
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 7  № 2 (25)  2015 | ACTA NATURAE | 69

УДК 577.21

Модифицированный метод анализа 
структуры рРНК позволил выявить 
новые свойства аналогов C/D-бокс-
РНК

Ю. А. Филиппова1,2*, Г. А. Степанов1, Д. В. Семенов1, О. А. Коваль1,2, Е. В. Кулигина1, 
И. В. Рабинов1, В. А. Рихтер1

1Институт химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН, 630090, 
Новосибирск, просп. Академика Лаврентьева, 8
2Новосибирский государственный университет, 630090, Новосибирск, ул. Пирогова, 2
*E-mail: filippova@niboch.nsc.ru
Поступила в редакцию 04.08.2014
После доработки 19.01.2015

РЕФЕРАТ Созревание рибосомных РНК (рРНК) представляет собой сложный процесс, в ходе которого от-
дельные нуклеотиды подвергаются химическим модификациям по азотистым основаниям или остатку 
рибозы. Одна из самых распространенных модификаций рРНК – 2’-O-метилирование нуклеотидов – осу-
ществляется рибонуклеопротеидными комплексами, содержащими в своем составе малые ядрышковые 
C/D-бокс-РНК. Поскольку большая часть 2’-O-метилированных нуклеотидов расположена в наиболее 
консервативных участках рРНК, формирующих важнейшие функциональные центры рибосом, то из-
менения в профиле 2’-O-метилирования могут приводить к нарушениию сборки и функционирования 
рибосом. Один из основных методов выявления положений 2’-O-метилированных нуклеотидов в протя-
женных РНК – метод терминации обратной транскрипции. В настоящей работе этот метод адаптирован 
к использованию флуоресцентно меченных праймеров и анализу продуктов терминации капиллярным 
гель-электрофорезом на автоматическом генном анализаторе. С помощью разработанного подхода про-
анализировано действие синтетических аналогов C/D-бокс-РНК на посттранскрипционные модификации 
28S рРНК человека в клетках линии MCF-7. Установлено, что трансфекция клеток MCF-7 аналогом C/D-
бокс-РНК приводит к увеличению глубины модификации отдельных сайтов 2’-O-метилирования в рРНК-
мишени. Наблюдаемый эффект воздействия синтетических РНК на 2’-O-метилирование нуклеотидов 
рРНК в клетках человека указывает на возможность направленной регуляции посттранскрипционного 
созревания рРНК. Представленный подход может найти применение в разработке методов выявления за-
болеваний человека.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА малые ядрышковые C/D-бокс-РНК, посттранскрипционные модификации нуклеотидов 
РНК, 2’-O-метилирование РНК, терминация обратной транскрипции.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ рРНК – рибосомная РНК; ПТЦ – пептидилтрансферазный центр; мяоРНК – малая 
ядрышковая РНК; мяоРПК – малый ядрышковый рибонуклеопротеидный комплекс; FAM – 5(6)-карбо-
ксифлуоресцеин; M-MLV – Moloney Murine Leukemia Virus, вирус лейкоза мышей Молони; dNTP – дезок-
сирибонуклеозидтрифосфаты; ОТ – обратная транскрипция; ПААГ – полиакриламидный гель.

ВВЕДЕНИЕ
РНК всех живых организмов подвергаются пост-
транскрипционной модификации и содержат 
не только канонические, но и модифицированные 
нуклеотиды, необходимые для правильного функ-
ционирования сложных биологических комплексов. 
Посттранскрипционные модификации существен-
но влияют на формирование вторичной структуры 
и функции РНК [1, 2].

Одна из наиболее распространенных модифика-
ций некодирующих РНК у млекопитающих – мети-
лирование нуклеотидов по 2’-O-положению рибозы 
[3]. Положения многих сайтов 2’-O-метилирования 
в рРНК носят консервативный характер, а большин-
ство модификаций обнаружены в наиболее эволю-
ционно консервативных и важных участках рРНК, 
которые играют ключевую роль на различных этапах 
трансляции [4]. Изменение общей картины распре-
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деления модифицированных нуклеотидов или не-
достаток таких нуклеотидов могут привести к нару-
шению сборки и функционирования рибосом [5, 6]. 
Например, показано, что блокирование модификации 
нуклеотидов пептидилтрансферазного центра (ПТЦ) 
рибосом вызывает изменения во вторичной структу-
ре 25S рРНК дрожжей, нарушает трансляционную 
активность рибосом и повышает, в ряде случаев, чув-
ствительность клеток к действию ингибиторов транс-
ляции [2, 7]. 

Считается, что модификации способствуют стаби-
лизации «функциональной» структуры рРНК за счет 
влияния на внутри- и межмолекулярные взаимодей-
ствия [2]. На данный момент основной функцией мо-
дификаций считают участие в созревании и сборке 
рибосом: модификация рРНК в определенной степе-
ни может служить дополнительным критерием ка-
чества новосинтезированной рРНК, что способствует 
отбору только «правильных» рРНК для включения 
в рибосомы [8].

Известно, что 2’-O-метилирование нуклеотидов 
рРНК и малых ядерных РНК клеток млекопитаю-
щих осуществляют рибонуклеопротеидные ком-
плексы (мяоРПК), содержащие малые ядрышковые 
C/D-бокс-РНК [9]. При этом C/D-бокс-РНК, буду-
чи комплементарными участку РНК-мишени, непо-
средственно участвуют в процессе узнавания нукле-
отида-мишени 2’-O-метилирования – модификации 
подвергается пятый нуклеотид от D-бокса (рис. 1) 
[10, 11].

Недавно показали, что в клетках некоторых ти-
пов рака повышен уровень экспрессии генов C/D-
бокс-РНК, а также фибрилларина – ключевого белка 
мяоРПК, выполняющего роль метилтрансферазы [12, 
13]. Установлено, что клетки рака молочной железы 
разного типа могут отличаться глубиной модифи-
кации отдельных нуклеотидов рРНК [14]. Различия 
в экспрессии отдельных C/D-бокс-РНК выявлены 
и при разных типах лейкоза [15]. Ранее уже отмеча-
лось, что нарушения в созревании рРНК и синтеза 
рибосомных белков в клетках человека могут приво-
дить к патологическим изменениям [16, 17]. Таким об-
разом, мяоРНК могут участвовать в онкогенезе, а из-
менение профиля 2’-O-метилирования рРНК может 
иметь диагностическую значимость. Поэтому акту-
альной представляется разработка новых подходов 
к анализу структуры рРНК и других протяженных 
клеточных РНК, позволяющих количественно оцени-
вать глубину модификации отдельных нуклеотидов 
таких РНК.

В настоящей работе метод определения положе-
ний 2’-O-метилированных нуклеотидов РНК адап-
тирован к использованию 5’-флуоресцентно мечен-
ных праймеров с последующим анализом продуктов 

терминации обратной транскрипции (ОТ) на авто-
матическом ДНК-анализаторе. При помощи пред-
ложенного подхода проведен анализ влияния син-
тетических аналогов C/D-бокс-РНК на изменение 
профиля 2’-O-метилированных нуклеотидов рРНК 
в клетках человека. Показано, что при трансфек-
ции клеток аденокарциномы MCF-7 синтетическими 
C/D-бокс-РНК, направленными на 28S рРНК, про-
исходит увеличение глубины 2’-O-метилирования 
отдельных нуклеотидов рРНК-мишени.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Анализ профилей 2’-O-метилирования 18S и 28S 
рРНК человека
Номера нуклеотидов рРНК человека приведены 
в соответствии с GenBank: U13369 (7935–12969 н.) 
для 28S рРНК и X03205 для 18S рРНК.

Обратную транскрипцию проводили с исполь-
зованием праймеров, содержащих на 5’-конце [32P] 
либо остаток 5(6)-карбоксифлуоресцеина (FAM): 
18-2 – 5’-TAATGATCCTTCCGCAGGTTC-3’ (ком-
плементарен участку 1849–1869 н. 18S рРНК); 
FAM-28-2.2 – 5’-ATTGGCTCCTCAGCCAAGCA-3’ 
(4608–4627 н.  28S рРНК) и FAM-4491 – 5’- 
GACGGTCTAAACCCAGCTCA-3’ (4491–4510 н. 28S 
рРНК). Реакционную смесь, содержащую 3.0 мкг 
суммарной клеточной РНК и 1.4 пмоль праймера, ин-
кубировали при 70°С в течение 3 мин и охлаждали 
до 4°С. Добавляли буфер для обратной транскрип-
ции, содержащий (мМ) 50 KCl, 50 Трис-НСl (рН 8.3), 
4 MgCl

2
 и 10 ДТТ; а также 3 ед. акт./мкл обратной 

транскриптазы M-MLV («Биосан», Новосибирск). 

Рис. 1. Структура C/D-бокс-РНК и ее взаимодействие 
с предшественником рРНК
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В отдельные пробы добавляли dNTP до конечной 
концентрации 2.0, 1.0, 0.1 или 0.04 мМ. Реакционную 
смесь инкубировали 2 ч при 40°С. Продукты ОТ 
осаждали 75% этанолом, высушивали и растворяли 
в деионизованной воде.

Секвенирование участка 18S рРНК проводи-
ли методом обратной транскрипции в присутствии 
ddNTP. Для этого инкубировали 3.0 мкг суммарной 
клеточной РНК и 1.4 пмоль праймера 18-2 в течение 
3 мин при 70°С, охлаждали до 4°С. К смеси добавля-
ли один из ddNTP: ddATP до конечной концентра-
ции 5.0 мкМ, ddСTP – 2.5 мкМ, ddGTP – 5.0 мкМ 
или dTTP – 5.0 мкМ. Конечная концентрация dNTP, 
соответствующего ddNTP в смеси, равна 25 мкМ, 
а остальных dNTP – 100 мкM. К полученной сме-
си добавляли буфер для обратной транскрипции 
(см. выше), а также 2.0 мМ MnCl

2
, 10 мМ ДТТ и 

3 ед. акт./мкл обратной транскриптазы M-MLV. 
Смесь инкубировали в течение 90 мин при 40°С. 
Продукты ОТ осаждали 75% этанолом, высушивали 
и растворяли в деионизованной воде.

Анализ продуктов обратной транскрипции 
рибосомных РНК клеток человека

Флуоресцентно меченные продукты обратной 
транскрипции рРНК анализировали на анализато-
ре ABI3100 Applied Biosystems (ЦКП «Геномика» СО 
РАН). Данные анализировали с помощью программ-
ного обеспечения Peak Scanner Software версии 1.0 
(Applied Biosystems, США). Относительное измене-
ние выхода продуктов ОТ определяли с использо-
ванием значений площадей пиков, нормированных 
на сумму площадей пиков, относительная интен-
сивность которых изменялась меньше чем на 20%. 
Представлены средние данные как минимум трех 
независимых экспериментов. 

Получение синтетических C/D-бокс-РНК
Аналоги C/D-бокс-РНК были получены с помощью 
транскрипции in vitro согласно [18, 19]:
28A4518 (98 н.)
5’-
GACUCAGCAUGCGUGUUCAUGCUAUGAUGAAA-
AAGUCAACUUAGGCGUGGUUGUGGCCUAAAA-
CUAACCUGUCUCUGAUGGCAGAGGCAUGCUGA-
GUC-3’;
РНК3 (77 н.)
5’-
GGGUGCAGAUGAUGUAAAAUAGCGACGGGCGG- 
UGCUGAGAGAUGGUGAUGAACGGUCUAAACCC-
AGCUGAUGCACCC-3’;
РНК5 (77 н.)
5’-
GGGUGCAGAUGAUGUAAAAUAGCGACGGGCGG- 

UGCUGAGAGAUGGUGAUGAACGACGGUCUAAA- 
CCCUGAUGCACCC-3’;
РНК5mC (77 н.)
5’-
GGGUGCAGACAGCACAAAAUAGCGACGGGCGG- 
UGCUGAGAGAUGGCAGCAGACGACGGUCUAAA- 
CCCUGAUGCACCC-3’;
РНК5D/N (77 н.)
5’-
GGGUGCAGAUGAUGUAAAAUAGCGACGGGCGG- 
UGCUGAGAGAUGGUGAUGAACGACGGUCUAAA- 
CCAGUCUGCACCC-3’;
РНК5mD (77 н.)
5’-
GGGUGCAGAUGAUGUAAAAUAGCGACGGGCGG- 
UGAAAAGAGAUGGUGAUGAACGACGGUCUAAA- 
CCAAAAUGCACCC-3’.

Подчеркнута область узнавания нуклеотидов 
рРНК, жирным шрифтом выделены консервативные 
элементы (C- и D-боксы).

Трансфекция клеток MCF-7 синтетическими РНК. 
Выделение суммарной клеточной РНК
Клетки MCF-7 (Российская коллекция клеточ-
ных культур позвоночных, ИНЦ РАН, Санкт-
Петербург) культивировали в среде IMDM с 10 мМ 
L-глутамином и 40 мкг/мл гентамицина в присут-
ствии 10% эмбриональной сыворотки крупного рога-
того скота при 37оС в атмосфере 5% СО

2
.

Синтетические аналоги C/D-бокс-РНК (10-6 М) 
предварительно инкубировали с липофектамином 
(Lipofectamine Reagent, Invitrogen, США) в концен-
трации 0.06 мг/мл в течение 15 мин при 20°С. Клетки 
MCF-7 трансфицировали комплексом липофекта-
мина с РНК (конечная концентрация РНК в среде 
7 × 10-8 M). Контрольные клетки инкубировали в сре-
де с липофектамином (6 мкг/мл). После 24 ч инку-
бации суммарную РНК клеток выделяли с помощью 
Trizol Reagent (Invitrogen, США) согласно протоколу 
производителя. Сохранность суммарной РНК оцени-
вали электрофорезом на Lab-on-chip анализаторе 
нуклеиновых кислот Agilent Bioanalyzer и исполь-
зовали препараты со значениями RIN не менее 8.0. 
Профиль 2’-O-метилирования рРНК анализировали 
как описано выше.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Модификация метода терминации обратной 
транскрипции
Метод терминации обратной транскрипции осно-
ван на способности 2’-O-метилированных нукле-
отидов вызывать остановку ревертазы при кон-
центрации dNTP менее 1 мМ [20]. По длине 
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продуктов терминации ОТ можно судить о положе-
ниях 2’-O-метилированных нуклеотидов в анализи-
руемой РНК-матрице [21] (рис. 2). В отличие от стан-
дартной методики, которая предполагает проведение 
реакции обратной транскрипции с радиоактивно ме-
ченным праймером и разделение кДНК-продуктов 
в полиакриламидном геле с последующей радиоавто-
графией, разработанный нами подход основан на ис-
пользовании флуоресцентно меченных праймеров 
и анализе кДНК капиллярным гель-электрофорезом 
на автоматическом генном анализаторе.

Возможность применения такого подхода к опре-
делению положений 2’-O-метилированных ну-

клеотидов в РНК изучали с помощью обратной 
транскрипции 18S или 28S рРНК из линии клеток 
MCF-7 с [5’-32P]- или 5’-FAM-мечеными прайме-
рами. На рис. 3 представлено сравнение типич-
ных результатов «стандартного» метода с исполь-
зованием радиоактивно меченных праймеров 
и метода, адаптированного к анализу флуоресцентно 
меченных кДНК-продуктов на автоматическом ДНК-
анализаторе. Видно, что наборы кДНК-продуктов 
на рис. 3А,Б хорошо согласуются между собой 
по длине и относительному выходу.

Для точного определения соответствия детек-
тируемых продуктов терминации ОТ положениям 
конкретных нуклеотидов РНК-матрицы мы разде-
ляли продукты реакции секвенирования по Сэнгеру 
участка 18S рРНК (рис. 3А, нижняя вставка).

Воспроизводимость результатов оценивали с ис-
пользованием данных трехкратного повторения об-
ратной транскрипции суммарной клеточной РНК 
с праймерами, специфичными к различным участ-
кам 18S и 28S рРНК, с последующим разделением 
ДНК-транскриптов на генном анализаторе. В серии 
экспериментов было установлено, что главные про-
дукты терминации ОТ одинаковых участков рРНК-
матрицы согласуются по времени выхода (± 1 н.) 
и интенсивностям сигналов кДНК (± 10%) (данные 
не приведены).

Рис. 2. Метод терминации обратной транскрипции

РНК
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кДНК

Обратная 
транскрипция

Рис. 3. Сравнение про-
дуктов терминации об-
ратной транскрипции 18S 
рРНК с [5’-32P]-меченым 
и 5’-FAM-меченым прай-
мером 18-2 (в присутствии 
0.04 мМ dNTP). А – раз-
деление 5’-FAM-меченых 
продуктов терминации 
ОТ капиллярным электро-
форезом на автоматиче-
ском ДНК-анализаторе 
(верхняя вставка); про-
дукты терминации ОТ 18S 
рРНК в присутствии ddGTP 
и ddCTP (нижняя вставка). 
Б – разделение [5’-32P]-
меченых продуктов ОТ 
в 12% денатурирующем 
ПААГ. Дорожка 0.04 – 
продукты терминации 
ОТ при 0.04 мМ dNTP. 
Дорожки G, A, C и U – 
терминация ОТ 18S рРНК 
в присутствии ddCTP, 
dTTP, ddGTP и ddATP со-
ответственноДлина кДНК, н.
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С помощью предлагаемого метода мы проанализи-
ровали наборы продуктов терминации ОТ 28S рРНК 
человека при разных концентрациях мономеров 
в реакционной смеси. В дополнение к стандартным 
условиям эксперимента по терминации ОТ, при ко-
торых используют пониженные концентрации dNTP 
в реакционной смеси (0.001–0.1 мМ) [21], мы прово-
дили реакцию и при повышенных концентрациях 
мономеров (2.0 мМ). Из рис. 4 видно, что при пони-
жении концентрации dNTP в реакционной смеси 
увеличивается выход кДНК-продуктов длиной 84, 
149, 171 и 235 н., соответствующих известным сай-
там 2’-O-метилирования – Cm4426, Gm4362, Gm4340 
и Um4276 (рис. 4Б,В). ОТ терминируется непосред-
ственно на модифицированном нуклеотиде (Gm4362, 
Gm4340 и Um4276) либо на нуклеотиде, прилежащем 
с 3’-конца к 2’-O-метилированному (Сm4426). Кроме 
того, установлено, что при повышении концентрации 
dNTP до 2.0 мМ удается увеличить специфичность 
терминации на 2’-O-метилированных нуклеотидах 
рРНК. Так, при 2.0 мМ dNTP выход продуктов тер-
минации, не относящихся к 2’-O-метилированным 
нуклеотидам РНК-матрицы, значительно снижает-

ся по сравнению с ОТ, проводимой при 0.1 мМ dNTP 
(рис. 4Б,Г).

Преимуществом нового подхода является воз-
можность количественной оценки выхода про-
дуктов терминации ОT. При этом разделение 
продуктов терминации на автоматическом генном ана-
лизаторе позволяет получать более полную информа-
цию о распределении сайтов терминации в структуре 
РНК-матрицы за счет анализа более протяженных 
участков РНК по сравнению со стандартным разделе-
нием кДНК в денатурирующем ПААГ. Предложенный 
подход может быть использован как для идентифи-
кации модифицированных нуклеотидов в природных 
РНК и подтверждения положений сайтов модифика-
ции в синтетических РНК, так и для решения других 
задач, связанных с анализом структуры протяженных 
РНК, методом обратной транскрипции.

Влияние аналогов C/D-бокс-РНК на профиль 
2’-O-метилирования нуклеотидов рРНК клеток 
человека
Представленный в нашей работе подход был исполь-
зован для изучения влияния аналогов малых ядрыш-

Рис. 4. Анализ кДНК-продуктов терминации ОТ, соответствующих известным сайтам 2’-O-метилирования в 28S 
рРНК. А – схема расположения 2’-O-метилированных нуклеотидов в 28S рРНК и длин соответствующих им кДНК-
продуктов терминации ОТ с праймера FAM-4491. Б–Г – разделение FAM-меченых продуктов терминации ОТ 
на автоматическом ДНК-анализаторе. ОТ 28S рРНК клеток MCF-7 проводили при следующих концентрациях 
dNTP в реакционной смеси (мМ): Б – 0.1, В – 1.0, Г – 2.0
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ковых C/D-бокс-РНК на процессинг рРНК-мишеней 
в клетках человека. Ранее J. Cavaille и соавт. показа-
ли возможность направления 2’-O-метилирования 
нуклеотидов рРНК с использованием ДНК-
конструкций, кодирующих C/D-бокс-РНК [22]. Нами 
были сконструированы и получены синтетические 
аналоги малых ядрышковых C/D-бокс-РНК чело-
века, содержащие измененные области узнавания 
мишени (рис. 1). В качестве мишеней синтетических 
C/D-бокс-РНК были выбраны нуклеотиды рРНК че-
ловека, входящие в состав или находящиеся вбли-
зи ПТЦ рибосом – G4499, U4502 и A4518 28S рРНК 
[23–25]. Аналоги малых ядрышковых C/D-бокс-РНК 
были сконструированы таким образом, чтобы их по-
следовательности содержали необходимые компо-
ненты для направления 2’-O-метилирования в зара-
нее заданный нуклеотид-мишень: консервативные 
области С- и D-боксов (домены узнавания белков 
мяоРПК); а также область, комплементарную участ-
ку рРНК-мишени (рис. 5).

Аналог C/D-бокс-РНК – 28A4518 – имел струк-
туру, способную направлять 2’-O-метилирование 
нуклеотида A4518 28S рРНК. Из рис. 6В видно, 
что трансфекция РНК 28A4518 в клетки человека 
линии MCF-7 не вызывает появления нового про-
дукта терминации в положении нуклеотида-мише-
ни, соответствующему кДНК длиной 109 н. Вопрос 
отсутствия модификации нуклеотидов-мишеней 
в составе рРНК мы обсуждали ранее [18]. В част-
ности, мы полагаем, что наблюдаемое отсутствие 
2’-O-метилирования нуклеотидов-мишеней может 
указывать на низкое содержание модифицированной 
рРНК в клетках вследствие ее быстрой деградации. 
Как показано в работах B. Liu и M.J. Fournier с со-
авт., 2’-O-метилирование ряда нуклеотидов, форми-
рующих активные центры рибосом клеток дрожжей, 

индуцирует деградацию рРНК-мишеней и приводит 
к снижению скорости роста клеток [23, 27, 28].

Несмотря на отсутствие терминации на нукле-
отиде-мишени РНК 28A4518, трансфекция клеток 
синтетическим аналогом приводила к изменению 
глубины 2’-O-метилирования известных сайтов мо-
дификации рРНК. Из данных рис. 6 видно, что уве-
личивается выход продуктов терминации, соот-
ветствующих положениям 2’-O-метилированнных 
Gm4362, Gm4198 и Um4197 (рис. 6Б,В). Сравнение 
значений интенсивностей кДНК-продуктов показа-
ло, что трансфекция клеток аналогом РНК 28A4518 
приводит к усилению терминации на нуклеотиде 
Gm4362 в 1.5 раза, тогда как выход продукта длиной 
428–429 н. (Gm4198 и Um4197) возрастает в 2.2 раза. 
Повышение выхода продуктов ОТ, соответствующих 
остановке ревертазы на 2’-O-метилированных ну-
клеотидах, указывает на большую глубину модифи-
кации этих нуклеотидов рРНК в трансфицированных 
клетках.

Изменение глубины модификации нуклеотидов 
рибосомных РНК может быть связано с увеличением 
локальной концентрации компонентов комплексов, 
осуществляющих 2’-O-метилирование нуклеоти-
дов при созревании ядрышкового предшественника 
рРНК. Нуклеотиды Gm4362, Gm4198 и Um4197 28S 
рРНК находятся на значительном расстоянии (бо-
лее 150 н.) от участка комплементарности аналогов 
C/D-бокс-РНК к рРНК (рис. 5). Увеличение глуби-
ны 2’-O-метилирования перечисленных нуклеоти-
дов может быть связано с их сближенностью в про-
странственной структуре предшественника рРНК 
с нуклеотидами-мишенями C/D-бокс-РНК и мигра-
цией компонентов метилтрансферазного комплек-
са от дуплекса C/D-бокс-РНК ∙ рРНК к ближайшим 
нуклеотидам рРНК. Нельзя исключать также воз-

Рис. 5. Конструирование 
синтетических аналогов C/D-
бокс-РНК. Консервативные 
элементы аналогов мяоРНК – 
C (C’)- и D (D’)-боксы – вы-
делены зеленым цветом. 
Нуклеотиды-мишени в рРНК 
обозначены стрелкой с ука-
занием номера нуклеотида 
в соответствии с [26]. Извест-
ные 2’-O-метилированные 
нуклеотиды в структуре 28S 
рРНК выделены красным 
цветом. В рамках справа 
приведены обозначения 
аналогов C/D-бокс-РНК, со-
держащих в своей структуре 
соответствующую область 
комплементарности к рРНК

G4499 28S рРНК

U4502 28S рРНК

A4518 28S рРНК

РНК3

РНК5

28A4518
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можное влияние синтетических РНК на вторичную 
структуру рРНК и взаимодействие с независимыми 
трансфакторами, контролирующими этапы созре-
вания рРНК в клетках эукариот, такими, как РНК-
геликазы [29].

Усиление терминации ОТ на известных сайтах 
2’-O-метилирования мы наблюдали при изучении 
воздействия других аналогов C/D-бокс-РНК на клет-
ки человека. В частности, аналоги РНК3 и РНК5 были 
сконструированы таким образом, чтобы направлять 
2’-O-метилирование нуклеотидов 28S рРНК G4499 
и U4502 соответственно. Трансфекция клеток MCF-7 
аналогом РНК3 или РНК5 не индуцировала модифи-
кации нуклеотида-мишени, но приводила к усилению 
глубины 2’-O-метилирования нуклеотида Cm4506 

Рис. 6. Влияние синтетиче-
ских аналогов C/D-бокс-
РНК на выход продуктов 
терминации ОТ рРНК. 
А – схема расположения 
2’-O-метилированных 
нуклеотидов в 28S рРНК 
и длин соответствующих 
им продуктов терминации 
ОТ с праймера FAM-28-
2.2. Продукты ОТ рРНК 
контрольных клеток MCF-7 
(Б) и клеток MCF-7, транс-
фицированных аналогом 
28A4518 (В). ОТ рРНК про-
водили при концентрации 
dNTP 0.04 мМ

Длина кДНК, н.

Длина кДНК, н.
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В

28S рРНК (рис. 7В,Г). Данные, представленные 
на рис. 7 и в таблице, показывают, что после транс-
фекции клеток MCF-7 синтетическими РНК3 и РНК5 
выход кДНК-продукта длиной 121 н. увеличивает-
ся в 40 и 7 раз соответственно. Этот кДНК-продукт 
образуется в результате терминации ревертазы 
M-MLV на 2’-O-метилированном Cm4506 28S рРНК 
при элонгации праймера FAM-28-2.2. Наблюдаемое 
повышение выхода продукта терминации указывает 
на увеличение глубины 2’-O-метилирования Cm4506.

С целью определения структурных особенно-
стей аналогов C/D-бокс-РНК, влияющих на глуби-
ну природного 2’-O-метилирования нуклеотидов 
рРНК, были получены аналоги C/D-бокс-РНК5, 
содержащие замены в последовательности С(С’)- 
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Рис. 7. Влияние синтетических аналогов C/D-бокс-РНК на глубину 2’-O-метилирования нуклеотида Cm4506 28S 
рРНК в клетках человека. А – расположение праймера FAM-28-2.2, 2’-O-метилированных нуклеотидов 28S 
рРНК и нуклеотидов-мишеней аналогов C/D-бокс-РНК. Б–Ж – разделение 5’-FAM-меченых продуктов терми-
нации ОТ 28S рРНК (при концентрации dNTP 0.04 мМ) контрольных клеток MCF-7 (Б) и клеток, трансфицирован-
ных РНК3 (В), РНК5 (Г), РНК5mC (Д), РНК5D/N (Е) и РНК5mD (Ж). Красной стрелкой сверху обозначено положе-
ние продукта терминации ОТ, соответствующего нуклеотиду Cm4506 28S рРНК. Продукт терминации ОТ длиной 
127 н. соответствует m3U4500 28S рРНК
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или D(D’)-боксов: РНК5mC, РНК5D/N и РНК5mD. 
Все перечисленные аналоги имели одинаковую по-
следовательность области узнавания, направленную 
на U4502 28S рРНК (рис. 5, таблица). В РНК5mC по-
следовательности C- (AUGAUGU) и C’- (GUGAUGA) 
боксов были заменены на (ACAGCAC) и (GCAGCAG) 
соответственно. В структуре РНК5D/N только 
D-бокс заменен на (AGUC), тогда как в РНК5mD обе 
последовательности D- и D’-боксов (CUGA) замене-
ны на (AAAA).

Установлено, что замены в структурах D- 
и C-боксов существенно снижают эффективность 
действия аналогов C/D-бокс-РНК. Так, при замене 

одного D-бокса в структуре РНК5 относительный вы-
ход продукта терминации уменьшается приблизи-
тельно в 2 раза, а при одновременной замене обоих 
D- и D’-боксов либо обоих C- и C’-боксов – снижается 
до уровня в контрольных клетках (рис. 7Г–Ж, та-
блица). Полученные данные позволили заключить, 
что C- и D-боксы являются ключевыми элементами 
в структуре синтетических аналогов C/D-бокс-РНК, 
влияющими на глубину 2’-O-метилирования нукле-
отидов рРНК при трансфекции их в клетки челове-
ка. Для влияния на модификацию рРНК достаточно 
одной пары C/D-боксов в структуре синтетической 
РНК. Удаление функциональных элементов – C- 
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и D-боксов – отменяет действие аналогов мяоРНК 
на структуру рРНК в трансфицированных клетках 
(рис. 7, таблица).

Полученные данные позволяют заключить, 
что аналоги C/D-бокс-РНК, проникая в клетки че-
ловека, влияют на посттранскрипционный процес-
синг рибосомных РНК. Хотя трансфекция аналогов 
C/D-бокс-РНК в клетки MCF-7 не вызывала de novo 
2’-O-метилирования заранее заданных нуклеотидов-
мишеней рРНК, под действием синтетических ана-
логов происходило увеличение глубины природного 
2’-O-метилирования нуклеотидов 28S рРНК.

Недавно показали, что в ряде линий опухолевых 
клеток повышение уровня отдельных C/D-бокс-РНК 
сопровождается увеличением содержания фибрил-
ларина – ключевого компонента ядрышкового ме-
тилтрансферазного комплекса [12]. Кроме того, про-
филь 2’-O-метилирования рРНК может различаться 
в раковых клетках различного происхождения [14]. 
В связи с этим предполагают, что регуляция созре-
вания рибосомных РНК может влиять на онкотранс-
формацию клеток и контролировать жизненный цикл 
раковых клеток [30, 31]. Поэтому наблюдаемый нами 
эффект синтетических РНК на 2’-O-метилирование 
нуклеотидов рРНК клеток человека указывает 
на перспективность разработки систем регуляции 
посттранскрипционного созревания рРНК, которые 
могут заложить основу для создания новых терапев-
тических подходов. Предложенный метод анализа 
2’-O-метилированных нуклеотидов в составе РНК 
может использоваться как для выявления модифи-
каций РНК, возникающих в результате направлен-
ного искусственного воздействия, так и для поиска 

диагностически значимых различий в профиле мо-
дификаций РНК в клетках человека.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе представлена адаптация метода 
терминации обратной транскрипции для выявле-
ния положений 2’-O-метилированных нуклеотидов 
в РНК и анализа 5’-флуоресцентно меченных кДНК-
продуктов капиллярным гель-электрофорезом 
на автоматическом генном анализаторе. С помощью 
предложенного подхода проанализировано влия-
ние синтетических аналогов малых ядрышковых 
C/D-бокс-РНК на профиль 2’-O-метилирования 28S 
рРНК человека в клетках линии MCF-7. Показано, 
что трансфекция клеток синтетическими аналога-
ми C/D-бокс-РНК приводит к усилению терминации 
ОТ на известных сайтах 2’-O-метилирования рРНК, 
что указывает на существенное повышение глуби-
ны модификации отдельных нуклеотидов рРНК-
мишеней. При этом ключевую роль в действии синте-
тических РНК играют консервативные структурные 
элементы мяоРНК – C- и D-боксы.

В настоящее время полагают, что посттран-
скрипционные модификации разных нуклеоти-
дов рРНК являются независимыми процесса-
ми. Так, направленное введение дополнительных 
2’-O-метилированных нуклеотидов в состав рРНК 
не влияет на выход модификации других нуклеоти-
дов [28, 32]. Наши данные показывают, что C/D-бокс-
РНК, которая содержит область узнавания, направ-
ленную в заранее заданный нуклеотид, и при этом 
не индуцирует 2’-O-метилирование нуклеотида-ми-
шени, может повлиять на глубину модификации дру-

Выход продукта терминации ОТ, соответствующего нуклеотиду Cm4506 28S рРНК клеток MCF-7, трансфициро-
ванных аналогами C/D-бокс-РНК

Аналог С/D-бокс-РНК Изменения в структуре C/D-бокс-РНК 
относительно аналога РНК5

Выход продукта 
терминации ОТ, соот-
ветствующего Cm4506 

28S рРНК**

Относительный выход 
продукта термина-

ции***, %

РНК5 – 1100 ± 154 100

РНК3 Сдвиг области узнавания на 3 нуклеоти-
да к 5’-концу рРНК 6500 ± 780 590

РНК5mC Бокс С (AUGAUGU) → (ACAGCAC);
бокс С’ (GUGAUGA) → (GCAGCAG) 170 ± 25 15

РНК5D/N Бокс D (CUGA) → (AGUC) 570 ± 86 50
РНК5mD Боксы D и D’ (CUGA) → (AAAA) 150 ± 25 13

Контроль* – 150 ± 25 13

*Контрольные клетки MCF-7 инкубировали в среде с липофектамином без РНК.
**Представлены средние значения площадей пиков (± SD).
***Приведены значения относительного выхода продукта терминации ОТ, соответствующего Cm4506 28S рРНК, 
по сравнению с его выходом при ОТ 28S рРНК клеток MCF-7, трансфицированных РНК5.
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гих нуклеотидов рРНК. Возможно, что наблюдаемый 
нами эффект отражает функционирование нового 
природного механизма взаимосвязанной регуляции 
посттранскрипционных модификаций нуклеотидов 
рРНК. Реализация такого механизма может влиять 
на глубину 2’-O-метилирования одних нуклеотидов 
при нарушении модификации других нуклеотидов, 

сближенных в пространственной структуре ядрыш-
кового предшественника рРНК. 
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