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Целью данной работы является изучение вторичной и третичной структур тРНК и их связь со свойствами молекулы.

тРНК – небольшая молекула РНК, ответственная за биосинтез белка. Ее функция заключается в доставке активированных аминокислот, ковалентно связанных с тРНК, к рибосоме и распознавание участков мРНК, отвечающих данной аминокислоте. Это небольшая молекула (от 74 до 95 нуклеотидов), имеющая вторичную структуру в виде «клеверного листа». В трехмерном пространстве она сворачивается в L-образную структуру, состоящую из спиральных участков и крупных петель.
 Для получения вторичной структуры первичная последовательность данной молекулы РНК была исследована с помощью программы find_pair пакета программ 3DNA. В результате получены пары нуклеотидов, взаимодействующие между собой посредством водородных связей и образующие спиральные участки РНК. На основе этих данных была построена модель вторичной структуры, похожая в развертке на «клеверный лист». При построении модели вторичной структуры по результатам программы find_pair, не учитывались пары нуклеотидов,   принимающие участие в образовании третичной структуры (например, связь между 15 и 48 или 19 и 56 нуклеотидами, находящимися в разных петлях).
  Результаты, поученные программой find_pairs:

   1   (0.008) A:...1_:[..G]G-----C[..C]:..72_:A (0.006)     |
   2   (0.006) A:...2_:[..C]C-----G[..G]:..71_:A (0.013)     |

   3   (0.021) A:...3_:[..G]G-----C[..C]:..70_:A (0.018)     |

   4   (0.018) A:...4_:[..G]G-*---U[..U]:..69_:A (0.015)     |

   5   (0.018) A:...5_:[..A]A-----U[..U]:..68_:A (0.011)     |

   6   (0.011) A:...6_:[..U]U-----A[..A]:..67_:A (0.020)     |

   7   (0.008) A:...7_:[..U]Ux---xA[..A]:..66_:A (0.016)     x

   8   (0.013) A:..41_:[..U]U-----A[..A]:..29_:A (0.019)     |

   9   (0.010) A:..42_:[..G]G-----C[..C]:..28_:A (0.007)     |

  10   (0.025) A:..43_:[..G]Gx---xC[..C]:..27_:A (0.011)     |

  11   (0.026) A:..45_:[..G]Gx*---C[..C]:..25_:A (0.011)     |

  12   (0.005) A:..11_:[..C]C-----G[..G]:..24_:A (0.013)     |

  13   (0.012) A:..12_:[..U]U-----A[..A]:..23_:A (0.030)     |

  14   (0.013) A:..13_:[..C]C----xG[..G]:..22_:A (0.017)     |

  15   (0.025) A:..14_:[..A]A-**-xU[..U]:...8_:A (0.016)     |

  16   (0.021) A:..15_:[..G]Gx**+xC[..C]:..48_:A (0.015)     x

  17   (0.026) A:..19_:[..G]Gx---xC[..C]:..56_:A (0.014)     +

  18   (0.014) A:..33_:[..U]Ux*--xA[..A]:..36_:A (0.015)     +

  19   (0.024) A:..50_:[..U]U-----A[..A]:..64_:A (0.014)     |

  20   (0.030) A:..51_:[..G]G-----C[..C]:..63_:A (0.016)     |

  21   (0.020) A:..52_:[..U]U-----A[..A]:..62_:A (0.016)     |

  22   (0.027) A:..53_:[..G]G-----C[..C]:..61_:A (0.012)     |
Из этих данных видно, что молекула имеет 4 спиральных участка и три петли.
Неканоническая пара оснований на схеме выделена синим цветом.

Список нестандартных оснований (на схеме выделены желтым фоном):

2MG   10       2N-METHYLGUANOSINE-5'-MONOPHOSPHATE  

H2U    16       5,6-DIHYDROURIDINE-5'-MONOPHOSPHATE  

H2U    17       5,6-DIHYDROURIDINE-5'-MONOPHOSPHATE  

M2G   26       N2-DIMETHYLGUANOSINE-5'-MONOPHOSPHATE

OMC  32       O2'-METHYLYCYTIDINE-5'-MONOPHOSPHATE 

OMG  34       O2'-METHYLGUANOSINE-5'-MONOPHOSPHATE 

 YG     37       WYBUTOSINE                           

PSU    39       PSEUDOURIDINE-5'-MONOPHOSPHATE       

5MC   40       5-METHYLCYTIDINE-5'-MONOPHOSPHATE    

7MG   46        7N-METHYL-8-HYDROGUANOSINE-5'-MONOPHOSPHATE                                    

5MC   49       5-METHYLCYTIDINE-5'-MONOPHOSPHATE    

5MU   54       5-METHYLURIDINE 5'-MONOPHOSPHATE     

PSU    55       PSEUDOURIDINE-5'-MONOPHOSPHATE       

1MA   58      6-HYDRO-1-METHYLADENOSINE-5'-MONOPHOSPHATE                                      
  Схема вторичной структуры тРНК:
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        Анализ трехмерной структуры фенилаланиновой тРНК:

L-образную молекулу транспортной РНК можно условно разбить на две части – акцепторный домен, образованный акцепторным стеблем и Т-петлёй, и домен, содержащий антикодон - состоит из антикодоновой и D-петлей. Основу структуры доменов составляют спиральные участки, поддерживающиеся рядом друг с другом стэкингом. 

   Ниже приведена таблица с данными о водородных связях вне спиралей, возможно связанных с трехмерным сворачиванием тРНК. Были проверены остатки, которые были показаны в числе результатов работы программы find_pair, но в спиральных участков не образуют (8, 14, 15, 48, 56, 19). Эти остатки, лежащие преимущественно в D и Т-петлях, контактируют друг с другом, и, по-видимому, отвечают за L-образную форму молекулы.
	14A----U8
	[3]
	O2P*
	O4
	4.00
	N7
	-
	N3
	2.74
	N6
	-
	O2
	3.00

	15G----C48
	[2]
	N1 -
	O2
	2.78
	N2
	-
	N3
	2.83
	
	
	
	

	19G----C56
	[3]
	O6 -
	N4
	3.03
	N1
	-
	N3
	2.93
	N2
	-
	O2
	2.28

	33U----A36
	[2]
	O2 *
	O5'
	3.86
	N3
	-
	O2P
	2.80
	
	
	
	


      Также за пространственную структуру тРНК, возможно, отвечают неспиральные стекинг-взаимодействия - нуклеотиды 19,49,48,59,21,46,9 и др.,  лежащие в месте сгиба молекулы ( и удерживающие её в L образной форме), и нуклеотиды 30,31,37-40, находящиеся в антикодоновой петле и предшествующие антикодону.
        Было проведено сворачивание первичной последовательности  РНК с помощью программы mfold.С заданием параметра Р (максимальное отличие в % от лучшей по энергии структуры) равным 15. Получено 10 моделей, из которых приведенная ниже наиболее соответствует данным о вторичной структуре тРНК. Следует отметить, что наилучшая (с наименьшей энергией) модель не похожа на реальную структуру РНК. Связано это с тем, что программа не учитывает взаимодействия в третичной структуре молекулы.
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  В файле 1ehz.spt содержится скрипт для Rasmol, позволяющий визуализировать основные элементы структуры тРНК из PDB записи 1ehz. Ниже приведён текст скрипта:
load H:\Term3\CreditWorks\Credit1\1ehz.ENT

script 1ehz.DEF

select all

wireframe 45

rotate x -60

rotate y 50

select helix1

color pink

backbone 70

select lend

wireframe off

backbone 70

color grey

echo You can see P-type stem in pink color and 3' ending in grey

pause

select helix2

color yellow

backbone 70

select helix4

color blue

backbone 70

echo Now you see D-stem in yellow and T-stem in blue

pause

select helix3

color cyan

backbone 70

select anticodon

color red

wireframe 70

echo The anticodon stem is in cyan color and anticodon is in red

pause

select knot

color green

wireframe 70

echo There is non-Watson-Crick base-pair in green

echo It's ALL

Материалы и методы:

Структура tRNA извлечена из записи 1ehz банка PDB. Комплементарность пар определена программой find_pairs пакета 3DNA. 

Результаты обработаны с помощью FAR manager, Rasmol и EXCEL.
При исследовании тРНК использовались Интернет ресурсы: http://www.pereplet.ru/nauka/Soros/pdf/9811_071.pdf
_1189507356.bin

