждая из объединившихся глобул — субъединиц — сохраняет значительную автономию, как правило, выраженную гораздо 
ярче, чем  автономия домена в рамках третичной структуры. 
ПОСТТРАНСЛЯЦИОННАЯ МОДИФИКАЦИЯ БЕЛКА 
Полипептидная цепь — первичный продукт биосинтеза белка — часто подвергается химическим превращениям, 

изменяющим ее ковалентную структуру. Такие превращения могут происходить как в процессе трансляции 
(котрансляционная модификация), так и после ее окончания, нередко уже после сформирования пространственной 
структуры белка. Многообразие этих реакций, завершающих созревание белка или видоизменяющих его функциональные 
свойства, очень велико — их число достигает 300—400. Иногда реакции посттрансляционной модификации называют 
процессингом (от англ. processing — обработка), подчеркивая этим, что они как бы завершают биосинтез белка. Этот термин 
не вполне точен, поскольку некоторые реакции, например фосфорилирование, могут происходить с одной и той же 
молекулой неоднократно, регулируя ее активность, другие, вероятно, служат сигналом к расщеплению белка. 

 
Занятие 14. Тема: Структура и функции белков. 

Обмен веществ был бы невозможен без резкого ускорения реакций, на которых он основан, без согласования во времени 
и пространстве множества биохимических процессов, т.е. без участия биологических катализаторов — ферментов. 
Биокаталитически ускоряются самые различные превращения, в том числе и такие, которые с точки зрения традиционной 
химии, казалось бы, не нуждаются в катализе. Например, спонтанно протекающее отщепление воды от угольной кислоты с 
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образованием СО2 оказывается слишком медленным для регулирования рН крови, и эта, на первый взгляд простая, реакция 
катализируется специфическим ферментом — карбангидразой. 
Как известно, катализаторы не создают той или иной реакции, а лишь ускоряют достижение равновесия, увеличивая 

скорости как прямого, так и обратного превращения. Как и любые катализаторы, ферменты ускоряют биохимические 
реакции за счет снижения энергии активации — того энергетического барьера, который отделяет одно состояние системы 
(исходные соединения) от другого (продукты реакции). При этом, строго говоря, несколько изменяется путь, по которому 
протекает реакция. Разница в эффективности ферментов и традиционных катализаторов, используемых в химии, казалось 
бы, чисто количественная. Так, энергия активации распада пероксида водорода на кислород и воду составляет 18 ккал/моль, 
мелкодисперсная платина снижает ее до 12 ккаль/моль, а фермент каталаза — до 5,6 ккал/моль, что ускоряет реакцию 
соответственно на 6 и 12 порядков. Столь высокая эффективность ферментов определяет их роль как организаторов 
биохимических процессов. Действительно, благодаря каталитическому действию ферментов в организме становятся 
возможными такие реакции, которые в отсутствие эффективного катализа были бы неуловимы за разумные времена 
наблюдения. 

Таким образом, ферменты как бы создают, делают осуществимыми многие превращения веществ, немыслимые в 
отсутствие биокатализа. Более того, нередко фермент ускоряет один из нескольких термодинамически возможных путей 
превращения вещества, тем самым избирая его. Следовательно, ферменты выступают не только как ускорители, но и как 
своеобразные организаторы обменных процессов, чему также способствует и возможность регулирования их активности. 
Роль биокатализа была выявлена еще в 19 веке при изучении процессов брожения. Именно с брожением связаны оба 

установившиеся в литературе названия биокатализаторов — энзим и фермент. Из этих синонимов в русскоязычной 
литературе применяется лишь последний наряду, впрочем, с терминами энзимология и энзиматический. Ферменты имеют 
белковую природу, однако обнаружена способность некоторых форм РНК катализировать реакции, т.е. выступать в качестве 
ферментов. Предполагают, что эта способность молекул РНК сыграла большую роль в эволюции биокатализа до того, как 
ферментативная функция перешла к белкам — биополимерам, более приспособленным к выполнению этой задачи. 
Во многих случаях молекула белка использует в ходе биокатализа небелковые соединения — кофакторы, в частности 

ионы металлов, которые выступают как компоненты каталитического центра фермента. Отделение таких кофакторов, 
обычно связанных с белком нековалентно, приводит к апофермептам, комплекс же фермента и кофактора носит название 
голофермента. 
СИСТЕМАТИКА ФЕРМЕНТОВ 
В эукариотической клетке в каждый момент времени происходит примерно 2—3 тыс. разных биохимических реакций, 

каждая из которых катализируется своим ферментом; следовательно, даже без учета видовых различий существует не менее 
2—3 тыс. ферментов. Это число значительно вырастет, если учесть, что реакции одного и того же типа могут 
катализироваться ферментами различной природы, а также рассматривать ферменты, вовлеченные в передачу сигналов и 
процессы, свойственные многоклеточным (например, ферменты системы свертывания крови). Вероятно, общее число видов 
ферментов составляет несколько десятков тысяч. 
Для строго обоснованной классификации столь большого числа ферментов пока недостаточно данных. Рациональной 

была бы систематика, основанная на эволюционных соотношениях между ферментами, глубоком знании их структурных и 
функциональных особенностей. Это позволило бы объединять в таксоны соответствующих рангов ферменты, возникшие в 
ходе эволюции одного предшественника. Такая систематика в настоящее время создается для некоторых групп ферментов, в 
частности для протеиназ. 
Однако, для практического применения систематики, базирующейся на эволюционных предпосылках, требуется не 

только предварительное изучение множества родственных ферментов, но и получение большого объема данных о свойствах 
и, главное, структуре классифицируемого фермента, на что трудно рассчитывать на первых этапах исследования. Ввиду 
этого принятая официально классификация ферментов использует в качестве основного отличительного признака их 
субстратную специфичность, характер проводимых ими реакций, т.е. именно то свойство, которое определяется первым 
при обнаружении и выделении фермента. Этот признак практически удобен, однако следует учитывать, что он может 
объединять ферменты различного происхождения, структуры и даже механизма действия. 
Международная классификация ферментов (КФ) разделяет ферменты в соответствии с типом катализируемых ими 

реакций на следующие шесть классов. 
Оксидоредуктазы. К этому классу принадлежат все ферменты, катализирующие окислительно-восстановительные 

реакции. Субстрат, подвергающийся окислению, рассматривают как донор водорода, поэтому к ферментам данного класса 
нередко применяют термин дегидрогеназа, хотя это название отражает только одно из двух возможных направлений 
реакции. Термин оксидаза употребляют только в тех случаях, когда О2 выступает как непосредственный акцептор водорода. 
Трансферазы. Ферменты этого класса переносят ту или иную группу от одного соединения к другому (кроме воды). К их 

числу принадлежат, например, киназы– ферменты, переносящие фосфорильный остаток АТР на различные субстраты, 
аминотрансферазы (трансаминазы), переносящие аминогруппу аминокислот на кетокислоты. 
Гидролазы. Эти ферменты можно рассматривать как трансферазы, переносящие ту или иную группу на молекулу воды. 

Выделение их в особый класс оправдано чрезвычайно широкой распространенностью гидролаз, вовлеченных, в частности, в 
процессы деградации биополимеров. Известны гидролазы, катализирующие гидролиз С―0, C―N, C―C, 0―Р и ряда других 
связей. Иногда один и тот же фермент способен катализировать гидролиз связей разной природы. Так, некоторые 
протеиназы, расщепляющие пептидные связи в белках, могут даже с большей эффективностью гидролизовать сложные 

H O2 2 H O2 O2+ 1-2
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эфиры, выступая как эстеразы. Выбор термина протеиназа в таких случаях основан на представлениях о физиологической 
роли данного фермента и, следовательно, о характере его природного субстрата. 
Лиазы. К ним относят ферменты, разрывающие связи С—С, С―О, C―N и некоторые другие путем элиминирования 

соответствующей молекулы с одновременным, образованием двойной связи. В обратной реакции лиазы катализируют 
присоединение молекул воды, аммиака и т.д. по двойной связи. Таков, например, гистидин-аммиак-лиаза — фермент, 
отщепляющий аммиак от гистидина с образованием ненасыщенной урокаиновой кислоты: 

 
Изомеразы. Ферменты этого типа катализируют геометрические или структурные перестройки, изомеризации в 

пределах одной молекулы. К ним, в частности, относятся рацемазы, таутомеразы, циклоизомеразы. В качестве примера 
укажем на рацемазу лактама лизина, катализирующую взаимный переход L- и D-изомеров этого соединения, 
триозофосфатизомеразу, катализирующую взаимопревращение фосфоглицеринового альдегида и диоксиацетонфосфата. 
Лигазы (синтетазы). К этому классу относятся ферменты, катализирующие соединение двух молекул, сопряженное с 

гидролизом АТР. Они играют ключевую роль в процессах биосинтеза, обеспечивая за счет энергии гидролиза АТР 
протекание таких реакций, которые сами по себе были бы термодинамически невыгодными. Примером могут служить 
аминоацил-тРНК-синтетазы. 
Каждый из перечисленных шести классов ферментов разбивают (опять-таки по признаку специфичности) на подклассы и 

подподклассы, которым присваиваются порядковые номера в соответствии с Международной классификацией. Например, 
гидролазы, расщепляющие эфиры карбоновых кислот, относятся к классу 3 (гидролазы), подклассу 3.1 (ферменты, 
действующие на сложноэфирные связи) и подподклассу 3.1.1 (гидролазы эфиров карбоновых кислот). Конкретный фермент 
внутри подподкласса получает свой порядковый номер. Так, липаза, гидролизующая триацилглицерины, имеет номер 
3.1.1.3.  
ОБЩИЕ ПОНЯТИЯ ФЕРМЕНТАТИВНОГО КАТАЛИЗА 
При анализе способа действия ферментов прибегают к ряду упрощений, в определенной мере отражающих существенные 

черты этого процесса. Прежде всего учитывают, что с субстратом непосредственно контактирует не вся молекула фермента, 
а лишь ее часть — активный центр. Последний не может быть очерчен строго определенными границами, поскольку 
каждый его компонент так или иначе взаимодействует с другими участками молекулы белка. Эти взаимодействия обычно 
весьма существенны для каталитического механизма, изменяя реакционную способность функциональных групп активного 
центра, фиксируя их в структуре белковой глобулы или создавая благоприятствующее катализу специфическое 
микроокружение. Таким образом, понятие активный центр является в определенном смысле абстракцией, которая отражает 
существенные особенности фермента, но в то же время как бы огрубляет описание катализа. 
Упрощая картину далее, активный центр подразделяют на зону связывания субстрата и собственно каталитический 

центр. При этом предполагается, что зона связывания ответственна за формирование комплекса фермент — субстрат (так 
называемого -комплекса. Михаэлиса), за выбор субстрата, его закрепление и правильную ориентацию относительно 
каталитического центра. Функциональные группы каталитического центра непосредственно участвуют в превращении суб-
страта. И это упрощение полезно, если не забывать о его относительности, условности. В реальных фермент-субстратных 
комплексах группы каталитического центра обычно используются для связывания субстрата, а белковые структуры, 
образующие зону связывания, нередко участвуют в цинамических процессах, вмешиваясь в каталитический механизм. 
Условность понятия активный центр подчеркивается и тем, что последний не удается физически отделить от остальной 

части молекулы фермента. На рубеже 50—60-х годов появлялись сообщения об удачном " вырезании" активных центров из 
ферментов, в частности протеиназ. Все они, однако, оказались результатом экспериментальных ошибок. С установлением 
пространственного строения множества ферментов стало ясно, что, как правило, их активные центры формируются из 
аминокислотных остатков, далеких друг от друга в последовательности алтнокислот, но сближачощихся при образовании 
третичной структуры. 
В то же время структуру фермента в целом нельзя считать неприкасаемой. Молекулы многих ферментов способны 

противостоять довольно значительным повреждениям, в том числе отдельным разрывам полипептидных цепей, 
адаптировать целый ряд замен аминокислотных остатков другими; иногда удается заметно уменьшить их размеры без 
утраты активности. Принципиально возможно и получение относительно небольших каталитически активных структур, при 
том, однако, непременном условии, что они сохранят стабильность пространственного строения, т.е. будут соответствовать 
по размерам и стабильности по меньшей мере рангу домена. 
ОСНОВНЫЕ ПОЛОЖЕНИЯ КИНЕТИКИ ФЕРМЕНТАТИВНОГО КАТАЛИЗА 
Основы кинетики ферментативных реакций были заложены Л.Михаэлисом и М.Ментен в 1913 г. Предложенное ими 

уравнение, связывающее скорость реакции с концентрациями фермента и субстрата, в дальнейшем преобразовывалось, 
однако подход в принципиальных чертах сохранился и за уравнением остались эти имена. 
Согласно модели Михаэлиса—Ментен, фермент F. и субстрат S взаимодействуют со скоростью, характеризуемой 

константой k+1, образуя фермент-субстратный комплекс ES, получивший название комплекс Михаэлиса. Этот комплекс, в 
котором субстрат, присоединенный к ферменту нековалентными связями, еще сохраняет свою химическую природу, 
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распадается с константой скорости k-1 на фермент и субстрат, но может и превратиться в продукт (или продукты) Р, 
высвободив фермент Е, со скоростью, характеризуемой константой k+2. 
Как правило, фермент-субстратный комплекс ES чаще распадается на исходные компоненты, чем превращается с 

образованием продукта реакции Р, т.е. k+1 >> k+2. Конечно, именно превращение субстрата в продукт представляет главный 
интерес при изучении ферментативных реакций. Накоплением продукта в единицу времени и определяется скорость 
реакции. 

При выводе уравнения Михаэлиса—Ментен необходимо прежде всего найти зависимость концентрации фермент-субс-
тратного комплекca от концентраций фермента и субстрата, поскольку скорость образования продукта пропорциональна 
концентрации комплекса ES. Скорость образования ES равна k+1 [Е] [S], скорость же его распада определяется суммой двух 
процессов: диссоциации фермент-субстратного комплекса на компоненты со скоростью k-1[ES] и его распада с образованием 
продукта со скоростью k+2[ES]. 
Итак, скорость распада комплекса ES по двум путям равна сумме этих скоростей (k-1 + k+2)[ES]. Кинетика Михаэлиса—

Ментен приложима к уже установившимся, стационарным, процессам, когда скорости образования и распада комплекса 
Михаэлиса равны, т.е. сохраняется его постоянная концентрация. Для такого процесса справедливо равенство: 

 

преобразуя которое получим 
 

Дробь  

 
называют константой Михаэлиса Km. Она характеризует соотношение скоростей распада (числитель) и образования 
(знаменатель) комплекса ES (комплекса Михаэлиса). Если k+2 мала но сравнению с k -1, (т.е. распад комплекса на исходные 
компоненты — фермент E и субстрат S — оказывается значительно вероятнее, чем его распад с образованием продукта Р), 
величиной k+2 можно пренебречь и константа Михаэлиса оказывается равной константе диссоциации субстрата 

 
Как уже отмечалось, это соотношение часто оказывается справедливым, поэтому константу Михаэлиса Кm нередко 

приравнивают КS. Следует, однако, помнить об условности такого упрощения. Заменяя дробь в знаменателе предыдущего 
ураннения на Km,получаем 

 
Заметим, что в приведенное уравнение входят текущие концентрации свободного срермента и субстрата, которые, 

строго говоря, не совпадают с их начальными концентрациями, гораздо легче поддающимися определению. Впрочем, 
различиями в начальной [ST] и текущей концентрациях субстрата можно пренебречь, приняв [ST] ≈ [S], поскольку уравнение 
Михаэлиса—Ментен справедливо только для небольших степеней превращения субстрата (о чем нельзя забывать, определяя 
активность ферментов). Напротив, текущая концент; фермента существенно отличается от его полной концентрации [ET] 
вследствие связывания большей или меньшей доли молекул фермента  в комплекс Михаэлиса: 

 
Подставляя это выражение для текущей концентрации фермента в приведенное выше уравнение, после преобразований 

получаем 
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Это уравнение описывает зависимость концентрации фермент-субстратного комплекса от исходных концентраций 

фермента и субстрата. Так как скорость образования продукта реакции V равна k+2[ES], то 
 

 
Уравнение Михаэлиса — Ментен 
 
Следует иметь в виду, что это уравнение определяет начальную скорость стационарной реакции V0, индекс "0" опущен 

для упрощения. Из выведенного уравнения следует, что скорость реакции пропорциональна общей концентрации фермента, 
тогда как ее зависимость от концентрации субстрата оказывается значительно более сложной. 
Практическое применение уравнения Михаэлиса-Ментен позволяет количественно характеризовать эффективность 

действия ферментов, сравнивать их действие на различные субстраты, оценить сродство ферментов к их субстратам (чем 
ниже значение константы Михаэлиса, тем эффективнее связывание субстрата с ферментом). 
В клетке субстраты большинства ферментов содержатся в концентрациях, существенно меньших Km, а следовательно, 

ферменты не работают в режиме насыщения. Таким образом, для природных систем типична ситуация, когда скорость 
ферментативной реакции зависит от концентрации субстрата и повышение последней не требует непременного усиления 
биосинтеза фермента. Не следует думать, что в процессе эволюции ферментов действуют факторы, направленные на 
постоянное улучшение связывания субстратов. По-видимому, достигается оптимальное связывание, характерное для каждой 
пары фермент-субстрат. Для одних и тех же субстратов в клетке может существовать несколько ферментов с различной 
силой связывания субстрата. Так, для субстрата АТФ и фермента тирозил-РНК-синтетазы Km=2,5 mM, а для АТФ и миозина 
Km=10 -10 mM, отличие на 10 поряков! 

ИНГИБИРОВАНИЕ ФЕРМЕНТОВ 
Ингибирование, т.е. полное или частичное подавление активности ферментов при сохранении их первичной и 

пространственной структуры, — один из важнейших путей регуляции биохимических процессов и в то же время 
продуктивный способ изучения биокатализа. Различают обратимые и необратимые ингибиторы. 
К необратимым относят такие ингибиторы, которые инактивируют фермент, образуя с ним связь, достаточно 

устойчивую и практически недиссоциирующую в условиях, типичных для его действия. Обычно это ковалентная связь с 
одной из функциональных групп каталитического центра. Взаимодействие необратимых ингибиторов с ферментом можно 
описать схемой:  E + I →→→→ EI  
Заметим, что нередко удается подобрать такие условия, при которых инактивирующая группировка отщепляется и 

фермент реактивируется, однако поскольку эти условия принципиально отличны от тех, при которых происходило 
ингибирование, последнее все же считается необратимым. 
Необратимое ингибирование часто встречается в природе. Например, именно так пенициллины (антибиотики, 

вырабатываемые грибами) инактивируют фермент бактерий- D,D-карбоксипептидазу, вовлеченную в биосинтез компенента 
клеточных стенок бактерий- муреина. Это позволяет грибам подавить рост бактерий на «их» субстрате. Пенициллин похож 
на субстрат карбоксипептидазы и связывается с субстрат-связывающим центром фермента. После этого пенициллин 
ацилирует одну из аминокислот карбоксипептидазы- серин, что вызывает необратимое ингибирование фермента. 
Взаимодействие обратимых ингибиторов с ферментом можно описать схемой:  E + I ↔↔↔↔ EI. Обратимые ингибиторы 

подразделяют на конкурентные и неконкурентные. К конкурентным ингибиторам относят молекулы, взаимодействующие с 
той же зоной поверхности фермента, что и субстрат, а следовательно, конкурирующие с ним за связывание с ферментом. 
Ингибитор как правило иммитирует субстрат, но встречаются и не похожие на субстрат конкурентные ингибиторы. 
Конкурентное ингибирование может быть снято избытком субстрата. Конкурентное ингибирование также распространено в 
природе и его используют в практических целях- в науке и медицине- для регулирования активности ферментов. Так, 
аналоги субстратов фермента ренина- протеиназы, вовлеченной в регуляцию кровяного давления,- устойчивые к 
ращеплению, пытаются применять в терапевтических целях. 
Неконкурентное ингибирование принципиально отличается от конкурентного: в этом случае ингибитор не затрагивает 

зону связывания субстрата, и присоединяется к ферменту по иному пути, вызывая инактивацию каталитического центра. 
 

Занятие 15. Тема: Сигналы клеток. 
Генетически запрограммированная смерть клетки 

Организмы разных людей имеют более или менее одинаковое число клеток. Колебания есть, но они относительно 
невелики. Если сравнить число клеток в каком-нибудь органе у здоровых взрослых людей, то получатся схожие цифры. 
Когда же, например, анализ крови показывает изменение числа клеток, врач начинает беспокоиться. Есть животные, у 
которых число клеток вообще не колеблется, даже в узких пределах. У очень мелкого, длиной около миллиметра, червячка 
Caenorhabditis elegans ровно 945 клеток; из них нервных 302, ни больше, ни меньше. 

Как поддерживается такое постоянство? Одна группа механизмов достаточно очевидна. Клетка может разделиться на 
две дочерние, а может и не делиться. Какая из этих возможностей реализуется, зависит как от генетической программы, так 
и от внешних сигналов, которые клетка получает от своих соседей или из окружающей среды. Но существует и другой 

V = 
k  [E ] [S]+2 T

K  + [S]m
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механизм, привлекший внимание ученых лишь в последние годы. Оказывается, наряду с программой, регулирующей 
клеточное деление, есть особая генетическая программа, реализация которой при определенных условиях приводит клетку к 
гибели. Гибнет клетка не от руки какого-нибудь постороннего убийцы (хотя бывает и так), она сама приносит себя в жертву 
во имя блага организма.  

У Caenorhabditis elegans в результате клеточных делений на самом деле образуется не 945, а 1076 клеток, но 131 из них 
обязательно гибнет. При формировании некоторых органов человека и животных также первоначально возникает намного 
больше клеток, чем потом потребуется. Например, так бывает при развитии нервной системы. Лишние клетки в свое время 
мирно погибнут. Мирно - значит, без воспаления. Клетка сморщивается и постепенно распадается на обломки, которые 
обычно поедаются макрофагами - специальными клетками, у которых хороший аппетит. Но как узнать, какая клетка лишняя, 
а какая нет? Какая из двух клеток, рожденных действительно равными (а генетически две сестринские клетки идентичны), 
должна умереть, обеспечив тем самым продолжение жизни своей сестры? 

Ситуации бывают разные. У Caenorhabditis elegans судьба клетки определена абсолютно жестко, и поменять эту судьбу 
у здоровой особи практически невозможно; есть клетки (те самые 131), у которых, можно сказать, "на роду написано" 
покончить жизнь самоубийством. В других случаях задача решается не столь однозначно. Например, при развитии 
организма млекопитающих те нервные клетки, которые не успевают установить контакты - синапсы - между собой или с 
иннервируемыми органами, и есть лишние. Их существование не имеет смысла. Для клеток других тканей сигнал к 
включению программы смерти может быть иным, но биологический смысл самопожертвования можно найти всегда.  

Самопожертвование осуществляется по определенному ритуалу при участии ряда факторов, многие из которых еще не 
известны науке. Схематически смертоносный сценарий можно разбить на несколько основных этапов. На первом этапе 
клетка получает "послание" о том, что она должна пожертвовать своей жизнью для благополучия организма. Это известие 
приходит из окружающей среды - либо от соседних клеток, либо от межклеточных веществ, твердых или жидких. Чтобы 
воспринять такое "послание", клетки имеют специальные органы чувств, которые называют рецепторами (от латинского 
recipere - получать). Рецепторы представляют собой белковую молекулу, обычно состоящую из трех частей: внеклеточной, 
внутриклеточной и промежуточной, пронизывающей клеточную мембрану. Наружная часть рецептора способна узнавать 
молекулы строго определенного строения, которые могут либо свободно плавать во внеклеточной жидкости, либо быть 
фиксированными на поверхности других клеток или межклеточных волокон. Сигнальные молекулы и рецепторы подходят 
друг к другу, как ключ к замку. Информация передается через различные рецепторы или сочетание рецепторов. 
Информацией может являться и отсутствие специфического вещества в окружающей клетку среде. Хорошо известно, что в 
некоторых случаях молчащий телефон говорит очень о многом. 

В результате контакта сигнальных молекул с наружной частью белка-рецептора этот рецептор претерпевает 
структурные изменения: некоторые атомы меняют положение относительно других атомов. Структурная перестройка 
захватывает и внутриклеточную часть молекулы рецептора. Она может либо обладать определенной ферментативной 
активностью сама, либо быть тесно связана с некоторыми клеточными ферментами. Изменение структуры рецептора 
сказывается на работе этих ферментов, поэтому в результате контакта рецептора с внеклеточным веществом внутри клетки 
происходят разные биохимические изменения. Часто речь идет об изменении концентрации ионов кальция, а также 
некоторых относительно мелких фосфорсодержащих органических соединений, относящихся к классу нуклеотидов. 
Активные соединения появляются и в результате гидролиза определенных липидов клеточной мембраны. В свою очередь, 
все это ведет к присоединению или отсоединению остатков фосфата от молекул белковых регуляторов, способных влиять на 
генетический аппарат клетки. Фосфорилирование и дефосфорилирование, а также некоторые другие биохимические 
модификации меняют активность этих регуляторов.  

Во втором действии драмы внутриклеточные регуляторы-посланники, получив важные инструкции, вносят поправки в 
работу отдельных генов. Работа эта, как известно, заключается в образовании РНК, а затем и белков. Таким образом, в 
результате срабатывания генетической программы, первоначально запущенной сигналом с рецептора, происходит изменение 
набора внутриклеточных РНК и белков. В конечном счете появляются или активируются ферменты, способные разрушать 
клеточные белки и нуклеиновые кислоты, их называют протеазами (протеин - белок) и нуклеазами. В заключительном акте 
клетка теряет свою целостность и становится пищей для макрофагов. Морфологические и биохимические изменения в 
клетках-самоубийцах весьма схожи, даже если это клетки разных органов и разных организмов. Хроматин, главный 
внутриядерный компонент, содержащий ДНК и белки, уплотняется, а само ядро в конечном счете распадается на мелкие 
фрагменты. Вся клетка также также дробится на отдельные кусочки. Этот комплекс изменений, характерный для 
программируемой гибели клеток, часто обозначают термином апоптоз, что в переводе с греческого означает "опадание 
листьев". 

Программа, принимающая крайне ответственное и иногда непоправимое решение - жить или не жить, - должна быть 
предельно осмотрительной, поэтому клетка старается сделать все, чтобы не ошибиться. Перед вынесением окончательного 
приговора (активирование разрушающих клетку ферментов) сигналы, получаемые извне, подвергаются всестороннему 
анализу. Этот анализ начинается уже на уровне первичных сигналов, получаемых клеткой. Так, в ткани, в которой идет 
интенсивное клеточное деление, обычно находятся разнообразные белковые вещества, называемые факторами роста. Эти 
факторы стимулируют деление. Их отсутствие является либо указанием на то, что потребность в "молодых" клетках уже 
удовлетворена, либо серьезным сигналом неблагополучия. Разные факторы роста взаимодействуют с разными рецепторами, 
и клетка часто ориентируется на информацию, получаемую одновременно с нескольких рецепторов. 

Анализ этой информации внутри клетки происходит при участии многих белков. В последнее время открыты белки как 
способствующие, так и препятствующие развитию апоптоза. Эти белки как бы напоминают штат нескольких инстанций 
судебных коллегий, которые могут либо одобрить смертный приговор, либо его отменить или приостановить исполнение. 
Хотя мы не знаем, в чем конкретно заключается процесс принятия решения, известно, что характер этого решения часто 
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зависит от относительной концентрации определенных белков-регуляторов. Некоторые из этих белков - "ястребы" - обычно 
"голосуют" за смертный приговор, другие - "голуби" - за помилование. В ряде случаев решение принимается простым 
большинством голосов. Например, это может происходить следующим образом (рис 1). Есть такой белок Bax, молекулы 
которого имеют сродство друг к другу и образуют димеры. Повышенное содержание белка Bax способствует развитию 
апоптоза. Другой белок - Bcl-2 также умеет формировать димеры, но он может также присоединиться и к белку Bax, образуя 
при этом Bax/Bcl-2 гетеродимеры. В результате происходит нейтрализация апоптозной активности белка Bax. Таким 
образом, при прочих равных условиях преобладание белка Bax будет способствовать гибели клетки (при наличии 
соответствующего сигнала), а при преобладании белка Bcl-2, наоборот, клетка с большей вероятностью будет защищена от 
гибели.  

Интересно, что некоторые из генов, контролирующих апоптозную реакцию у людей, являются очень древними. 
Например, ген человека, направляющий синтез белка Bcl-2, имеет структурное сходство с геном Caenorhabditis elegans, в 
котором закодирован антиапоптозный белок Ced-9. При нарушении функции белка Ced-9 гибнет не 131 клетка, как в норме, 
а большее их число. В специальных опытах было показано, что в определенных пределах белки Bcl-2 и Ced-9 
взаимозаменяемы. Есть и другие примеры родственных связей между участниками систем, контролирующих апоптоз у 
людей и червей. Так, некоторые из протеаз человека, принимающих участие в финале апоптозной драмы, - родственники 
другого белка (Ced-3) Caenorhabditis elegans. 

Но в общем эта система у млекопитающих все же значительно сложнее и включает большее число компонентов.  

 

Рис. 1. Схема регуляции апоптоза при помощи 
взаимодействующих между собой белков с разнонаправленными 
активностями. Комплексы, состоящие из двух молекул белка Bax 
(гомодимеры), способствуют развитию апоптоза. Однако при 
наличии достаточного количества молекул белка Bcl-2 происходит 
образование Bax/Bcl-2 гетеродимеров, которые лишены способности 
вызывать апоптоз. 

Вообще "бюрократический" аппарат наших клеток, несмотря на их микроскопические размеры, огромен; в том числе 
"раздут" штат и в "департаменте", который занимается апоптозом. Но это излишество только кажущееся. Ведь тот же 
департамент отвечает и за контроль над клеточным делением. Некоторые белки одновременно "присматривают" и за 
апоптозом, и за делением клетки. Таким образом, системы регуляции клеточного деления и клеточной смерти оказываются 
тесно переплетенными между собой. Это обстоятельство имеет очень важные биологические последствия. Одно из них 
заключается в том, что апоптоз - мощное и важнейшее средство естественной профилактики раковых и других 
злокачественных новообразований. Есть специальные гены, которые так и называются - анти-онкогены. Среди них важное 
место занимает ген, кодирующий белок с маловыразительным названием р53 (название характеризует массу этого белка в 
килодальтонах). Белок р53 внимательно "следит" за работой генов, способных вызвать несвоевременное деление клетки, и 
вообще за неполадками в ДНК - генетическом материале клетки. В случае необходимости р53 сдвигает равновесие в пользу 
апоптоза и потенциально опасная клетка гибнет. Если же "заболевает" (мутирует) сам р53, то система регуляции клеточного 
деления остается без должного присмотра. 

Все это не просто абстрактные рассуждения: в клетках злокачественных новообразований человека нередко 
обнаруживают мутации в белке р53, нарушающие его работоспособность. Без присмотра нарушается дисциплина, и вместо 
того, чтобы погибнуть, клетка начинает бесконтрольно делиться. Возникает опухоль. Если же р53 нормален, система 
программируемой клеточной смерти резко снижает частоту раковых заболеваний. Сходным образом эта система следит и за 
некоторыми другими неполадками в работе генетического аппарата. Значительно легче своевременно устранить 
потенциально опасную клетку, чем потом бороться с ее многочисленным непослушным потомством. 

С другой стороны, многие противораковые лекарства обладают лечебным действием именно потому, что способны 
вызывать апоптоз в раковых клетках. Эти лекарства часто воздействуют на генетический аппарат делящихся клеток, вызывая 
нарушения в его работе. А как мы уже знаем, клеточные белки, в частности р53, реагируют на такие нарушения включением 
апоптозной системы. В то же время, при лечении противораковыми препаратами нередко возникает устойчивость к этим 
препаратам - одна из главных причин недостаточной эффективности химиотерапии злокачественных опухолей. Эта 
устойчивость имеет в разных случаях разную природу, но одна из причин - нарушение работы апоптозной системы. Клетка 
как бы отказывается жертвовать собой во имя общего блага несмотря на полученные инструкции. Кончается такой "эгоизм" 
скверно. Лучевая терапия раковых заболеваний также основана на способности облучения вызывать апоптоз (при участии 
р53) прежде всего в активно делящихся клетках.  

Нарушение физиологического равновесия между делением и гибелью клеток лежит в основе и некоторых других - 
неопухолевых - заболеваний. В частности, есть основания считать, что при СПИДе (синдроме приобретенного 
иммунодефицита) уменьшение содержания в крови определенного класса лейкоцитов, играющих важную роль в 
иммунитете, обусловлено их апоптозной гибелью. В основе некоторых других дегенеративных заболеваний также, 
возможно, лежит нарушение функции апоптозной системы.  

Большую роль играет апоптоз и в защите организма от возбудителей инфекционных заболеваний, в частности, от 
вирусов. Многие вирусы вызывают такие глубокие нарушения в обмене веществ зараженной клетки, что она воспринимает 
эти нарушения как сигнал к экстренному включению программы гибели. Биологический смысл такой реакции вполне 
понятен. Смерть зараженной клетки еще до того, как в ней образуется новое поколение вирусных частиц, предотвратит 
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распространение инфекции по организму. Однако у некоторых вирусов выработались специальные приспособления, 
направленные на подавление апоптоза в заражаемых клетках. Тут могут использоваться разные средства. В одних случаях в 
вирусном генетическом материале закодированы вещества, которые и по строению, и по функции очень похожи на 
клеточные антиапоптозные белки-регуляторы (такие как, например, уже упоминавшийся Bcl-2 или белки, подавляющие 
активность протеаз). В других - вирус на правах оккупанта насильственно стимулирует синтез клеткой ее собственных анти-
апоптозных белков. Так или иначе, создаются предпосылки для беспрепятственного размножения вируса. 

Подведем некоторые итоги. В генетическом аппарате каждой клетки многоклеточного организма имеется специальная 
программа, которая при определенных обстоятельствах может привести клетку к гибели. При нормальном развитии эта 
программа направлена на удаление избыточно образовавшихся клеток-"безработных", а также клеток-"пенсионеров", 
переставших заниматься общественно полезным трудом. Другая важная функция клеточной гибели - удаление клеток-
"инвалидов" и клеток-"диссидентов" с серьезными нарушениями структуры или функции генетического аппарата. В 
частности, апоптоз - один из основных механизмов самопрофилактики онкологических заболеваний.  

Система программируемой клеточной смерти - существенный фактор иммунитета, поскольку гибель зараженной клетки 
может предотвратить распространение инфекции по организму. Другое дело, что некоторые инфекционные агенты 
выработали специальные меры для предотвращения преждевременной гибели зараженных клеток. Нарушения системы 
программируемой гибели клетки - причина серьезной патологии. Ослабление способности к апоптозу может вести к 
развитию злокачественных опухолей. Некоторые заболевания, в частности дегенеративные повреждения нервной системы, - 
результат избыточного апоптоза. 

Воздействие на программу клеточной гибели - перспективное направление лекарственного лечения. Так, одна из 
важных задач противораковой терапии - стимуляция апоптозной системы. В других случаях задача врача, наоборот, 
предотвратить вредное для организма клеточное самоубийство. 

Таким образом, какие-то компоненты каждой клетки по праву могли бы нести микроскопическое изображение черепа 
со скрещенными костями. Однако следует признать, что наличие такого смертельного механизма - обстоятельство не только 
необходимое, но в конечном итоге крайне благоприятное. Без системы программируемой клеточной гибели мы с вами не 
могли бы появиться на свет такими, какими мы рождаемся. И поддержание порядка в наших организмах в течение 
дальнейшей жизни в значительной степени обеспечивается именно способностью наших клеток к программируемой смерти. 


