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1 Свободно живущие микроорганизмы перио�
дически подвергаются изменению условий внеш�
ней среды – температуры, рН, концентрации пи�
тательных веществ. Для предотвращения послед�
ствий температурных колебаний у бактерий
развита сложная сеть защитных механизмов – в
качестве потенциальных температурно�чувстви�
тельных элементов в природе используются раз�
личные клеточные компоненты от мембраны до
белков, молекул ДНК и РНК.

Патогенные микроорганизмы часто реагируют
на температуру около 37°С индукцией экспрес�
сии генов вирулентности. Регуляция экспрессии
генов, контролирующих среду, может осуществ�
ляться на уровне транскрипции посредством взаи�
модействия с регуляторными протеинами. Однако
недавно открыто несколько посттранскрипцион�
ных механизмов, основанных на функционирова�
нии молекул РНК [1]. Показано, что определен�
ные молекулы тРНК не только поставляют суб�
страт для рибосом, но и содержат контрольные

1 Автор для корреспонденции (e�mail: olga.limanskaya@
mail.ru).

элементы, которые модулируют их собственную
экспрессию зависимым от условий среды обра�
зом. Структурные изменения в таких сенсорных
РНК обусловлены специфичными изменениями
окружающей среды. 

Различают два принципиально разных класса
РНК: цис�действующие РНК�элементы, регуля�
торный потенциал которых находится внутри по�
следовательности мРНК, и транс�действующие,
малые, некодирующие молекулы РНК, которые
функционируют посредством спаривания нук�
леотидов с комплементарными последовательно�
стями мРНК, локализованными в других локусах
генома [2]. В отличие от классических аттенюато�
ров, которые регулируют структуру лидерной по�
следовательности РНК в соответствии с позици�
ей транслирующей рибосомы, цис�действующие
РНК изменяют свою конформацию в ответ на
физические или химические сигналы. Так называ�
емые рибопереключатели осуществляют монито�
ринг метаболического состояния клетки посред�
ством связывания с высокой специфичностью и
афинностью с метаболитами. Они локализованы в
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области 5'�UTR (untranslated region – нетрансли�
руемая область) генов, кодирующих биосинтез,
поглощение или деградацию малых метаболитов,
и обеспечивают контроль обратной связи для
этих путей метаболизма. Связывание малой мо�
лекулы толкает конформационный переключа�
тель, изменяющий экспрессию гена одним из
трех возможных механизмов: а) преждевремен�
ной терминацией транскрипции; б) инициацией
трансляции или в) процессингом мРНК. Боль�
шинство рибопереключателей выключают экс�
прессию в связанном состоянии. Тем не менее
найдено незначительное количество переключа�
телей, включающих экспрессию генов.

В отличие от высокоспецифичных рибопере�
ключателй, связывающихся с метаболитами,
РНК�термометры – близкородственный тип сен�
сорных мРНК – действуют в ответ на общий фи�
зический сигнал, а именно на внутриклеточную
температуру, которая является важным парамет�
ром, влияющим, в частности, на экспрессию ге�
нов, кодирующих протеины теплового и холодо�
вого шока, и генов вирулентности, и находится
под постоянным контролем дуплексов (образуе�
мых, например, стеблем шпильки РНК�термо�
метра). Хорошо известной особенностью нуклеи�
новых кислот является то, что они плавятся при
повышении температуры. Следовательно, сдвиг
температуры может модулировать конформацию
регуляторных молекул РНК, т.е. переход фраг�
ментов молекулы от конформации внутримоле�
кулярной шпильки к однонитевому состоянию. 

В настоящее время известен ряд структурно и
функционально отличающихся РНК�термомет�
ров, которые контролируют разнообразие кле�
точных процессов. Все открытые молекулярные
термометры, которые могут быть цис� или транс�
действующими, осуществляют контроль трансля�
ции посредством изоляции участка, связывающе�
го рибосому, и большинство из них локализовано
в 5'�UTR бактериальных генов теплового шока
или генов вирулентности. При низкой температу�
ре последовательность Шайн�Дальгарно (SD�по�
следовательность; 5'�aaggag�3'; 5'�rraggak�3' –
консенсусная последовательность для прокариот;
5'�uygcu�3' – для грамотрицательных бактерий)
[2] маскируется (находится внутри шпилечной
структуры). Повышение температуры дестабили�
зирует шпилечную структуру таким образом, что
сайт связывания рибосомы (SD�последователь�
ность) становится доступным, что разрешает
инициацию трансляции (AUG – стартовый ко�
дон инициации трансляции).

Первый РНК�термометр, действующий через
механизм плавления, найден в гене rpoH E. сoli,
который кодирует альтернативный сигма�фактор
σ32, или RpoH [3]. Альтернативный сигма�фактор
RpoS играет центральную роль в регуляции ассо�

циированных с вирулентностью внешних поверх�
ностных протеинов OspC и OspA при заболева�
нии Лайма (Lyme disease), вызванном спирохетой
Borrelia burgdorferi. Температура является одним
из ключевых параметров внешней среды, контро�
лируемым RpoS, а небольшая некодирующая мо�
лекула РНК, DsrABb, регулирует увеличение ко�
личества RpoS в результате изменения температу�
ры. В работе [4] была высказана гипотеза, что
DsrABb находится в стабильной двунитевой струк�
туре при Т = 23°С, при которой не происходит
спаривания нуклеотидов с rpoS�транскриптом.
После повышения температуры вторичная струк�
тура молекулы РНК ввиду плавления разрушает�
ся, что ведет к связыванию анти�SD�области rpoS
мРНК. Это может стимулировать трансляцию пу�
тем выхода SD�последовательности и сайта ини�
циации трансляции из двунитевой структуры в
rpoS мРНК в условиях инициации вирулентности
(37°С).

Возможно, наиболее распространенным бак�
териальным РНК�термометром является ROSE�
элемент (Repression Of heat�Shock gene Expres�
sion), который подавляет экспрессию генов теп�
лового шока. Он был найден в многочисленных
α� и β�протеобактериях, в том числе E. coli и Sal-
monella enterica [5]. ROSE�элемент, имея длину от
60 до 100 нуклеотидов (н.), локализован, как пра�
вило, в 5'�UTR генов теплового шока. Его до�
вольно сложная вторичная структура включает
2–4 шпилечные структуры, одна из которых со�
держит SD�последовательность и, в некоторых
случаях, также стартовый кодон AUG. Другим
широко распространенным термосенсором явля�
ется 4U�РНК�термометр, который сначала был
найден в малом гене agsA, гене теплового шока,
S. enterica [6]. Предсказанная структура содержит
две шпильки, при этом четыре уридиновых остат�
ка образуют нуклеотидные пары с SD�последова�
тельностью (рис. 1). Экспериментально подтвер�
ждено зависимое от температуры плавление одной
из шпилек, а связывание рибосомы с SD�последо�
вательностью происходит только при температурах
теплового шока. 

4U�РНК�термометр часто используют для
контроля генов теплового шока и вирулентности
бактерий, поскольку он может связываться с
фрагментом 5'�agga�3' SD�последовательности
[6]. Так, полностью подтверждена гипотеза кон�
троля с помощью РНК�термометра для гена lcrF
(virF) Yersinia sp., который кодирует регулятор от�
клика вирулентности [7]. Экспрессия гена не
происходит при температуре 26°С, но индуциру�
ется при 37°С.

Анализ регуляторных принципов известных
РНК�термометров показал, что для их функцио�
нирования необходимо, чтобы несколько нук�
леотидов образовывали комплементарные связи с
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нуклеотидами SD�последовательности или флан�
кирующей области для предотвращения связыва�
ния рибосомы. Это означает, что в природе долж�
ны существовать другие, еще неизвестные типы
РНК�термометров. И с помощью биоинформа�
тического анализа получены подтверждения этой
гипотезы [8]. Синтез эффективных искусствен�
ных РНК�термометров стал другим доказатель�
ством этого предположения [9, 10]. Но во многих
случаях молекулярные детали механизма чув�
ствительности бактерий к изменениям темпера�
туры являются еще неполностью понятными.

Результаты проведенного нами компьютерно�
го анализа секвенированных последовательно�
стей хромосомной ДНК различных изолятов
S. enterica из баз данных свидетельствуют об от�
сутствии 4U�РНК�термометров, аналогичных
предсказанному авторами работы [6] (рис. 1) для
гена agsA S. enterica и подтвержденному в экспе�
риментах in vivo и in vitro для трех из 25 анализиру�
емых изолятов (номера NC_011147, NC_011274,
NC_006511). Необходимость выживать и репли�
цироваться в различных условиях, включая тем�
пературные колебания, в том числе, между внеш�
ней средой и организмом хозяина, приводит к
возникновению у патогенов соответствующих
механизмов регуляции экспрессии генов, к эле�
ментам которых относятся РНК�термометры.
Отсутствие 4U�РНК�термометров в некоторых
изолятах сальмонелл указывает на возможность
существования в них термочувствительных эле�
ментов, отличающихся от 4U�РНК�термометров
и, возможно, ROSE�элементов. 

В данной работе проведен поиск новых, ранее
неизвестных, потенциальных РНК�термометров в
последовательностях хромосомной ДНК изолятов
грамотрицательной бактерии Salmonella enterica.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Поиск шпилечных структур. Для компьютерно�
го анализа были выбраны полностью секвениро�
ванные последовательности хромосомной ДНК
25 изолятов S. enterica, представленные на момент
проведения исследований в базе данных Gen�
Bank.

Поиск фрагментов хромосомной ДНК бакте�
рий с потенциалом образования шпилечных
структур осуществляли по формуле:

5'�aaggag(n)katg�3',

где aaggag – SD�последовательность, n – любой
из возможных нуклеотидов, k = 6–10, atg – сайт
инициации трансляции (использовали также аль�
тернативные сайты инициации трансляции ttg и
gtg).

Кроме того, для поиска гипотетических 4U�
РНК термометров в секвенированных последова�

тельностях + и – нитей хромосомной ДНК S. en-
terica использовали следующие формулы:

5'�cat(n)7ctcct(n)12aaaa�3' и 5'�tttt(n)12aggag(n)7atg�3'.

Найденные последовательности анализировали
на соответствие приведенным выше критериям.

Для предсказания вторичной структуры най�
денных линейных фрагментов ДНК и соответ�
ствующих им РНК�транскриптов, а также опре�
деления температуры плавления потенциальных
шпилек при физиологической ионной силе (I =
= 0.2 M Na+, [Mg]2+ = 0.0 мМ или I = 0.15 M Na+,
[Mg]2+ = 0.2 мМ) использовали программу Mfold
(версия 3.2) [11]. Дополнительно для построения
шпилечных структур использовали программу
RNA2 пакета программ GeneBee [12].

Атомно�силовая микроскопия. Для визуализа�
ции суперспиральной молекулы ДНК pUC8 (дли�
на 2665 п.н.) в воздухе использовали атомно�си�
ловой микроскоп Nanoscope III с D�сканером
(“Veeco Instruments Inc.”, CШA). АСМ�изображе�
ния ДНК были записаны с помощью вибрирую�
щего варианта АСМ в воздухе в режиме “высота”
с использованием стандартных незаостренных
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зондов (ЗАО “НТ�МДТ”, Российская Федерация)
с резонансной частотой 300–360 кГц. Процедуру
получения аминослюды осуществляли с помо�
щью модификации свежесколотой слюды амино�
группами в парах перегнанного 3�аминопропил�
триэтоксисилана, полученного от “Aldrich”
(США). Технология модификации детально опи�
сана ранее [13].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

К настоящему времени экспериментальное
подтверждение функционирования ROSE�тер�
мометров получено всего лишь для нескольких из
40 предсказанных для протеобактерий. Возмож�
ность существования 4U�РНК�термометров по�
казана для гена dnaJ Brucella melitensis и области,
предшествующей гену groES Staphylococcus aureus;
однако пока неясно, будут ли они функциониро�
вать в качестве РНК�термометров [6].

Анализ особенностей структурной организа�
ции экспериментально подтвержденных РНК�
термометров позволил нам разработать алгоритм
поиска соответствующих фрагментов в последо�
вательностях хромосомной ДНК прокариот и,
следовательно, РНК�транскриптов, одним из
элементов которых является расстояние между
SD�последовательностью, входящей в состав
шпилечной структуры, и сайтом инициации
трансляции, составляющее от 6 (для ROSE�эле�
ментов) до 12 (для 4U�термометров) нуклеотидов.
В качестве основных критериев потенциальных
РНК�термометров использовали следующие:
(i) температура плавления шпильки – в диапазо�
не 37–43°С (при физиологической ионной силе);
(ii) последовательность Шайн�Дальгарно полно�
стью или частично находится в стебле шпилечной
структуры; (iii) инициирующими являются кано�
нический кодон AUG (AТG – для ДНК), с кото�

рого у прокариот начинаются почти 90% всех ко�
дирующих последовательностей, а также альтер�
нативные кодоны GUG, UUG (GTG, TTG – для
ДНК) [14]. 

Известные РНК�термометры являются струк�
турами, представляющими собой либо одну про�
тяженную шпильку, либо несколько шпилечных
структур. Как показали результаты ЯМР�иссле�
дований, стебель шпильки, включающей ROSE�
элемент, содержит несколько неканонических
пар нуклеотидов [15], поэтому при поиске гипо�
тетических РНК�термометров нами были про�
анализированы как совершенные, так и несовер�
шенные шпилечные структуры.

Ранее для суперспиральных ДНК, содержащих
палиндром, было установлено, что при физиоло�
гических условиях возможно образование
шпильки как фрагмента крестообразной структу�
ры с длиной стебля не менее 7 п.н. и петлей, раз�
мер которой не превышает 4–5 нуклеотидов [16–
18]. Длина стебля шпилек, образующихся, напри�
мер, в 16S rRNA, в среднем составляет 3–4 п.н.,
достигая 10 п.н. [19], а энергетически наиболее
выгодной для шпилек в молекулах РНК является
петля из 6–7 нуклеотидов [20]. При этом методом
термической денатурации показано, что шпилеч�
ные структуры в РНК являются более стабильны�
ми по сравнению с соответствующими структура�
ми, образующимися в ДНК [21]. Исходя из лите�
ратурных данных, полученных в экспериментах
как in vivo, так in vitro [22–25], и учитывая, что
шпилечные структуры, включающие SD�после�
довательность, эффективно влияют на трансля�
цию только в том случае, если их свободная энер�
гия составляет около –6 ккал/моль [26], для даль�
нейшего анализа были выбраны шпильки, длина
петли которых не превышала, как правило, вось�
ми нуклеотидов, длина стебля – 7 п.н., а свобод�
ная энергия ΔG составляла приблизительно

250 нм 100 нм 50 нм(а) (б) (в)

Рис. 2. АСМ�изображение суперспиральной плазмиды pUC8 (длиною 2665 п.н.) в воздухе. Размер кадра: а –
858 × 858 нм; б – 372 × 372 нм; в – 134 × 134 нм. Стрелками показаны две шпильки, образующие крестообразную струк�
туру. 
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⎯6 ккал/моль. Дополнительно рассматривали ло�
кализацию потенциальных шпилек по отноше�
нию к генам белков теплового шока hsp.

Визуализация шпилечных структур в суперспи�
ральной ДНК. Преимущества объединения мето�
дики иммобилизации ДНК на аминослюде с воз�
можностями АСМ позволили нам визуализиро�
вать крестообразную структуру, образованную
шпильками, суперспиральной ДНК pUC8. АСМ�
изображение ДНК pUC8 на аминослюде (рис. 2),
показывает, что шпильки выглядят как резко
очерченные выступы на нитях ДНК с длиной, ко�
торую можно оценить непосредственно из АСМ�
изображения. Анализ наших экспериментальных
результатов показал, что в образовании шпильки
участвуют 11–12 п.н., а термодинамический ана�
лиз инвертированных повторов подтвердил, что
шпилька образована 26 нуклеотидами и ее сво�
бодная энергия ΔG составляет –17.8 ккал/моль. 

Отметим, что при визуализации посредством
АСМ молекулы РНК в большинстве исследова�
ний выглядят как конденсированные структуры.
Ранее нами были визуализированы РНК�тран�

скрипты, иммобилизованные на слюде, которые
образуют жгутоподобные конденсированные
структуры длиной 122 ± 10 нм с соотношением
длины и ширины 4.5–5 [27]. По нашему мнению,
для визуализации вытянутых неконденсирован�
ных молекул РНК, содержащих шпилечные
структуры, необходимо изменить поверхностные
свойства субстрата (слюды). Отмеченные морфо�
логические особенности молекул РНК, визуали�
зированных с помощью АСМ, объясняются, по
нашему мнению, значительным влиянием по�
верхностных свойств слюды, на которой РНК�
транскрипты иммобилизованы. В свою очередь,
поверхностные свойства субстрата определяются
гидрофобностью и плотностью катионов, лока�
лизованных на поверхности слюды. Дело в том,
что для визуализации молекул РНК используют
ту же слюду, что и для визуализации молекул
ДНК, т.е. слюду с такой гидрофобностью и по�
верхностной плотностью катионов, при которой
линейные и суперспиральные двухцепочечные
молекулы ДНК не образуют конденсированные
структуры при иммобилизации на поверхности
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Рис. 3. а – Потенциальный РНК�термометр 1, содержащий SD�последовательность в стебле шпильки (выделено) и
стартовый кодон инициации (подчеркнуто). Температура плавления шпильки (Тпл) составляет 43.6°С при ионной си�
ле I = 0.2 М Na+. Свободная энергия Гиббса ΔG = –2.0 ккал/моль. Данная шпилечная структура соответствует необхо�
димым и достаточным условиям образования РНК�термометров и присутствует в геноме всех 25 проанализированных
изолятов S. enterica. б – Локализация шпилечной структуры, образующей РНК�термометр 1, в области 5'UTR гена gltB,
кодирующего предшественника глутаматсинтетазы S. enterica. Полоса указывает на мРНК. 
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слюды, а характеризуются равномерным распре�
делением фрагментов ДНК. Ранее нами было по�
казано, что даже незначительное изменение гид�
рофобности и плотности катионов поверхности
слюды приводит к значительному изменению
морфологии иммобилизованных молекул ДНК
[28, 29].

Потенциальные шпилечные структуры в геноме
S. enterica. Поскольку термометры могут быть ло�

кализованы в любом локусе молекулы РНК, для
поиска шпилек, основных компонентов новых
потенциальных РНК�термометров, отличающих�
ся от известных 4U�РНК�термометров, на первом
этапе нами были проанализированы последова�
тельности хромосомной ДНК трех изолятов S. en-
terica, не содержащих 4U�РНК�термометр. 

Проведенный компьютерный и термодинами�
ческий анализ изолята S. entericа с полностью се�
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квенированным геномом (номер FM 200053 для
GenBank) позволил выявить 4 шпилечные струк�
туры (рис. 3–6), которые удовлетворяют необхо�
димым условиям потенциального РНК�термо�
метра – наличие (а) последовательности Шайн�
Дальгарно, (б) сайта инициации трансляции, рас�
положенного на расстоянии не болем 15 н., а так�
же (в) соответствующей температуры (около 40–
42°С) плавления шпильки и (г) локализация в об�
ласти 5'�UTR. Наличие известных 13�ти генов
теплового шока (с одним из которых сцеплен 4U�
РНК�термометр) в изоляте FM200053 позволяет
предположить, что в геноме сальмонелл могут су�
ществовать несколько типов РНК�термометров, а

не только один, в настоящее время известный как
4U РНК�термометр. 

Важно, что шпилечные структуры (рис. 3–6)
не только отвечают необходимым и достаточным
условиям образования РНК�термометров, но и
являются высококонсервативными неканониче�
скими структурами – они присутствуют в геноме
всех 25 проанализированных изолятов S. enterica.

Известно, что для различных РНК�термомет�
ров плавление происходит при разных температу�
рах. Например, ROSE термометр плавится при
42°С, а pfrA� и lcrF�термометр – при 37°С [30].
Поэтому к рассмотрению в качестве потенциаль�
ных РНК�термометров нами были приняты шпи�
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дегалогеназе, S. enterica.
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лечные структуры, температуры плавления кото�
рых находились в диапазоне 37–42°С. 

Для многих фрагментов 5'�UTR последова�
тельностей довольно трудно точно предсказать
возможность их функционирования в качестве
РНК�термометров. Для подтверждения работы

шпилечной структуры в качестве термодатчика
необходимо провести эксперименты, например,
с помощью тестирования in vivo эффективности
экспрессии репортерного гена при различных
температурах или посредством плавления шпилеч�
ной структуры (в состав которой входит SD�после�
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довательность). Измерение реальной температуры
плавления определенных РНК�термометров осу�
ществляют, например, с помощью спектроскопии
кругового дихроизма или УФ�спектроскопии. По�
скольку температура плавления нуклеиновых кис�
лот зависит от ионной силы, при оценке термоди�
намических параметров термометров считают, что
концентрация ионов Mg2+ в интервале 1–2 мМ со�
ответствует физиологическому значению внутри
бактериальных клеток.

Возможность функционирования найденных
шпилечных структур в качестве термосенсоров в
геноме S. еnterica подтверждается тем фактом, что
в работе [9] экспериментально установлено функ�
ционирование в качестве термосенсора шпилеч�
ной структуры, полностью аналогичной потен�
циальному РНК�термометру № 4 (рис. 6а). Про�
веденное авторами работы [9] сравнение при
физиологических условиях эффективности рабо�
ты 12 синтетических РНК�термометров показало,
что данный РНК�термометр (рис. 6а) является
одним из двух РНК�термометров, наиболее эф�
фективно контролирующих температурно зави�
симую экспрессию гена lacZ, кодирующего β�га�
лактозидазу в E. coli. Найденные нами потенци�
альные РНК�термометры (рис. 3–6) значительно
отличаются своей вторичной структурой. В то
время как РНК�термометры (рис. 3–5) характе�
ризуются небольшой петлей (4–5 н.), экспери�
ментально подтвержденный РНК�термометр № 4
(рис. 6а) имеет довольно большую петлю (30 н.),
хотя все найденные шпилечные структуры имеют
совершенный стебель. Поскольку в работе [9]
найдено, что значительно различающиеся
шпильки могут одинаково эффективно переклю�
чать экспрессию гена, можно надеяться, что и
другие шпилечные структуры (рис. 3–5) также
могут выступать в роли РНК�термометров.

Таким образом, в данной работе на основе
компьютерного и термодинамического анализа
полностью секвенированных геномов 25 изоля�
тов S. enterica установлены алгоритм и критерии
поиска потенциальных РНК�термометров, что
позволит в дальнейшем провести аналогичный
скрининг РНК�термометров в геноме других со�
циально значимых патогенов. Для S. enterica, в от�
личие от известного 4U РНК�термометра, опре�
делены шпилечные структуры, которые могут
быть новыми РНК�термометрами. Они соответ�
ствуют необходимым и достаточным условиям
образования РНК�термометров и являются высо�
коконсервативными неканоническими структу�
рами, поскольку присутствуют в геноме всех ис�
следованных 25 изолятов S. enterica.

Работа частично поддержана Национальной
академией медицинских наук Украины (грант
АМН 95/2010). 
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