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Изучена возможность участия фрагмента 1638–1650 18S рРНК в процессе кеп@независимой инициации
трансляции на рибосомах растений. Этот фрагмент охватывает основания спиралей h44 и h28 и вклю@
чает нуклеотиды, формирующие декодирующий центр рибосомы. Показано, что этот участок доступен
для комплементарных взаимодействий в составе 40S субчастицы. Обнаружено, что нуклеотидная по@
следовательность, комплементарная фрагменту 1638–1650 18S рРНК, обладает способностью усили@
вать эффективность трансляции репортерных мРНК, если ее поместить в эти мРНК сразу после иници@
аторного кодона. Полученные результаты указывают на возможность комплементарных взаимодей@
ствий между кодирующей областью мРНК и фрагментом 18S рРНК, вовлеченным в формирование
декодирующего центра рибосомы, при кеп@независимой инициации трансляции. 

Ключевые слова: рибосомы растений, кеп@независимая инициация трансляции, мРНК, трансляцион@
ные энхансеры, 18S рРНК, комплементарные взаимодействия, олигонуклеотиды и их реакционноспо@
собные производные, комплементарно@адресованная модификация.

FRAGMENT OF mRNA CODING PART THAT IS COMPLEMENTARY TO REGION 1638–1650 OF
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N. S. Polimbetova1, D. M. Graifer2, G. G. Karpova2*, B. K. Iskakov1** (1Ajtkhozhin Institute of Molecular
Biology and Biochemistry, Committee of Science, Ministry of Education and Sciences of the Republic of Ka@
zakhstan, Almaty, 050012 Kazakhstan; **e@mail: bulat.iskakov@mail.ru; 2Institute of Chemical Biology and Fun@
damental Medicine, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, 630090 Russia; *e@mail: karpova@niboch.
nsc.ru). Possible involvement of 18S rRNA fragment 1638–1650 including basements of the helices h44 и h28
and nucleotides of the ribosomal decoding site in the cap@independent translation initiation on plant ribosomes
is studied. This rRNA fragment is shown to be accessible for complementary interactions within the 40S ribo@
somal subunit. It is found that the sequence complementary to the 18S rRNA fragment 1638–1650 is able to en@
hance efficiency of a reporter mRNA translation when placed just after the initiation codon. The results obtained
indicate that in the course of the cap@independent translation initiation, complementary interactions can occur be@
tween mRNA coding sequence and 18S rRNA fragment in the region of the ribosomal decoding site. 
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* Эл. почта: karpova@ niboch.nsc.ru; ** bulat.iskakov@mail.ru

Одной из ключевых стадий, на которой осу�
ществляется регуляция экспрессии генов, явля�
ется инициация трансляции [1–3]. Канониче�

ская схема инициации трансляции кепирован�
ных мРНК в клетках эукариот основана на
зависимом от факторов инициации семейства
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eIF4 связывании 40S субчастицы рибосомы с 5'�
концевым фрагментом мРНК c последующим
сканированием мРНК до старт�кодона [4, 5].
Принципиальное отличие канонической ини�
циации трансляции у эукариот и прокариот за�
ключается в том, что у эукариот для связывания
мРНК с малой рибосомной субчастицей не тре�
буются комплементарные взаимодействия меж�
ду мРНК и рРНК, подобные Шайн–Далгарнов�
ским [5]. Однако к настоящему времени накоп�
лено много данных, согласно которым в ряде
случаев комплементарные взаимодействия меж�
ду мРНК и 18S рРНК возможны и при инициа�
ции трансляции у эукариот [6–8]. Еще в 2002 г.
была выдвинута гипотеза “рибосомного филь�
тра” [9], в которой, в частности, постулирова�
лось, что комплементарные взаимодействия
между мРНК и определенными участками 18S
рРНК могут играть важную роль в обеспечении
предпочтительной трансляции определенной
группы мРНК, кодирующих продукты, необхо�
димые клетке в данный момент. 

Прямых данных в пользу комплементарных
взаимодействий между мРНК и 18S рРНК при
инициации трансляции у эукариот пока не полу�
чено. Однако есть достаточно убедительные до�
казательства того, что в определенных случаях
участки центрального и 3'�концевого доменов
18S рРНК могут взаимодействовать с компле�
ментарными последовательностями в 5'�не�
транслируемой области (5'�НТО) мРНК. Так, це�
лая серия работ посвящена доказательству того,
что 9�нуклеотидный фрагмент в 5'�НТО мРНК
гомеодомена фактора транскрипции Gtx взаи�
модействует в процессе трансляции с участком
спирали h26 в центральном домене 18S рРНК
млекопитающих [10–12]. Другой фрагмент (10
н.), комплементарный началу спирали h27 в
этом же домене 18S рРНК, если его поместить в
5'�НТО модельных репортерных мРНК, прояв�
лял свойства сильного трансляционного усили�
теля (энхансера), значительно повышая эффек�
тивность трансляции мРНК в бесклеточной бе�
локсинтезирующей системе из зародышей
пшеницы [13]. В дальнейшем было показано,
что участок 1113–1124 спирали h27 18S рРНК в
составе 40S субчастицы растений доступен для
комплементарных взаимодействий. Так, олиго�
нуклеотид, комплементарный этому участку,
специфически подавлял трансляцию рекомби�
нантной мРНК, несущей в своей 5'�НТО после�
довательность, антисмысловую по отношению к
сегменту1113–1124 [14]. Аналогичные результа�
ты получены недавно и для сегмента спирали
h45 в 3'�концевом минидомене 18S рРНК [15]. В
этой же работе продемонстрированы энхансер�
ные свойства помещенного в 5'�НТО модельных

мРНК участка, комплементарного фрагменту
3'�концевого минидомена. Кроме того, с помо�
щью компьютерного анализа комплементарная
18S рРНК последовательность найдена в начале
кодирующей области геномной РНК вируса Y
картофеля [15]. Оказалось, что эта последова�
тельность может участвовать в комплементар�
ных взаимодействиях с 3'�концевым сегментом
18S рРНК и проявлять свойства трансляционно�
го энхансера, если ее поместить в 5'�НТО мРНК
[15]. Однако оставалось неизвестным, могут ли
последовательности, комплементарные 18S
рРНК, проявлять такие свойства в составе коди�
рующей части мРНК. 

В настоящей работе изучены энхансерные
свойства участка с комплементарностью к фраг�
менту 1638–1650 18S рРНК пшеницы у основа�
ния спиралей h44 и h28 в районе декодирующего
центра, встроенного в кодирующую часть неке�
пированной репортерной мРНК сразу после ини�
циаторного кодона. Доступность района 1638–
1650 18S рРНК для комплементарных взаимодей�
ствий проверяли, анализируя связывание олиго�
дезоксирибонуклеотида, комплементарного это�
му району, с 40S субчастицами рибосом из заро�
дышей пшеницы. С помощью комплементарно�
адресованной модификации 18S рРНК в составе
40S субчастиц алкилирующим производным упо�
мянутого дезоксиолигомера показана специфич�
ность его связывания с данным фрагментом рРНК. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали акриламид, N,N'�ме�
тиленбисакриламид, мочевину (“AppliChem”),
РНКазин из плаценты человека (“Promega”),
РНКазу Н (“BioLabs”). Олигодезоксирибонук�
леотид (олиго�ДНК) GGGCGGTGTGTAC (N2)
синтезирован в лаборатории биотехнологической
химии ИХБФМ СО РАН, олиго�ДНК CATGGT�
CATGACGGACATG (К) любезно предоставлена
Т. Хоном (Th. Hohn, Friedrich MiescherInstitut,
Basel, Switzerland, Институт Фридриха Мишера,
Базель, Швейцария). Остальные олиго�ДНК
(N2+, N2–, N2mut+, N2mut– и linker–), после�
довательности которых приведены ниже, синте�
зированы фирмой “ATG:biosynthetics” (Герма�
ния). В олиго�ДНК N2+ и N2mut+ подчеркнут
участок N2, комплементарный фрагменту 1638–
1650 18S рРНК пшеницы; серым выделена нук�
леотидная замена, сделанная для превращения
стартового AUG�кодона, с которого начинается
последовательность, кодирующая β�глюкурони�
дазу, в смысловой кодон.
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N2+ – CATGGGCGGTGTGTA;

N2– – CATGTACACACCGCC;

N2mut+ – TCGACCATGGGCGGTGTGTAC TGGTCCGTCCTG

N2mut– – TCGACCATGGACACACCGCCC TGGTCCGTCCTG
linker– – GGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTTC

Полинуклеотидкиназа фага Т4 получена в ла�
боратории биоорганической химии ферментов
ИХБФМ СО РАН. [γ�32P]АTP (40 МБк/нмоль)
синтезирована в лаборатории медицинской хи�
мии ИХБФМ СО РАН. 

Для создания ДНК�конструкций использова�
ли любезно предоставленную Д.Р. Галли (Gallie D.,
Department of Biochemistry, University of Califor�
nia) плазмиду pl�GUS, сконструированную на ос�
нове вектора pBluescript KS II(+) и содержащую
кДНК репортерного белка β�глюкуронидазы [16]. 

Рекомбинантные ДНК (N2+)�GUS и (N2–)�
GUS созданы путем встраивания в плазмиду pl�
GUS по NcoI�сайту (рис. 1а) фрагмента ДНК, по�
лученного с помощью гибридизации олиго�ДНК
N2+ и олиго�ДНК N2 таким образом, чтобы ДНК
(N2+)�GUS содержала в смысловой цепи после�
довательность N2+, а ДНК (N2–)�GUS – ком�
плементарную ей N2– [13]. Чтобы заменить в
ДНК�конструкциях триплет ATG, с которого на�
чинается нуклеотидная последовательность

кДНК β�глюкуронидазы, на CTG, проводили
ПЦР с использованием праймеров N2mut+ и
linker– в случае ДНК (N2+)�GUS и праймеров
N2mut– и linker– в случае (N2–)�GUS. При этом
использовали полимеразу PwoII, отличающуюся
от Taq�полимеразы более высокой точностью
синтеза. Продукты ПЦР элюировали из агароз�
ного геля, обрабатывали рестриктазами NcoI и
BamHI, а затем встраивали по этим же сайтам в
векторную ДНК pl�GUS. Таким образом получи�
ли конструкции (N2mut+)�GUS и (N2mut–)�
GUS. Эти конструкции содержали промотор бак�
териофага Т7, фрагмент, соответствующий
5'�НТО модельных мРНК, кДНК β�глюкурони�
дазы (uidA) с заменой первой пары нуклеотидов и
фрагмент, соответствующий 3'�НТО геномной
РНК вируса табачной мозаики, и отличались друг
от друга только вставкой из 12 н. перед uidA. Нук�
леотидные последовательности конструкций
проверяли с помощью рестрикционного анализа
и секвенирования. 

C

C

а

б

HindIII NcoI BamHI EcoRI

T7 5'�HTO uidA 3'�TMV

мРНК “pl8GUS”

мРНК “(N2mut+)8GUS”

5'

мРНК “(N2mut–)8GUS”

uidA 3'�TMV

3'�TMV
5'

5'

uidA

uidA 3'�TMV
–

–

–

Рис. 1. ДНК�конструкции и рекомбинантные мРНК, полученные на их основе. Карта плазмиды для получения ре�
комбинантных мРНК (а) и cхематическое представление мРНК�конструкций pl�GUS, (N2mut+)�GUS и (N2mut–)�
GUS (б). Обозначения: Т7 – промотор бактериофага Т7; 5'�НТО – 5'� НТО в рекомбинантной мРНК; uidA – кДНК
β�глюкуронидазы (GUS); 3'�TMV – 3'�НТО геномной РНК вируса табачной мозаики; стрелками показаны сайты ре�
стрикции. Серым выделены нуклеотиды стартового кодона рекомбинантных мРНК. В мРНК (N2mut+)�GUS под�
черкнута последовательность N2, комплементарная участку 1638–1650 в 18S рРНК пшеницы. В рекомбинантных
мРНК показаны первые 15 н. последовательности uidA.
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Рекомбинантные мРНК (рис. 1б) получали
транскрипцией in vitro с помощью РНК�полиме�
разы бактериофага Т7 согласно [17]. В качестве
матрицы использовали описанные выше ДНК�
конструкции, линеаризованные по EcoRI�сайту.

Компьютерный анализ последовательностей ге@
номных РНК вирусов растений, взятых из базы
данных NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), с це�
лью поиска фрагментов, комплементарных 18S
рРНК, и расчет вторичных структур фрагментов
мРНК проводили с помощью программы “RNAs�
tructure v.5.3” [18, 19]. 

Трансляцию in vitro проводили в бесклеточной си�
стеме из зародышей пшеницы (Triticum aestivum L.)
сорта “Казахстанская 4”, полученной согласно
[13]. Реакционная смесь объемом 25 мкл содер�
жала 20 мМ Трис�ОАс (рН 7.6), 90 мМ KOАc,
2.0 мМ Mg(ОАс)2, 1 мМ АТР, 0.1 мМ GTP, 10 мМ
креатинфосфат (“Fluka”), 0.12 мг/мл креатин�
фосфокиназы (“Sigma”), 0.1 мМ спермидин, по
0.1 мМ каждой из 20 аминокислот, 1 мкг мРНК и
11 мкл экстракта из зародышей пшеницы, приго�
товленного cогласно [20]. Реакционную смесь
инкубировали в течение 1 ч при 26°С.

Эффективность трансляции рекомбинантных
мРНК определяли по активности β�глюкурони�
дазы (GUS), которую измеряли флуориметриче�
ски [16] и выражали в условных единицах. 

40S субчастицы рибосом пшеницы сорта “Ка�
захстанская 4”' выделяли из зародышей, очищен�
ных от эндосперма, как описано ранее [15]. Суб�
частицы перед использованием реактивировали
инкубацией в течение 10 мин при 37°C в буфере А
(20 мM Трис�HCl, рН 7.5, 120 мM KCl, 13 мM
MgCl2, 0.5 мM EDTA). При расчетах принимали,
что 1 ОЕ260 соответствует 50 пмоль 40S субчастиц по
аналогии с субчастицами рибосом человека [21].

Фосфорилирование дезоксиолигомеров и синтез
алкилирующего производного олигомера N2. Оли�
го�ДНК фосфорилировали по 5'�концу T4�поли�
нуклеотидкиназой в присутствии [γ�32Р]ATP. Затем
фосфорилированный олигомер очищали с помо�
щью обращенно�фазовой хроматографии на мик�
роколоночном хроматографе Милихром (НПО
“Научприбор”, г. Орел). Меченый олигомер N2
использовали в синтезе его (4�[N�(2�хлорэтил)�N�
метиламино]бензилметил�5'�фосфамидного про�
изводного (RN2) с помощью конденсации олиго�
мера с 4�[N�(2�хлорэтил)�N8метиламино]бензил�
метиламином в присутствии трифенилфосфина и
дипиридилдисульфида. Синтез проводили как
описано ранее [22], с небольшими изменениями, в
частности, в качестве катализатора вместо метили�
мидазола использовали диметиламинопиридин. 

Связывание олиго@ДНК с 40S рибосомными
субчастицами проводили, инкубируя 4–100 пмоль
меченной 32Р олиго�ДНК и 2 пмоль субчастиц в

10 мкл буфера А в течение 1 ч при 25°C. Степень
связывания олиго�ДНК с субчастицами опреде�
ляли по сорбции комплексов на нитроцеллюлоз�
ных фильтрах [23]. 

Аффинную модификацию 40S субчастиц осу�
ществляли, инкубируя субчастицы (конечная
концентрация 0.2 мкМ) с RN2 (конечная концен�
трация 2 мкМ) в буфере А в течение 20 ч при 25°C.
Количество 40S субчастиц в реакционной смеси
составляло 30–40 пмоль. Модифицированные
субчастицы использовали для выделения из них
18S рРНК с помощью фенольной депротеиниза�
ции и последующего осаждения этанолом.

Анализ распределения радиоактивной метки
между рРНК и белками в составе модифициро�
ванных 40S субчастиц и выделение 18S рРНК из
модифицированных субчастиц проводили как
описано [14]. 

Участки 18S рРНК, содержащие остатки кова@
лентно присоединенного меченого RN2, определя�
ли с помощью гидролиза модифицированной
рРНК РНКазой Н с последующим разделением
фрагментов рРНК электрофорезом в денатуриру�
ющем 6%�ном полиакриламидном геле (ПААГ)
[23]. Гели окрашивали “Stains all”, сушили и ра�
диоавтографировали.

Общие методы. Выделение ДНК, приготовле�
ние компетентных клеток Escherichia coli, элек�
трофорез ДНК и РНК в агарозном и полиакрила�
мидном геле и трансформацию клеток E. coli про�
водили по стандартным методикам [24]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Компьютерный анализ нуклеотидных после�
довательностей геномных РНК (гРНК) вирусов
растений, у которых нет кеп�структуры и/или по�
ли(А), показал, что многие из них содержат в сво�
их НТО сегменты длиной 5–8 н., комплементар�
ные участку 1634–1650 18S рРНК пшеницы. В
частности, такие сегменты обнаружены в энхан�
серных участках в 5'�НТО гРНК вирусов грави�
ровки табака [25], мозаики турнепса [26], желтой
мозаики цукини [27], морщинистости турнепса
[28] и гРНК почвенного вируса пшеницы [29]; в
5'� и 3'�НТО гРНК вируса кустистой карликово�
сти томатов [30] и в 3'�НТО гРНК вируса желтой
карликовости ячменя [31].

Нуклеотиды 1638–1650 находятся в районе ос�
нования спирали h44 и примыкающей к ней ча�
сти h28 18S рРНК пшеницы (рис. 2). Этот район,
как известно, вовлечен в формирование декоди�
рующего центра рибосомы [32–37]. Чтобы оце�
нить степень доступности для комплементарных
взаимодействий этого района 18S рРНК в составе
40S субчастиц рибосом пшеницы, изучали связы�
вание 40S субчастиц с меченым олигомером N2,
комплементарным фрагменту 1638–1650. В каче�
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стве контроля использовали олиго�ДНК К, не
имеющую в 18S рРНК комплементарных участ�
ков протяженностью более 4 н. Как видно из дан�
ных, приведенных на рис. 3, олиго�ДНК N2 спо�
собна эффективно связываться с 40S субчастицами
при 25°С. Степень связывания, близкую к 1 моль
олигомера на 1 моль субчастиц, наблюдали при
концентрации олигомера, равной 6 мкМ. Вели�
чина кажущейся константы ассоциации N2 с суб�
частицами, оцененная из данных, представлен�
ных на рис. 3, составляла примерно 5 × 106 М–1.
Контрольный олигомер К в таких условиях с 40S
субчастицами практически не связывался (рис. 3),
что указывает на специфичность взаимодействия
N2 с 40S субчастицами. Следует отметить, что при
концентрации N2 более 6 мкМ степень его связы�
вания с 40S субчастицами заметно превышала
1 моль/моль субчастиц, возможно, вследствие об�
разования несовершенных дуплексов с коротки�
ми участками 18S рРНК (до 6 н.), комплементар�
ными N2. 

Участки 18S рРНК, с которыми связывается
олигомер, определяли с использованием компле�
ментарно�адресованного (сайт�специфичного)
алкилирования 18S рРНК в составе 40S субчастиц
5'�32Р�меченым производным этого олигомера с
последующим гидролизом РНКазой Н РНК в со�
ставе гетеродуплекса с ковалентно связанным
олигомером (т.е. в составе ковалентного аддукта).
Такой подход мы применяли ранее для определе�
ния участков связывания олигомеров, компле�

ментарных фрагменту 1112–1123 в центральном
домене 18S рРНК [14] и участку в 3'�концевом
фрагменте [15], в 40S субчастицах рибосом пше�
ницы. При алкилировании 40S субчастиц RN2
его концентрация составляла 2 мкМ, что позво�
ляло минимизировать вероятность образования
несовершенных гетеродуплексов. Как видно из
рис. 3, при такой концентрации степень связыва�
ния олигомера с субчастицами значительно мень�
ше 1 моль/моль субчастиц. 

1150 1160

1630
1640

h28

1650

1620

1790
1780

1800

h44

Рис. 2. Вторичная структура 3'�концевого района 18S
рРНК пшеницы, на которой указаны спирали h28 и
h44. За основу взята структура X00755 на сайте http://
www.rna.ccbb.utexas.edu. Выделена последователь�
ность, комплементарная N2. 
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Рис. 3. Изотермы адсорбции олиго�ДНК N2 (1) и К
(2) на 40S рибосомных субчастицах при 25°С (кон�
центрация 40S субчастиц составляла 2 × 10–7 М); ν –
степень связывания, моль олигомера на моль субча�
стиц.
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Рис. 4. Электрофоретический анализ 40S субчастиц,
алкилированных 5'�32Р�меченым RN2 ([32P]RN2), в
10%�ном полиакриламидном геле в денатурирующих
условиях. Приведена верхняя часть радиоавтографа,
содержащая полосы 18S рРНК. 1 – Алкилированные
40S субчастицы; 2 и 3 – 40S субчастицы, алкилиро�
ванные [32P]RN2 в присутствии избытка олиго�ДНК
N2 или К соответственно. Отмечены радиоактивные
полосы, соответствующие модифицированной 18S
рРНК.
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Продукты алкилирования 40S субчастиц мече�
ным RN2 анализировали с помощью денатуриру�
ющего гель�электрофореза в присутствии SDS.
Оказалось, что модификации подвергались 18S
рРНК и рибосомные белки. Однако белки не бы�
ли предметом нашего исследования, поэтому на

рис. 4 приведен радиоавтограф только верхней
части геля, содержащей полосы рРНК. Видно,
что модификация 18S рРНК в составе субчастиц
была специфичной, т.е. происходила в составе ге�
теродуплекса, образованного 18S рРНК и олиго�
нуклеотидной частью RN2, поскольку уровень
модификации рРНК резко снижался в присут�
ствии избытка немодифицированной олиго�ДНК
N2 (рис. 4, 2) и мало изменялся при избытке кон�
трольного олигомера К (рис. 4, 3).

Результаты определения участка 18S рРНК,
модифицированного RN2, приведены на рис. 5.
Видно, что гидролиз модифицированной 18S
рРНК приводит к появлению единственного ме�
ченого фрагмента (рис. 5б, 2), электрофоретиче�
ская подвижность которого соответствует по�
движности короткого фрагмента (160 н.), образу�
ющегося при гидролизе 18S рРНК РНКазой Н в
участке 1638–1650 (рис. 5, 3). Это однозначно
свидетельствует о том, что олигонуклеотидная
часть реагента формирует гетеродуплекс с дан�
ным участком (см. схему на рис. 5). Следователь�
но, при связывании с 18S рРНК (рис. 3) олиго�
ДНК N2 также образует гетеродуплекс с участком
1638�1650 18S рРНК. Таким образом, данный
фрагмент 18S рРНК пшеницы в составе 40S суб�
частиц доступен для взаимодействий с компле�
ментарными ему последовательностями.

Будет ли нуклеотидная последовательность N2
проявлять свойства трансляционного энхансера?
Чтобы ответить на этот вопрос, мы создали две
конструкции, которые позволяют синтезировать
мРНК с репортерной последовательностью, ко�
дирующей β�глюкуронидазу, и разными 5'�НТО
[13, 16]. Одна из конструкций, (N2mut+)�GUS,
соответствовала мРНК, в которой N2 располага�
лась после AUG�кодона перед фрагментом, коди�
рующим β�глюкуронидазу. Стартовый кодон, с
которого начинается этот фрагмент, был заменен
смысловым кодоном (рис. 1б). Вторая конструк�
ция ((N2mut–)�GUS) соответствовала мРНК, в
которой после стартового AUG�кодона находи�
лась последовательность, комплементарная N2
(рис. 1б). 

При помощи этих конструкций получены
РНК�транскрипты (N2mut+)�GUS и (N2mut–)�
GUS, которые использовали в качестве мРНК в
бесклеточной системе биосинтеза белка из заро�
дышей пшеницы. Транскрипт “(N2mut–)�GUS”
служил контролем при изучении энхансерных
свойств последовательности N2. Дополнитель�
ным контролем была мРНК, синтезированная на
основе конструкции pl�GUS [15]. Эта мРНК нес�
ла репортерную последовательность и не содер�
жала трансляционных энхансеров. 

Как видно из данных, представленных на рис. 6,
вставка в мРНК последовательности N2 приводи�
ла к значительному (примерно в 2.5 раза) повы�
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а б
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1639 н.
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(1811 н.)
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Рис. 5. Электрофоретический анализ в 6%�ном по�
лиакриламидном геле продуктов гидролиза модифи�
цированной 18S рРНК РНКазой Н. 1 – 18S рРНК
пшеницы, сшитая с [32P]RN2, до обработки РНКазой Н;
2 – то же после обработки РНКазой Н. а – Гель, окра�
шенный “Stains all”; б – радиоавтограф геля. Схема
гидролиза 18S рРНК представлена справа. Радиоак�
тивный фосфат обозначен звездочкой; продукты, со�
держащие радиоактивную метку, выделены черным, а
немеченый фрагмент рРНК – серым. Стрелками сле�
ва указаны положения полос маркеров длины фраг�
ментов 18S рРНК, полученных при разрезании немо�
дифицированной рРНК РНКазой Н в присутствии
дезоксиолигомеров, комплементарных различным
участкам рРНК.
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Рис. 6. Уровень трансляции РНК�транскриптов в бес�
клеточной системе биосинтеза белка из зародышей
пшеницы. GUS – активность β�глюкуронидазы в от�
носительных единицах флуоресценции. 
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шению уровня трансляции, в то время как кон�
трольная последовательность такой же длины не
влияла существенно на уровень трансляции. Сле�
довательно, участок мРНК, комплементарный
фрагменту 18S рРНК в районе декодирующего
центра, может проявлять свойства трансляцион�
ного энхансера, если его поместить в кодирую�
щую область мРНК сразу после стартового AUG�
кодона. 

Связаны ли энхансерные свойства N2 с влия�
нием элементов вторичной структуры мРНК,
расположенных с 3'�стороны от AUG�кодона, на
эффективность распознавания этого кодона в ка�
честве стартового? Чтобы проверить это предпо�
ложение был проведен компьютерный анализ
возможных вторичных структур фрагментов мо�
дельных мРНК, прилегающих с 3'�стороны к
AUG�кодону. Такое влияние возможно в тех слу�
чаях, когда AUG�кодон находится в неоптималь�
ном контексте и удален на 8–15 н. от участка
мРНК с умеренно стабильными элементами вто�
ричной структуры [38]. Оказалось, что последова�
тельность N2+ в мРНК (N2mut+)�GUS, как и
N2� в контрольной мРНК (N2mut�)�GUS, спо�
собна формировать умеренно стабильную струк�
туру с 5'�концевым сегментом (15 н.) uidA (данные
не приведены). Однако это не должно было повы�
шать эффективность трансляции, поскольку та�
кая шпилечная структура могла формироваться
только в непосредственной близости от AUG�ко�
дона. Кроме того, в использованных нами мРНК
AUG�кодон находится в оптимальном контексте
(A в положении –3 и G в положении +4 относи�
тельно первого А стартового кодона, см. рис. 1)
[38]. Таким образом, нет оснований полагать, что
энхансерные свойства N2 связаны с лучшим рас�
познаванием первого AUG�кодона в качестве
стартового в результате образования умеренно
стабильной вторичной структуры в кодирующей
области мРНК (N2mut+)�GUS.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

К настоящему времени строение рибосом эу�
кариот и, в частности, растений, изучено с помо�
щью крио�электронной микроскопии (крио�ЭМ)
[39, 40]. Структура рибосом низших эукариот рас�
шифрована также с помощью рентгеноструктур�
ного анализа (РСА) [41, 42]. Тем не менее, прямые
данные о расположении мРНК на рибосоме от�
сутствуют, поскольку разрешение, которого уда�
валось достичь при крио�ЭМ, не позволяло “ви�
деть” нуклеотиды мРНК, а РСА выполнен в от�
сутствие мРНК и тРНК. Поэтому о строении
мРНК�связывающего центра эукариотической
рибосомы можно судить только исходя из данных
аффинной модификации рибосом млекопитаю�

щих фотоактивируемыми аналогами мРНК. Ме�
тодом аффинной модификации удалось иденти�
фицировать структурные элементы рибосомы
(нуклеотиды 18S рРНК [34–37, 43, 44], рибосом�
ные белки [35–37, 45] и даже их пептидные фраг�
менты [46, 47]), соседствующие с мРНК. Согласно
этим данным район 1692–1705 18S рРНК (нумера�
ция по 18S рРНК человека), соответствующий
фрагменту 1638–1650 в 18S рРНК пшеницы,
участвует в формировании области рибосомы, где
происходят кодон�антикодоновые взаимодей�
ствия. Этот район включает нуклеотиды С1696 и
С1698 (взаимодействуют с триплетом мРНК, ко�
торый примыкает с 3'�стороны к кодону в декоди�
рующем центре [43, 44]), нуклеотид G1702 (сосед�
ствует с первым нуклеотидом кодона в Р�участке
[35]) и фрагмент 1699–1704, контактирующий с
кодоном в Е�участке [44]. Данный район входит в
состав консервативного кора вторичной структуры
рРНК малых субчастиц, охватывая верхнюю часть
5'�половины спирали h44 и 3'�концевую часть h28.
В рРНК цитоплазматических рибосом прокариот и
эукариот его последовательность является практи�
чески инвариантной (http://www.rna.ccbb.utexas.
edu). Согласно данным РСА 40S субчастиц низ�
ших эукариот [42], обсуждаемый район 18S рРНК
открыт для связывания лигандов, что хорошо со�
ответствует результатам нашей работы, показав�
шим, что фрагмент 1638–1650 18S рРНК пшени�
цы доступен для комплементарных взаимодей�
ствий в составе 40S субчастицы. 

Одно из первых указаний на возможность
комплементарных взаимодействий в процессе
трансляции между мРНК и районом 18S рРНК, в
состав которого входят соседствующие части спи�
ралей h28 и h44, получено при изучении энхан�
серных свойств структурных элементов в 3'�НТО
некепированной гРНК вируса хлоротической
кольцевой пятнистости гибискуса (HCRSV, hibis�
cus chlorotic ringspot virus) [48]. Так, с помощью
сайт�направленного мутагенеза показано, что
ключевой энхансерный элемент в 3'�НТО гРНК
HCRSV представляет собой участок из 6 н., ком�
плементарных фрагменту спирали h28 в 3'�доме�
не 18S рРНК. Позже было установлено, что при
инициации трансляции мРНК рибосомного бел�
ка RPS18C Arabidopis thaliana сегмент 18S рРНК
1750–1764 (соответствует сегменту 1758–1772 18S
рРНК пшеницы в верхней части спирали h44, см.
рис. 2), в состав которого входят нуклеотиды де�
кодирующего центра, может связываться с ком�
плементарным участком в 5'�НТО этой мРНК
[49]. Эти результаты вместе с данными компью�
терного анализа, согласно которым НТО гРНК
вирусов растений содержат участки, комплемен�
тарные фрагменту 1638–1650 18S рРНК пшени�
цы, расположенному в районе декодирующего
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центра малой субчастицы рибосомы, дают осно�
вания полагать, что этот фрагмент может прини�
мать участие в инициации трансляции РНК за
счет комплементарного взаимодействия. В насто�
ящей работе впервые показано, что рассматрива�
емый фрагмент 18S рРНК может вовлекаться в
комплементарные взаимодействия и с последова�
тельностями в кодирующей части некепирован�
ных мРНК. Эти взаимодействия могли быть при�
чиной наблюдаемого нами энхансерного эффекта. 

Ранее было высказано предположение, что в
основе энхансерного эффекта участков 5'�НТО
мРНК, комплементарных сегменту в централь�
ном домене 18S рРНК, лежит повышение локаль�
ной концентрации 40S субчастиц и связанных с
ними факторов инициации трансляции вблизи
данных участков мРНК за счет комплементарных
взаимодействий с рРНК [12]. По�видимому, на�
блюдаемый нами энхансерный эффект компле�
ментарного 18S рРНК участка, локализованного
в начале кодирующей части мРНК, имеет анало�
гичную природу. Однако этот эффект (трансля�
ция усиливается в 2.5 раза по сравнению с кон�
трольной мРНК, см. рис. 6) в несколько раз сла�
бее эффекта энхансеров, встроенных в 5'�НТО
[12, 13, 15]. По�видимому, при размещении эн�
хансерной последовательности в кодирующей ча�
сти мРНК расположение 40S субчастиц относи�
тельно стартового кодона становится менее удоб�
ным для инициации трансляции. Вероятно, в
природных мРНК трансляционные усилители в
кодирующей части функционируют только при
отсутствии таких усилителей в 5'� и 3'�НТО.

Разнообразие трансляционных энхансеров и
мест их расположения в вирусных РНК обеспечи�
вает, по�видимому, эффективную трансляцию
этих РНК [50, 51], в частности, в необычных усло�
виях (например, в условиях стресса), когда боль�
шинство клеточных мРНК не могут участвовать в
синтезе белка из�за нарушения канонического
механизма инициации трансляции. 

Работа поддержана Сибирским отделением
Российской академии наук (Интеграционный
проект №52), а также программой фундаменталь�
ных исследований Комитета науки Министер�
ства образования и науки Республики Казахстан
(0106РК00189). 
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