
G-квадруплексы ДНК и РНК 53	 Успехи биологической химии, т. 56, 2016, с. 53–154

	 Адрес для корреспонденции: dolinnaya@hotmail.com
	 Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ (проект 16–04–00575_А).

СТРУКТУРА, СВОЙСТВА И БИОЛОГИЧЕСКОЕ 
ЗНАЧЕНИЕ G-КВАДРУПЛЕКСОВ ДНК И РНК. 

ВЗГЛЯД ЧЕРЕЗ 50 ЛЕТ ПОСЛЕ ИХ ОТКРЫТИЯ

Н. Г. ДОЛИННАЯ,1 А. М. ОГЛОБЛИНА,2 

М. Г. ЯКУБОВСКАЯ 2

1 Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, 
Химический факультет, Москва 

2 Институт канцерогенеза, Российский онкологический научный 
центр им. Н.Н. Блохина РАМН, Москва 

I. Введение. II. Структурные особенности G-квадруплексов нуклеи
новых кислот и факторы, влияющие на их стабильность и конфор
мационное разнообразие. III. Локализация последовательностей, 
способных образовывать G-квадруплексы, в геномах и транскрип
томах разных организмов. IV. Методы, используемые для харак
теристики G4 in vitro; термодинамика и кинетика сборки–раз
рушения квадруплексов. V. Факторы, влияющие на равновесие: 
ДНК-дуплекс–G-квадруплекс–i-мотив. VI. Структурная орга
низация мультиквадруплексных систем, образованных после
довательностями НК с множественными G-трактами. VII. Низ
комолекулярные лиганды и белки, узнающие и специфически 
связывающие G4. VIII. Полиморфизм теломерных G-квадруплексов. 
IX. G-квадруплексы, образующиеся в промоторных участках генов 
эукариот. X. Структурные особенности РНК‑квадруплексов и их 
биологическая роль. XI. Гибридные ДНК–РНК G-квадруплексы. 
XII.  Идентификация ДНК- и РНК‑квадруплексов в культурах 
клеток и в системах in vivо. XIII. Заключение.

I. ВВЕДЕНИЕ
Неканонические структуры ДНК, которые образуются путем кон
формационной перестройки двуспиральных участков генома с опре
деленной нуклеотидной последовательностью, рассматриваются в 
настоящее время как сеть новых регуляторных элементов. Одной 
из наиболее удивительных и активно изучаемых неканонических 
форм ДНК являются четырехспиральные G-богатые структуры, 
так называемые G-квадруплексы (G4). Открытые более половины 
столетия назад, эти неканонические структуры прошли в научном 
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сознании путь от занятного феномена гелей гуанозина в пробирке 
до важного структурного элемента генома. Сейчас объектом интен
сивных исследований стали G4, образованные молекулами РНК [1, 2].
	 Последовательности нуклеиновых кислот, образующие G4 
(G4‑мотивы), найдены в G-богатых повторах эукариотических 
геномов, таких как теломерные ДНК, микро- и минисателлитные 
последовательности, а также в регуляторных участках геномов, в 
частности, в промоторах онкогенов. С помощью новых методических 
подходов получены данные, свидетельствующие о том, что G4 
играют важную роль в регуляции ключевых клеточных процессов 
[3, 4], таких как репликация [5, 6], защита хромосомных концов [7], 
транскрипция [8], мутагенез [9], репарация геномных повреждений 
[10], рекомбинация ДНК [11] и эпигенетические процессы [12, 13], а 
также посттранскрипционные события: трансляция [14], сплайсинг 
РНК, альтернативное полиаденилирование мРНК [15] и др. 
	 Различным аспектам образования G4, их топологии, факторам, 
влияющим на стабильность и полиморфизм таких структур, взаимо
действию G4 с низкомолекулярными лигандами и др. посвящен ряд 
обзоров и даже книг [3, 16–18]. Однако, в последнюю декаду число 
публикаций, касающихся исследования таких неканонических форм, 
неуклонно росло, что связано, главным образом, с прогрессом в изуче
нии их биологических функций. Интерес к G4 обусловлен также тем, 
что их формирование ассоциировано с широко распространенными 
болезнями человека (онкологические, сердечно-сосудистые заболе
вания, диабет, нейродегенеративные расстройства) [19, 20]. В послед
ние годы G4 активно используются как компоненты наноструктур и 
недорогие переключающие устройства с потенциалом применения 
в нанотехнологии и биологии [21–23].
	 В отличие от существующих обзорных статей, в которых затраги
вались частные вопросы, связанные с G4, в настоящем обзоре освещены 
все аспекты квадруплексной проблематики. В нем проанализированы 
данные публикаций последних лет, которые существенно изменили 
научные взгляды на структурный полиморфизм G-квадруплексов, 
термодинамику и кинетику их образования–разрушения, на факторы, 
влияющие на равновесие между ДНК-дуплексами и неканоническими 
четырехспиральными формами ДНК, на структурную организацию 
мультиквадруплексных систем. Кроме этих аспектов в обзоре обоб
щена новая информация о структуре и устойчивости G4 в тело
мерных ДНК и промоторах онкогенов, о конформационных особен
ностях рибонуклеотидных G4 и гибридных ДНК–РНК‑квадруп
лексов, суммированы данные о разных классах лигандов, узнаю
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щих G-квадруплексы, о G4-специфичных белках и антителах, о 
существовании G4 в системах in vivo. Мы попытались сделать срез 
современного состояния науки о квадруплексах нуклеиновых кис
лот, включив краткую историю развития взглядов на их структуру 
и свойства. Особое внимание уделено новым экспериментальным 
подходам, с помощью которых осуществлен прорыв в изучении G4 
и их визуализации в биологических объектах.

II. СТРУКТУРНЫЕ ОСОБЕННОСТИ 
G-КВАДРУПЛЕКСОВ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 

И ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ НА ИХ СТАБИЛЬНОСТЬ 
И КОНФОРМАЦИОННОЕ РАЗНООБРАЗИЕ

G4 образуются путем внутри- или межмолекулярных взаимодействий 
молекул ДНК или РНК, содержащих тракты оligoG (G-тракты). 
Центральная часть (кор) квадруплекса состоит из G-тетрад, в которых 
четыре остатка гуанина из разных цепей или разных G-трактов (в 
случае внутримолекулярных G4) соединены системой Хугстиновских 
водородных связей (точнее, Н-связей, в образовании которых 
принимают участие Уотсон-Криковские и Хугстиновские стороны 
гетероциклических оснований). Стэкинг-взаимодействия плоских 
G-тетрад, а также дополнительные взаимодействия элементов сахаро
фосфатного остова [24] формируют специфическую структуру G4 
(рис. 1). Следует заметить, что элементы квадруплексов образуются 
даже при самоассоциации гуанозинмонофосфатов. Это связано с 
особыми свойствами остатков гуанина, которые обладают набором 
стерически соответствующих электронодонорных и электроноак
цепторных центров и повышенной способностью к стэкинг-взаимо
действиям. 
	 В исследованиях in vitro G4 образовывались в результате межмоле
кулярных взаимодействий двух, трех или четырех олигонуклеотидных 
молекул, содержащих G-тракты, а также за счет внутримолекулярного 
сворачивания одного олигонуклеотида (рис. 1а). Нуклеотидную 
последовательность, способную сложиться внутримолекулярно в 
G-квадруплекс, обычно определяют как G2–5L

1G2–5L
2G2–5L

3G2–5, где 
G2–5 – G-тракты, которые содержат от 2 до 5 идущих подряд остатков 
гуанозина, Ln – нуклеотидные последовательности, соединяющие эти 
тракты. До недавнего времени кор квадруплекса рассматривали как 
несколько G-тетрад, правозакрученых друг относительно друга [16]. 
И только в 2015 году методами РСА и ЯМР-спектроскопии был заре
гистрирован левозакрученный G4 – квадруплексный аналог Z-ДНК, 
образованный при внутримолекулярном складывании олигонуклео
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тида d(T(GGT)4TG(TGG)3TGTT) в условиях, близких к физиологи
ческим [25]. 
	 Для ДНК G4 характерно большое структурное разнообразие, 
обусловленное такими факторами, как количество формирующих 
их молекул, длина G-трактов, взаимная ориентация цепей, нуклео
тидная последовательность (состав) и длина петель, наличие нук
леотидных фрагментов, фланкирующих G4-мотив, природа катиона 
в среде и др. [26]. Ориентация цепей, определяющая топологи
ческую классификацию G -квадруплексных структур, может быть 
параллельной, антипараллельной, в которой две из четырех цепей идут 
в одинаковом направлении (выделяют два вида, «кресло» и «корзина», 
отличающиеся типом петель) или смешанной антипараллельной–
параллельной (3+1); в последнем случае три цепи квадруплекса идут 
в одинаковом направлении (рис. 1а). Классификация углов закручи
вания гуаниновых тетрад в G4 разной топологии приведена в работе 
[27]. Петли, хотя и не участвуют в формировании G-тетрад, являются 
элементами вторичной структуры и основным источником напряже
ний и ограничений в структуре квадруплекса. Для G4 характерны 
три типа петель (рис. 1в): пропеллерные, соединяющие G-тракты, 

Рис. 1. Схематическое изображение внутримолекулярных G4, различающихся 
ориентацией цепей в квадруплексном коре; желтым цветом обозначены гуано
зины в син-конформации, зеленым цветом – в анти-конформации (а). Парал
лельный G4, в котором приведена структура G-тетрад и участки связывания 
ионов калия (черные кружки) (б). Типы петель в квадруплексе, которые соеди
няют G-тракты (в).
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которые формируют соседние ребра четырехспирального кора 
(условно их можно определить как петли, соединяющие «верхнюю» 
и «нижнюю» G-тетрады); при этом не происходит инверсии направ
ления цепи нуклеиновой кислоты; латеральные (боковые) петли, 
соединяющие соседние G-тракты (направление цепи меняется); 
диагональные петли, соединяющие G-тракты, которые формируют 
противоположные ребра G-квадруплекса (направление цепи меня
ется). Формирование того или иного типа петель зависит от числа 
G-тетрад, количества нуклеотидных звеньев между G-трактами и их 
состава и непосредственно связано с ориентацией цепей в квадруп
лексе.

СПЕЦИФИЧЕСКАЯ КООРДИНАЦИЯ ОДНО-  
И ДВУХВАЛЕНТНЫХ КАТИОНОВ В ПОЛОСТИ G4  

КАК ФАКТОР СТАБИЛИЗАЦИИ ТАКИХ НЕКАНОНИЧЕСКИХ ФОРМ НК

Поскольку G-квадруплексы образуются за счет ассоциации четырёх 
поли(олиго)анионов, важнейшим фактором их стабильности явля
ются электростатические взаимодействия. Однако ионы, сконден
сированные вокруг спирали и нейтрализующие заряды фосфатных 
групп сахарофосфатного остова, вносят незначительный вклад в фор
мирование G4 [28]. В отличие от других типов структурированных 
нуклеиновых кислот G4 специфически связывают (координируют) 
ионы одно- и двухвалентных металлов внутри полости, образованной 
электроотрицательными карбонильными группами остатков гуанина 
[29]; при этом катионы теряют свою гидратную оболочку. Поэтому 
важной детерминантой, обеспечивающей способность ионов ме
таллов стабилизировать G-квадруплексы, является их ионный 
радиус. Информация о локализации катионов в квадруплексной 
структуре и о динамике их связывания с ДНК получена методами 
ЯМР‑спектроскопии и РСА. С помощью молекулярного моделирова
ния был проанализирован механизм миграции катиона в центральную 
полость G-квадруплекса; показано, что миграция в основном осу
ществляется через концевые G-тетрады и на нее активно влияют 
петли квадруплекса. Локализация катионов внутри квадруплексной 
структуры зависит от размера и заряда катиона. При попадании катиона 
внутрь квадруплексного кора расстояние между оксо-группами 
остатков гуанина в G-тетраде уменьшается из-за электростатического 
притяжения к катиону, что предотвращает выход иона металла в 
раствор [30].
	 Максимальный стабилизирующий эффект среди одновалентных 
катионов наблюдается для ионов К+, которые располагаются между 
G-тетрадами, образуя 8 координационных связей с карбонильными 
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группами гуанина (рис. 1б). Другими сайтами связывания ионов калия 
являются полости между латеральной или диагональной петлями 
квадруплекса и концевой G-тетрадой [30]. Менее выраженное стаби
лизирующие действие оказывают ионы Na+, которые, как правило, 
локализуются в плоскости тетрады и образует 4 координационные 
связи с остатками гуанина [31]. Кроме ионного радиуса фактором, 
объясняющим различное влияние К+ и Na+ на стабильность G4, явля
ется разница в свободной энергия гидратации ионов.
	 Для определения сайтов координации одновалентных ионов с 
ДНК-квадруплексами в качестве ЯМР-проб были использованы 
ионы аммония. Показано, что NH4

+ могут быть локализованы внутри 
квадруплекса между соседними G-тетрадами, как ионы калия [32]. 
Согласно другим данным [33], ионы аммония слишком большие для 
того, чтобы входить во внутреннюю полость квадруплекса без частич
ного раскрытия G-тетрад. Поэтому тип связывания этих ионов с G4 
зависит от диктуемой температурой жесткости четырехспиральной 
структуры и контролируется стерическими ограничениями G-тетрад 
и структурой петель [33]. Методом ЯМР-спектроскопии показано, что 
ионы таллия и рубидия координированы внутри G-квадруплексной 
структуры, как и К+. С ростом концентрации одновалентных ионов 
в среде увеличивается термодинамическая устойчивость G4 [34, 
35]. Следует отметить, что ионы Li+ и Cs+ практически не стабили
зируют четырёхцепочечную структуру ДНК, т.к. их ионный радиус 
либо не позволяет им войти в полость квадруплекса, либо (если он 
слишком мал) удержаться там, образовав координационные связи с 
остатками гуанина [28]. Как недавно показано, увеличение концен
трации нестабилизирующих квадруплекс ионов (Cs+ или иона три
метиламмония) при постоянной концентрации К+ может привести к 
разрушению G4; такой эффект не наблюдался ни для одной другой 
структуры ДНК [35].
	 На стабильность и конформационные переходы между различными 
формами G4 оказывают влияние и ионы двухвалентных металлов. 
Некоторые из них (Вa2+, Sr2+) имеют размер, который позволяет им 
входить в центральную полость квадруплексов [36] и стабилизировать 
G4 значительно сильнее, чем одновалентные ионы. Так, константа 
связывания внутримолекулярного антипараллельного G4 с катионом 
бария в 10 раз выше, чем с катионом калия [30, 37]. А выраженную 
стабилизирующую способность ионов стронция объясняют его 
сильным взаимодействием с карбонильными группами гуанинов 
и эффективным экранированием зарядов фосфатных групп [38]. 
Ионы Pb2+ тоже в значительной степени стабилизируют квадруплекс, 
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поскольку они, как показано методом РСА, располагаются между 
плоскостями соседних G-тетрад и могут замещать ионы К+ и Na+ в 
структуре квадруплекса. Сосуществовать в полости G4 могут также 
ионы Сa2+ и Na+, которые легко обмениваются друг на друга, так как их 
ионные радиусы близки. Зависимость квадруплекс-стабилизирующей 
способности ионов двухвалентных металлов от концентрации носит 
колоколообразный характер: 2–5 мМ растворы солей индуцируют 
сборку G4, а при концентрациях выше 10 мМ в сочетании с повы
шенной температурой некоторые ионы, Сa2+, Co2+, Mn2+, Zn2+, Ni2+ и 
Mg2+, могут вызвать диссоциацию квадруплекса. Причиной этого, 
как полагают, является специфическое взаимодействие ионов двух
валентных металлов с электроноакцепторными группами гуанина, 
отвечающими за образование Хугстиновских водородных связей. 
Сравнительное ранжирование степени стабилизации G4 одно- и 
двухвалентными катионами имеет следующий вид: Sr2+ >  Ba2+ > 
> K+ > Ca2+ > Na+, NH4

+ > Rb+ > Mg2+ > Li+ ≥ Cs+ [22]. Ионы метал
лов, особенно двухвалентных, инициируют конформационные 
переходы между различными формами G4. Так, под действием 
ионов Ca2+ происходит конверсия антипараллельной топологии в 
параллельную [39]. Такой же эффект наблюдается для теломерных G4 
при добавлении незначительного количества КСl в Na+-содержащий 
раствор, а при экстремально низкой концентрации ионов калия или 
стронция преобладающей формой является квадруплекс, который 
содержит только две G-тетрады, вместо обычно регистрируемой 
трехтетрадной структуры [22]. Согласно расчетным данным катион 
не является инициатором сборки квадруплекса, а стабилизирует уже 
сформированную структуру [30].

ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ НА ТОПОЛОГИЮ ДНК-КВАДРУПЛЕКСОВ

Одним из таких факторов является тип петель, соединяющих 
G-тракты, их длина и нуклеотидная последовательность [40–42]. 
Двух- или трехтетрадный G4 с тремя однонуклеотидными петлями 
имеет исключительно параллельную топологию, а все петли отно
сятся к пропеллерному типу [43, 44]. В присутствии ионов К+ для 
квадруплекса с двумя однонуклеотидными петлями характерна 
структура с параллельной ориентацией цепей независимо от длины 
и нуклеотидной последовательности третьей петли [26, 42, 45], 
тогда как в присутствии ионов Na+ топология G-квадруплексов, 
образованных при складывании тех же олигонуклеотидов, гораздо 
более вариабельна и в большей степени зависит от нуклеотидной 
последовательности G4‑мотива, чем в присутствии ионов К+ [42]. 
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G-квадруплекс с тремя динуклеотидными петлями может прини
мать и параллельную, и антипараллельную топологию, однако 
параллельная конформация в этом случае будет более энергетически 
выгодна [46]. Параллельный тип структур преобладает и в G4, одна 
из петель которого является мононуклеотидной. При этом природа 
нуклеотида (A, T, G или С) в этой петле не влияет на топологию 
системы [42]. С помощью метода КД показано, что для библиотеки 
внутримолекулярных ДНК-квадруплексов с варьируемой длиной 
петель от одного до трех нуклеотидов топология G4 сдвигается от 
параллельной к антипараллельной или смешанной, когда общая 
длина всех петель превышает пять нуклеотидных единиц [26]. Тот 
факт, что пропеллерные петли содержат не более трех нуклеотидных 
звеньев [26], накладывает стерические ограничения на количество 
G-тетрад во внутримолекулярном квадруплексе (то есть, на его «вы
соту») [47, 48]. Необязательно число гуанозинов в G-тракте должно 
соответствовать числу G-тетрад [47]. Так, олигонуклеотид, в котором 
имеется G-тракт из 15‑ти остатков гуанозина, образует, как было 
показано методом ЯМР-спектроскопии, параллельный внутримо
лекулярный G-квадруплекс, состоящий из трех G-тетрадных слоев и 
трех пропеллерных петель, образованных остатками гуанозина [48].
	 Тип складывания G4‑мотива в квадруплексную структуру взаимо
связан с ориентацией основания и сахарного остатка в гуанозинах, 
формирующих квадруплексный кор; син- и анти-конформации 
различаются углом поворота основания вокруг N-гликозидной 
связи. Рассматривают четыре возможных набора конформаций в 
динуклеотидной последовательности GрG в составе G4: син–анти, 
анти–анти, анти–син и син–син. Они значительно различаются 
по своим энергетическим параметрам из-за разной геометрии стэ
кинг-контактов между гуанинами. В работе [49] дополнительно 
рассматривают 5'-концевые динуклеотидные последовательности 
GpG, которые принимают конформации син–анти и син–син. В этих 
димерах 5'-концевая гидроксильная группа образует Н-связи с N3 
гуанина в син-конформации. При параллельной ориентации всех четы
рех цепей в G4 все гуанозины находятся в анти-конформации, что 
является наиболее энергетически выгодным. В случае G4 других топо
логий син–анти конформация гуанозинов коррелирует со взаимной 
ориентацией цепей, меняясь и внутри G‑тетрадного цикла, и вдоль 
оси квадруплекса (рис. 1а). На поверхности G4 находятся четыре 
бороздки, ширина которых (узкая, средняя и широкая) и распределение 
зарядов фосфатных групп в формирующих бороздки фрагментах 
сахарофосфатного остова зависят от топологии четырехцепочечных 
спиралей [50, 51]. Параллельный межмолекулярный квадруплекс 
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обладает четырьмя почти эквивалентными бороздками, по размеру 
совпадающими с малой бороздкой ДНК‑дуплекса; в G4 с чередую
щимися конформациями анти–син–анти–син в каждой тетраде 
образуются две узких и две широких бороздки, в то время как в G4 с 
чередованием анти–анти–син–син-конформации в тетрадах форми
руется одна широкая, одна узкая и две средних бороздки.
	 Даже для квадруплексов, образованных за счет внутримоле
кулярного складывания одной цепи ДНК, разнообразие возможных 
конформаций очень велико, учитывая 26 комбинаций различных 
петель и 8 возможных видов G-тетрад, компоненты которых раз
личаются взаимной ориентацией основания и сахарного остатка 
(син–анти) [52]. Образование межмолекулярных структур еще более 
увеличивает конформационное разнообразие G4. Дополнительные 
конформационные возможности возникают из-за включения в 
квадруплексный кор А-, С- или Т-тетрад, а также из-за образования 
на базе гуаниновых тетрад более сложных, стабилизированных 
Н-связями планарных пентад, гексад, гептад и октад [53, 54], содер
жащих разные типы оснований. 

КВАДРУПЛЕКСНЫЕ АССОЦИАТЫ (ДИМЕРЫ)

Некоторые G4, главным образом параллельные, склонны к меж
квадруплексному взаимодействию [55]. Так, методом ЯМР-спектро
скопии недавно было показано, что в растворе К+ два внутримо
лекулярных параллельных G-квадруплекса слипаются за счет 
стэкинг-взамодействия 5'-концевых G-тетрад (взаимодействие 
«тупыми» концами) [43, 56]. Описаны модели квадруплексной 
мультимеризации и за счет стэкинга 3'–3'- и 3'–5'-концевых G-тетрад 
[57]. Взаимодействовать могут как внутримолекулярные [43], так и 
межмолекулярные ДНК-квадруплексы, а контакт между субъедини
цами способны образовывать не только гуаниновые тетрады, но и 
имеющие большую гидрофобную поверхность гептады и октады [53, 
54], содержащие кроме четырех остатков гуанина основания другой 
природы. Другой тип димерных ассоциатов G4 образуется по аналогии 
со сборкой ДНК-дуплексов с помощью «липких» концов. «Слипание» 
G-квадруплексов может происходить за счет того, что в образовании 
G-тетрады в участке контакта двух квадруплексных субъединиц 
участвуют остатки гуанозина из каждой субъединицы, как в случае 
межмолекулярного G4, образованного четырьмя молекулами олиго
нуклеотида d(GGGT). При образовании сцепленного димера G-тракты 
исходного G4 проскальзывают друг относительно друга. Дизайн 
исходных олигонуклеотидных конструкций для создания G-квад
руплексных структур более высокого порядка описан в работе [58]. 
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III. ЛОКАЛИЗАЦИЯ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ, 
СПОСОБНЫХ ОБРАЗОВЫВАТЬ G-КВАДРУПЛЕКСЫ, 

В ГЕНОМАХ И ТРАНСКРИПТОМАХ РАЗНЫХ ОРГАНИЗМОВ
Основная стратегия при анализе генома заключается в корректном 
определении того, какие нуклеотидные последовательности можно 
отнести к G4‑мотивам. В качестве базовых рассматривают набор 
последовательностей, которые, как экспериментально установлено, 
образуют G4 [59]. В последнюю декаду в связи с ростом данных по 
секвенированию геномов млекопитающих и бактерий были разрабо
таны алгоритмы поиска и маркирования G4‑образующих последо
вательностей [60, 61]. Распределение G4‑мотивов, подчиняющихся 
алгоритму QuadParser (GnL1–7GnL1–7GnL1–7Gn, где n ≥ 3, L = A, T(U), 
G, C), в геномах различных организмов было объектом ряда иссле
дований [62–64]. Показано, что G4‑мотивами в основном обога
щены геномы эукариотических организмов. Они распределены 
неравномерно, располагаясь преимущественно вне районов, вовле
ченных в образование нуклеосом, и в неметилированных районах 
[65]. Высокая частота G4‑мотивов наблюдается в теломерных ДНК 
[66] и микро(мини)сателлитных повторах [67, 68], в длинных кон
цевых повторах ретротранспозонов [69], в генах рибосомных РНК, 
в регуляторных областях генома, в частности, в промоторах генов 
[70], причем преимущественно в кодирующей (смысловой) цепи [71], 
в точках начала репликации [5, 72, 73], участках, ответственных за 
перегруппировку генов иммуноглобулинов, участках повышенной 
ломкости хромосом [74], горячих точках рекомбинации [75], интро
нах генов [76, 77], островках CpG, энхансерах, инсуляторах [78], в 
митохондриальных ДНК [79], а также в различных областях транс
криптома, включающих участки альтернативного процессинга 
мРНК, сплайсинга [80], 5'- и 3'-нетранслируемые районы мРНК [2], 
теломерные некодирующие РНК [81], пре-микроРНК [82], длинные 
некодирующие РНК [83].
	 Методами биоинформатического анализа показано, что G4‑мотивы 
консервативны в различных эукариотических организмах [84]. 
Плотность G4‑образующих последовательностей существенно 
выше в некодирующих районах по сравнению с кодирующими [85]. 
В человеческом геноме присутствует более 376000 G4‑мотивов, 
согласующихся с алгоритмом QuadParser. Более 40 % генов, коди
рующих человеческие белки, содержат хотя бы один G4‑мотив в 
промоторном районе [62]. В среднем плотность распределения этих 
последовательностей по геному человека составляет 0.153 на тысячу 



G-квадруплексы ДНК и РНК 63

пар оснований, в то время как их содержание в промоторных участках 
составляет 1.48. Максимум на кривой вероятностного распределения 
G4‑мотивов в геномах человека, мыши, крысы, дрожжей, E.coli соот
ветствует участку, находящемуся на расстоянии примерно 50 пар 
нуклеотидов от точки начала транскрипции. Вместе с тем, более 800 
G4‑мотивов локализованы в областях, удаленных на расстояние до 
5000 нуклеотидных пар от точки начала транскрипции в 22049 генах 
человека [86, 87]. Тот факт, что последовательности, образующие 
G4, сохранились в ходе эволюции свидетельствует об участии этих 
неканонических форм ДНК в ключевых клеточных процессах [88]. В 
большей степени такими мотивами обогащены регуляторные районы 
генов теплокровных животных [80], а наибольшее их количество 
найдено в геноме человека. Причем присутствие G4‑мотивов отмечено 
в равной степени в регуляторных участках ранних и поздних генов. 
В основном они предшествуют онкогенам и реже генам супрессоров 
опухолевых клеток [89]. G4‑мотивы сопряжены в основном с генами, 
продукты которых отвечают за регуляторные функции, а не вовлечены 
в биосинтез белков «домашнего хозяйства». Сравнительным анали
зом in silico была выявлена гомология между G4‑мотивами позво
ночных и дрожжей в митохондриальных и ядерных геномах [85]. 
Интересно, что митохондриальная ДНК S. Serevisiae содержит на 
порядок больше G4‑мотивов, чем ядерный геном [90]. В растениях 
квадруплекс-образующие последовательности, действующие как 
репрессоры трансляции, найдены в 5'-нетранслируемых участках 
мРНК [91]. Большое количество G4‑мотивов содержат чрезвычайно 
распространенные в растениях длинные концевые повторы ретро
транспозонов [69].

ЛОЖНООТРИЦАТЕЛЬНЫЕ И ЛОЖНОПОЛОЖИТЕЛЬНЫЕ G4‑МОТИВЫ

В последние годы было выявлено множество последовательностей, 
в частности, в геноме человека, первичная структура которых откло
няется от алгоритма: GnL1–7GnL1–7GnL1–7Gn, где n ≥ 3, L = A, T(U), G, 
C, но которые, тем не менее, образуют квадруплексные структуры 
[92]. Ложноотрицательным, например, является G4‑мотив из мини
сателлитной ДНК, который складывается в квадруплекс с 9‑нуклео
тидной средней петлей [67]; доминирующий G4, образованный в 
промоторе гена Bcl-2 человека, принимает параллельную топологию 
с 13‑звенной петлей [87]. Согласно другим данным, средняя петля 
стабильного G4 может содержать до 21 нуклеотидного остатка [93]. 
Более того, недавно методом ЯМР-спектроскопии была показана 
возможность существования G4 разной топологии с единичными 
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или множественными выпетливаниями в квадруплексном коре (то 
есть с включениями в G-тракты нуклеотидных остатков другой 
природы). Эти выпетливания могут различаться длиной, нук
леотидным составом и местоположением [94]. Имеются также 
сообщения о ложноположительных G4‑мотивах, которые подчи
няются принятому алгоритму, но не образуют квадруплексов. 
Так, G-богатые последовательности в 5'-нетранслируемом участке 
мРНК человека были не способны складываться в квадруплекс 
из-за наличия С-трактов во фланкирующих участках, которые 
спаривались с G-трактами, образуя альтернативные вторичные 
структуры [14]. Для того, чтобы преодолеть эти ограничения, были 
выбраны другие, более общие критерии поиска G4‑мотивов, напри
мер, учитывающие эффект соседних последовательностей, которые 
могут захватывать более широкие функциональные области геномов 
и транскриптомов [95, 96]. В работе 2016 г. разработан и тестирован 
алгоритм G4Hunter, который существенно отличается от ранее 
использованных инструментов предсказания вероятности образо
вания G4 в определенной последовательности ДНК; он учитывает 
обогащенность последовательности остатками G и G/С-асимметрию 
между комплементарными цепями двойной спирали [97]. При 
обосновании этого алгоритма была проанализирована обширная 
база данных и экспериментально изучен потенциал образования 
квадруплексов фрагментами ДНК из митохондриального генома 
человека с помощью комбинации биофизических методов. Анализ 
геномов ряда организмов с применением разработанного алгоритма 
позволил заключить, что число последовательностей, способных 
образовывать стабильные G4 в человеческом геноме, значительно 
выше (в 2–10 раз), чем ранее оценивалось. 

G4‑МОТИВЫ НА КОНЦАХ ЭУКАРИОТИЧЕСКИХ ЛИНЕЙНЫХ 
ХРОМОСОМ (ТЕЛОМЕР)

Известно, что теломерные ДНК состоят из тандемно повторяющихся 
G·С-богатых некодирующих последовательностей, на 3'-конце 
которых находится 150–250‑звенный одноцепочечный G-богатый 
участок. В человеческих клетках, как и в клетках всех позвоночных, 
теломерные ДНК представляют собой повтор (TTAGGG)/(CCCTAA) 
размером в несколько тысяч пар оснований. Подобные G·С-богатые 
повторы характерны для многих филогенетически отдаленных орга
низмов; у насекомых типичная последовательность теломер содержит 
повтор (TTAGG)/(CCTAA), у растений – (TTTAGGG)/(CCCTAAA), 
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у Tetrahymena – (TTGGGG/CCCCAA), а у низших эукариот (реснит
чатых) Oxytricha nova – (TTTTGGGG/CCCCAAAA).

G4‑МОТИВЫ В БАКТЕРИАЛЬНЫХ И ВИРУСНЫХ ГЕНОМАХ

Распределение G4‑мотивов в геномах этих организмов гораздо 
менее изучено. В геноме E. сoli они тоже в основном сосредоточены 
в регуляторных районах, что позволяет предположить участие G4 в 
регуляции транскрипции [98]. Поиск G-квадруплексов и выяснение 
их функций в вирусных геномах фокусировались главным образом 
на ретровирусе ВИЧ. Локализация G4‑мотивов вблизи горячих точек 
рекомбинации, центрального полипуринового тракта в 3'-конце гена 
pol и в длинных концевых повторах промотора вирусного генома 
указывает на участие G4 в процессах рекомбинации, репликации и 
регуляции промоторной активности ВИЧ-1 [99–101]. G4, образую
щиеся вблизи точки начала репликации ДНК-содержащего вируса 
Эпштейна-Барра, как полагают, играют важную роль в процессах 
вирусной репликации и присоединения к метафазной хромосоме [102]. 
Кроме того, недавно было показано, что кластеры G4 ответственны 
за регуляцию трансляции вирусной мРНК [103]. G4‑мотивы, пред
ставленные в некодирующем регулятором районе ДНК вируса 
SV40, оказались способны образовывать необычные структуры с 
С-тетрадой, интегрированной в квадруплексный кор. Предполагают, 
что эти квадруплексы играют важную роль в регуляции репликации, 
а также ранней и поздней транскрипции вирусного генома. После
довательности, образующие G4, и их потенциал складываться в 
квадруплексные структуры были проанализированы в геномах всех 
известных вирусов папилломы человека [104]. По крайней мере для 
некоторых из них обсуждается участие G4 в транскрипции, репли
кации и альтернативном сплайсинге, необходимом для производства 
вирусных белков. Роль G-квадруплексов в жизненном цикле вирусов, 
в частности, ВИЧ, а также применение G4‑содержащих ДНК-апта
меров в качестве антивирусных агентов, дианостикумов и инно
вационных инструментов обсуждается в работах [43, 105].
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IV. МЕТОДЫ, ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ ДЛЯ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
G4 IN VITRO; ТЕРМОДИНАМИКА И КИНЕТИКА  

СБОРКИ–РАЗРУШЕНИЯ КВАДРУПЛЕКСОВ
Для характеристики образующихся в определенном локусе G-квадруп
лексов каждый идентифицированный G4‑мотив изучается in vitro, 
причем в различных экспериментальных условиях, в той или иной 
степени приближенным к внутриклеточным. Методы, которые 
обычно используют для описания топологии G4 и определения 
термодинамических и кинетических параметров образования и 
разрушения G-квадруплексных структур, включают КД [106, 107], 
УФ-спектроскопию [108, 109], дифференциальную сканирующую 
калориметрию [110, 111], гель-электрофорез [29, 52], РСА [25, 
112], химический и ферментативный пробинг [101, 113, 114], 
флуоресцентную спектроскопию и резонансный перенос энергии 
флуоресценции (FRET) [34, 46, 115, 116], в том числе FRET в еди
ничных молекулах [41, 117, 118], комбинационное рассеяние [119], 
электронный парамагнитный резонанс [120, 121], гидродинамические 
и хроматографические техники [52], молекулярную динамику (рас
четные методы) [30, 122–124], масс-спектрометрию [125], ЯМР-
спектроскопию [56, 126, 127]. Детальная характеристика ряда методов 
исследования G4 дана в работе [128].
	 В литературе имеется большой массив данных по термодинамике 
и кинетике образования G4, полученных с помощью традиционных 
подходов [128]. Однако эти аспекты, в отличие от структуры квадруп
лексов, не исследованы систематически. Не рассматривалась также 
взаимосвязь между термодинамической стабильностью, кинетикой 
и структурой G4. Обычно изучались термодинамические параметры 
сборки–диссоциации отдельных типов G4, причем разными методами 
[129]. На основании разрозненных данных разработан алгоритм 
предсказания стабильности квадруплексов [130]. Спонтанное 
складывание одноцепочечных последовательностей, содержащих 
G-тракты, в квадруплекс является термодинамически выгодным 
процессом [128]. В отличие от других неканонических структур, 
G-квадруплексы образуются в условиях, близких к физиологическим, 
и их температура плавления (Тпл) может превышать 70–80оС. Основ
ная энергия стабилизации внутримолекулярных G4 обеспечивается 
сайт-специфическим связыванием ионов металлов в полости квад
руплекса. Значения ΔGо и ΔНо образования внутримолекулярных 
G4 олигонуклеотидами длиной 22–26 звеньев (3–4 G-тетрады) в 
100 мМ К+ варьируют в диапазоне –2 ÷ –8 ккал/моль и –30 ÷ –80 
ккал/моль, соответственно; устойчивость G-квадруплексов в растворе 
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Na+ значительно ниже [31]. В отличие от G4, стабильность ДНК- и 
РНК-дуплексов не зависит от природы одновалентных катионов. 
Анализ полученных термодинамических данных показал, что 
внутримолекулярные G4 не являются более устойчивыми, чем 
другие внутримолекулярные комплексы НК [128]. В частности, 
ДНК-шпильки имеют гораздо более высокую Тпл, чем G4 сравнимой 
длины в одинаковых условиях [131]. Показано также, что в боль
шинстве случаев энергии образования G4 недостаточно для того, 
чтобы разделить цепи двойной спирали (>20 пар оснований) во 
внутренних ДНК-сайтах, например, в промоторных районах [128]. 
Однако внутримолекулярному параллельному G4, образованному 
последовательностью d((GGGT)3GGG), приписывают особые 
свойства; складывание такой квадруплексной структуры является 
значительно более энергетически выгодным, чем образование 
ДНК‑дуплекса в присутствии комплементарной цепи [132]. Более 
того, замена гуанозина в первом G-тракте (во второй позиции) на апу
риновый сайт не препятствует складыванию аналогичной последо
вательности в G4, хотя и приводит к значительной дестабилизации 
структуры [133]. Методом молекулярной динамики показано, что 
вакантное место в образующейся G-триаде занимает молекула воды. 
Уникальный связывающий «карман» в G4 может быть использован 
как специфическая мишень для низкомолекулярных лигандов 
и метаболитов НК. Достаточно устойчивым является также G4, 
содержащий более чем один вакантный сайт (в одной или разных 
G-тетрадах) [134]. А G4 с единичным апуриновым сайтом могут 
образовывать и другие последовательности, в частности теломерные 
повторы человека [135]. Интересно, что «избыток» гуанозинов в 
некоторых G-трактах может приводить к их проскальзыванию друг 
относительно друга при образовании квадруплексных структур. 
Показано, что этот процесс стабилизирует свернутое состояние; за 
счет благоприятного изменения энтропии Тпл G4 существенно возрас
тает [136].

ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ НА ТЕРМОДИНАМИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ 
ОБРАЗОВАНИЯ–РАЗРУШЕНИЯ G4

К ним относятся: тип катиона, число взаимодействующих молекул, 
их первичная структура, длина G-трактов [109], присутствие нуклео
тидных фрагментов, фланкирующих G4‑мотив [137]. В частности, 
стабильность G4 сильно зависит от типа петель, их длины и 
нуклеотидного состава/последовательности [93, 138]. Замена даже 
одного основания в одно- или динуклеотидной петле квадруплекса 
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и в G4‑фланкирующих фрагментах может влиять на стабильность 
G4 [42, 137, 139]. В частности, для параллельных G4 с петлями 
1:3–9:1 замена Т или С в однонуклеотидой петле на А приводит к 
значительной дестабилизации квадруплекса [42]; по данным ЯМР-
спектроскопии остаток аденина в петле вытолкнут из бороздки G4, 
в отличие от остатка тимина, который лежит в бороздке квадруп
лекса [140]. Показано, что независимо от ориентации цепей ДНК 
термодинамическая стабильность внутримолекулярных G4 умень
шается с ростом длины петель [26, 93, 139]. Так, каждый допол
нительный нуклеотид в пропеллерной петле приводит к падению 
Тпл на 2оС [42, 93]. Проявление этой закономерности не связано с 
нуклеотидной последовательностью в петлях квадруплекса; это было 
показано с помощью набора трехтетрадных внутримолекулярных 
G4 с частично рандомизованной последовательностью петель [26]. 
Когда общая длина всех трех петель превышает 5 нуклеотидных 
остатков, дальнейшее ее увеличение уже незначительно влияет на 
термодинамическую стабильность квадруплексных структур. C 
другой стороны, Н-связи или стэкинг-контакты в длинных петлях 
квадруплекса [141], а также стэкинг-взаимодействия оснований петли 
с концевыми G-тетрадами могут вносить благоприятный энталь
пийный вклад в термодинамику образования G4. Стабильность G4 
увеличивается и в случае, когда основания длинной петли могут 
спариваться с основаниями 5'-концевой последовательности, флан
кирующей G4‑мотив [142].
	 Известно, что образование G4 сопровождается высвобождением 
молекул воды [143]. Термодинамические вклады дегидратации и 
захвата противоионов G-квадруплексом оценены в работе [50]. Пока
зано, что вода влияет на термодинамическую стабильность и поли
морфизм G4 [110, 144]. Так, понижение ее активности, вызванное, 
например, добавлением в водный раствор различных спиртов или 
полиэтиленгликоля (ПЭГ), который используют для создания эффекта 
исключенного объема («молекулярной толкучки»), приводит к стаби
лизации квадруплекса [145]. Следует отметить, что эффект сольва
тации диаметрально противоположен для внутримолекулярного 
квадруплекса и двуспиральной ДНК; уменьшение активности воды 
дестабилизирует В-ДНК, но увеличивает устойчивость G4 [131]. 
Однако влияние ПЭГ, вызывающего дегидратацию квадруплекса, 
на стабильность G4 не так однозначно. Как было показано в статье 
2016 г., этот реагент в присутствии ионов двухвалентных металлов 
стабилизирует только параллельные G4, но не оказывает влияния 
или даже дестабилизирует квадруплексы других топологий [143]. 
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Согласно гипотезе авторов, ионы Sr2+, Ba2+ и Pb2+ в некоторой степени 
компенсируют эффект обезвоживания, сопровождающий образование 
квадруплексной структуры, особенно в случае G4 с антипараллельной 
ориентацией цепей.
	 Наиболее полно и детально охарактеризованы термодинамика 
и кинетика образования внутримолекулярных G-квадруплексов 
олигонуклеотидами, содержащими четыре G-тракта из повторов 
теломерной ДНК человека [109, 128, 130]. В обзоре 2010 года [129] 
обобщены полученные на олигонуклеотидных моделях одинаковой 
или близкой первичной структуры термодинамические данные, в 
которых ΔGо варьирует в широком диапазоне (3.4–14.8 ккал/моль). 
Причины наблюдавшегося разброса параметров связывают с поли
морфизмом теломерных ДНК-квадруплексов. В настоящее время 
считают, что большинство G4‑мотивов могут образовывать G-квад
руплексы различной архитектуры близкие по энергетике, которые 
находятся в динамическом равновесии. Различные формы G4 могут 
формироваться с разной скоростью, что приводит к образованию 
неидентичных наборов конформеров в разных условиях пробопод
готовки и при использовании разных методов исследования [146]. Но 
и в одинаковых условиях одна и та же теломерная последовательность 
может складываться во множество различных квадруплексных 
структур [109], а образовавшиеся G4 могут конвертировать в другие 
формы, между которыми имеется незначительный энергетический 
барьер (2 ккал/моль) [147]. Показано, что отдельные конформеры 
почти идентичны по термодинамическим, электрофоретическим и 
гидродинамическим свойствам, но имеют различные спектры КД и 
ЯМР, а также кинетическую стабильность [52].
	 В литературе имеются противоречивые мнения о том, является 
ли внутримолекулярная сборка–разрушение единичного G4 простым 
одностадийным процессом. В некоторых публикациях утвержда
ется, что плавление G4 подчиняется модели двух состояний [111]. 
Однако большинство исследователей считают, что этот процесс 
проходит через промежуточные состояния и не соответствует 
модели «все–или–ничего» [129, 148, 149]. Недавно с помощью 
методов КД, флуоресценции, индуцированной остатком 2‑амино
пурина, и FRET был доказан многоступенчатый механизм склады
вания теломерного G4 и изучена кинетика каждой стадии процесса 
[150, 151]. Согласно данным биофизических, расчетных и других 
методов, формирование G4 даже при внутримолекулярном свора
чивании олигонуклеотида проходит через термодинамически и 
кинетически значимые промежуточные состояния [149, 152]. Они 
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могут представлять собой шпилечные структуры, взаимодействие 
которых приводит к образованию квадруплексного кора, или разно
образные по топологии G-триплексы, которые образуются путем 
отделения одного из G-трактов от квадруплекса [153]. Возможность 
существования таких структур, стабилизированных G-триадами, 
подтверждена экспериментально с помощью ЯМР-спектроскопии, 
КД, дифференциальной сканирующей калориметрии и др. [134, 149], 
а анализ свойств возможных G-триплексных форм проведен мето
дом молекулярной динамики [154]. Показано, что кинетика сборки 
полноценного G4 определяется количеством промежуточных сос
тояний. Меньшее число таких структур наблюдается в растворе K+, 
по сравнению с Na+-содержащим буфером [155]. Особо отмечена 
принципиальная разница в поведении параллельного G4 со всеми 
гуанозинами в анти-конформации, что допускает проскальзывание 
G-трактов друг относительно друга с образованием промежуточных 
форм с меньшим числом G-тетрад в квадруплексном коре, и анти
параллельного G4, в котором син- или анти-конформация остатков 
гуанозина, коррелирующая с направлением цепей, блокирует процесс 
проскальзывания. Интересно, что число и тип остатков, присоеди
ненных к 5'- и к 3'-концам G4, влияют на скорость образования квад
руплекса, но не изменяют его многоступенчатый механизм.
	 Кинетика сборки G-квадруплексов зависит от нуклеотидной 
последовательности G4‑мотива и варьирует в диапазоне от милли
секунд до минут. Отмечено, что время образования G4 теломерными 
повторами человека, способными к очень быстрому внутримолеку
лярному складыванию, коррелирует со временем репликации ДНК 
[156]. Согласно данным, полученным с помощью различных экспери
ментальных подходов, в условиях низкой концентрации ионов калия 
(<10 мМ) наблюдается высокая скорость сборки теломерных G4 (16–50 
s–1) и относительно медленное их разрушение (1.310–3 s–1) [128, 155]. 
Необычно медленное плавление внутримолекулярных квадруплексов 
постулировалось и в работе [157]. Утверждение о высокой скорости 
складывания G-квадруплексной структуры противоречит данным 
теоретического анализа [158], согласно которому конкуренция между 
различными формами G4, в том числе промежуточными (среди них 
ключевыми являются ДНК-шпильки), делает этот разнонаправлен
ный процесс очень медленным. По мнению авторов, формирование 
квадруплекса – кинетически сложный механизм, в котором участвует 
множество альтернативных форм, и только небольшая фракция моле
кул складывается в конечную квадруплексную структуру. С такой 
кинетической картиной согласуются данные, полученные в последнее 
время с помощью ЯМР-спектроскопии [159] и КД [110].
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	 Что касается межмолекулярных G4, то кинетический контроль 
определяет полиморфизм таких структур в еще большей степени, 
чем внутримолекулярных G4. В работах Прислана и др. [160] на 
основании традиционных подходов предложены кинетические 
модели, существенно различающиеся в зависимости от природы иона 
металла (К+ или Na+) в среде. Эти модели описывают процессы об
разования–разрушения G4 и структурные переходы между разными 
формами квадруплексов, образованных олигонуклеотидом d(G4T4G3) 
с двумя G-трактами.

ВОЗМОЖНОСТИ МЕТОДОВ МАНИПУЛИРОВАНИЯ ОТДЕЛЬНЫМИ 
МОЛЕКУЛАМИ ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ G-КВАДРУПЛЕКСОВ

Обычно используемые методы исследования, позволяющие изу
чать усредненные свойства огромного количества молекул (КД, 
ЯМР‑спектроскопия, РСА), являются неинформативными для ана
лиза индивидуальных типов G-квадруплексов, особенно тех, которые 
составляют незначительную долю в общей популяции. Для опре
деления удельного веса различных структур в полиморфной смеси 
информативным является изучение поведения отдельных молекул. 
Так, с помощью FRET была изучена структура и динамика G4 на уровне 
единичных молекул, выявлено сосуществование нескольких типов 
квадруплексных конформаций, образуемых теломерными повторами 
человека [117]. В последние годы получили распространение ори
гинальные методы лазерных и магнитных пинцетов, которые позво
ляют изучать термодинамику и кинетику конформационных пере
ходов, которые происходят за счет механического растяжения–ре
лаксации одноцепочечных G-богатых повторов (теломерных ДНК 
или фрагментов промоторов), помещенных между дуплексными 
участками, иммобилизованными на оптически перемещаемые или 
парамагнитные шарики [146, 153, 157, 161, 162]. По мнению авторов 
[163], «расплетание» структурированных ДНК под действием растя
жения физиологически более рационально, чем термическое плав
ление, для осуществления которого фактически нет возможностей in 
vivo. Напротив, такие процессы, как ДНК-репликация, транскрипция 
и другие, могут генерировать натяжение в ДНК, которое приводит к 
локальному «расплетанию» двойной спирали. С помощью лазерного 
пинцета была оценена механическая устойчивость G4, которая 
оказалась сравнимой с силой, вызывающей остановку ДНК- и 
РНК-полимераз. Проведенное с помощью этой же техники срав
нительное изучение механической устойчивости G4 и шпилечных 
ДНК в физиологических условиях позволило сделать вывод о том, 
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что ДНК-квадруплексы в отличие от шпилечных структур могут 
служить эффективным препятствием для репликации или транс
крипции [164]. Методами молекулярной динамики показано, что 
разрушение внутримолекулярных G4 разной топологии под дейст
вием механического растяжения сопровождается потерей коорди
нации между центральным ионом и гуанинами G-тетрад [165], что 
согласуется с экспериментальными данными [166].
	 Путем механического растяжения теломерных G4 в пионерской 
работе [167] удалось дискриминировать вклады петель и разных 
G-тетрад в стабильность квадруплекса и показать, что больший 
вклад вносят квадруплексные петли (рис. 2). Метод магнитного 
пинцета позволил охарактеризовать равновесные конформационные 
переходы внутримолекулярного теломерного G4 при физиологических 
концентрациях ионов калия (~ 100 мМ) [146], что было невозможно 
сделать оптическими методами из-за высокой стабильности квадруп
лексов в этих условиях. Во временном диапазоне в несколько минут 
были выявлены три квадруплексные конформации с разным временем 
жизни и механической устойчивостью. Показано, что кинетически 
контролируемое распределение изомеров G4 зависит от условий их 
формирования [168]; то есть, при увеличении продолжительности 
эксперимента в образце могут накапливаться более долгоживущие 
и термодинамически стабильные формы. При изучении методом 
магнитного пинцета кинетических свойств G4, образованного 
27‑звенным G-богатым участком промотора онкогена c-Myc при 
100 мМ K+, показано, что доминирующая квадруплексная форма 
разрушается на несколько порядков медленнее, чем G-квадруплексы, 
имеющие другую топологию [157]. Предполагается, что такая некано
ническая структура может действовать как кинетический барьер в 
процессе регуляции транскрипции.
	 Анализ литературных данных свидетельствует о том, что пути 
сборки–разрушения G4, их термодинамические и кинетические 
параметры могут варьироваться для разных квадруплексов и разных 
экспериментальных условий. По-видимому, универсального меха
низма, пригодного для всех G4‑мотивов и условий пробоподготовки, 
не существует. Но сочетание современных экспериментальных тех
нологий и продвинутых расчетных методов поможет лучше понять, 
какие квадруплексные конформации в наибольшей степени представ
лены на биологически значимой временной шкале.
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Рис. 2. Прямая оценка вклада разных G-тетрад и петель внутримолекулярного 
G4 в его стабильность с помощью техники лазерного пинцета и химических под
ходов. Каждая из трех тетрад и петлевые участки G4 были присоединены через 
модифицированные нуклеотидные остатки к растягивающимся дуплексным 
фрагментам. 
	 На схеме представлен G4, «верхняя» или «нижняя» тетрады которого кова
лентно связаны с ДНК-дуплексами (а, б). Присоединение фрагмента ДНК, 
несущего азидную группу (4), к гуанозиновому производному G4-мотива с 
алкиновой группой в прилегающем фосфатном остатке (3) осуществлялось 
путем алкин-азидного циклоприсоединения (5). Модифицированные остатки 
гуанозина (1) после введения алкиновой группы в 3'-концевой фосфат использо
вались в качестве синтонов (2) в твердофазном олигонуклеотидном синтезе. Это 
позволило вводить алкин-содержащие звенья в заданные позиции G-богатого 
олигонуклеотида (в). Такая же стратегия была использована для присоединения 
ДНК-дуплексов к петлям G4. Лазерные лучи, сфокусированные на шариках, 
представлены желтыми конусами.



Н.Г.Долинная и соавт.74

V. ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ НА РАВНОВЕСИЕ:  
ДНК-ДУПЛЕКС–G-КВАДРУПЛЕКС–I-МОТИВ

За исключением одноцепочечных теломерных концов G4‑образующие 
последовательности присутствуют в геноме вместе с комплементарной 
цепью в виде двойной спирали. Поэтому изучение термодинамики и 
кинетики равновесия между G4 и дуплексной ДНК важно для ответа 
на вопрос: существуют ли G-квадруплексы в геномном контексте? Для 
измерения эффективности образования G4 серией олигонуклеотидов, 
содержащих G4‑мотивы в окружении одноцепочечных ДНК и в составе 
ДНК-дуплекса, был использован эффект разгорания флуоресценции 
при связывании G4‑узнающих низкомолекулярных соединений с 
квадруплексами [116]. Как и ожидалось, в ДНК-дуплексах способность 
G-богатых последовательностей к образованию G4 сильно снижена 
из-за конкуренции с Уотсон-Криковским спариванием; интересно, что 
в этом случае единственной детектируемой формой являлись парал
лельные квадруплексы. В ряде работ было показано, что равновесие 
G4–ДНК-дуплекс зависит от многих факторов, которые влияют на 
относительную термодинамическую стабильность обеих вторичных 
структур: температуры, наличия фрагментов, фланкирующих G4, 
первичной структуры G4‑мотива, катионного состава раствора и др. 
Один из факторов – длина петель в квадруплексе; чем они короче, 
тем стабильнее G4, и, соответственно, тем менее устойчив дуп
лекс, образованный в присутствии комплементарной цепи, из-за 
более короткого гибридизующегося участка [116]. Так, в физио
логических условиях олигонуклеотид с теломерными повторами 
человека d(TTAGGG)4 (длины петель в потенциальном G4 равны 
3:3:3) образует в присутствии комплементарной С-богатой цепи 
дуплексную структуру, в то время как последовательность промотора 
C-myc d(GGGTGGGGAGGGTGGG) преимущественно принимает 
конформацию G4 с петлями 1:2:1. Этот же фактор – изменение 
длины гибридизующегося участка, сдвигает равновесие в сторону 
образования дуплекса при фланкировании квадруплексного кора 
нуклеотидными остатками [169]. Такие же закономерности были 
найдены при мониторинге изотермического «расплетания» G4 в 
присутствии комплементарной цепи, несущей флуоресцентную метку 
[170]. Показано, что наличие последовательности, соседствующей 
с квадруплексом, ускоряет этот процесс примерно в 2 раза, а клю
чевым фактором, контролирующим кинетику «расплетания» G4 
в присутствии комплементарной матрицы, является концентра
ция К+. Так, G4, образованный последовательностью промотора 
C-myc, остается устойчивым в присутствии комплементарной 



G-квадруплексы ДНК и РНК 75

цепи даже при 70оС в 100 мМ КCl. Если у G4‑мотива имеется 
потенциал складываться внутримолекулярно и в несовершенный 
шпилечный дуплекс, как в случае промоторного участка гена WNT1 
d(GGGCCACCGGGCAGGGGGCGGG), то К+-индуцированный пере
ход в G4 происходит гораздо медленнее, чем образование квадруп
лекса из неструктурированного олигонуклеотида [171]. Добавление 
в раствор ПЭГ, понижающего активность воды, облегчает сборку 
G4 даже в отсутствие катионов и сдвигает равновесие от ДНК-дуп
лекса, образованного теломерными повторами с комплементарной 
цепью, к G4. Использование комплементарных проб с повышенной 
способностью к гибридизации, например пептидных нуклеиновых 
кислот (PNA), наоборот, приводит к эффективному разворачиванию 
G4 и образованию гетеродуплекса (DNA/PNA) [172].
	 In vivo цепи двуспиральных ДНК временно становятся одноце
почечными в ходе процессов репликации, репарации, транскрип
ции, а образующиеся раскрытые формы затем могут сложиться в 
различные неканонические структуры. Известно, что транскрип
ционная машина может генерировать отрицательную сверхспира
лизацию ДНК за движущейся РНК-полимеразой. Сверхспирали
зация стимулирует образование G4 [86], так как в условиях топо
логического стресса цепи ДНК-дуплекса легче «расплетаются», 
снимая тем самым напряжение сверхспирализации. Эффект сверх
спирализации может распространяться вдоль двойной спирали 
хромосомной ДНК на большие расстояния, индуцируя конфор
мационные перестройки участков генома, удаленных на нескольких 
тысяч пар оснований от точки начала транскрипции [86]. Поэтому 
более приближенными к условиям in vivo являются не олигонуклео
тидные модели, а сверхспирализованные плазмиды, содержащие 
вставки двуспиральных G·С-богатых ДНК с G-трактами на одной 
цепи и с С-трактами на комплементарной. На этих моделях пока
зано, что G4 могут существовать внутри дуплексной ДНК, которая 
является природным геномным контекстом [113, 173]. Они обра
зуются гораздо легче при отрицательной сверхспирализации, то 
есть до транскрибируемой последовательности, но не после нее 
[86]. Статистический механизм переходов из В-ДНК в G4 включает 
конкуренцию между двумя состояниями, а равновесное распреде
ление между ними при определенном уровне отрицательной сверх
спирализации рассчитывается, исходя из значений свободной энергии 
альтернативных конформаций [174]. Современные технологии маг
нито-оптического пинцета, позволяющие сочетать нанометровое 
разрешение с возможностью генерировать с помощью пары магнитов 
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заданный уровень сверхспирализации ДНК, были использованы для 
того, чтобы количественно оценить взаимосвязь между степенью 
топологического стресса и эффективностью образования G-квадруп
лексов. Показано, что популяция G4 возрастала от 2.4 до 23% при 
увеличении плотности отрицательной сверхспирализации до –0.05; 
причем эффективность образования G4 коррелировала с легкостью 
плавления двойной спирали ДНК [175]. Кроме сверхспирализации на 
сдвиг равновесия от ДНК-дуплекса к G4 in vivo может влиять струк
тура хроматина, связывание белков, специфически узнающих квад
руплексные структуры [4], и эффект «молекулярной толкучки» [116].
	 С помощью олигонуклеотидных моделей и плазмидных конструк
ций было показано, что внутримолекулярная сборка G-богатых после
довательностей может сопровождаться образованием неканонической 
четырехспиральной интеркаляционной формы ДНК (i-мотив) компле
ментарной С-богатой цепью (рис. 3) [70, 113, 176, 177]. Для этого 
обычно использовали методы ферментативного и/или химического 
футпринтинга [113], поскольку области, чувствительные к реагентам, 
расщепляющим одноцепочечную ДНК, являются маркерами наруше
ний двуспиральной B-формы, таких как «расплетенные» участки и 
различные неканонические структуры. Известно, что рН-зависимый 
i-мотив стабилизируется полупротонированными парами С≡С+; 
причем остатки цитозина в этих парах принадлежат параллельно 
ориентированным цепям (рис. 3а). Интеркаляция двух парал
лельных дуплексов во взаимно-антипараллельной ориентации 
приводит к формированию четырехспиральной структуры, в кото
рой чередующиеся неканонические пары С≡С+ лежат в разных 
плоскостях (рис. 3б). Факторы, которые влияют на стабильность 
i-мотива (значение рКа, длина петель, эпигенетическая модификация 
остатков цитозина, присутствие ПЭГ, степень гидратации) недавно 
были проанализированы в статьях [178, 179]. В экспериментах in 
vitro было доказано, что олигонуклеотиды с G-богатой и С-богатой 
последовательностью из промоторов генов могут в определенных 
условиях складываться в G-квадруплексы и i-мотивы, соответственно. 
Показано, что конкуренция между двумя четырехспиральными 
структурами и ДНК-дуплексом зависит от типа катиона и рН среды. 
В статье [180] оценена степень дестабилизации ДНК-дуплекса, 
вызванная расположенными рядом G4 или i-мотивом. Довольно 
искусственная модель представляет собой фрагмент двойной спирали 
с выступающим одноцепочечным концом, который складывается 
в одну из неканонических форм. Несмотря на то, что слабокислая 
среда стабилизирует i-мотив [176], образование этой альтернативной 
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структуры происходит даже при нейтральных pH в условиях отрица
тельной сверхспирализации ДНК [113] или при добавлении реагентов, 
имитирующих «молекулярную толкучку» [181, 182] – двух физиоло
гически значимых состояниях генома.
	 В литературе имеются противоречивые данные о том, сосущест
вуют ли две четырехспиральные структуры (G4 и i-мотив) в геноме, 
образуясь на комплементарных цепях одного и того же сайта, или 
же они взаимно исключают друг друга. С одной стороны, методами 
химического футпринтинга доказано формирование G-квадруплекса 
и i-мотива в промоторном участке гена c-Myc, вставленном в сверх
спирализованную плазмиду (рис. 3в) [113]. При этом оказалось, что 
G4 и i-мотив немного смещены друг относительно друга (содержат 
только три общих G·С-тракта из четырех необходимых); к тому же 
при формировании i-мотива задействован более длинный фрагмент 
ДНК, так как, в отличие от G-квадруплекса, длинные петли повышают 
стабильность четырехспиральной С-богатой структуры [70]. С другой 
стороны, с помощью техники лазерного пинцета показано [163], что 
фрагмент двойной спирали, который содержит G·С‑богатый район 
(ACAGGGGTGTGGGC)2/(GCCCACACCCCTGT)2 из промотора гена 
инсулина человека, складывается либо в G4, либо в i-мотив (в усло
виях, способствующих образованию обоих квадруплексов – pH 5.5, 
100 mM K+). Образование только одного из квадруплексов в этом сайте 
приписывалось взаимным стерическим помехам, обусловленным 

Рис. 3. Четырехспиральный i-мотив, образованный С-богатой цепью, компле
ментарной G4‑образующей последовательности. 
	 Полупротонированные пары С≡С+ (а), стабилизирующие параллельные 
дуплексы, взаимная интеркаляция которых в антипараллельной ориентации 
приводит к формированию i-мотива (б). Два типа четырехспиральных структур, 
образуемых G/С-богатой последовательностью, интегрированной в ДНК-плаз
миду; G4 затенен зеленым, а i-мотив – желтым цветом (в).
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механическим растяжением–релаксацией двуспиральной молекулы 
при использовании этого метода. Более общий вывод был сделан в 
работе 2016 г., в которой с помощью лазерного пинцета и популяцион
ного анализа исследовано образование G4 и i-мотива в различных 
фрагментах двуспиральной ДНК: человеческих теломерах и промо
торных участках генов. Показано, что взаимоисключающее образо
вание одного из квадруплексов является следствием их пространст
венной сближенности; так, в промоторе гена Bcl-2 наблюдалось 
одновременное образование обоих квадруплексов, разнесенных 
в комплементарных цепях [183]. Вариабельность в образовании 
четырехспиральных неканонических структур ДНК в зависимости 
от нуклеотидной последовательности может более тонко регулиро
вать генную экспрессию [184], поскольку возникновение G4 служит 
сигналом к ингибированию транскрипции, а i-мотив может действо
вать как активаторный сигнал [177, 184].

ОЛИГОНУКЛЕОТИДНЫЕ ДНК-МОДЕЛИ, В КОТОРЫХ 
СОСУЩЕСТВУЮТ ДУПЛЕКСНЫЙ И G-КВАДРУПЛЕКСНЫЙ ДОМЕНЫ

В последние годы олигонуклеотидные системы, содержащие сочле
нения шпилечных дуплексов и G4 различной топологии, вызы
вают повышенный интерес [185]. Изучение термодинамической 
стабильности конструкций, отличающихся ориентацией двойной 
спирали в одной из петель параллельного или антипараллельного 
G4 (коаксиальной или ортогональной) (рис. 4) показало, что в случае 
структурированной длинной петли стабильность квадруплекса воз
растает; при этом природа нуклеотидной пары, ближайшей к сочле
нению дуплекса и G4, и наличие выпетливаний на границе двух 
доменов существенно влияет на устойчивость образующейся вторич
ной структуры [186]. Как показано методом ЯМР-спектроскопии, 
стабильные структуры образуются и в случае множественных 
шпилечных дуплексов внутри одной и той же петли параллельного 
квадруплекса. Более того, множественные дуплексные вставки могут 
находиться и в разных петлях одного и того же G4, позволяя сильно 
расширить архитектуру подобных структур [187]. В статье 2015 
года проанализировано наличие последовательностей, способных 
складываться в G4 с двойной спиралью в одной из петель (длиной 
до 20 нуклеотидных звеньев) в человеческом геноме [188]. Иденти
фицировано 80307 таких последовательностей, организованных в 
виде кластеров, которые локализованы в горячих точках мутаций и 
в промоторных районах генов, ассоциированных с онкологическими 
заболеваниями и с патогенезом в тканях мозга. Авторы полагают, что 
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подобные двухдоменные структуры могут участвовать в различных 
биологических процессах, включая патологические.
	 В других типах дуплекс-квадруплексных гибридов компле
ментарные последовательности присоединены к 5'- и 3'- концам 
G4‑мотива [189, 190]. На примере тромбин-связывающего аптамера 
показано, что они могут образовать двойную спираль, сосущест
вующую с G4, только при антипараллельной топологии последнего. 
При этом наблюдается взаимное влияние дуплексного и квадруп
лексного доменов: разрушение одного из них путем направлен
ных нуклеотидных замен приводит к диссоциации другого [190]. 
Пространственная структура близкого по нуклеотидной последо
вательности аптамера изучена методом РСА [112]. В случае, когда 
взаимно-комплементарные последовательности фланкируют парал
лельный G4, формирования дуплексного домена не происходит, так 
как спаривающиеся фрагменты разнесены в пространстве; их наличие 
только дестабилизирует G-квадруплекс [44]. 

Рис. 4. ДНК-аптамеры, в которых сосуществуют квадруплексная структура и 
дуплекс, локализованный в одной из петель G4 (пары оснований отмечены розо
вым цветом). 
	 В конструкции (а) шпилечный дуплекс находится в ортогональной ориен
тации относительно параллельного G4; при этом стэкинг-взаимодействия 
между дуплексным и квадруплексным доменами отсутствуют. Конструкция (б) 
включает коаксиальную ориентацию дуплексных и квадруплексных спиралей, 
при которой реализуются непрерывные стэкинг-контакты вдоль обоих доменов.
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VI. СТРУКТУРНАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ 
МУЛЬТИКВАДРУПЛЕКСНЫХ СИСТЕМ, 

ОБРАЗОВАННЫХ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЯМИ НК 
С МНОЖЕСТВЕННЫМИ G-ТРАКТАМИ

Простые одноквадруплексные модели сейчас заменяются более 
биологически значимыми мультиквадруплексными, которые дают 
возможность изучить взаимодействие между единичными G4 [56, 
191]. Главным образом исследовали конформационный потенциал 
длинных одноцепочечных ДНК и РНК с теломерными повторами 
человека [111, 192–194], а также ряд других последовательностей 
человеческого генома, которые содержат большое число тандемно-
расположенных G-трактов – промоторы генов [195], минисателлит
ные локусы СЕВ25 [67], микросателлитные повторы [196].
	 Для структур с множественными G4 экспериментальное подтверж
дение получили две модели: «бусы на нитке» [67, 192–194, 197], в 
которой G4 отделены одноцепочечными фрагментами и ведут себя 
независимо друг от друга, и модель, в которой G4 соприкасаются, 
взаимодействуя между собой и образуя структуры более высокого 
порядка [111]. Причем взаимодействие соседних G4 происходит не 
только за счет стэкинга концевых G-тетрад, но и оснований петель, 
что приводит к образованию жестких сверхструктур. На основании 
исследований длинных теломерных ДНК и РНК методами РСА, 
ЯМР-спектроскопии и масс-спектрометрии высказываются противо
положные мнения относительно того, какой модели соответствует 
структурная организация последовательностей со множественными 
G-трактами [56, 111, 125, 191]. Эти противоречия могут быть связаны 
с тем, что анализ данных, полученных при изучении эффекта 
соседних квадруплексных единиц, осложняется структурным поли
морфизмом и наличием промежуточных и дефектных структур, 
образующихся в процессе сборки G4 [153, 198]. В ряде работ выска
зывается предположение, что два типа структур («бусы на нитке» и 
взаимодействующие G4) могут сосуществовать в длинных теломер
ных ДНК или РНК, причем их соотношение зависит от различных 
факторов в клетке. 
	 На более простых моделях показано, что олигонуклеотиды, 
содержащие более четырех трактов гуанозина, образуют набор квад
руплексов путем использования различных комбинаций G-трактов 
(изомеры положения) [52, 199, 200]. Показано, что последователь
ности, способные образовывать два независимых G4, отделенные 
олигонуклеотидным линкером разной длины, могут складываться 
различным образом [199]. При коротком линкере (число нуклеотид
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ных единиц ≤3) образуется преимущественно один квадруплекс, 
причем в разных позициях вдоль цепи (выигрыш энтропии). В случае 
более длинного линкера образуется только одна вторичная структура 
с двумя G4, которые ведут себя как независимые квадруплексные 
единицы. 
	 Для плавления ансамбля из нескольких G4, организованных в 
виде бусин на нитке, характерна модель набора состояний [111]. При 
этом такие структуры разрушаются при более низких температурах, 
чем единичные G4 [193]. К тому же, было показано, что общая 
стабильность гирлянды квадруплексов зависит от числа повторов. 
В работе 2015 года [201] было дано объяснение этому феномену. 
Авторы доказали, что наблюдаемое уменьшение стабильности 
структуры, образованной d((GGGTTA)4m–1GGG), где m = 2, 3, 4, 
с ростом числа квадруплексных единиц связано с тем, что G4 
на 5'-конце молекулы более термодинамически устойчив, чем 
G4 на 3'-конце, стабильность которого, в свою очередь, превы
шает стабильность внутренних квадруплексных доменов. То есть, 
устойчивость отдельного G4 в гирлянде модулируется фланки
рующими его нуклеотидными участками. Так, каждый внутрен
ний G4 окружен последовательностью ТТА с двух сторон, в то 
время как концевые G4 – только с одной (рис. 5а). Справедливость 
такого объяснения подтверждается результатами исследования 
Тпл длинных G4‑мотивов, фланкированных тринуклеотидами 
ТТА:  d(ТТА–(GGGTTA)4m–1GGG–ТТА), где m = 2, 3, 4. Оказалось, 
что общая стабильность вторичной структуры, образованной таким 
олигонуклеотидом, не зависит от числа квадруплексных единиц, 
поскольку в этом случае и внутренние, и концевые G4 соседствуют 
с тринуклеотидными последовательностями (рис. 5б). Интересно, 
что полученные результаты не меняются при варьировании длины 
участка, фланкирующего G4.
	 В то же время Тпл квадруплексных ансамблей более высокого 
порядка существенно превышает Тпл единичных G4-доменов; при 
этом стабилизирующим фактором являются межквадруплексные 
взаимодействия [196].
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VII. НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫЕ ЛИГАНДЫ И БЕЛКИ, 
УЗНАЮЩИЕ И СПЕЦИФИЧЕСКИ СВЯЗЫВАЮЩИЕ G4

Конформационные особенности G4, кардинально отличающиеся от 
других форм ДНК, являются основой для молекулярного узнавания 
таких структур низкомолекулярными лигандами. В последние две 
декады получены и исследованы сотни малых молекул различной хими
ческой природы, способных селективно взаимодействовать с G4 [202]. 
Они могут узнавать как предсформированные G-квадруплексы [203], 
так и индуцировать складывание таких структур соответствующими 

Рис. 5. Модель мультиквадруплексной системы, в которой G4 отделены три
нуклеотидными линкерами. 
	 (а) Образованная олигонуклеотидом d((GGGTTA)11GGG) тандемная 
квадруплексная структура, в которой отдельные G4 имеют разную термоди
намическую стабильность из-за различной позиции фланкирующих одноце
почечных участков (с 3'-конца, с обоих 5'- и 3'-концов, с 5'-конца). (б) В противо
положность этому, олигонуклеотид d(ТТА–(GGGTTA)11GGG–ТТА) образует 
систему, в которой каждый G4 соседствует с тринуклеотидным участком с 
обеих сторон, что приводит к нивелированию различий в устойчивости квад
руплексных единиц. Остатки Т и А обозначены желтыми и красными кружками, 
соответственно.
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последовательностями. Малые молекулы, которые связывают и 
стабилизируют G4 в теломерных ДНК и промоторах онкогенов, рас
сматриваются как потенциальные противоопухолевые агенты [8, 77]. 
Кроме того, G4‑лиганды являются незаменимым инструментом при 
изучении биологической роли G-квадруплексов [204], а также их 
детекции и выделения из клеток [205–207]. Анализу взаимодействий 
G4‑лигандов разной химической природы со своими полиморфными 
НК-мишенями посвящено множество статей и обзоров, однако мы 
ограничимся цитированием публикаций только последних лет [208–211]. 
	 Для получения соединений, которые имеют высокое сродство к 
G4, использован обширный химический репертуар [208]. Синтети
ческие G4‑лиганды включают производные антрахинона (BSU-1051), 
акридина (BRACO-19, AS1410, RHPS4), хинакридина (BOQ1, NCQ), 
порфирина (TMPyP4, NMM) [41], перилена (PIPER), триазина (12459) 
[212], бис-хинолина (360A, 307A) [213] и др. Охарактеризованы и при
родные макроциклические соединения, способные связываться с G4; 
теломестатин [214], лиганды на основе природных алкалоидов [58], 
таких как берберин [215], дауномицин [216], криптолепин [217], HXDV, 
пиридостатин [203, 218], природные полиамины. Способность узна
вать G4 проявляют и активно изучаемые узкобороздочные лиганды на 
основе бензимидазолов [219]. Хотя некоторые из изученных лигандов 
проявляют высокую избирательность и аффинность к G4, ряд свойств 
не позволяет считать их оптимальными. Поэтому в последние годы 
было получено и исследовано множество соединений, обладающих 
наряду со способностью связываться с квадруплексными структурами, 
такими преимуществами, как химическая устойчивость и легкость 
синтеза, повышенная растворимость в воде, способность проникать в 
клетку и низкая токсичность, узнавание G4 определенной топологии 
[220–222], хиральная селективность взаимодействия с G4 [223, 
224], в частности – с Z-G4 [225], индуцирование конформационных 
переходов в квадруплексе-мишени [226–228], способность вызывать 
образование G4 (функции молекулярных шаперонов), высокая 
селективность взаимодействия G4 с лигандом; при этом о селектив
ности низкомолекулярных соединений часто судят по их способности 
вмешиваться в биологические процессы, которые ассоциированы с 
образованием G4 [210, 213, 229]. Попытка оценить селективность 
ряда широко используемых G4‑лигандов путем мониторинга плав
ления квадруплексов с помощью оптимизированного метода FRET 
предпринята в работе [34]. Особый интерес представляют соединения, 
меняющие свои оптические (люминесцентные) свойства при взаимо
действии с G4 [207, 230–233], и реакционноспособные G4‑лиганды 
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[234]. В последнее время активно изучают низкомолекулярные 
соединения, которые обладают повышенным сродством к РНК-квад
руплексам [235–237], стабилизируя или разрушая [236] их. Серии 
новых лигандов к G4 были открыты с помощью молекулярного 
докинга [122, 238]. Для дизайна малых молекул с предсказанным 
сродством к G-квадруплексам создана база данных (http://www.g4ldb.
org), представляющая собой уникальную коллекцию из более чем 800 
известных G4‑лигандов [239].
	 В большинстве лигандов основная G4‑узнающая часть – плоская 
полициклическая ароматическая система, которая связывается с 
четверной спиралью за счет взаимодействия π-электронов аромати
ческих колец с концевыми G-тетрадами. Недавно обнаружено, что 
некоторые G4‑лиганды способны дискриминировать «верхние» и 
«нижние» тетрады одного и того же квадруплекса [240, 241]. Однако 
у G4 есть и другие участки связывания с малыми молекулами: 
бороздки, параметры которых различаются для квадруплексов разной 
топологии, фосфатные группы и гетероциклические основания, вхо
дящие в состав петель. Лиганды, узнающие такие структурные детер
минанты, могут связываться с G4 определенной вторичной структуры 
[242]. Узкая специфичность подобных лигандов особенно важна для 
их использования в качестве новых терапевтических и диагностичес
ких средств [214]. Для придания малым молекулам желаемых свойств 
в них вводят положительно заряженные боковые цепи, ионы метал
лов, кардинально меняют пространственную структуру лиганда [243]. 
	 Большинство G4‑связывающих лигандов стабилизируют квадруп
лексные системы. Стабилизация G4 под действием низкомолеку
лярных соединений определяется балансом электростатических 
и стэкинг-взаимодействий, водородных связей, гидрофобных и 
Ван-дер-Ваальсовых сил. Ключевыми среди них являются электро
статические взаимодействия. В статье [244] рассмотрены энерге
тические параметры связывания G4 с лигандами, а также способы 
их измерения. Обсуждают два возможных механизма стабилизации 
G4 лигандами: (1) снижение константы диссоциации уже сформи
рованной неканонической структуры, что приводит к продлению 
времени ее жизни; (2) повышение константы образования G4; при 
этом лиганд способствует сборке квадруплекса. Так, лиганд 360А 
способен ускорять формирование G4 в 106 раз. Известны также 
некоторые типы низкомолекулярных лигандов, которые приводят 
к дестабилизации и даже разрушению квадруплексных структур 
[245]. Некоторые G4‑лиганды способствуют нарушению функций 
теломер, препятствуя связыванию с теломерными ДНК белков 
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защитного комплекса [66]. Лиганды, стабилизирующие G4, могут 
ингибировать их разворачивание хеликазами, конкурируя с белками 
за связывание с такими неканоническими формами [213]. Известны 
также низкомолкулярные соединения, которые вносят повреждения 
в ДНК, например, пиридостатин, вызывающий двухцепочечные 
разрывы [203]. Такие лиганды рассматриваются как эффективные 
противоопухолевые агенты, поскольку они влияют на выживаемость 
клеток, особенно если в них ингибирована или мутирована система 
репарации ДНК [246]. 
	 Структурная информация о комплексах G-квадруплексов с лиган
дами получена с помощью ЯМР-спектроскопии [126] и РСА [247]. 
В обзоре, посвященном структурному анализу таких комплексов 
[16], констатируется, что при связывании лиганда его плоская 
ароматическая часть не интеркалирует в квадруплексный кор, а 
взаимодействует с концевыми G-тетрадами. При этом положительно 
заряженные группы, такие как протонированный азот акридинового 
кольца, могут использовать центральную электроотрицательную 
полость квадруплекса для усиления взаимодействия лиганда с G4. 
Отмечена возможность структурной адаптации квадруплекса к 
лиганду, в частности, реорганизации петель для увеличения площади 
поверхности G-тетрад (до гексад и октад) за счет включения допол
нительных оснований или пар оснований петель в плоскость конце
вых тетрад. Данные РСА показывают, что природа петель G4, опре
деляющая доступность бороздок этой неканонической формы ДНК, 
существенно влияет на селективность лиганда [247]. 
	 Следует отметить, что все внутримолекулярные G4, сокристал
лизованные с низкомолекулярными соединениями, показывают 
параллельную топологию [16, 215]. По-видимому, это связано с 
обезвоживанием образца при кристаллизации (известно, что дегидра
тация индуцирует образование параллельных G4) и ограничениями, 
налагаемыми кристаллической решеткой. Взаимодействие лигандов 
с G4 разных конформаций охарактеризовано также методами моле
кулярной динамики [248]. К настоящему времени в базе данных Pro
tein Data Bank (PDB) сообщено о структуре примерно 25 комплексов 
G4 с лигандами [248].
	 Несмотря на стремление лучше понять механизмы молекулярного 
узнавания G4 ароматическими лигандами, имеется немного сообще
ний об исследовании термодинамики образования таких комплексов. 
В работе 2015 г. [226] сравнили термодинамические и структурные 
характеристики связывания шести различных по химической при
роде соединений с теломерными ДНК человека. Анализ эксперимен
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тальных данных, полученных с помощью изотермической калори
метрии, КД, флуоресцентной спектроскопии, гель-электрофореза и 
молекулярного моделирования, позволил оценить доминирующие 
силы (специфические взаимодействия, изменения в сольватации и 
конформационном состоянии квадруплекса), которые управляют 
связыванием лигандов с G4. При этом впервые принято во внимание 
наличие промежуточных структур при сборке G4. Оказалось, что 
полученные параметры значительно различаются для слабоселек
тивных и квадруплекс-специфичных (высокоселективных) лигандов.
	 Изучение связывания ароматических лигандов с мультимерными 
G4 показало, что лиганд как правило встраивается между двумя G4, 
образуя сэндвич-подобную структуру за счет стэкинг-взаимодействия 
с концевыми G-тетрадами соседних квадруплексов [249, 250]. Причем 
на эффективность образования таких комплексов влияет расстояние 
между единичными квадруплексами в мультимерной системе [251]. 
Недавно, однако, было показано, что один из энантиомеров хираль
ного никель-содержащего лиганда не встраивается между двумя 
квадруплексными единицами, а покрывает их «сверху», соответствуя 
по размерам двум G-тетрадам. При этом он в 200 раз эффективнее 
связывается с G-квадруплексным димером, чем с изолированным 
G4 [252].
	 Среди огромного количества органических молекул, способных 
специфически связываться с квадруплексами ДНК, особое место 
занимают металлокомплексы, которые начали систематически 
исследовать в последнее десятилетие. G4‑лиганды на основе метал
локомплексов сочетают преимущества органического соединения 
и координирующего действия металла. Они относительно просты 
в получении и обладают необычными оптическими, магнитными и 
каталитическими свойствами, что делает их привлекательной основой 
для создания библиотек G4‑селективных лигандов, G-квадруплекс
ных оптических проб и расщепляющих агентов. В обзорах [253, 
254] приведена исчерпывающая классификация металлокомплексов, 
специфически связывающихся с G4 (макроциклические лиганды, 
немакроциклические полидентатные лиганды, объемные металло
комплексы с плоскими поверхностями, хиральные цилиндрические 
комплексы, люминесцентные металлокомплексы и др.), описаны 
их структурные особенности, дополнительные геометрические и 
электронные возможности для специфического связывания с G4 
и механизмы взаимодействия с квадруплексами ДНК. Некоторые 
типы металлокомплексов были сконструированы таким образом, 
чтобы вносить повреждения и разрывы в ДНК. Так, с помощью 



G-квадруплексы ДНК и РНК 87

реакционноспособного лиганда Zn-TTAP на основе фталоцианина 
разработан метод определения ориентации цепей в G4 [255]. В его 
основе лежит фоторасщепление цепи ДНК между гуанозинами вдоль 
оси квадруплекса, преимущественно после гуанозина, принадле
жащего «верхней» G-тетраде, с которой взаимодействует металло
комплекс.
	 Алкилирующие G4‑лиганды рассматриваются в настоящее время 
как один из классов химиотерапевтических препаратов [234]. Инду
цированная ими адресованная модификация ДНК может препятство
вать правильному считыванию генетической информации, приводя 
к гибели опухолевых клеток. Кроме медицинского приложения 
ковалентная модификация G4 с помощью реакционноспособных 
лигандов предлагается как эффективная стратегия для обнаружения 
и мониторинга образования G4 по всему геному и транскриптому. 
Маркирование G4‑сайтов может осуществляться путем аффинного 
выделения соответствующих фрагментов ДНК, с которыми ковалентно 
связаны высокоселективные лиганды [256]. Для реакционноспособных 
молекул важно минимизировать неспецифическую нуклеофильную 
атаку и сделать процесс алкилирования обратимым для того, чтобы 
выделенный из генома фрагмент ДНК не нес на себе ковалентно-свя
занное низкомолекулярное соединение. В качестве алкилирующего 
реагента, присоединенного к G4‑лиганду, предложили использовать 
электрофильный интермедиат, хинонметид, способный к обратимому 
алкилированию и образующий устойчивые в водных растворах 
аддукты с ДНК [257]. Преимуществом хинонметида является то, 
что он может быть легко получен из подходящих водорастворимых 
предшественников путем мягкой активации – фотохимической, вос
становительной, окислительной, термической и др. [258]. Недавно 
развитые химические стратегии для выделения и внутриклеточной 
локализации G-квадруплексов на основе модифицированных G4‑ли
гандов были суммированы в обзоре [256]. С помощью разрабо
танных подходов можно ввести в лиганд остаток биотина для 
аффинного выделения ДНК-квадруплекса на магнитные частицы, 
покрытые стрептавидином [205], перенести флуорофор от лиганда 
к G4 с помощью химических реакций, стимулированных эффектами 
близкодействия, или ввести предшественник хинонметида в малую 
молекулу для ее дальнейшей химической модификации. Поскольку 
наличие объемных заместителей может влиять на клеточный захват 
лиганда, аффинность и селективность их взаимодействия с G4, 
более перспективной является стратегия, основанная на введении 
в состав G4‑лиганда необъемных остатков алкинов. Эти группы 
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могут быть перенесены с лиганда на G4, например, путем реакции 
между нуклеофильной группой нуклеотида в петле квадруплекса и 
электрофильным центром на линкере, соединяющем алкин с лиган
дом [256]. Малые молекулы, содержащие алкиновые функции, могут 
быть иммобилизованы методом циклоприсоединения на несущие 
азидо-группы шарики, либо присоединены к флуоресцентным 
меткам непосредственно в клетке. Флуорогенные G4‑лиганды были 
использованы для оптической визуализации G-квадруплексных 
аптамеров, внесенных в клетки рака легких [259]. С помощью кон
фокальной микроскопии была прослежена эффективность захвата 
G-богатых олигонуклеотидов и выяснена внутриклеточная локали
зация образуемых ими квадруплексов. Показано, что параллельные 
G4 детектируются главным образом в лизосомах клеток, а антипа
раллельные структуры найдены в митохондриях. Эти находки важны 
в плане доставки лекарственных средств в специализированные 
клеточные органеллы с помощью G-квадруплексных аптамеров.
	 Недавно разработана революционная стратегия синтеза «умных» 
G4‑лигандов, основанная на матрично-зависимой сборке водораство
римых соединений, имитирующих G-тетраду (Template-Assembled 
Synthetic G-Quartet, TASQ); причем этот процесс происходит только 
в присутствии G-квадруплексной мишени. Так, в работе [260] 
сконструирована и получена оригинальная молекула, чья структура 
может перестраиваться при взаимодействии с G4, но не с дуплексной 
ДНК. «Умный» лиганд за счет матрично-зависимой внутримоле
кулярной реакции формирует искусственную G-тетраду, которая 
связывается с концевой тетрадой квадруплекса, стабилизируя его 
(рис. 6). Координация металла (тербия) во внутренней полости моле
кулы способствует организации активного закрытого состояния, а 
прецизионно расположенные положительные заряды на боковых 
заместителях еще более усиливают сродство лиганда к G4. Проде
монстрировано применение таких соединений как искусственных 
рецепторов для тестирования взаимодействия концевых G-тетрад 
квадруплекса с низкомолекулярными лигандами [261]. Квадруп
лексные лиганды-биомиметики нового поколения способны служить 
также «умными» флуоресцентными пробами [262]. В неактивном 
открытом состоянии флуоресценция лиганда погашена за счет 
внутримолекулярного фотоиндуцированного переноса электронов, 
а в закрытой конформации, инициированной самосборкой искусст
венной G-тетрады, флуоресценция восстанавливается. Первый такой 
лиганд, PyroTASQ, на основе пирена показал себя эффективной 
G4‑специфичной пробой для исследований in vitro [262]. Однако он 
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имел склонность агрегировать во внутриклеточной среде. Специально 
созданный N-TASQ, в котором пирен был заменен на остаток нафта
лина, оказался пригодным для внутриклеточных исследований. В 
частности, с его помощью проведена прямая детекция РНК G4 в 
необработанных предварительно (фиксация, пермеабилизация и др.) 
клетках человека и мыши [263]. 

КЛЕТОЧНЫЕ И ВИРУСНЫЕ БЕЛКИ

Наличие функционально-важных белков, которые специфически свя
зываются с G4, является одним из важнейших факторов, поддержи
вающих гипотезу о биологической значимости таких структур. 
Регуляторные функции G4 в клетке могут осуществляться только 
при участии белковых факторов, которые модулируют их термоди
намическую стабильность и конформацию. К настоящему времени 
идентифицировано множество белков, специфически связывающихся 

Рис. 6. «Умные» G4‑лиганды, способные формировать искусственную G-тетраду 
за счет матрично-зависимой внутримолекулярной реакции; при этом матрицей 
является концевая тетрада G4. 
	 а – Химическая структура «умного» лиганда, который перестраивается в 
активное (закрытое) состояние, генерируя искусственную G-тетраду. 
	 б – Схема, иллюстрирующая принцип действия «умных» лигандов, где 
желтым диском представлен G4-связывающий домен молекулы, а розовыми 
прямоугольниками – остатки гуанина, формирующие новую G-тетраду.
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с ДНК-квадруплексами [264–266] и с РНК-аналогами G4 [267, 268]. 
Для выделения таких белков используют аффинную хроматографию 
(например, с использованием биотинилированных G4‑образующих 
олигонуклеотидов, которые связываются с шариками, покрытыми 
стрептавидином) с последующим масс-спектрометрическим (LC-MS/
MS) анализом [269, 270]. В недавней статье [271] описано выделение 
путем разработанной системы скрининга ряда клеточных белков 
(ядерных рибонуклеопротеидов, рибосомных белков, факторов 
сплайсинга), которые специфически связываются с G4‑мотивом в 
5'-нетранслируемых участках мРНК. Отобранные соединения были 
охарактеризованы с помощью масс-спектрометрии MALDY TOF, 
а их константы диссоциации с РНК G4 (наномолярный диапазон) 
определены методом спектроскопии поверхностного плазмонного 
резонанса.
	 Белки, узнающие G4, принадлежат к разным классам и выполняют 
различные функции в клетке: участвуют в регуляции длины теломер, в 
сборке рибосом [272], в процессах транскрипции, трансляции, сплай
синга или альтернативного сплайсинга [20, 269, 273–276], в реплика
ции и репарации ДНК [277, 278], в репликации ДНК пониженной 
точности через поврежденные нуклеотидные звенья [279], в обратной 
транскрипции [206], спаривании гомологичных хромосом во время 
мейоза, в разрушении вторичной структуры ДНК, в изменении 
топологического состояния ДНК и других процессах метаболизма 
нуклеиновых кислот. G4‑связывающие белки подразделяют на три 
функциональныe группы: (1) белки, ассоциированные с теломерами, 
например, белки защитного комплекса [267, 280, 281]; (2) белки, 
способные «расплетать» G4 и даже расщеплять их, такие как ДНК- 
и РНК-хеликазы (молекулярные моторы, которые, «расплетая» 
структурированные нуклеиновые кислоты, включены во многие 
биологические процессы), нуклеазы [273, 282, 283]; (3) белки, 
которые стабилизируют G-квадруплексы и инициируют (ускоряют) 
их сборку, действуя как молекулярные шапероны, например, нуклео
лин (многофункциональный ядерный белок) и нуклеофосмин [269, 
276, 284]. Белки и ферменты, обладающие повышенным сродством 
к G-квадруплексам по сравнению с двуспиральными или одноцепо
чечными ДНК, могут не только дискриминировать такие неканони
ческие структуры, но и распознавать их топологию [269]. 
	 Несмотря на активное изучение комплексов белков с G4, струк
турные основы узнавания квадруплексов белковыми молекулами 
остаются неясными, а сами исследования в этой области – отрывоч
ными и несистематизированными. Экспериментальными методами 
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высокого разрешения установлено, что на белково-нуклеиновое 
связывание влияют петли G4 [112] и сочленение дуплексных и 
квадруплексных доменов в НК-мишени [189, 285]. С помощью 
молекулярного моделирования показано, что по размерам G4 
точно соответствует полости интегразы ВИЧ-1 и белка RecA [55], 
а домен белка нуклеофосмина ложится в бороздку квадруплекса 
[286]. Недавно методом ЯМР-спектроскопии было показано, что 
две молекулы пептида, последовательность которого соответствует 
фрагменту прионного белка, связываются с концевыми G-тетрадами 
РНК G4 за счет гидрофобных взаимодействий (благоприятное изме
нение энтропии воды) [287]. В 2015 г. с помощью этого же метода 
была идентифицирована 18‑звенная G4‑связывающая аминокис
лотная последовательность РНК-хеликазы RHAU, которая покры
вает концевую G-тетраду параллельного ДНК G4 и охватывает 
квадруплексный кор за счет электростатических взаимодействий 
между тремя положительно заряженными аминокислотами и отри
цательно заряженными фосфатными группами [288]. Примеча
тельно, что эта модель связывания сильно напоминает таковую 
для большинства G4‑специфичных низкомолекулярных лигандов. 
Изучение кристаллической структуры комплекса аргинин- и глицин-
богатого пептидного фрагмента белка FMRP с РНК, содержащей 
G-квадруплексный и дуплексный домены, с разрешением 2.8 
ангстрема позволило выяснить молекулярные принципы, объяс
няющие специфичность белково-нуклеиновых взаимодействий, 
и идентифицировать широкую сеть контактов между пептидом и 
РНК, которые включают не только G-тетраду и границу между G4 и 
дуплексным доменом, но и распространяются на дуплексный район 
РНК [289]. Следует отметить, что FMRP – хорошо охарактеризованный 
регуляторный РНК-связывающий белок, играет центральную роль в 
развитии целого ряда неврологических расстройств человека, включая 
аутизм. Полагают, что взаимодействие этого белка с РНК‑квадруп
лексами непосредственно влияет на регуляцию трансляции сотен 
ключевых мРНК в клетках нейронов, а нарушение таких взаимо
действий рассматривается как один из основных механизмов 
запуска патологических изменений, приводящих к ментальным 
нарушениям [20]. В работе [290] изучена роль ароматических амино
кислот – тирозина и фенилаланина, в С-концевом домене белков, 
ассоциированных с липосаркомой и с саркомой Юинга, в узнавании 
теломерных ДНК- и РНК-квадруплексов. Показано, что остатки 
фенилаланина исключительно важны для специфического связывания 
с G4. Так, замена трех Рhe на остатки аланина предотвращает взаимо
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действие соответствующего пептида с квадруплексной структурой. 
А дискриминации теломерных ДНК G4 и РНК G4 можно добиться, 
заменяя остатки Рhe на Туr. Такой замещенный пептид узнает и 
связывает преимущественно РНК-квадруплекс из-за большей гидро
фильности остатков тирозина по сравнению с фенилаланином. С 
помощью серии модельных структур, содержащих модификации в 
петлях ДНК- и РНК-квадруплексов (апурин/апиримидиновые сайты, 
2'-О-метильные производные или нуклеозиды с замкнутым рибозным 
кольцом (LNA, Locked Nucleic Acids), показано, что остатки Tyr 
узнают главным образом 2'-гидроксильные группы рибозы.
	 Согласно современной парадигме, G4 и узнающие их белки 
являются ключевыми игроками в ряде важнейших процессов жизне
деятельности. В частности, G4 рассматриваются как эндогенный 
источник хромосомной нестабильности [291], ассоциированной со 
многими заболеваниями человека [292, 293]. Данные, накопленные к 
настоящему времени, свидетельствуют о том, что если четырехспи
ральные неканонические формы ДНК не разрушаются белками, то 
они могут препятствовать процессам транскрипции, репликации [294, 
295], репарации или гомологичной рекомбинации ДНК. Это приводит 
к двухцепочечным разрывам, геномных перестройкам, экспансии 
G-богатых повторов [296–298]. Причем геномные повреждения 
тем существенней, чем выше термодинамическая стабильность 
квадруплекса [139]. В то же время отмечается, что устойчивые G4 
являются не единственной причиной ингибирования репликации и 
могут существовать альтернативные механизмы, объясняющие этот 
феномен. Так, ДНК-полимераза δ останавливается вблизи теломерных 
G4‑мотивов независимо от того, образуются ли квадруплексные 
структуры на запаздывающей цепи [299]; исследования на клеточном 
уровне показали, что эти последовательности вообще трудны для 
репликации. В отличие от высокоточных репликативных ДНК-по
лимераз специализированные ДНК-полимеразы эукариотических 
клеток, которые могут встраивать нуклеозиды напротив некоторых 
типов точечных повреждений, способны предотвращать геномную 
нестабильность при G4. Имеются косвенные доказательства того, что 
некоторые из них, например, Pol κ, Pol η и Rev1 (члены Y-семейства), 
могут обеспечивать эффективную прогрессию репликации через 
ДНК-квадруплексы [300]. Структурные особенности наиболее изу
ченной Rev1 объясняют, почему эта полимераза оперирует преиму
щественно на G-богатых матрицах. 
	 Особое место среди белков, специфически связывающих и разво
рачивающих G-квадруплексные структуры, занимают хеликазы, 
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которые предотвращают геномную нестабильность, вызываемую 
G4‑образующими последовательностями [282, 298]. Механизм и кине
тика разрешения G4 хеликазами семейства Pif1, представленными в 
эволюционно далеких организмах (от бактерии до человека), которые 
при этом активируются и более охотно «расплетают» двуспиральные 
ДНК в процессе репликации, обсуждается в работах [301–303]. В отли
чие от высокопроцессивной активности, показываемой хеликазами 
Pif1, которые остаются связанными со своим ДНК‑субстратом, G4‑ре
зольваза 1 (известная также как DHX36 или RHAU), способная прочно 
связывать и разрешать ДНК G4 и РНК G4, является непроцессивной, 
так как отделяется от субстрата после каждого акта гидролиза АТФ 
[304]. А разворачивание внутримолекулярных G4 АТФ-зависимой 
ДНК-хеликазой BLM из семейства RecQ, как показано методом 
FRET на единичных молекулах, осуществляется посредством раз
личных механизмов в зависимости от структурного окружения 
квадруплекса – одно- или двухцепочечного [305]. Техника, разви
тая на основе флуоресцентных методов, позволила тестировать 
«расплетание» различных квадруплексов ДНК-хеликазами в режиме 
реального времени [34]; при этом образование комплекса G4 с 
низкомолекулярным квадруплекс-стабилизирующим лигандом 
ингибировало активность фермента, причем степень ингибирования 
зависела от строения G4 и типа лиганда. Разная эффективность 
денатурации G4 различного строения белком репликации А (RPA) 
была выявлена и в работе [306] с помощью FRET на единичных 
молекулах. Факторы стабилизации квадруплекса, такие как наличие 
коротких петель (менее трех нуклеотидных единиц) и более чем трех 
G-тетрадных слоев, способствовали сохранению квадруплексной 
конформации даже при физиологической концентрации белка, что 
повышает функциональную значимость таких структур [307]. 
	 Изучение влияния G-квадруплексов на функционирование 
G4‑связывающих белков было предпринято в ряде работ последнего 
времени. Так, с помощью манипулирования единичными молекулами 
показано, что теломерные ДНК G4, которые модулируют in vitro 
теломеразную активность, могут влиять и на связывание других 
белков, включенных в биологию теломер [118, 308]. И наоборот, 
белки, связывающиеся с теломерными концами, контролируют 
образование ДНК G4 в клетке. Имеются данные о влиянии G4 на 
транслокацию каталитической субъединицы теломеразы (ТЕRТ) 
из ядер в митохондрии, которые играют важную роль в клеточном 
апоптозе, индуцированном квадруплекс-связывающими лигандами 
[309]. Установлено, что G4 разной топологии могут ингибировать 
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опосредованное топоизомеразой I расщепление одной из цепей 
двойной спирали [44, 310, 311], влияя тем самым на степень сверх
спирализации ДНК. Специализированные ДНК-полимеразы низкой 
точности hРol ɳ и hРol ɛ семейств Y и B, соответственно, способ
ные осуществлять репликацию через поврежденные нуклеотидные 
звенья, сохраняют разную степень активности на G4‑содержащих 
субстратах в зависимости от степени специфического связывания 
с G-квадруплексами [279]. Показано, что G4 в 20% генов человека 
являются мишенями двух компонентов (XPD и XPB) транскрип
ционного фактора TFIIH [283]; при этом XPD действует как ДНК 
G4-хеликаза, а XPB – как G4‑связывающий белок. Поскольку оба 
компонента играют решающую роль в координировании системы 
проверки повреждений ДНК и механизмов репарации, связанных с 
разведением цепей двойной спирали, предполагается, что G4 могут 
регулировать эти процессы. В работе [312] обсуждается механизм, 
основанный на взаимодействии ДНК G4 с дрожжевым коактиватором 
транскрипции Sub1 и его человеческим гомологом PC4, посредством 
которого G-квадруплексные структуры могут влиять на регуляцию 
генной экспрессии и другие процессы метаболизма ДНК.
	 В последние годы возросли наши знания о биологической зна
чимости G4 в прокариотах [10, 98] и вирусах [313]. Показано, что 
G-квадруплексы специфически узнаются различными вирусными 
белками, такими как ядерный антиген 1 вируса Эпштейна-Барра 
[103], уникальный домен (SUD) коронавируса SARC, который 
существует исключительно в высокопатогенных штаммах [314], 
и нуклеолин – многофункциональный фактор хозяйской клетки, 
который связывается с высокой аффинностью с квадруплексами, 
образующимися в длинных концевых повторах промотора ВИЧ-1, 
ингибируя вирусную транскрипцию [276]. Кроме того, установлено, 
что G-богатая последовательность ДНК в районе U3 вируса ВИЧ‑1, 
способная складываться в G4, содержит три сайта связывания транс
крипционного фактора Sp1, который включен в регуляцию экспрессии 
вирусных генов [100]. G-квадруплексные аптамеры, которые были 
нацелены на белки ВИЧ-1 и рассматривались как потенциальные 
ингибиторы репликации генов этого вируса в клетках и вирусной 
интеграции in vitro [315], показали антивирусную активность [316].

АНТИТЕЛА К G4
Как любая неканоническая форма ДНК, G-квадруплексы являются 
иммуногенными. В литературе описаны антитела, обладающие в 
1000 раз большей аффинностью к четырехспиральным ДНК по 
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сравнению с дуплексными структурами; при этом некоторые из 
них являются высоко специфичными для параллельных G4, в то 
время как другие связываются и с параллельными, и с антипарал
лельными G-квадруплексными структурами. Более того, выделены 
и охарактеризованы антитела, способные со 100‑кратной специфич
ностью дискриминировать параллельные G4, которые отличаются 
друг от друга только структурой петель [317]. Обычно антитела полу
чают из огромной библиотеки бактериофагов, каждый из которых 
экспонирует уникальное антитело на своей поверхности (фаговый 
дисплей). Бактериофаги, несущие G4‑узнающие антитела, выделяют 
путем связывания с иммобилизованными ДНК-квадруплексами [317]. 
Антитела разной специфичности были успешно использованы как 
инструменты количественной детекции ДНК- и РНК-квадруплексов 
в клетках с помощью различных вариантов иммунофлуоресцентного 
анализа [318–320].
	 Антитела к G-квадруплексам были использованы также для 
доказательства того, что четырехспиральные ДНК модулируют 
генную экспрессию in vivo. Наличие таких антител в человеческих 
клетках карциномы желудка приводило к значительному изменению 
экспрессии большой группы генов (из изученного набора, включаю
щего более 18000 генов), регуляторные участки которых обогащены 
G4‑мотивами [321].

VIII. ПОЛИМОРФИЗМ ТЕЛОМЕРНЫХ G-КВАДРУПЛЕКСОВ
Ярким примером гетерогенности G-квадруплексных структур при 
исследованиях in vitro являются внутримолекулярные G4, образо
ванные одноцепочечными теломерными последовательностями [148, 
322]. Наиболее изучены G4, образованные теломерными повторами 
человека [57, 323], повышенный интерес к которым вызван тем, что 
они могут действовать, как супрессоры опухолевого роста [66, 324].
	 Теломеры – специализированные белково-нуклеиновые структуры 
на концах эукариотических хромосом, которые защищают эти концы от 
нежелательной рекомбинации и деградации. Известно, что теломерная 
ДНК в нормальных соматических клетках прогрессивно укорачива
ется с каждым раундом клеточного деления из-за неспособности 
ДНК-полимеразы полностью реплицировать 3'-концы и из-за нуклео
литического процессинга. После достижения критической длины 
(предел Хейфлика) репликация в клетках останавливается и клетка 
уходит в фазу сенесенса, которая предшествует апоптозу. В противо
положность этому, в опухолевых клетках запускается механизм под
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держания длины теломер при неограниченном клеточном делении 
путем активации теломеразы, фермента рибонуклеопротеидной 
природы, способного синтезировать G-богатые повторы при 3'-конце 
теломерной ДНК по механизму обратной транскрипции, или путем 
альтернативного удлинения теломер, основанного на рекомбинации 
(ALT). Увеличение теломеразной активности наблюдается более 
чем в 85% опухолевых клеток, а механизм ALT задействован в 15% 
опухолей. Поскольку в подавляющем большинстве клеток орга
низма теломеразная активность либо полностью отсутствует, либо 
существенно снижена (как в стволовых и половых клетках), то инги
бирование этого фермента будет способствовать замедлению опухо
левого роста, не оказывая токсического действия на организм [325]. 
	 Сворачивание одноцепочечного фрагмента на концах хромосом в 
квадруплексную структуру может эффективно блокировать нежела
тельную элонгацию теломерной ДНК путем предотвращения ее 
гибридизации с теломеразной РНК, которая служит матрицей для 
синтеза теломерных последовательностей [326]. Образование квад
руплексов препятствует также реализации альтернативного пути 
удлинение теломер за счет ингибирования ранних стадий рекомби
нации [18, 326]. Показано, что белки рекомбинации связываются с 
ДНК только после «расплетания» теломерного квадруплекса хели
казами. Поэтому стабилизация квадруплексных структур в чело
веческих теломерных ДНК низкомолекулярными лигандами пред
ставляет собой перспективную противоопухолевую стратегию [66]. 
Использование G4‑стабилизирующих лигандов может приводить к 
дисфункции теломер и вне зависимости от процесса их удлинения 
теломеразой. Так, теломестатин может вызывать удаление защитного 
теломерного белка ТRF2, что приводит к повреждению теломерной 
ДНК в стволовых клетках глиомы и, в результате, к замедлению 
роста глиобластомы – злокачественной опухоли мозга. При этом 
неглиомные клетки оказались не чувствительны к обработке G4‑ста
билизирующим лигандом [327]. Кроме того, полагают, что G-квад
руплексы могут быть вовлечены в кэпирование и защиту теломер 
от деградации или слияния концов. Постулированная много деся
тилетий назад функция G-квадруплексов как защитного механизма 
хромосомных концов была строго доказана для дрожжевых теломер, 
во всяком случае тогда, когда другие формы кэпирования были 
дефектными [326]. 
	 Теломерные G4 образуются за счет внутримолекулярного склады
вания тандемно расположенных G4‑мотивов, хотя в ранних работах 
отмечалось, что в некоторых инфузориях теломерные 3'-концы обра
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зуют межмолекулярные G-квадруплексы, которые связывают вместе 
хромосомы макроядер.
	 Использование G-квадруплексов теломерных ДНК как мишеней 
для противоопухолевых агентов требует детализации структуры 
образующихся G4, в частности, в условиях, наиболее близко имити
рующих внутриклеточные. Дело осложняется тем, что структура и 
стабильность наиболее изученных квадруплексов, образованных 
четырьмя теломерными ДНК-повторами человека, d(TTAGGG), 
сильно зависят от наличия фланкирующих нуклеотидных остатков, 
концентрации ДНК [119], условий внешней среды, таких как ионный 
состав раствора и наличие G4‑специфичных лигандов [228], от сте
пени гидратации ДНК, контролируемой добавлением ПЭГ [328], 
пробоподготовки и методов исследования [119]. Кроме того, следует 
учитывать, что кроме конечного состояния теломерные повторы обра
зуют промежуточные шпилечные и G-триплексные структуры [299]. 
	 Показано, что топология G-квадруплекса, образованного оли
гонуклеотидом d(AGGG(TTAGGG)3) и олигомерами с близкой 
нуклеотидной последовательностью, резко различается в крис
таллическом состоянии и в растворе. Согласно данным РСА, 
d(AGGG(TTAGGG)3) в присутствии ионов K+ складывается в 
параллельный внутримолекулярный G-квадруплекс с петлями про
пеллерного типа (PDB ID: 1KF1). А в растворе, содержащем те же 
ионы (K+), идентифицированы антипараллельный G4 [47] и различ
ные варианты смешанных (параллельных–антипараллельных) форм 
G-квадруплексов, которые различаются строением петель; причем 
на соотношение между ними влияют присоединенные к олиго
нуклеотиду 3'-концевые нуклеотидные звенья. Однако в условиях 
пониженной активности воды (дегидратации), вызванной добав
лением этанола, ДМСО, ацетонитрила или высокомолекулярного 
ПЭГ разной длины, был зарегистрирован параллельный внутримо
лекулярный G-квадруплекс наподобие того, который наблюдался 
в кристаллическом состоянии [191, 329]. Поскольку ПЭГ обычно 
добавляли в раствор олигонуклеотида для того, чтобы приблизить 
условия к внутриклеточной «молекулярной толкучке», до недавнего 
времени в качестве физиологически значимой конформации квад
руплекса, образованного теломерными повторами человека, рассмат
ривалась внутримолекулярная параллельная структура [191, 329]. 
Однако, как было показано в последние годы, присутствие ПЭГ не 
столько имитирует высокую концентрацию биополимеров, сколько 
способствует обезвоживанию образца, меняя, как и другие сораст
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ворители, структуру воды [18, 330]. Инициируемый ПЭГ переход 
квадруплекса из более компактной смешанной формы в гидродина
мически менее компактную параллельную нельзя объяснить эффектом 
исключенного объема, скорее, большей аффинностью ПЭГ к парал
лельной конформации G4, как было показано в статье [331]. К тому 
же, использование вместо ПЭГ других соединений, более подходящих 
для имитации природного биологического окружения и создания 
эффекта высокой концентрации биополимеров – 40% полисахарида 
(фикол 70), 30% сывороточного альбумина или БСА (300 мг/мл), не 
способствовало стабилизации параллельной формы G4 [194, 332, 
333]. То, что именно дегидратация, а не эффект исключенного объема 
является силой, которая индуцирует образование параллельного 
квадруплекса, показано в работе 2013 года [164]. В ней структурные 
и механические свойства человеческого теломерного квадруплекса 
изучены на уровне отдельной молекулы методом лазерного пинцета. 
	 К конверсии антипараллельного G4 в параллельный может при
водить как увеличение количества сорастворителя, так и высокая кон
центрация ДНК (6–9 мМ) [334]. В таких концентрированных раство
рах сам олигонуклеотид начинает играть роль агента, имитирующего 
«молекулярную толкучку». Несмотря на различия в механизме 
действия, оба эти фактора приводят к эффекту дегидратации, то есть, 
к снижению активности воды [335]. Концентрационная зависимость 
топологии G4 может служить объяснением того, почему различные 
экспериментальные методы, которые требуют образцов ДНК с кон
центрацией, различающейся на порядки, выявляют различные типы 
квадруплексной укладки одного и того же олигонуклеотида. Инте
ресно, что G4, стабилизированный ионами натрия, сохраняет анти
параллельную топологию независимо от концентрации ДНК [119]. 
	 Обычно считается, что в растворе, содержащем ионы Na+, струк
турный полиморфизм теломерных повторов гораздо менее выражен, 
чем в K+-содержащей среде. Так, олигонуклеотид d(AGGG(TTAGGG)3) 
в растворе Na+ образует исключительно антипараллельный трех
тетрадный G4 с конформацией типа «корзина». Однако недавно 
для более длинных олигомеров, содержащих нуклеотидные звенья, 
фланкирующие G4‑кор, методом ЯМР-спектроскопии показано 
образование антипараллельной внутримолекулярной структуры, 
которая отличается от стандартного квадруплекса характером 
водородных связей в G-тетрадах и расположением петель [127]. В 
работе [336] различные конформации G-квадруплексов, образуемых 
теломерными последовательностями, и их динамика изучены в 
Na+‑содержащих растворах методом FRET на единичных молекулах. 
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Этот метод позволяет охарактеризовать структурный полиморфизм 
НК и кинетику конформационных переходов во временной шкале 
от миллисекунд до минут. Наряду с развернутым состоянием были 
идентифицированы по крайней мере три различных теломерных 
квадруплекса, между которыми имелось динамическое равновесие. 
Эти данные изменяют мнение об ограниченных конформационных 
возможностях теломерных G4 в Na+-содержащих растворах и свиде
тельствуют о полиморфной природе теломерных повторов и в этих 
условиях (обзоры по структуре теломер см. в [57, 281]). В статье 2016 
г., в которой изучался конформационный потенциал теломерных ДНК 
в условиях низкой концентрации катионов, показано, что при добав
лении незначительного количества КСl в Na+‑содержащий раствор 
наблюдается конверсия антипараллельного G4 в параллельный [22].
	 Так как уровень K+ в клетках млекопитающих (примерно 
100–150 мМ) значительно выше содержания ионов натрия, более 
физиологически значимой представляется структура, полученная 
в присутствии ионов калия. В 2013 г. была изучена конформация 
d(AGGG(TTAGGG)3 в живых ооцитах X. laevis и ex vivo, в клеточном 
экстракте этих ооцитов, в которых реализуются природные условия 
«молекулярной толкучки» [194]. Следует отметить, что для исследо
ваний in vivo был применен недавно развитый метод ЯМР-спектро
скопии в клетке (in cell-NMR), который позволяет оценить структуру 
нуклеиновых кислот во внутриклеточной среде эукариот. С помощью 
этого подхода и флуоресцентной спектроскопии показано, что 
d(AGGG(TTAGGG)3 принимает структуру квадруплекса смешанной 
топологии (3+1). Такая же структура образуется и в разбавленном 
растворе К+ (но не в присутствии ионов натрия). Изучение фрагмента 
теломерной ДНК, содержащего 8 и 12 G-трактов, выявило, что кон
формация квадруплексных единиц в длинном тяже отличается от 
конформации изолированного G4. Концевой и внутренний квадруп
лексы преимущественно сосуществуют в виде двухтетрадной 
антипараллельной «корзины» и структуры смешанной топологии 
с тремя G-тетрадными слоями, которые организованы в виде 
«бусин  на  нитке» [194]. Необычный двухтетрадный теломерный 
G4 антипараллельной топологии, связывающий только один катион 
в полости квадруплекса, зарегистрирован с помощью комбинации 
физико-химических методов и в работе [22] при экстремально низкой 
концентрации ионов калия или стронция. 
	 Доказательство того, что в условиях in vivo теломеры складыва
ются в антипараллельные G-квадруплексы разного типа, позволяет 
по-новому осмыслить данные, согласно которым не все конформации 



Н.Г.Долинная и соавт.100

G4 активно ингибируют удлинение теломер теломеразой, в том числе 
человеческой [18]. В частности, параллельные тетрамолекулярные 
G4 являются хорошими субстратами фермента из Тetrahymena; удли
няются теломеразой и параллельные внутримолекулярные квадруп
лексы. В то же время резистентными к элонгации под действием 
теломеразы являются внутримолекулярные антипараллельные квад
руплексы, то есть те, которые постулировались в работе [194]. Именно 
такие G4, образованные одноцепочечным концом теломер, способны 
ингибировать теломеразу, действуя как супрессоры опухоли. 

СТРУКТУРА И СТАБИЛЬНОСТЬ G4  
В ПРОТЯЖЕННЫХ ТЕЛОМЕРНЫХ ДНК

В литературе последней декады имеются противоречивые данные о 
структурной организации и стабильности G-квадруплексов в таких 
ДНК in vitro. Данные КД и электрофоретических исследований 
свидетельствуют о том, что длинные теломерные последовательности 
преимущественно складываются во внутримолекулярные, а не меж
молекулярные квадруплексы. Получены экспериментальные доказа
тельства как модели «бусин на нитке», в которой индивидуальные G4 
являются независимыми [194], так и модели, в которой G-квадруп
лексные единицы оказывают влияние друг на друга [111, 193, 
337]. Результаты изучения с помощью техники лазерного пинцета 
поведения G-квадруплексов, образованных фрагментом ДНК, 
который содержал 24 повтора d(TTTAGGG), то есть имел длину, 
сравнимую с полной одноцепочечной теломерной ДНК человека, 
показали, что только 5% G4 взаимодействуют между собой, образуя 
структуры более высокого порядка, в то время как подавляющее 
большинство квадруплексов ведут себя как «бусы на нитке» [162]. 
В публикации 2016 года отчасти объясняются противоречия, касаю
щиеся организации мультиквадруплексных теломерных систем 
[31]. Оказалось, что реализация той или иной модели зависит от 
ионного состава среды. В К+-содержащих растворах G4‑единицы 
преимущественно не оказывают влияния друг на друга, в то время как 
ионы натрия способствуют взаимодействию квадруплексных доме
нов. Именно эти взаимодействия делают квадруплексную структуру, 
образованную последовательностью d((GGGTAA)7GGG), более 
стабильной в Na+-содержащих растворах, чем в присутствии KCl.
	 В литературе имеются разногласия и по поводу количества 
образующихся G4 на длинных теломерных последовательностях. 
Термодинамические исследования показали, что более 90 % олиго
нуклеотидов d(TTAGGG)12 и d((TTAGGG)12TT) складываются в 
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три соприкасающихся квадруплекса, то есть в структуры с макси
мально возможным числом G4, и только 10% формируют двухквад
руплексную структуру [111]. Хотя, как отмечается, в случае очень 
длинных теломерных повторов (~200 нуклеотидных звеньев) обра
зование максимального количества G4 становится энергетически 
невыгодным [111]. Прямая визуализация теломерных повторов 
d(ТТАGGG)16 методом атомной силовой микроскопии единичных 
молекул [197] поддержала модель «бусин на нитке», в которой G4 
отделены участками одноцепочечной ДНК, что создает более гиб
кую структуру, в которой число квадруплексов не является макси
мально возможным. Такая недоукладка длинной теломерной ДНК 
обеспечивает возможность связывания защитного белка теломер 
РОТ1 с одноцепочечными фрагментами. Кроме белков защитного 
комплекса целый ряд ферментов, оперирующих на теломерной 
ДНК, требует свободного 3'-конца для своего связывания и даль
нейшего функционирования. На системах in vitro был определен 
размер минимальной посадочной одноцепочечной площадки (6–12 
нуклеотидов) для ферментов процессинга теломер [338]. Поскольку 
G-квадруплексы наиболее охотно образуются именно у 3'-конца ДНК 
[197], и при движении к 5'-концу теломерной последовательности 
вероятность складывания в квадруплексные структуры уменьшается 
(от 55% до 21.8, 14.5 и 7.9% для 1‑ой, 2‑ой, 3‑ей и 4‑ой позиции G4, 
соответственно), то длина одноцепочечного 3'-концевого участка 
может варьировать от 0 до 18 нуклеотидов (три повтора d(ТТАGGG)) 
в случае теломерной ДНК человека [197]. В работе [338] отмечается, 
что размер этого участка, как результат координированного действия 
процессов образования G4 и его расплетания хеликазами, влияет на 
удлинение теломер под действием теломеразы или ДНК-полимеразы 
(в рамках механизма АLТ).

G-КВАДРУПЛЕКСЫ С МОДИФИЦИРОВАННЫМИ  
НУКЛЕОТИДНЫМИ ЗВЕНЬЯМИ

В ряде статей и обзоров последнего времени изучалось влияние анало
гов гуанина (2‑аминопурина, 8‑бром- и 8‑метилгуанина, гипоксантина 
и др.), замещенных или модифицированных остатков рибозы 
(LNA), модифицированных негуаниновых оснований в G4‑мотиве 
на тип складывания и стабильность внутри- и межмолекулярных 
G-квадруплексов [339–341], а также на функционирование белков, 
узнающих четырехспиральные структуры [342]. Отмечено, что неко
торые типы повреждений ДНК могут действовать как модуляторы 
образования G4. Детально обсуждается эффект природных модифи
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каций оснований (окислительные повреждения, апуриновые сайты, 
алкилированные производные и др.), локализованных в петлях и в 
квадруплексном коре теломерных G4 человека [343–345]. Аналоги 
оснований, замещающие гуанины в тетраде, как правило, значительно 
дестабилизируют G4. Модификации в петлях изменяют структуру 
квадруплекса и его устойчивость менее драматично; при этом эффект 
зависит от типа повреждения и его положения в нуклеотидной после
довательности. Так, апуриновые сайты в петлях ДНК G4 облегчают 
образование пропеллерных петель и стабилизируют параллельную 
топологию четырехспиральной структуры [346]. А 8‑ОxoА или 
слегка дестабилизирует, или стабилизирует G4 в зависимости от 
локализации окисленного основания. Следует отметить, что процесс 
репарации природных повреждений в теломерных G-квадруплексах 
остается малоизученным.

IX. G-КВАДРУПЛЕКСЫ, ОБРАЗУЮЩИЕСЯ 
В ПРОМОТОРНЫХ УЧАСТКАХ ГЕНОВ ЭУКАРИОТ

Методами биоинформатического анализа показано, что более 40% 
генов, кодирующих человеческие белки, содержат хотя бы один 
G4‑мотив в промоторном районе. Наиболее распространенными 
объектами для исследования стали G4‑мотивы, расположенные в 
промоторных участках онкогенов человека и генов белков, экспрес
сирующихся в опухолевых клетках или задействованных в процессах 
опухолевого ангиогенеза, неограниченной репликации, дисрегуля
ции апоптоза и метастазирования: c-Myc [113, 138, 140, 157], Bcl-2 
[87], c-Kit-1, c-Kit-2 [142, 347, 348], c-Myb, WT1 [349], VEGF [114, 
350], VEGFR-2 [351], RET [352], Rb, HIF-1α, KRAS, PDGF-A [353] 
и PDGFR-β [354], фактора транскрипции Nrf2 [227], SRC [203], а 
также в промоторе генов ВИЧ-1 [99, 355], 3'-проксимальном промо
торном участке гена тирозингидроксилазы (ТН) человека, связанной 
с неврологическими расстройствами [356], промоторе гена тело
меразной обратной транскриптазы человека (hTERT) [357, 358]. 
С определенными оговорками к этой категории можно отнести и 
минисателлитные повторы из инсулин-связанного полиморфного 
района (ILPR), который локализован «выше» инсулин-кодирующей 
последовательности на 363 пары нуклеотидов [359].
	 Для исследования in vitro вторичных структур, образованных 
G4‑мотивами из промоторов генов, обычно использовали олиго
нуклеотиды, содержащие четыре подряд G-тракта из изучаемой 
последовательности, иногда с прилегающими участками [45]. Как 
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показано методами ЯМР-спектроскопии, КД и химического пробинга, 
такие олигонуклеотидные модели, как правило, складываются в 
растворах К+ в параллельные внутримолекулярные квадруплексы [8, 
227, 350], хотя в некоторых работах отмечается конформационная 
гетерогенность образующихся структур. Обычными чертами доми
нирующих в популяции параллельных G4 являются три G-тетрады, 
соединенные двумя однонуклеотидными петлями (первая и третья) 
и вариабельной по длине средней петлей [323, 350, 360]. Так, для 
квадруплекса c-Myc характерны петли 1:2:1, а для G4 VEGF – 1:4:1 
[350]. Несмотря на отмеченные общие черты промоторных квадруп
лексов, предполагается, что каждый G4 может принимать уникаль
ную структуру за счет взаимодействия нуклеотидов средней петли 
с фланкирующими последовательностями [350]. Конформацию G4 
из промоторных участков генов изучали также методом РСА [361]. 
При этом было выявлено, что дихотомия между структурой в крис
таллическом состоянии и в растворе, свойственная теломерным 
квадруплексам, не распространяется на другие эукариотические G4.
	 Поскольку многие G4‑мотивы в промоторных районах содержат 
более чем четыре G-тракта, они могут образовывать несколько дис
кретных квадруплексов в зависимости от того, какая комбинация 
G-трактов используется в исследованиях in vitro, ее длины и нали
чия или отсутствия фланкирующих участков. Различные формы 
G4 могут находиться в динамическом равновесии друг с другом 
[138, 350]. В работе [138] оценен набор квадруплексных конфор
меров, образующихся в промоторе c-Myc, а также влияние петель и 
фланкирующих последовательностей на термодинамическую ста
бильность и кинетику сборки G4. Зависимость полученных резуль
татов от выбранной последовательности ярко иллюстрируется на 
примере промоторного участка Р1 гена Bcl-2. 39‑звенная G-богатая 
последовательность (Pu39) содержит шесть G-трактов из 3–5 после
довательных остатков гуанозина. Изучение конформационного 
потенциала набора олигонуклеотидов (более коротких, чем Pu39) 
с частично перекрывающимися последовательностями, содержа
щими по четыре идущих подряд G-тракта, показало, что они могут 
формировать различные квадруплексные структуры, с которыми 
с разной степенью селективности могут связываться квадруп
лекс-специфичные лиганды [362, 363]. Причем эти G4 не явля
ются параллельными, выпадая из общей закономерности, а пред
ставляют собой квадруплексы смешанной топологии (3+1). Из них 
наиболее стабильным является MidG4, образованный четырьмя 
центральными G-трактами. Однако, когда в качестве модели исполь
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зовался полноразмерный Pu39, то превалирующая структура, в кото
рую он складывался, представляла собой внутримолекулярный парал
лельный квадруплекс с двумя однонуклеотидными петлями и средней 
13‑нуклеотидной петлей. В образовании этого квадруплекса, как 
было показано методами химического футпринтинга и ЯМР‑спектро
скопии, участвовали G-тракты I, II, IV и V, а гуанозиновые остатки 
G-тракта III входили в состав средней длинной петли [87]. Причем 
полноразмерный параллельный G4 оказался даже более термодина
мически устойчивым, чем MidG4. Присутствие нескольких разных 
по топологии квадруплексов в одном и том же регуляторном участке 
может оказаться важным для прецизионной модуляции экспрессии 
гена, опосредованной связыванием различных G4 с разными бел
ками. Согласно последним данным, вблизи промотора Р1 гена Bcl-2 
найдена другая 28‑звенная G4‑образующая последовательность, 
Р1G4, которая может складываться при физиологических условиях 
в два параллельных G4, которые находятся в состоянии равновесия 
друг с другом. С помощью ЯМР-спектроскопии и химического футп
ринтинга показано, что один из квадруплексов содержит две одно
нуклеотидные петли и 12‑звенную среднюю петлю, в то время как 
другой имеет необычную конформацию с тремя однонуклеотидными 
петлями и 11‑звенным участком, выпетленным из G4‑кора [364]. При 
этом в обоих квадруплексах длинные петли принимают структуру 
шпилечного дуплекса, который отличает их от других параллельных 
G4 и может специфически узнаваться малыми молекулами. Авторы 
полагают, что присутствие Pu39 и Р1G4 в соседних районах промо
тора Р1 обеспечивает дополнительный механизм регуляции транс
крипции гена Bcl-2. При этом последовательность Р1G4 играет доми
нирующую роль в репрессии транскрипционной активности [364].
	 В обзоре 2010 г. [70] рассматриваются разнообразные G4, обра
зующиеся в промоторах генов, и приводится их классификация. 
Предложены 4 класса внутримолекулярных квадруплексов: (1) еди
ничные G4, (2) пара различных G4, разделенных участком из ~30 
пар нуклеотидов, (3) тандем из двух G4, взаимодействующих друг 
с другом, (4) множественные G4, образованные перекрывающимися 
G4‑мотивами. В некоторых статьях приводятся доказательства взаимо
действий между квадруплексами, образованными последователь
ностями из промоторных участков со множественными G-трактами 
[358, 365]. Образование ассоциатов может быть характерной чертой 
структурной организации промоторных G4, поскольку именно парал
лельные G4 имеют склонность к «слипанию» друг с другом. Наиболее 
подробно было изучено взаимодействие между квадруплексными 
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структурами, образованными промоторным участком гена hTERT, 
содержащим 12 G-трактов (рис. 7а). Следует отметить, что в лите
ратуре имеются противоречивые мнения по поводу количества G4, 
образованных этой последовательностью. С одной стороны, приво
дятся доводы в пользу существования трех параллельных G4, взаимо
действующих между собой за счет стэкинг-взаимодействий концевых 
G-тетрад [358]. С другой стороны, декларируется образование двух

Рис. 7. Оценка энергии взаимодействия между двумя квадруплексами, образо
ванными промоторным участком гена hTERT, содержащим 12 G-трактов (а), 
с  помощью техники лазерного пинцета (б). Для механического разруше
ния–сборки желаемого домена биомолекулы была использована реакция алкин-
азидного циклоприсоединения; алкиновая группа была помещена между двумя 
анализируемыми G4, что позволило адресно присоединить дуплексный фраг
мент, содержащий азидогруппу. Растягивание–релаксация разных комбинаций 
ДНК-дуплексов (показаны зелеными стрелками), иммобилизованных на опти
чески-перемещаемые шарики, дало возможность наблюдать за динамикой 
конформационных переходов и энергетикой процесса в тандеме квадруплексов 
и в каждом G4‑компоненте отдельно (в). Лазерные лучи, сфокусированные на 
шариках, представлены желтыми конусами.
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квадруплексной системы, в которой компоненты образуют единую 
структуру; методами КД, ингибирования Taq-полимеразы, химичес
кого футпринтинга и оптического пинцета показано формирование 
параллельного G4 четырьмя последовательными G-трактами (I–IV) 
и квадруплекса необычной конформации, образованного двумя 
парами последовательных G-трактов (V, VI и XI, XII), которые 
отделены 26‑звенной петлей (тракты VII–X) (рис. 7б). Эта петля 
вероятно образует стабильную шпильку, что может объяснить высо
кую устойчивость атипичного квадруплекса [195]. В работе 2016 г. 
[195] прямое доказательство взаимодействия между двумя G4 пред
ставлено с помощью техники лазерного пинцета. Этот подход был 
модифицирован таким образом, чтобы последовательно наблюдать 
за динамикой конформационных переходов в отдельных G4‑компо
нентах, избегая нарушения межквадруплексных контактов. Для 
таргетирования желаемых доменов биомолекулы была использована 
реакция алкин-азидного циклоприсоединения с алкиновой группой, 
помещенной между двумя анализируемыми G4. Это позволило целе
направленно присоединить дуплексный фрагмент, содержащий 
азидогруппу, и отдельно наблюдать механическое разрушение–сборку 
одного из квадруплексных компонентов, оставляя другую часть 
биомолекулы свободной от механического стресса (рис. 7в). По мне
нию авторов, этот подход имеет существенные преимущества перед 
использованием мутантов, в которых отсутствует один из квадруп
лексных доменов. Разработанный ими анализ квадруплексных струк
тур более высокого порядка дал возможность определить иерархию 
процесса разрушения анализируемой системы (сначала разверты
вается более слабый G4 на 5'-конце молекулы, потом – устойчивый 
3'-концевой G4 со структурированной средней петлей), а также оценить 
стабилизационную энергию π–π взаимодействий между концевыми 
G-тетрадами в межквадруплексном интерфейсе (2 ккал/моль) [195]. 
Следует отметить, что в этой работе G4‑мультимеры рассматри
ваются как элементы третичной структуры, которая, в отличие от 
белков и РНК, несвойственна геномной ДНК. Обычно выводы о 
пространственной организации множественных G4 базируются на 
знании структуры составляющих их квадруплексных единиц. В работе 
[359], посвященной прямому доказательству взаимодействий между 
двумя G4, образованными последовательностью ILPR человека 
d(ACAGGGGTGTGGGG)4, показано, что этот принцип не соблюдается. 
С помощью техники лазерного пинцета и химического футпринтинга 
получены данные, свидетельствующие о том, что конформация, адап
тированная внутримолекулярными мультиквадруплексами, не может 
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быть автоматически предсказана на основании структуры индиви
дуальных G4, а охарактеризованные межквадруплексные взаимо
действия отличаются от тех, которые наблюдались в теломерных 
последовательностях. Наличие «третичных» взаимодействий между 
соседними G4 может иметь важные биологические последствия. 
Протяженные жесткие квадруплексные структуры могут приводить 
к более серьезным ошибкам в процессах репликации, создавать 
новые мишени для G4‑специфичных лигандов и клеточных белков 
и обеспечивать более тонкий уровень регуляции генной экспрессии.
	 Считается, что в образовании внутримолекулярных G4 участвуют 
тандемно расположенные G-тракты из идущих подряд трех или более 
остатков гуанозина, которые формируют «ребра» квадруплексного 
кора, а соединяющие G-тракты линкерные последовательности ста
новятся петлями квадруплекса. Но недавно методами ЯМР-спектро
скопии и РСА было обнаружено исключение из этого правила. После
довательности Pu24 и c-Kit87 из человеческих промоторов c-Myc и 
c-Kit [361], соответственно, могут складываться в необычные  G4. 
Характерной чертой таких квадруплексов является то, что ход гуано
зинов в одном из «ребер» прерывается несмотря на присутствие 
четырех полноценных G-трактов. Так, изученная в системе in 
vitro структура, которую образует c-Kit87, обладает уникальной 
топологией, не похожей ни на один известный G4. Несмотря 
на наличие четырех трактов (GGG) в последовательности c-Kit87: 
d(A1G2G3G4A5G6G7G8C9G10C11T12G13G14G15A16G17G18A19G20G21G22), что 
позволяло предположить образование стандартного параллельного 
G4, в формировании одного из «ребер» реально детектируемого 
квадруплекса задействован отдельно стоящий остаток G10 и только 
два из трех гуанозинов, G21 и G22, G-тракта около 3'-конца молекулы. 
Необычные квадруплексные структуры, образуемые 32‑звенным оли
гонуклеотидом d(G1C2G3G4T5G6T7G8G9G10A11A12G13A14G15G16G17A18A19 
G20A21G22G23G24G25G26A27G28G29C3A31G32) из промоторa гена KRAS 
были зарегистрированы в 2016 г. методами ЯМР-спектроскопии, КД и 
др. [366]. Этот олигомер в растворе К+ складывается в два димерных 
квадруплекса при 5'- и 3'-концах молекулы; при этом центральный 
сегмент А11–А21, несмотря на обогащенность остатками G, только 
соединяет две квадруплексные единицы. Одной из характерных 
черт этой структуры является то, что остаток С2, нарушающий на 
5'-конце G-тракт, выпетливается из квадруплексного кора. Описанный 
димерный G4 не может образоваться в геномном контексте, однако 
условия внутриклеточной «молекулярной толкучки», по мнению 
авторов, могут способствовать внутримолекулярной сборке квадруп
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лекса. В более ранних работах показано, что олигонуклеотиды разной 
длины из промоторного района гена KRAS складываются в растворе 
КСl в G4 разной топологии, включая и мономерные формы [367].

ВЛИЯНИЕ ПРОМОТОРНЫХ G4 НА ГЕННУЮ ЭКСПРЕССИЮ

Более приближенными к условиям in vivo являются плазмидные 
конструкции, в которые вставлены G-богатые промоторные участки 
или их фрагменты. Ведь в отличие от одноцепочечных теломерных 
концов образование G-квадруплексной структуры в промоторных 
районах происходит в конкуренции с сохранением двойной спирали 
и регулируется уровнем сверхспирализации ДНК и связыванием с 
G4‑узнающими белками. Только в отрицательно сверхспирализо
ванных геномных фрагментах (или в имитирующих их плазмидах) 
образование G4 будет энергетически выгодным [113]. С помощью 
плазмидных моделей в концептуальной статье [113] предложен меха
низм регуляции транскрипции гена c-Myc, в котором существенная 
роль отводится G4. Во многих публикациях последнего времени 
постулируется участие G-квадруплексных структур, образующихся 
в промоторных районах, в ингибировании экспрессии онкогенов. 
Поэтому использование низкомолекулярных лигандов, которые 
специфически связывают и стабилизируют G4, является основой 
противоопухолевой стратегии [8, 229].
	 В недавних статьях с помощью репортерных конструкций 
показано сильное влияние положения G4 в промоторах генов эука
риот на уровень транскрипции [368]. В то время как G4‑мотив в 
антисмысловой (матричной) цепи существенно ингибирует транс
крипцию, его локализация в смысловой (кодирующей) цепи не 
сказывается на эффективности этого процесса. При изучении 
роли G4 в экспрессии бактериальных генов были выявлены еще 
более сложные закономерности, связанные с позиционным эффек
том G4‑мотивов в регуляторных участках [369]. Авторы нашли, 
что степень ингибирования транскрипции при локализации G4 
в антисмысловой цепи промоторного участка коррелирует со 
стабильностью квадруплекса. Однако, когда G4‑мотив был введен 
в антисмысловую цепь между сайтом начала транскрипции (TSS) и 
стоп-кодоном, наблюдалось увеличение уровня генной экспрессии. 
Как предполагают авторы, G4, образующийся «ниже» промотора, 
облегчает разведение цепей двойной спирали ДНК, поддерживая 
расплетающую активность РНК-полимеразы. Усиление промоторной 
активности наблюдалось и в случае локализации G-богатой после
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довательности с семью G-трактами в 3'-проксимальной области 
промотора гена ТН человека [356]. Полагают, что одной из причин 
активации промотора является образование такими G4‑мотивами 
множественных квадруплексов, которые могут дифференцированно 
регулировать транскрипцию гена.
	 Из того факта, что генная экспрессия не чувствительна к наличию 
G4 в смысловой цепи промоторного района [368], следует, что квад
руплексная структура в С-богатой антисмысловой цепи (i-мотив) 
либо не образуется внутриклеточно, либо не влияет на процесс 
транскрипции. Однако в других публикациях не исключается участие 
i-мотива в регуляции транскрипции. Так, методом молекулярной 
популяционной динамики и техники лазерного пинцета показано, что 
малые молекулы и белки, взаимодействующие с этой структурной 
мишенью, могут модулировать транскрипцию онкогена Bcl-2 [370]. 
Высказывается предположение, что в то время как G4 может действо
вать как сигнал ингибирования экспрессии онкогенов, i-мотив спо
собен активировать этот процесс [184]. 
	 В работе [371] проанализирована связь между точечными мута
циями G4‑мотивов, которые влияют на конформацию и стабильность 
квадруплексов, и вариациями в профилях генной экспрессии кон
кретных людей. Кроме развития направлений, ассоциированных с 
персонифицированной медициной, эти находки связывают с эволю
ционными аспектами. Полагают, в частности, что эволюционно-кон
сервативными остаются элементы квадруплексного кора, в то время 
как мутациям подвергаются петли G4.

X. СТРУКТУРНЫЕ ОСОБЕННОСТИ  
РНК-КВАДРУПЛЕКСОВ И ИХ БИОЛОГИЧЕСКАЯ РОЛЬ

Как и последовательности ДНК, РНК-аналоги, содержащие G-тракты, 
способны при физиологических условиях складываться в квадруп
лексы, факторы стабилизации которых и пути сборки близки к тако
вым для ДНК-квадруплексов [372]. Как и для ДНК G4, основными 
детерминантами стабильности РНК-квадруплексов являются длина 
и нуклеотидная последовательность петель, концентрация ионов 
К+ и Na+, количество G-тетрад [96, 373]. Поскольку молекулы рибо
нуклеиновой кислоты находятся обычно в одноцепочечном сос
тоянии, образование РНК G4 должно происходить легче, чем в случае 
двуспиральной ДНК, так как спаривание с комплементарной после
довательностью не будет конкурировать с процессом сборки квадруп
лекса. Однако отмечается, что нуклеотидный контекст является одним 
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из основных факторов, которые управляют сборкой G4 в молекулах 
РНК. В частности, наличие по соседству С-трактов, с которыми могут 
гибридизоваться G4‑мотивы, препятствует образованию четверных 
спиралей РНК [95].
	 Большое количество G4‑мотивов было идентифицировано в чело
веческом транскриптоме. Согласно данным биоинформатического 
анализа они встречаются в 5'-нетранслируемых участках почти 2000 
генов человека [374], а также в 3'-нетранслируемых сайтах [375]. 
G4‑мотивы найдены в различных районах мРНК, кодирующих и 
некодирующих белки, например, в открытой рамке считывания опре
деленных мРНК [376], участках альтернативного процессинга пре-
мРНК, а также в пре-микроРНК [82], длинных некодирующих РНК 
[83], вирусных РНК. В работе [206] описан новый подход к детекции 
и картированию РНК G4 в клеточных транскриптах. Он основан на 
мониторинге остановок обратной транскриптазы, обусловленных 
образованием РНК G4; показано, что этот процесс коррелирует со 
стабильностью РНК-квадруплексов, которая контролируется ионами 
металлов и G4‑специфичными лигандами. Перспективная стратегия 
обнаружения РНК G4 в различных условиях in vitro, в фиксированных 
и живых клетках, основанная на использовании флюорогенного 
цианинового красителя, разработана в статье [377].
	 Теломеры – специализированные ДНК-белковые структуры на 
концах эукариотических хромосом, долгое время считались транс
крипционно неактивными. Однако, недавние исследования показали, 
что теломерные ДНК транскрибируются в клетках млекопитающих с 
образованием длинных некодирующих РНК (TERRA), которые содер
жат повторы последовательности 5'-UUAGGG-3'. Эти G4‑мотивы 
существуют в виде квадруплексов в К+-содержащих растворах и in vivo 
[1, 57, 81, 378]. То, что человеческая TERRA способна складываться в 
стабильные G-квадруплексные структуры, было показано с помощью 
методов КД, ЯМР-спектроскопии, РСА и масс-спектрометрии [1, 
125, 379]. Образование молекулами TERRA человека параллельных 
G4 в живых клетках было показано с помощью олигонуклеотидных 
проб со светопереключаемыми пиреновыми группами [1]. Для этого 
были сконструированы серии олигонуклеотидов, содержащих пос
ледовательность 5'-GGGUUAGGG с двумя G-трактами, к концам 
которых через гибкие линкеры были присоединены остатки пирена. 
В неструктурированном состоянии обе молекулы пирена были прост
ранственно разнесены, и их флуоресцентный сигнал был слабым 
(мономерная эмиссия). При образовании бимолекулярного парал
лельного G4 в присутствии ионов К+ пиреновые молекулы на 5'- и 
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3'-концах олигонуклеотидных проб сближались, формируя флуорес
центно возбужденное эксимерное состояние (рис. 8). Изменение в 
цвете эксимерной флуоресценции, наблюдаемой с помощью флуорес
центного микроскопа, позволило провести мониторинг образования 
G4 в режиме реального времени в клетках НеLа, инкубированных с 
олигонуклеотидными пробами.
	 В отличие от полиморфных ДНК-квадруплексов РНК G4 имеют 
только параллельную топологию [57, 380], причем это справедливо 
и для коротких олигонуклеотидных моделей [57, 81, 380], и для 
длинных теломерных РНК, образующих гирлянду внутримолеку
лярных квадруплексных структур [192]. Показано, что параллель
ная ориентация G-трактов в квадруплексах, образованных TERRA 
РНК, не зависит от нуклеотидной последовательности петель, 
природы одновалентных катионов (K+ или Na+), состояния образца 
(кристаллического или растворенного в водном буфере) и присутствия 
низкомолекулярных лигандов [379, 381]. Известно, что в G4 парал
лельной топологии все гуанозины, входящие в состав тетрад, имеют 
анти-конформацию, в то время как в антипараллельных G4 половина 
остатков имеют анти-, а половина – син-конформацию. Поэтому 

Рис. 8. Использование олигонуклеотидов 5'-GGGUUAGGG с двумя G-трактами, 
содержащих остатки пирена на 5'- и 3'-концах, для доказательства образования 
параллельного бимолекулярного РНК G4. В неструктурированном состоянии 
флуоресцентный сигнал пирена слабый (мономерная эмиссия). При комплексо
образовании пиреновые остатки сближаются, формируя флуоресцентно возбуж
денное эксимерное состояние (показано зелеными овалами). 
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конформационные предпочтения нуклеозидов (син–анти) могут 
определять взаимное расположение цепей в квадруплексе. Поскольку 
в олиго- и полирибонуклеотидах остатки rG находятся преиму
щественно в анти-конформации из-за стерических ограничений, 
налагаемых 2'-гидроксильной группой, а dG охотно принимают и 
син-конформацию, для квадруплексов, в состав которых входят рибо
нуклеотидные звенья, будет характерна параллельная топология. 
Переключение антипараллельного G4, образованного аптамером к 
тромбину: 5'-d(GGTTGGTGTGGTTGG), в квадруплекс параллельной 
топологии было достигнуто путем частичной или полной замены 
остатков dG на rG. Более того, эта замена привела к конвертации 
мономолекулярного G4 в бимолекулярный из-за несовместимости 
длины петель квадруплекса с параллельной внутримолекулярной 
укладкой рибо-версии аптамера [382].
	 РНК-квадруплексы обычно более стабильны, чем G4, образован
ные такой же ДНК-последовательностью [380]. Так, для РНК-квад
руплекса, содержащего три G-тетрады и однонуклеотидные петли, Тпл 
и ΔG (при 310 К) в растворе с 15 мМ концентрацией ионов металлов 
составляют 359 К и 9 ккал/моль, соответственно, против 350 К и 5 
ккал/моль для ДНК-аналога [131]. Причиной этого является скорее 
разница в свойствах двух нуклеиновых кислот, чем различие в тополо
гии складывания квадруплексов [57, 380, 383]. Наличие 2'-ОН-группы 
играет значительную роль в организации гидратной оболочки в 
бороздках четверной спирали, в образовании сети водородных связей 
и конформации остатков сахара. Согласно данным молекулярного 
моделирования дополнительные Н-связи с участием 2'-ОН-групп и 
электроноакцепторных центров, таких как кислородные атомы сахаро
фосфатного остова (О3', О4', О5') и полярные экзоциклические группы 
оснований (NH2‑группа), вносят значительный вклад в стабилизацию 
квадруплексов параллельной топологии [381]. Кристаллографические 
исследования показали, что остатки сахара в гуанозинах концевых 
тетрад имеют С2'-эндо-конформацию, в то время как для гуанозинов 
в центре квадруплексного кора характерна С3'-эндо-конформация, что 
значительно отличается от соответствующих параметров ДНК-квад
руплекса [381]. Эти находки согласуются с данными ЯМР-спектро
скопии и компьютерного моделирования [381]. Как и у ДНК G4 
термодинамическая стабильность РНК-квадруплексов уменьшается 
с увеличением длины петель [96], причем этот эффект, с одной сто
роны, более выражен, а с другой – подчиняется более сложным зако
номерностям, чем в случае ДНК-аналогов [96, 384]. В работах [96, 
373] охарактеризованы особенности влияния числа нуклеотидных 
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остатков в петлях, длины G-трактов и концентрации ионов калия на 
термодинамическую стабильность РНК-квадруплексов и степень 
кооперативности их сборки (наличие промежуточных структур); 
при этом топология РНК G4 остается неизменно параллельной. 
На примере последовательности r(GGGGCC)n из транскрипта гена 
C9orf72 показано, что в зависимости от концентрации РНК, длины 
повтора и наличия фланкирующих последовательностей олигонук
леотиды такого типа могут образовывать либо очень стабильные 
параллельные внутримолекулярные квадруплексы с пропеллерными 
петлями, либо параллельные тетрамолекулярные РНК G4 [385]. 
Недавно был предложен механизм, согласно которому образование G4 
в длинном повторе (GGGGCC) и на уровне ДНК, и РНК инициирует 
молекулярный каскад нейродегенеративных расстройств [292]. 
	 Некоторые достаточно длинные молекулы РНК способны обра
зовывать несколько устойчивых внутримолекулярных конформаций, 
которые сосуществуют друг с другом [386]. Так, конкуренцию обра
зованию РНК G4 может составить двуспиральная шпилечная струк
тура [387]. На динамическое равновесие «квадруплекс–шпилька», 
охарактеризованное методом ЯМР-спектроскопии, влияет отно
сительное количество одно- и двухвалентных металлов, которые в 
разной степени стабилизируют конкурирующие структуры. Показано, 
что сдвиг равновесия «шпилечный дуплекс–РНК-квадруплекс», 
обусловленный содержанием ионов калия, регулирует созревание 
человеческой пре-микроРНК [82]. Смещать равновесие «квадруп
лекс–шпилька» могут также низкомолекулярные лиганды, способные 
разрушать или стабилизировать РНК-квадруплексы [387, 388]. Инте
ресно, что некоторые лиганды по-разному влияют на G4 рибо- или 
дезоксирибонуклеотидной природы. Так, катионный порфирин 
TmPyP4 стабилизирует ДНК G-квадруплекс, образованный G4‑моти
вом в промоторе c-Myc, ингибируя таким образом транскрипцию 
этого онкогена. Этот же лиганд оказывает противоположное действие 
на РНК G4 [236], «расплетая», например, чрезвычайно прочный квад
руплекс, образованный мРНК, которая кодирует белок MT3–MMP, 
что приводит к смягчению эффекта супрессии и повышению уровня 
трансляции этой мРНК в эукариотических клетках [236]. В работе 
[235] для идентификации лигандов, селективно связывающихся с 
TERRA G4, но не с теломерным ДНК-квадруплексом, была исполь
зована реакция алкин-азидного циклоприсоединения in situ.
	 Конформационные переходы от дуплекса к G-квадруплексу под 
действием ионов металлов, олигодезоксирибонуклеотидов опреде
ленной первичной структуры, белков и др. являются движущей силой 
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переключения активности специально сконструированных рибозимов 
и ДНК-зимов [389–391].
	 Параллельные РНК-квадруплексы имеют сильную тенденцию к 
слипанию друг с другом [379, 381]. Так, олигонуклеотиды с двумя 
теломерными повторами r(UAGGGUUAGGGU) образуют в K+- или 
Na+-растворах бимолекулярные параллельные квадруплексы, которые 
димеризуются за счет стэкинг-взаимодействия 5'-концевых G-тетрад. 
Отсутствие остатков UA на 5'-конце молекулы в еще большей степени 
способствует образованию димерных РНК-квадруплексов. Причем, 
как показано методом ЯМР-спектроскопии, в плоскости концевых 
G-тетрад оказываются еще по два остатка аденина из петель UUA, 
что увеличивает площадь стэкинг-контакта [81]. Предполагается, 
что гексада A•(G•G•G•G)•A стабилизируется Н-связями между 
N1 аденина и 2'-OH гуанозина [379]. Димеризация параллельных 
РНК-квадруплексов посредством стэкинг-взаимодействия гексад 
G•(A)•G•G•(A)•G отмечалась и для G4, образованного олигонуклео
тидом r(GGАGGАGGАGGА) в присутствии ионов калия. Способ
ность РНК G4 к мультимеризации является важным фактором при 
формировании структур более высокого порядка в длинных последо
вательностях РНК [192]. Согласно масс-спектрометрическому анализу, 
молекулы TERRA образуют стабильные мультимерные G4. Высказано 
предположение, что они могут быть организованы как «бусы на нитке», 
в которых каждая бусина представляет собой либо единичный РНК 
G4, либо пару объединенных стэкинг-взаимодействием квадруплексов 
[192]. Такие РНК-квадруплексные димеры могут служить мишенями 
для лигандов, которые узнают взаимодействующие плоскости кон
цевых G-тетрад, внедряясь между ними, или индуцируют появление 
плоских структур с большей гидрофобной поверхностью (типа октад 
А•G•А•G•А•G•А•G) для более эффективного связывания [379]. Как 
было доказано спектральными методами и данными гель-электро
фореза, последовательность r(GGGUUGCGGAGGGUGGGC) из 
5'-концевого района РНК (hTERC), входящей в состав теломеразы 
человека, складывается в растворе К+ в G4‑димер [392]. Особо 
отмечено, что термодинамически устойчивый внутримолекуляр
ный параллельный РНК-квадруплекс содержит однонуклеотидное 
выпетливание (остаток цитидина, подчеркнутый в приведенной пос
ледовательности) в одном из «ребер» G4. Прямое эксперименталь
ное доказательство образования РНК G4 в полноразмерной hTERC 
приведено и в работе [206].
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БИОЛОГИЧЕСКИЕ ФУНКЦИИ РНК-КВАДРУПЛЕКСОВ
Исследования последних лет показали, что РНК G4 играют важную 
роль в клеточных процессах [275, 393]. Они могут участвовать в 
терминации транскрипции и в регуляции разных ступеней метабо
лизма РНК, в частности, пост-транскрипционной генной экспрессии, 
которая включает контроль времени полужизни мРНК, сплайсинг и 
полиаденилирование пре-мРНК [15, 394], а также процессы трансля
ции [372, 393, 395]. Складывание G4‑мотива в последовательностях 
РНК в квадруплексную структуру, влияющую на процесс трансляции, 
может быть особенно важным в растениях и других организмах, в 
клетках которых в ответ на стресс изменяется концентрация ионов 
калия [373]. 
	 До недавнего времени G4, образованные в разных участках мРНК, 
рассматривали как сеть репрессоров трансляции. Было показано, что 
РНК G-квадруплексы, локализованные в 5'-нетранслируемых сайтах 
мРНК, которые кодируют белки NRAS, Bcl-2, Zic-1, TRF2, MT3, ESR, 
ингибируют трансляцию, хотя точный механизм ингибирования этого 
процесса под действием РНК G4 не установлен. Отмечается, что уро
вень репрессии трансляции может достигать 50% (для большинства 
G4‑мотивов) и даже 80 %. РНК-квадруплексы, образованные в 
3'-нетранслируемых районах [375] и в открытой рамке считывания 
мРНК, также ингибируют элонгацию трансляции in vitro и уменьшают 
выработку белка в клетках [376]. Показано, что G4, локализован
ный в кодирующем районе мРНК, способен стимулировать сдвиг 
рамки считывания in vitro и в культуре клеток, причем этот эффект 
коррелирует со стабильностью квадруплекса, которая модулируется 
G4‑связывающими малыми молекулами [396].
	 Для того, чтобы направленно ингибировать трансляцию опреде
ленных мРНК, была разработана следующая стратегия: в заданных 
участках мРНК, содержащих только два G-тракта, индуцировали обра
зование бимолекулярного гибридного ДНК–РНК G4 с помощью моди
фицированных олигодезоксирибонуклеотидов, чей дизайн позволял 
адресно добавить недостающие для формирования G-квадруплексов 
G-тракты [397]. Используя в качестве мишени мРНК, кодирующую 
белок eIF-4E, который активно экспрессируется в различных злока
чественных опухолях, было показано, что индуцированное тиофос
фатными производными олигонуклеотидов образование G-квадруп
лексов в 5'-нетранслируемом участке и в белок-кодирующей области 
мРНК eIF-4E приводило, соответственно, к 30‑ и 60-процентному 
ингибированию экспрессии этого белка в раковых клетках человека 
[397]. Напротив, добавление антисмысловых олигонуклеотидов 



Н.Г.Долинная и соавт.116

(комплементарных G4‑мотиву) может приводить к разрушению РНК 
G4 [398]. Влияние антисмысловых пептидных нуклеиновых кислот на 
процесс сборки РНК-квадруплексов in vitro с относительно высокой 
степенью дискриминации между различными G4‑мотивами описано 
в работе [399]. Этот подход – «расплетание» РНК G4 с помощью 
17–19‑звенных олигонуклеотидов, был успешно использован для 
двукратного изменения уровня ингибирования трансляции опреде
ленной мРНК в человеческих клетках [400].
	 Однако недавно показано, что модуляция трансляции зависит от 
нуклеотидного контекста, в котором находятся G4‑мотивы. Сформи
рованные РНК-квадруплексы могут как ингибировать, так и акти
вировать генную экспрессию в зависимости от их локализации в 
5'-нетранслируемом участке мРНК [393, 401, 402]. Предполагается, 
что соседние нуклеотидные последовательности, внутриклеточное 
окружение и взаимодействующие партнеры могут влиять на функции 
G4 в клетке. Действительно, когда РНК G4 локализован в IRES‑эле
менте, он обеспечивает новый механизм кэп-независимой инициа
ции трансляции [403]. В работе [404] обнаружено прямое участие 
РНК‑квадруплекса, образованного в IRES мРНК, кодирующей белок 
VEGF человека, во взаимодействии с рибосомной субъединицей 40S. 
В обзоре 2015 года обсуждается роль РНК G4 в регуляции процес
синга и функционирования некодирующих РНК, новых объектов 
исследования, перспективных для изучения функций G4 в контексте 
различных нейродегенеративных заболеваний [20].
	 Несколько публикаций последних лет посвящены изучению био
логических функций теломерных повторов TERRA и квадруплексных 
структур, образуемых этими некодирующими РНК. В частности, 
показано, что TERRA не только аккумулируется в клеточном ядре, но 
и колокализована с теломерной ДНК на концах хромосом (метод FISH, 
Fluorescence In Situ Hуbridization) и с белками защитного комплекса 
теломер (иммунофлуоресцентный анализ) [1]. Доказательством того, 
что TERRA является ключевым компонентом теломерной машины, 
служит участие белка защитного комплекса теломер TRF2 в одно
временном связывании с TERRA в виде квадруплекса и с теломер
ной ДНК в виде дуплекса или G4 (метод ELISA, Enzyme Linked 
ImmunoSorbent Assay) [267]. При этом одна молекула TERRA, кото
рая способна складываться в гирлянду квадруплексов [192], может 
взаимодействовать с несколькими молекулами белка TRF2 [267]. 
Предполагается, что TERRA репрессирует собственную транскрип
цию и участвует в поддержании структуры теломер и в образовании 
гетерохроматина [405]. Показано, что TERRA вызывает изменение 
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генной экспрессии в раковых клетках человека in vivo. В частности, 
теломерная РНК, образующая G4, ингибирует экспрессию генов, 
связанных с системой врожденного иммунитета, влияя тем самым 
на злокачественность опухоли [406].
	 Интересно, что повторы TERRA, 5'-UUAGGG-3', комплементарны 
последовательности теломеразной РНК. Используя реконструиро
ванную in vitro теломеразу и синтетическую молекулу TERRA, было 
показано, что повторы TERRA гибридизуются с РНК фермента и 
ингибируют его активность. Однако ингибирующее действие TERRA 
на теломеразу может быть смягчено in vivo гетерогенным ядерным 
рибонуклеопротеином А1 (hnRNPA1), вовлеченным в контроль длины 
теломер [407]. Предполагается, что ферментативное удлинение тело
мерных концов требует сбалансированного уровня TERRA и белка 
hnRNPA1, которые действуют как регуляторы активности фермента. 
Роль G-квадруплексов в биологии РНК, в частности, теломерных 
повторах TERRA и теломеразном РНК-компоненте hTERC, обсуж
дается в недавних обзорах [394, 408].
	 В прикладном плане интересна работа, в которой G4‑содер
жащий РНК-аптамер, полученный селекцией in vitro, активирует 
флуоресценцию лиганда, имитирующего зеленый флуоресцирующий 
белок [409]. Недавно был разработан подход, основанный на замене 
пиримидиновых остатков в петлях теломерных G4 на флуоресцирую
щие 5‑бензофурановые производные 2'-дезоксиуридина и уридина, 
который позволил создать включаемые флуоресцентные пробы для 
дискриминации ДНК-квадруплексов разной топологии и параллель
ных РНК G4 [410]. Такие G4‑сенсоры были также использованы для 
оценки специфичности и сродства низкомолекулярных лигандов к 
квадруплексам разной химической природы и конформации. 

XI. ГИБРИДНЫЕ ДНК–РНК G-КВАДРУПЛЕКСЫ
Функционально важными являются также гибридные ДНК–РНК 
G-квадруплексы. В работе [411] впервые исследована возможность 
ассоциации между теломерной ДНК и TERRA путем образования 
гибридного ДНК–РНК квадруплекса параллельной топологии. Фор
мирование таких структур in vitro было доказано рядом независимых 
и дополняющих друг друга методов на олигонуклеотидных моделях. 
Для доказательства образования гибридных G4 в клеточной среде 
теломерные ДНК- и РНК-олигонуклеотиды, меченные различными 
флуорофорами (FAM и Cy3) по 3'-концам, были трансфецированы в 
клетки HeLa. Наблюдаемое изменение цвета регистрируемого сигнала 
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при колокализации флуорофоров служило доказательством их сбли
жения в гибридном бимолекулярном квадруплексе. Если бы ДНК- и 
РНК-пробы не взаимодействовали друг с другом, то наблюдалось бы 
два различных флуоресцентных сигнала. Дополнительное блестящее 
доказательство образования гибридных теломерных G4 в живых 
клетках базировалось на использовании химического подхода [411]. 
Проба ДНК (12‑мер с двумя теломерными повторами) содержала 
остаток азидокумарина на 5'-конце, а 12‑звенная РНК – 5'-алкиновую 
группу. Азидокумарин был выбран в качестве профлуорофора, в 
котором флуоресценция погашена из-за влияния электронобогатого 
α-азота азидогруппы. Но синтез триазолового кольца в результате 
алкин-азидного циклоприсоединения сопровождается появлением 
сильного флуоресцентного сигнала из-за исчезновения эффекта 
гашения (рис. 9). Таким образом, разгорание флуоресценции будет 
свидетельствовать об образовании гибридного параллельного G4, в 
котором реакция циклоприсоединения инициирована за счет сбли
жения реакционноспособных групп на концах РНК- и ДНК-олиго
нуклеотидов. Действительно, при добавлении клеточной среды, 
содержащей медный катализатор, к инкубированным с олиго
нуклеотидными пробами клеткам HeLa наблюдается (с помощью 
флуоресцентного микроскопа) яркое голубое свечение. Доказано, 
что простая молекулярная колокализации олигомеров не инициирует 

Рис. 9. Доказательство образования ДНК–РНК гибридных теломерных G4 в 
клетках HeLa с помощью реакции алкин-азидного циклоприсоединения. 
	 12‑звенная ДНК с двумя теломерными повторами (остатки G обозначены 
зеленым цветом) содержала остаток азидокумарина на 5'-конце, в котором флуо
ресценция погашена из-за влияния электронобогатого α-азота азидогруппы, а 
12‑звенная РНК (остатки G – красные) – 5'-алкиновую группу. Синтез триазоло
вого кольца при добавлении медного катализатора сопровождался появлением 
сильного флуоресцентного сигнала из-за исчезновения эффекта гашения.
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реакцию циклоприсоединения. Тот факт, что этот метод был успешно 
использован для доказательства образования гибридного РНК–ДНК 
G4 в растворе in vitro, подтверждает данные клеточного экспери
мента [411]. В еще более приближенной к нативным условиям 
системе наблюдалось образование гибридных G4 между природной 
теломерной РНК (TERRA) и содержащим теломерные повторы 
олигодезоксирибонуклеотидом с флуоресцентными метками на 
обоих концах. Проба была сконструирована так, чтобы образовать в 
отсутствие мишени шпилечную структуру, в которой флуоресценция 
FAM погашена тушителем DABCYL, находящимся на другом конце 
молекулы. Образование гибридного квадруплекса с теломерной 
РНК вынуждает «ДНК-шпильку» раскрыться, разнеся флуорофор и 
тушитель, что приводит к разгоранию флуоресценции. Этот эффект 
наблюдался после проникновения ДНК-маяка в клетки HeLa, 
подтверждая внутриклеточное образование теломерного гибридного 
G4 [411]. В этой же работе было показано, что квадруплексы, вклю
чающие теломерные ДНК и РНК, могут вносить вклад в защиту 
теломерных концов. Известно, что теломерные одноцепочечные 
ДНК образуют гирлянду квадруплексов. Образование G4‑структур 
более высокого порядка характерно и для теломерной РНК [381]. 
Межмолекулярное взаимодействие концевых повторов ДНК и РНК 
может приводить к образованию гибридного G4, который находится 
на стыке структурированных теломерных последовательностей ДНК 
и TERRA и обеспечивает защитный эффект посредством механизма 
стерических препятствий [411]. При этом известно, что теломерный 
белковый компонент TRF2 одновременно связывает G-квадруплексы 
ДНК и РНК, таким образом сближая их в клетке [267].
	 Гибридные ДНК–РНК G4 могут быть преобладающей формой 
квадруплексов и в процессе транскрипции. Они образуются из 
нематричной цепи ДНК и РНК-транскрипта [412]. Показано, что 
ДНК–РНК G4 модулируют транскрипцию в условиях in vitro и in vivo 
и что именно такие структуры являются основной формой G-квад
руплексов, которые реализуются в процессе транскрипции. То, что 
РНК-транскрипт задействован в формировании гибридного G4, 
доказано тем, что эффект ингибирования транскрипции достигался 
при добавлении GТР, участвующего в синтезе РНК, а замена его на 
7‑деазаGТР, который не способен участвовать в образовании G-тет
рады, восстанавливало уровень транскрипции. Эти результаты сви
детельствуют о том, что межмолекулярные ДНК–РНК G4 в большей 
степени задействованы в регуляции транскрипции и связанных 
с ней процессов, чем внутримолекулярные ДНК-квадруплексы, 
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образованные матричной цепью двойной спирали [412]. Особенно 
важным представляется то, что в образовании гибридных G4 участ
вует только два G-тракта на нематричной цепи ДНК и, как показано 
методом биоинформатического анализа, эти мотивы гораздо более 
распространены в транскрибируемых районах генома, чем мотивы 
образования внутримолекулярных ДНК-квадруплексов, содержащих 
четыре и более G-тракта на матричной цепи [413]. Мотивы гибридных 
квадруплексов, являющихся эволюционно-консервативными [413], 
широко представлены в геномах теплокровных животных [414] 
и встречаются в более чем 97% генов человека [412]. Механизм 
сборки гибридных G4, ассоциированных с транскрипцией, дает 
возможность влиять на их образование и, как следствие, на уровень 
транскрипции. Так, присутствие С-богатых олигонуклеотидов, 
комплементарных РНК-транскрипту, препятствует образованию 
гибридных G4, а квадруплекс-специфичные лиганды стабилизируют 
такие структуры [414]. 
	 Согласно данным статьи [415] квадруплексные гибриды могут 
быть включены и в регуляцию синтеза ДНК, по крайней мере в мито
хондриях, где транскрипционная машина генерирует РНК-праймеры, 
необходимые для инициации репликации. ДНК нематричной цепи, 
содержащей фрагменты с G-богатой консервативной последователь
ностью 5'-GGGGGAGGGGGGG (два G-тракта) из митохондриальной 
ДНК человека, и образовавшийся транскрипт складываются вблизи 
точки начала репликации в стабильный гибридный G4 параллельной 
топологии. В таком квадруплексе 3'-конец праймера удален от матрич
ной цепи и не доступен действию митохондриальной репликативной 
машины, что объясняет механизм негативной регуляции репли
кации ДНК. И только после расплетания G4 хеликазой (например, 
эволюционно-консервативной Pif1) освободившийся праймер может 
быть использован для инициации репликации ДНК. Обсуждается 
также участие гибридных квадруплексов в рекомбинации генов имму
ноглобулинов и в протекании нейродегенеративных заболеваний, 
вызванных экспансией G-богатых повторов в генах С9orf72 [416] и 
FMR1 [417].
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XII. ИДЕНТИФИКАЦИЯ ДНК- И РНК-КВАДРУПЛЕКСОВ  
В КУЛЬТУРАХ КЛЕТОК И В СИСТЕМАХ IN VIVО

Возможность образования в живых клетках биологически значимых 
G-квадруплексов, которые в отличие от других альтернативных 
структур ДНК устойчивы в физиологических условиях, было пред
метом научных дискуссий на протяжении десятилетий. Открытие 
лигандов, специфичных к G4, дало ключ к изучению биологических 
свойств таких структур, а также разработке методов их выделения и 
идентификации в клетках [205]. Анализ геномных G-квадруплексов 
проводился методом преципитации хроматина. Фрагменты хроматина 
фракционировали в зависимости от их сродства к квадруплекс-свя
зывающим лигандам, а затем отобранные участки анализировали с 
помощью секвенирования или матричного анализа на микрочипах 
для определения их локализации в геноме. Идентификацию G4 в 
клеточных системах проводили и при помощи высокоспецифичных 
к таким структурам моноклональных антител [320].
	 Сложность тестирования G4 в живых клетках и неоднозначность 
интерпретации полученных результатов связана с рядом факторов. 
В системах in vivo существует множество белков и ферментов, 
которые могут взаимодействовать с неканоническими формами 
ДНК, стабилизируя или дестабилизируя такие структуры [418], 
а также расщепляя их. Участки генома, содержащие G4‑мотивы, 
могут быть включены в состав нуклеосом, где они полностью экра
нированы гистонными белками. Переход данного участка генома в 
альтернативную конформацию зависит от факторов, влияющих на 
стабильность двойной спирали: степени метилирования и локаль
ного топологического состояния ДНК [419]. Следует учитывать 
также, что эксперименты in vitro, в которых анализировались квад
руплекс-образующие последовательности, проводят в разбавленных 
растворах, то есть в условиях, которые резко отличаются от «молеку
лярной толкучки», характерной для систем in vivo. К тому же низко
молекулярные лиганды, стабилизируя квадруплексные структуры, 
могут смещать равновесие в сторону их образования, искажая тем 
самым реальную картину распределения таких неканонических 
форм в клеточной ДНК. Тем не менее, о прямом доказательстве 
существования G4 в промоторных участках генов было заявлено 
еще в 2002 году. Однако эта и подобные работы основывались на 
биологических эффектах вводимых в клетку G4‑стабилизирующих 
лигандов. Важным прорывом в этой области было обнаружение с 
помощью флуоресцирующих антител G-квадруплексных структур 
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при теломерах в макроядрах инфузорий Stylonychia lemnae. Позднее 
было показано, что образование G4 зависело от стадий клеточного 
цикла и контролировалось белками, связывающимися с теломерными 
концами. Но только в исследованиях последних лет продемонст
рирована возможность «увидеть» и картировать локусы в клетках 
млекопитающих, включая и клетки человека, которые принимают 
G-квадруплексную конформацию, и выяснить роль этих неканоничес
ких форм ДНК в каскаде биологических событий.
	 В работе [203] представлены две независимые линии доказательств 
того, что функционально важные G-квадруплексные структуры 
существуют в геномной ДНК опухолевых клеток. В первом подходе 
в качестве репера использовался низкомолекулярный лиганд пиридо
статин, способный связывать ДНК-квадруплексы вне зависимости от 
их топологии, распознавая основную детерминанту этой структуры. 
Показано, что под действием пиридостатина возникают опосре
дованные транскрипцией и репликацией геномные повреждения, 
которые коррелируют со снижением уровня экспрессии ряда генов, 
содержащих G4‑мотивы. Предполагается, что лиганд, стабилизируя 
G4, препятствует движению полимеразы вдоль двойной спирали, что 
приводит к разрыву ДНК, вызванному действующими на субстрат 
физическими силами или активностью эндонуклеаз. Для локализации 
пиридостатин-связывающих сайтов был проведен иммуноферментный 
анализ клеток, обработанных лигандом, с антителами к клеточному 
маркеру поврежденных локусов. В независимой серии экспериментов 
был использован химический подход (реакция алкин-азидного 
циклоприсоединения флуоресцирующей группы к пиридостатину) 
для того, чтобы непосредственно увидеть молекулы лиганда в 
клеточных ядрах в виде флуоресцирующих точек. Региоселективная 
реакция алкиновой группы, присоединенной к пиридостатину, с 
азидной, находящейся на флуоресцентном красителе Alexa Fluor, 
инициировалась in cellulo под действием медного катализатора. С 
помощью микроскопа высокого разрешения были выявлены локусы 
образования G-квадруплексных структур в ДНК человеческих клеток 
и показано, что они локализованы преимущественно в районах, 
отличных от концов хромосом. Вторым репером выступала хеликаза 
hPif1, которая, как известно, обладает высокой селективностью к G4 
и регулирует образование и процессинг таких структур в геноме. На 
линии клеток остеосаркомы человека, в которой экспрессировалась 
хеликаза, слитая с зеленым флуоресцирующим белком, было изу
чено распределение фермента в ядрах клеток по сравнению с 
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распределением флуоресцентно-меченного пиридостатина. Этот 
анализ показал, что и без обработки лигандом хеликаза связы
вается с G4‑мотивами в геноме, и общий паттерн распределения 
светящихся точек был сравним с тем, который наблюдался для 
меченых малых молекул. В независимом эксперименте, в котором 
клетки фиксировали формальдегидом, «замораживающим» все 
биологические процессы, перед их обработкой пиридостатином, 
наблюдалось значительное перекрывание между геномными мише
нями пиридостатина и хеликазы. Эти данные свидетельствуют о 
существовании предсформированных G4 в человеческих клетках, а 
не инициированных добавлением G4‑связывающего лиганда.
	 Отмечено, что не все сайты с высоким содержанием G4‑мотивов 
метились флуоресцирующим лигандом. По-видимому для того, 
чтобы G4‑мотив сложился в квадруплекс, должны реализоваться 
дополнительные механизмы, которые способствуют этому процессу. 
Например, отрицательная сверхспирализация ДНК в определенном 
локусе или активность процессов репликации или транскрипции, 
которые сопровождаются локальным плавлением двойной спирали 
и кратковременным освобождением одноцепочечных участков для 
считывания полимеразами. Способность G4‑мотива образовывать 
квадруплекс и связываться с лигандом может также зависеть от 
того, находятся ли G-богатые участки на транскрибируемой или 
нетранскрибируемой цепи ДНК [368] или, в случае репликации – на 
лидирующей или запаздывающей цепи. Также следует принимать во 
внимание, что причиной некоторых клеточных эффектов G4‑специ
фичных лигандов может быть их взаимодействие с РНК G4 [420].
	 Прямая количественная визуализация ДНК G4 в опухолевых 
клетках человека с помощью квадруплекс-специфичных антител была 
описана в статье [318]. Визуализация достигалась путем амплификации 
флуоресцентного сигнала в сэндвиче из антител. О специфичности 
сигнала свидетельствовало исчезновение светящихся точек после 
предварительной инкубации антител с избытком олигонуклеотидных 
квадруплексов, а также при инкубации клеток с флуоресцентными 
антителами в отсутствии первичного G4‑связывающего антитела. 
Локусы окрашивания в ядре также исчезали при обработке клеток 
ДНК-азой, но не РНК-азой. Локализация светящихся точек на концах 
хромосом в стадии метафазы подтверждает присутствие G4 на 
теломерных концах, а россыпь дискретных точек в других хромо
сомных локусах свидетельствует о том, что множество квадруп
лексных структур (примерно 75%) может образовываться в промо
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торных районах и других участках ДНК, несмотря на присутствие 
конкурирующей комплементарной цепи (рис. 10). В этой блестящей 
работе показано, что образование G4 в ядрах клеток модулируется в 
зависимости от стадий клеточного цикла; максимум наблюдается в 
фазе активной репликации ДНК (S-фаза), который превышает уровень 
детекции G4 в стадии клеточного покоя в 4.8 раза. Согласно полу
ченным данным, добавление низкомолекулярных лигандов, стабили
зирующих эндогенные ДНК-квадруплексы, приводит к увеличению 
(в 2.9 раза) количества детектируемых квадруплексных мишеней в 
клеточном ядре, что свидетельствует о сдвиге равновесия дуплекс–G4 
в сторону образования квадруплексов и открывает пути направленной 
регуляции клеточных процессов, таких как ингибирование экспрес
сии онкогенов. 

Рис. 10. Визуализация эндогенных ДНК G4 в метафазных хромосомах, выде
ленных из клеток HeLa, с помощью иммунофлуоресцентной микроскопии 
(использование G4‑специфичных антител ВG4). 
	 Флуоресцирующие точки фокусированы как во внутренних участках хромо
сом (а–в), так и при теломерных концах (г, д). Симметричное расположение точек 
в сестринских хроматидах (д) свидетельствует об образовании G-квадруплексов 
в тех же геномных сайтах во вновь синтезированной ДНК. Рисунок частично 
заимствован из рисунка 3 статьи [318].
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	 Эти данные подтверждает работа другой научной группы [421], в 
которой также использовались высокоспецифичные G4‑антитела. Под 
воздействием двух G4‑стабилизирующих лигандов – теломестатина 
и TMPyP4, наблюдалось повышение количества детектируемых G4 
в ядрах человеческих клеток. Внутриклеточная оптическая визуали
зация ДНК G4 с помощью флюорогенных лигандов описана в работе 
[259]. Совсем недавно появилась статья [422], в которой приводятся 
прямые доказательства существования ДНК-квадруплексов в мито
хондриях клеток. Для визуализации квадруплексов с помощью 
конфокального микроскопа использовали флуоресцирующие G4‑спе
цифичные лиганды на основе производных карбазола, которые 
способны мигрировать из ядра в митохондрии злокачественных 
клеток. В случае же нормальных клеток они накапливаются в цито
плазме. Показано, что такие соединения стабилизируют G4 и, таким 
образом, ингибируют экспрессию митохондриальных генов, выступая 
в роли противоопухолевых агентов.
	 В дополнение к ДНК G4, растущее внимание сейчас приковано 
к рибонуклеотидным аналогам квадруплексов и их роли в биологии 
РНК [394]. Прямые доказательства формирования РНК-квадруплек
сов в человеческих клетках приведены в работе [319], в которой 
детекция G-квадруплексов производилась в клеточной цитоплазме с 
помощью G4‑специфичных антител ВG4. Предварительно методом 
ELISA было показано, что эти антитела узнают основные структурные 
детерминанты G4, эффективно связываясь и с ДНК-, и с РНК-квад
руплексами. Эндогенные G4 были визуализированы с помощью 
флуоресцентной микроскопии в нормальных, иммортализованных и 
злокачественных клетках человека. Амплификация флуоресцентных 
сигналов достигалась путем использования сэндвича меченых 
антител; при этом первичным антителом служил ВG4. С помощью 
описанного подхода были идентифицированы как внутриядерные 
сигналы, приписанные ДНК-квадруплексам, так и (при более дли
тельной экспозиции) флуоресцентные сигналы, распределенные в 
цитоплазме всех изученных клеточных линий, которые соответствуют 
РНК G4. Цитиплазматическая локализация первичных антител 
ВG4 была подтверждена прокрашиванием клеток флуоресцентным 
красителем CellMask green, который выявляет клеточные границы. 
Когда фиксированные пермеабилизованные клетки до добавления 
антител ВG4 были обработаны РНК-азой А, сигналы квадруплексов 
в цитоплазме исчезали, что свидетельствовало о наличии G4 рибо
нуклеотидной природы. Наряду с иммунофлуоресцентным анализом 
для доказательства присутствия эндогенных РНК-квадруплексов 
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в человеческих клетках были использованы низкомолекулярные 
лиганды. Так, карбоксипиридостатин, который, как было показано с 
помощью химических подходов (алкин-азидное циклоприсоединение 
in situ) гораздо более эффективно связываются с РНК G4, чем с 
ДНК‑аналогами [235], увеличивает (примерно в 2.4 раза) число G4 
только в цитоплазме клеток, не влияя на количество ДНК-квадруп
лексов ядерной локализации. Недавно РНК G4 были обнаружены в 
живых клетках с помощью квадруплекс-специфичного соединения 
нового поколения, N-TASQ, сочетающего в себе функции «умного» 
лиганда и «умной» флуоресцентной пробы [263]. Такие соединения 
ведут себя как внутриклеточные молекулярные сенсоры, настроенные 
только на предсформированные G4. Они используют G4 как матрицу 
для самосборки искусственной G-тетрады, образование которой 
приводит к разгоранию флуоресценции. N-TASQ обладает уникаль
ными свойствами, т.к. в отличие от квадруплекс-специфичных 
антител не требует фиксации и пермеабилизации клеток. Показано, 
что в используемых условиях мишенью N-TASQ служат цитоплаз
матические РНК G4 (в свободном состоянии или, более вероятно, 
в виде сложных рибонуклеопротеидных субклеточных ансамблей), 
которые выявляются в виде интенсивных дискретных локусов в 
клетках рака молочной железы и остеосаркомы человека, а также 
мышиной меланомы. При этом клетки не были предварительно 
обработаны. Предполагается, что N-TASQ легко проходит через 
цитоплазматическую мембрану, накапливаясь в цитоплазме клеток 
в неденатурирующих физиологических условиях.
	 В работе [423] показано, что G4‑специфичные антитела BG4 
могут быть использованы для прокрашивания G4 в тканях человека 
с помощью иммуногистохимии. При этом наблюдалось значительное 
увеличение числа G4‑позитивных ядер в тканях больных раком 
печени и желудка по сравнению со здоровыми тканями. Для выяв
ления злокачественной трансформации клеток использовали также 
G4‑связывающий флуоресцентный лиганд 3,6‑бис(1‑метил-4‑винил
пиридил)карбазол дийодид [424]. Оказалось, что число сигналов 
возрастает в зависимости от степени клеточного перерождения, что 
делает этот подход перспективным для ранней диагностики онколо
гических заболеваний.
	 С помощью иммуноэлектронной микроскопии G-квадруплексные 
структуры были обнаружены в образцах из различных организмов: 
инфузорий, плоских червей, плодовых мушек и млекопитающих [425]. 
Оказалось, что локусы, окрашенные моноклональными антителами 
1Н6, специфичными к ДНК G4 разной топологии, присутствуют в 
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гетерохроматине всех образцов. Показано, в частности, что сайты 
связывания антитела 1Н6 в политенных хромосомах из слюнных 
желез дрозофилы были колокализованы с белками гетерохроматина. 
Обнаружено также, что в разных организмах соматические клетки 
гораздо более интенсивно окрашены, чем плюрипотентные стволовые 
клетки. Эти находки указывают на консервативную роль G4 в ядерной 
организации и клеточной дифференциации. По мнению авторов, 
G-квадруплексные структуры присутствуют в постмитотических 
клетках, а также в митотических хромосомах. Они могут существовать 
независимо от ДНК-репликации, транскрипции или рекомбинации, 
стимулируя генетическую нестабильность.

XIII. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследования последних лет показали, что G4 существуют в геномных 
ДНК во всех фазах клеточного цикла. Эти неканонические структуры 
многолики. С одной стороны, они могут выполнять регуляторные 
функции в клетке, ингибировать экспрессию онкогенов, блокировать 
нежелательную элонгацию теломерных ДНК, контролировать уро
вень отрицательной сверхспирализации в геноме, служить мише
нями противоопухолевых препаратов. Недавно впервые была 
выявлена роль G4 в эмбриональном развитии, наиболее контро
лируемом процессе в биологии позвоночных [426]. С другой 
стороны, образование G4 вызывает геномную нестабильность 
(геномные инверсии, рекомбинации, мутации, делеции и др.), 
связанные с онкологическими заболеваниями и неврологическими 
расстройствами. В настоящем обзоре сделана попытка представить 
современное состояние знаний об этих удивительных структурах, 
причем во всех изученных аспектах. Важнейшая информация о 
структуре и биологических функциях G-квадруплексов была полу
чена с помощью новых методов исследования, характеристике кото
рых в обзоре уделено особое внимание.
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