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Аннотация: данное исследование посвящено аннотации и анализу взаимо-

действий третичной структуры РНК, в частности образованных удаленными 

друг от друга элементами вторичной структуры РНК. Показано, что наибо-

лее распространенным типом окружения рассматриваемых контактов явля-

ется взаимодействие стема и классической шпильки, а также выявлено, что 

наиболее распространенным третичным мотивом, содержащим дальнодей-

ствующие контакты, является мотив типа А-минор. 

Ключевые слова: вторичная структура РНК, третичная структура РНК, 

третичные мотивы, длинные некодирующие РНК, lncRNA. 

РНК обладает различными структурными, регуляторными и ферментатив-

ными функциями, которые обеспечивают выживание, развитие организмов как 

в условиях нормы, так и в случае развития заболеваний [8]. 

РНК – полимер, который синтезируется в процессе транскрипции с лиди-

рующей нити ДНК направления 3ʹ→5ʹ, в связи с этим все типы РНК имеют 
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направление 5ʹ→3ʹ. В процессе транскрипции обеспечивается перекодирование 

генетической информации с участков ДНК в полинуклетидную последователь-

ность РНК. Функции молекулы РНК во многом обеспечиваются её способно-

стью складываться в пространственные структуры. Для описания структуры 

РНК используется иерархический подход, согласно которому выделяют пер-

вичную, вторичную, третичную и четвертичную структуры. Первичная струк-

тура описывает нуклеотидную последовательность, вторичная структура опи-

сывает взаимодействия комплементарных нуклеотидов, третичная структура – 

укладку цепи в пространстве, а четвертичная – взаимодействие РНК с другими 

биомолекулами. Знание вторичной структуры РНК является одним из ключе-

вых моментов понимания механизма сворачивания РНК и сборки в дальнейшем 

рибонуклеопротеидных комплексов (РНП-комплексов). 

Структурно-функциональная организация РНК представлена трехмерной 

конформацией молекулы в пространстве в виде небольших структурных моти-

вов, образованных как каноническими (Уотс-Криковские, комплементарные, 

смысловые) так и неканоническими связями, задача которых состоит в стабили-

зации конформации молекулы [13]. В отличие от ДНК, двойные спирали РНК 

не обладают структурным полиморфизмом. Они могут принимать только спи-

ральную конформацию А-формы с очень узкой большой бороздкой и неглубо-

кой и широкой малой бороздкой, в которой малые или бороздчатые стороны 

A:U и G:C. Вместо этого РНК образует ряд структурных паттернов за счет спа-

ривания оснований и укладки оснований, порождая различные мотивы и склад-

ки как строительные блоки трехмерной организации: двойные спирали, шпиль-

ки, внутренние петли, петли поцелуев, псевдоузлы, коаксиальные стопки и т. д. 

В течение многих лет РНК рассматривалась в качестве посредника в тран-

скрипции и трансляции. Однако в настоящее время хорошо известно, что тран-

скриптом человека имеет более сложную организацию [8]. Белок-кодирующие 

последовательности (гены) составляют менее 2% от всего генома человека, а 

более 90% генома (некодирующая часть генома) человека активно транскриби-
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руется в особый класс РНК – long non-coding RNA (lncRNA). Хотя раньше по-

лагали, что эти 90% – транскрипционный «шум» или «эволюционный мусор», 

возникающий из-за вставки мобильных генетических элементов, последние 

данные свидетельствуют о том, что lncRNA могут играть важную биологиче-

скую роль в развитии и функционировании организмов [8; 18]. Изучение струк-

турно-функциональной организации данного класса РНК во многом расширит 

понимание их роли в клеточной биологии и развитии заболеваний человека, а 

также на потенциальной возможности использования их в качестве биомарке-

ров. Следует отметить, что lncRNA – это транскрипты, не кодирующие белок и 

имеющие длину более 200 нуклеотидов [16]. Это позволяет их отличать от дру-

гих видов нкРНК, таких как микроРНК (miRNA) – коротких интерферирующих 

РНК (siRNA), взаимодействующих с белком piwiРНК (piRNA), малых ядерных 

РНК (snoRNAs) и некоторых других коротких РНК. 

В настоящее время идентифицированная вторичная структура РНК может 

быть получена в основном с помощью биологических экспериментов, таких как 

рентгеноструктурный анализ и ЯМР. Однако биологические экспериментальные 

методы дороги и трудны при измерении структур в больших масштабах [3; 10]. 

Учитывая вышесказанное, исследование пространственной структуры 

некодирующих РНК является важным и перспективным научным направлени-

ем [11]. Пространственные структуры таких молекул нередко определяют вы-

полняемые ими функции. Однако технологии определения пространственных 

структур РНК сильно отстают от экспериментальных методов определения по-

следовательности нуклеотидов по скорости генерации данных. Развитие высо-

копроизводительного секвенирования позволило разработать новые техники 

для экспериментального определения вторичных структур [15], открыв новый 

пласт задач по предсказанию пространственной структуры РНК, основываясь 

на данных о последовательности, а также информации о вторичной структуре. 

Для повышения качества решения таких задач можно опираться на консерва-

тивные мотивы в известных структурах РНК [20], которые часто служат при-
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знаками и в задачах полногеномного поиска РНК-генов [17]. К тому же аннота-

ция мотивов и анализ их структурного окружения улучшит понимание меха-

низмов их образования и их ролей в биологических процессах. Например, от-

мечается важность мотива А-минор в действиях антибиотиков [9]. 

Таким образом, целью нашей работы является методами математического 

моделирования и статистики идентифицировать и классифицировать структур-

ные мотивы вторичной структуры lncRNA. Аннотировать контакты, провести 

сравнительный анализ известных типов взаимодействий и мотивов, дополнить 

существующий массив знаний о структурах lncRNA из банка PDB [19] исполь-

зуя разметку дальнодействующих контактов (long-range interactions, между 

нуклеотидами) элементов вторичной структуры lncRNA на основе оригиналь-

ной классификации элементов вторичной структуры РНК [1]. 

Задачи исследования: 

1) согласно разметке URSDB об элементах вторичной структуры провести 

сбор информации по дальнодействующим взаимодействиям между нуклеоти-

дами в РНК: информация о самой паре нуклеотидов, о типах молекул РНК, об 

организмах [2]; 

2) построить графики распределения расстояний между атомами нуклео-

тидов против расстояния между нуклеотидами в последовательности для про-

верки валидности данных; 

3) с помощью программы DSSR провести сбор информации о пересечении 

дальнодействующих контактов с третичными мотивами [21]. 

4) выявить наиболее часто встречающиеся пары дальнодействующих вза-

имодействий между элементами вторичной структуры и их пересечение с тре-

тичными мотивами. 

В основе исследования лежит оригинальная математическая модель [1]. В 

настоящее время вторичная структура РНК описывается моделью Цукера-

Мэтьюза-Тернера (модель ближайшего соседа, Nearest Neighbor Model, NNM 

[22]). Согласно этой модели, вторичная структура РНК разбивается на петли 
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(loops) и участки двойной спирали (стемы, stems). Основной задачей, для кото-

рой была создана эта модель, является задача прогнозирование вторичной 

структуры путем минимизации её свободной энергии. Но в контексте данной 

задачи указанная модель не применима к структурам РНК, содержащим псев-

доузлы, т.е. участки с пересекающимися стемами. Их предсказание является 

NP-сложным [7]. Простейшие типы псевдоузлов (kissing hairpins, H-knots и др.) 

были ранее описаны в литературе, однако единой математической модели опи-

сания вторичной структуры при наличии псевдоузлов (подобного модели NNM 

для описания вторичных структур без псевдоузлов) не существовало. В рабо-

те [1] предложена новая модель вторичной структуры РНК, которая допускает 

псевдоузловые структуры. Также автор показывает, что в экспериментально 

определенных пространственных структурах функциональных РНК все псевдо-

узлы кроме двух простейших типов образованы с участием энергетически не-

устойчивых коротких стемов, состоящих из 2–3 спариваний оснований. 

Согласно [1]: «Для описания третичной структуры РНК, обусловленной 

относительно слабыми взаимодействиями и образованной «поверх» вторичной 

структуры, принято использовать понятие третичного мотива: рекуррентного 

структурного элемента, выступающего в роли функциональной единицы и 

участвующего либо в стабилизации пространственной структуры, либо в узна-

вании других молекул [12]. Выделяют мотивы, содержащие неканонические 

спаривания оснований, изгибы сахаро-фосфатного остова, стекинг участков 

двойной спирали и др. Также, различают локальные мотивы, соответствующие 

отдельным элементам вторичной структуры, и мотивы с дальнодействием 

(long-range motifs), в образовании которых задействовано несколько различных 

петель и (или) стемов. Связь между мотивами с дальнодействием и элементами 

вторичной структуры РНК остается слабо изученной. В работе впервые пред-

ложена классификация третичных мотивов РНК, объединяющая локальные мо-

тивы и мотивы с дальнодействием. На примере мотивов типа А-минор показано 

соответствие полученных структурных классов выполняемым функциям. Также 
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впервые показано, что в экспериментально определенных структурах РНК бо-

лее половины мотивов типа А-минор существуют в кластерах». 

Описанная в работе [1] модель и ее программная реализация были исполь-

зованы в рамках данного исследования для идентификации и классификации 

структурных мотивов длинных некодирующих РНК. 

В качестве исходных данных для разметки контактов были взяты файлы с 

кристаллографической информацией об РНК из неизбыточного подмножества 

структур, включающие структуры с разрешением не хуже 3 ангстрем ([14], вер-

сия 3.185_3.0A). Формат «cif» является стандартным текстовым форматом фай-

ла, содержащим кристаллографическую информацию, определенную Между-

народным союзом кристаллографии [5]. Одной из секций является секция, со-

держащая данные о координатах атомов в пространстве. Именно на основе этой 

информации происходит анализ данных о структуре РНК. На рисунке 1 пред-

ставлена вырезка данных этой секции. 

Разметка контактов производилась средствами языка программирования 

Python. В работе использовались python-библиотеки pandas и matplotlib, ин-

струмент DSSR и python-библиотека urslib2 базы данных URSDB [4]. 

Разметка контактов была реализована средствами urslib2, а именно мето-

дами RSS.SecStruct и RSS.Atompairs. С помощью RSS.SecStruct создается объ-

ект для каждой pdb-записи (каждого из рассматриваемых файлов). После этого 

для созданного объекта методом RSS.Atompairs размечаются взаимодействую-

щие пары нуклеотидов на заданном расстоянии. Параметры вызова Atompairs – 

model, type1='R', type2='RDPLMW', dist=6. Здесь model – созданный на преды-

дущем шаге объект, type1 и type2 – типы взаимодействующих атомов (R = 

RNA, D = DNA, P = Protein, L = Ligand, M = Metal, W = Water), dist – макси-

мальное расстояние в ангстремах (нами был выбран порог в 6 ангстрем). 
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Рис. 1. Фрагмент исходного файла структуры 3dil.  

Секция с координатами атомов 

 

В результате работы указанных методов был получен список данных сле-

дующего вида (листинг 1). 

atompairs= [{'DSSR1': '0.G.13.', 'DSSR2': 'O.GLN.61.', 'atom1': 'OP1', 'atom2': 

'CA', 'dist': 4.302, 'type': 'RP'}, {'DSSR1': '0.U.19.', 'DSSR2': 'O.SER.5.', 'atom1': 

«C2'«, 'atom2': 'CA', 'dist': 4.35, 'type': 'RP'}]. 

Листинг 1. Список взаимодействующих пар 

Для удобства дальнейшей обработки полученный список был конвертиро-

ван в тип DataFrame, используя библиотеку pandas. Далее, для каждой пары был 

определен тип взаимодействия с точки зрения вторичной структуры РНК мето-

дом NuclRelation библиотеки urslib2. Возможные виды – SM – same, i.e. within 
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the same element, LC – local, i.e. adjacent stem and loop, NR – neighbor, 

i.e. neighbor stems (one loop apart) or neighbor loops (one stem apart), LR – long-

range, i.e. from distant elements, NA – n/a. Полученные данные помещаются в ис-

ходный DataFrame с ключом r. Для удаления избыточной информации были со-

хранены только пары нуклеотидов с минимальным расстоянием между атома-

ми. Затем таблица была дополнена следующими параметрами: 

− расстояние между взаимодействующими нуклеотидами в цепи; 

− типы элементов вторичной структуры, к которым принадлежат взаимо-

действующие нуклеотиды (возможные типы: S = Stem,H = Hairpin, B = Bulge, 

I = Internal loop, J = Multiple junction, C = Classical, I = Isolated, P = 

Pseudoknotted); 

− информация о молекулах; 

− информация об организмах. 

Код описанной обработки представлен в листинге 2. 

df_dist = pd.DataFrame(atompairs) 

df_dist['r'] = df_dist.apply(lambda row: model.NuclRelation(row['DSSR1'], 

row['DSSR2']), axis=1) 

df3 = df2.groupby(['DSSR1', 'DSSR2', 'type', 'r', 'file'])['dist'].min().reset_index() 

df3['SeqDist'] = df3.apply(lambda row: model.SeqDist(row['DSSR1'], 

row['DSSR2']), axis=1) 

df3['NuclSS1'] = df3.apply(lambda row: model.NuclSS(row['DSSR1']), axis=1) 

df3['NuclSS2'] = df3.apply(lambda row: model.NuclSS(row['DSSR2']), axis=1) 

df3['molecules1'] = df3.apply(lambda row: mod-

el.molecules[model.chains[row['DSSR1'].split('.')[0]]['MOL_ID']]['MOLECULE'], 

axis=1) 

df3['molecules2'] = df3.apply( lambda row: mod-

el.molecules[model.chains[row['DSSR2'].split('.')[0]]['MOL_ID']]['MOLECULE'], 

axis=1) 
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df3['organism1'] = df3.apply(lambda row: mod-

el.molecules[model.chains[row['DSSR1'].split('.')[0]]['MOL_ID']]['ORGANISM_SCI

ENTIFIC'],    axis=1) 

df3['organism2'] = df3.apply(lambda row: mod-

el.molecules[model.chains[row['DSSR2'].split('.')[0]]['MOL_ID']]['ORGANISM_SCI

ENTIFIC'],    axis=1) 

Листинг 2. Код обработки данных. 

В итоговый набор данных вошли только пары нуклеотидов между удален-

ными элементами вторичной структуры РНК (тип LR). Кроме того, такие пары 

были аннотированы третичными мотивами, размеченными программой DSSR, а 

именно: мотивами А-минор, рибозными молниями и стопками стекинга [6]. 

Полученные результаты. 

В ходе анализа 1243 файлов PDB было обнаружено 93 180 пар нуклеоти-

дов типа LR. Среди них 77 199 внутримолекулярных контактов и 15 981 – меж-

молекулярных. График распределения и гистограммы показывают, что наши 

данные валидны. По рисунку 2 мы видим, что на расстоянии менее 1,96 анг-

стрем располагается незначительное количество пар. 
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Рис. 2. График распределения контактов по двум типам расстояний.  

По оси X минимальное расстояние между атомами взаимодействующих  

нуклеотидов. По оси Y расстояние между нуклеотидами в последовательности 

 

В результате была удалена из анализируемых контактов пара: Bv.G.18., 

Bv.G.57. из файла 6xa1.cif с расстоянием 1,276988 ангстрем. 

На рисунках 3 и 4 представлены гистограммы расстояния между нуклео-

тидами в последовательности (SeqDist) и расстояния в ангстремах (dist) соот-

ветственно. Первая гистограмма показывает отсутствие в наших данных не-

функциональных контактов, т.е. подтверждает, что мы рассматриваем взаимо-

действия между удаленными друг от друга нуклеотидами цепи. 

 

Рис. 3. Гистограмма расстояния между нуклеотидами в последовательности 

(срез до 400 нуклеотидов) 

 

Рисунок 4 подтверждает гипотезу, что большинство контактов должно 

быть образовано водородными связями (водородная связь имеет характерную 

длину 3 ангстрем, а водородная связь через воду – 6 ангстрем). 
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Рис. 4. Гистограмма минимального расстояния между атомами  

взаимодействующих нуклеотидов в ангстремах 

 

В ходе исследования мотивов была выявлена неточность работы програм-

мы DSSR в части определения мотивов типа рибозная молния. Например, для 

файла 3jcs.cif отмечен мотив, в котором один и тот же нуклеотид указан два-

жды (листинг 3). 

{'ID': 21, 'LENGTH': 4, 'SEQ': 'UGGG', 'NUCLS': [['1.U.1367.', 'RES', 1366], 

['1.G.1368.', 'RES', 1367], ['1.G.1368.', 'RES', 1367], ['1.G.1369.', 'RES', 1368]]}. 

Листинг 3. Ошибка аннотации третичных мотивов в программе DSSR. 

Визуальное подтверждение ошибочности аннотации мотива, выполненное 

программой pyMol представлено на рисунке 5. Подобное обнаружено также и с 

данными в файлах 4v8d.cif, 5tbw.cif и 6y2l.cif. 
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Рис. 5. Визуализация проблемного участка средствами pyMol 

 

Если же говорить об элементах вторичной структуры, то статистика будет 

следующей (табл. 1). Чаще всего встречается взаимодействие стэм-

классическая шпилька. Чуть реже – стэм-стэм. 

Таблица 1 

Статистика по элементам вторичной структуры 

Первый нуклеотид Второй нуклеотид 
% от общего  

количества 
Класс 

S HC 17,40 Наиболее часто 

 встречающиеся S S 13,34 

S IC 11,94 

JC S 8,17 Умеренно 

 распространенные HC HC 6,65 

HC JC 4,61 Редко встречающиеся 

IC HC 4,32 
 

Все остальные типы взаимодействий элементов вторичной структуры могут 

быть отнесены к классу «Встречающиеся», так как их проценты минимальны. 

Статистика по количеству найденных третичных мотивов, в которые вхо-

дят оба нуклеотида LR-пары, представлена в таблице 2. Наиболее распростра-

ненным третичным мотивом, содержащим контакты типа LR, является мотив 

А-минор – всего около 7.2% всех пар входит в состав мотивов А-минор. Почти 

4% пар нуклеотидов являются частью стопок стекинга оснований, а чуть боль-
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ше 3% принадлежат рибозным молниям. Из результатов видно, что подавляю-

щее количество рассматриваемых пар нуклеотидов не принадлежат ни одному 

из наиболее распространенных типов третичных мотивов РНК. 

Таблица 2 

Статистика по третичным мотивам 

Мотив % пересеченных с данным мотивом пар 

А-миноры 7,2 

стопки стэкинга 3,7 

рибозные молнии 3,1 
 

Если смотреть в разрезе семейств rfam, то по общему количеству дально-

действующих взаимодействий элементов вторичной структуры можно выде-

лить следующие данные. На ribosomal-РНК приходится 91,5% всех взаимодей-

ствий. Остальные 8,5% – распределены по другим семействам. Если смотреть 

не по ribosomal-РНК, то наибольший процент нуклеотидов, принадлежащих 

взаимодействующим элементам вторичной структуры, приходится на RF00005 

tRNA tRNA – 5,5%. 

Среди них наибольшее количество следующих элементов (табл. 3, срез > 

0,5%). 

Таблица 3 

Статистика для RF00005 tRNA tRNA 

Первый нуклеотид 
Второй  

нуклеотид 

Семейство rfam РНК 

первого нуклеотида 
% от общего кол-ва 

HC HC RF00005 tRNA tRNA 1,76 

S S RF00005 tRNA tRNA 0,92 

HC S RF00005 tRNA tRNA 0,7 
 

При этом на рибозные молнии приходится 2,7%. В разрезе элементов вто-

ричной структуры данные следующие (см. табл. 4). На стопки стэкинга для 

данного семейства приходится 14,44%. В разрезе по элементам вторичной 

структуры данные следующие (см. табл. 5, срез > 1%). 
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На аминоры приходится 1,9%. В разрезе элементов вторичной структуры 

данные следующие (см. табл. 6, срез > 0,1%). 

Таблица 4 

Статистика по рибозным молниям для RF00005 tRNA tRNA 

Первый нуклеотид 
Второй  

нуклеотид 

Семейство rfam РНК первого 

нуклеотида 

% от общего  

кол-ва 

SIP JC RF00005 tRNA tRNA 0,92285 

S JC RF00005 tRNA tRNA 0,775194 

SJP JC RF00005 tRNA tRNA 0,258398 

HC S RF00005 tRNA tRNA 0,221484 

SHP IC RF00005 tRNA tRNA 0,221484 

S S RF00005 tRNA tRNA 0,147656 

SHP JC RF00005 tRNA tRNA 0,110742 
 

Таблица 5 

Статистика по стопкам стэкинга для RF00005 tRNA tRNA 

Первый нуклеотид 
Второй  

нуклеотид 

Семейство rfam РНК первого 

нуклеотида 
% от общего кол-ва 

HC HC RF00005 tRNA tRNA 10,7775 

HC S RF00005 tRNA tRNA 1,738306 
 

Таблица 6 

Статистика по аминорам для RF00005 tRNA tRNA 

Первый 

нуклеотид 

Второй 

нуклеотид 
Семейство rfam РНК первого нуклеотида 

% от общего  

кол-ва 

S JC RF00005 tRNA tRNA 0,56 

SIP JC RF00005 tRNA tRNA 0,36 

SHP IC RF00005 tRNA tRNA 0,33 

HC HC RF00005 tRNA tRNA 0,23 

SJP JC RF00005 tRNA tRNA 0,14 
 

Таким образом, можно сделать следующие выводы: 

1) на основе оригинальной классификации элементов вторичной структу-

ры РНК была осуществлена аннотация дальнодействующих третичных контак-

тов. Данные о таких контактах были систематизированы и пересечены с дан-

ными об известных типах третичных взаимодействий и мотивов в РНК. При-
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мерно 17% всех контактов составили взаимодействия стэма и классической 

шпильки. Этому типу взаимодействий может быть присвоен класс «наиболее 

часто встречающиеся». Также были выявлены взаимодействия «умеренно рас-

пространенные», «редко встречающиеся» и «встречающиеся»; 

2) для семейства RF00005 tRNA tRNA наиболее часто встречающимся ти-

пом взаимодействий элементов вторичной структуры является взаимодействие 

классических шпилек, которое входит в состав третичного мотива «стопки 

стэкинга»; 

3) наиболее распространенным третичным мотивом, содержащим контак-

ты типа LR, является мотив А-минор – всего около 7.2% всех пар входит в со-

став этого мотива. Почти 4% пар нуклеотидов являются частью стопок стекинга 

оснований, а чуть больше 3% принадлежат рибозным молниям; 

4) около 68% LR-пар не пересеклись ни с одним из известных типов; 

5) определен массив данных об элементах вторичной структуры, не вхо-

дящих в известные типы третичных взаимодействия. В дальнейшем на этих 

данных можно осуществить поиск еще не открытых третичных взаимодей-

ствий; 

6) выявлена неточность разметки мотивов средствами DSSR. 

Полученная выборка взаимодействий является наиболее полной и подроб-

ной выборкой дальнодействующих третичных контактов РНК на данный мо-

мент. Полученные данные могут быть использованы в вычислительных задачах 

предсказания пространственной структуры РНК, в частности для уменьшения 

пространства поиска возможных подструктур. 
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