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Задача настоящей работы состояла в том, чтобы ответить на вопрос: возможно ли использование негидро�
лизуемого аналога ATP – AMP�PNP – в качестве ингибитора ATP�зависимого сканирования лидерной пос�
ледовательности эукариотической мРНК в исследованиях инициации трансляции. Проведено исследова�
ние образования рибосомных 48S инициаторных комплексов на стартовом кодоне кэпированной мРНК с
лидерной последовательностью β�глобиновой мРНК кролика. Исследование проводилось в системе, состо�
ящей из индивидуальных компонентов инициации трансляции. Получены зависимости эффективности об�
разования 48S инициаторных комплексов от концентрации ATP и времени инкубации в отсутствие и в при�
сутствии AMP�PNP. Показано, что во всех исследованных случаях AMP�PNP никак не влияет на эффектив�
ность образования 48S инициаторных комплексов. Сделан вывод, что нерасщепляемый аналог ATP – AMP�
PNP – не является ингибитором инициации трансляции у эукариот.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: инициация трансляции, рибосомный 48S инициаторный комплекс, AMP�PNP, туп�
ринтинг.

Инициация трансляции является важней�
шим этапом биосинтеза белка у эукариот: имен�
но на этой стадии трансляции действуют основ�
ные механизмы регуляции белкового синтеза в
клетке. Согласно классическому механизму
инициации (сканирующая модель Козак [1])
рибосомная 40S субъединица в комплексе с бел�
ковыми факторами инициации связывается с
кэп�структурой на 5'�конце лидерной последо�
вательности мРНК и начинает ATP�зависимое
движение (сканирование) в направлении от 5'�кон�
ца к 3'�концу вдоль цепи мРНК до достижения
инициаторного кодона. Однонаправленность
этого движения недавно была доказана экспе�
риментально [2]. Несколько ранее была предло�
жена диффузионно�храповиковая модель, сог�
ласно которой энергия гидролиза ATP обеспе�
чивает однонаправленное движение путем пе�

риодических изменений аффинности фактора
инициации трансляции eIF4A, связанного с ри�
босомной 40S частицей, к РНК�связывающему
белку eIF4B и к мРНК, в результате чего ограни�
чивается движение 43S инициаторного комп�
лекса назад и разрешается стохастическое (диф�
фузионное) движение вперед вдоль цепи мРНК
[3]. Фактор инициации eIF4A представляет со�
бой РНК�зависимую ATPазу, катализирующую
гидролиз ATP с образованием ADP и ортофос�
фата [4]. Следовательно, если модель верна, то
такой аналог ATP, как 5'�аденилил�имидоди�
фосфат (AMP�PNP), у которого гидролизуемая
ATPазой пирофосфатная связь между β� и γ�фос�
фатами заменена на негидролизуемую, казалось
бы, должен ингибировать энергозависимое од�
нонаправленное движение инициаторного 43S
комплекса вдоль цепи мРНК и, соответственно,
формирование 48S инициаторного комплекса
на стартовом кодоне. В литературе, однако,
имеются данные, согласно которым катализи�
руемый фактором eIF4A гидролиз ATP не инги�
бируется в присутствии AMP�PNP [5]. 

Для проверки возможности ингибирования
однонаправленного сканирования лидерной
последовательности эукариотической мРНК с
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помощью нерасщепляемого аналога ATP (AMP�
PNP) и дальнейшего использования этого реа�
гента в исследованиях инициации трансляции
мы использовали метод ингибирования удлине�
ния праймера (так называемый «тупринтинг»)
[6] в модификации, разработанной в нашей ла�
боратории [7]. В качестве сканируемой лидер�
ной последовательности мРНК была использо�
вана хорошо изученная лидерная последова�
тельность глобиновой мРНК. Мы определили
эффективность образования 48S инициаторно�
го комплекса в зависимости от концентрации
ATP и времени инкубации как в отсутствие, так
и в присутствии AMP�PNP. Удивительно, но во
всех случаях (в оптимальных и субоптимальных
условиях) использование негидролизуемого
аналога ATP – AMP�PNP – не приводило к ин�
гибированию образования 48S инициаторного
комплекса на стартовом кодоне.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Компоненты системы сборки инициаторных
48S комплексов. Природные и рекомбинантные
факторы инициации трансляции, рибосомные
субъединицы и природная мРНК β�глобина
кролика были получены, как описано ранее [7].

Проверка качества препарата AMP�PNP. В
работе был использован препарат AMP�PNP
компании «Sigma», США. Т.к. этот реагент яв�
лялся ключевым в данном исследовании, были
проведены тесты на его качество. Получен масс�
спектр AMP�PNP, который выявил полное соот�
ветствие измеренной молекулярной массы пре�
парата его химическому составу. Кроме того,
проведена реакция окисления люциферина лю�
циферазой в присутствии AMP�PNP (эта реак�
ция идет в присутствии АТР, причем гидролизу�
ется его α–β�связь). AMP�PNP оказался также
реакционноспособен в этом тесте, поэтому был
сделан вывод, что у данного препарата негидро�
лизуемая связь находится в β–γ�положении, что
соответствует химической формуле AMP�PNP.

Формирование рибосомных инициаторных комп�
лексов. Сборку инициаторных 48S комплексов
проводили следующим образом: 0,5 пмоль
мРНК добавляли к охлажденной на льду смеси,
состоявшей из 4 пмоль 40S рибосомных субъ�
единиц, 5 пмоль eIF2, 3 пмоль eIF3, 3 пмоль
eIF4F, 15 пмоль eIF1, 15 пмоль eIF1A, 3 пмоль
eIF4A, 10 пмоль eIF4B и 1 пмоль Met�tRNAi в
буфере, содержавшем 40 мМ Tris�OAc (pH 7,5),
3,7 мМ Mg(OAc)2, 2 мМ DTT, 0,25 мМ сперми�
дин, 0,2 мМ GMP�PNP, 0,1 мМ ЭДТА, 120 мМ
KCl, 0,3 ед/мкл ингибитора рибонуклеаз
RiboLock RNase Inhibitor («Fermentas», Литва).

Смесь также содержала ATP и, где это необходи�
мо, AMP�PNP (концентрации указаны в тексте
и подписях к рисункам). Реакционную смесь
объемом 20 мкл инкубировали при 37° в течение
1, 2, 5 или 15 мин.

Ингибирование удлинения праймера (туприн�
тинг). Концентрацию Mg2+ в смеси с преформи�
рованными инициаторными комплексами до�
водили до 7 мМ. Это вызывало остановку реак�
ции, т.к. при такой концентрации ионов магния
формирование комплексов не происходит. Для
проведения реакции удлинения праймера к сме�
си добавляли по 0,5 мМ dATP, dCTP, dGTP и
dTTP, 2 пмоль/мкл ДНК�праймера с флуоресцент�
ной меткой и 0,3 ед/мкл обратной транскрипта�
зы AMV RT («Promega», США). Реакционную
смесь инкубировали при 37° в течение 30 мин.
Продукты обратной транскрипции очищали
экстракцией фенолом, осаждали 70%�ным эта�
нолом и 0,7 М NH4OAc и растворяли в 20 мкл
90%�ного формамида на TBE�буфере. В каждый
образец для капиллярного электрофореза до�
бавляли аликвоты (0,5 мкл) флуоресцентно�ме�
ченных стандартов длин ДНК (карбокси�Х�ро�
дамин – CXR, 60–400 н.; «Promega», США).
Нуклеотидная последовательность ДНК�прай�
мера для отжига на мРНК: 5'�[6�карбоксифлуо�
ресцеин]�GGACTCGAAGAACCTCTG�3'.

Капиллярный электрофорез продуктов реак�
ции удлинения праймера. Фрагменты кДНК, об�
разовавшиеся в результате реакции удлинения
праймера, анализировали с помощью капилляр�
ного гель�электрофореза на приборе ABI PRISM
3100�Avant Genetic Analyzer («Applied Biosystems»,
США) согласно инструкции производителя.
Собранные данные обрабатывали, используя
программное обеспечение GeneMarker 1.5 (Soft�
Genetics). Профили распределения флуоресцен�
ции кДНК были соотнесены с последователь�
ностью мРНК с использованием флуоресцент�
но�меченных стандартов длин ДНК (CXR,
60–400 н.). 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Как уже упоминалось выше, согласно клас�
сической модели рибосомная 40S субъединица в
комплексе с белковыми факторами инициации
(43S инициаторный комплекс) сканирует цепь
мРНК в направлении 5'–3' до достижения ини�
циаторного кодона. На инициаторном кодоне
AUG рибосомный комплекс фиксируется, фор�
мируя так называемый 48S инициаторный
комплекс. Таким образом, по эффективности
формирования этого 48S комплекса на инициа�
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торном кодоне можно судить об эффективности
процесса сканирования. Для определения эф�
фективности образования рибосомного 48S
инициаторного комплекса обычно используют
метод ингибирования удлинения праймера, или
тупринтинг [6]. В настоящей работе мы исполь�
зовали модификацию этого метода, в которой
5'�конец праймера был помечен флуоресцент�
ной меткой; анализ флуоресцентных продуктов
проводили с помощью капиллярного электро�
фореза c оптической регистрацией образцов [7].

Поскольку ранее зависимость выхода 48S
инициаторных комплексов от концентрации
ATP не оценивалась, мы сначала провели соот�
ветствующие эксперименты, результаты кото�
рых показаны на рис. 1. На рис. 1, а представле�
ны электрофореграммы, демонстрирующие
формирование 48S инициаторных комплексов
на мРНК в широком диапазоне концентраций
ATP. Характерный «трезубец» на правой стороне
электрофореграмм указывает на позицию 48S
рибосомного комплекса на инициаторном ко�
доне AUG, а интенсивность пиков трезубца от�
ражает количество инициаторных рибосомных
комплексов, достигших инициаторного кодона
в результате сканирования. Рис. 1, б демонстри�

рует зависимость выхода 48S инициаторных
комплексов от концентрации ATP, из которой
видно, что полунасыщение субстратом наступа�
ет при концентрации ~0,01 мМ и достигает мак�
симума при концентрации ATP 0,05 мМ. Мы ре�
шили проверить влияние AMP�PNP на форми�
рование 48S инициаторных комплексов в диа�
пазоне концентраций ATP 0–0,05 мМ, т.е. в на�
иболее чувствительных точках, исходя из зави�
симости на рис. 1, б. На рис. 2 изображены
электрофореграммы, показывающие выход 48S
инициаторных комплексов в присутствии 2 мМ
AMP�PNP и разных концентрациях ATP. Видно,
что, несмотря на столь преобладающий избыток
AMP�PNP по сравнению с ATP, эффективность
образования 48S инициаторных комплексов не
меняется и остается на том же уровне, что и в от�
сутствие AMP�PNP (ср. рис. 1, а и рис. 2). Сле�
довательно, в исследованных условиях AMP�
PNP никак не влияет на формирование 48S
инициаторных комплексов.

Однако оставалась возможность, что AMP�
PNP может каким�то образом замедлять про�
цесс формирования 48S комплексов. Иными
словами, выбранное время инкубации (15 мин)
достаточно велико, и эффект возможного влия�
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Рис. 1. Формирование инициаторных 48S рибосомных комплексов на стартовом кодоне природной кэпированной β�гло�
биновой мРНК при различных концентрациях ATP. а – Электрофореграммы, отражающие формирование 48S комплек�
сов на инициаторном кодоне AUG. Относительная флуоресценция продуктов кДНК, генерированных в результате реак�
ции обратной транскрипции, соотнесена на графике с последовательностью глобинового лидера. Суммарная флуорес�
ценция основных пиков слева отражает количество полноразмерного продукта, когда мРНК прочитывается до 5'�конца
без остановки. Суммарная флуоресценция трех пиков (трезубец), расположенных справа, соответствует продукту обрат�
ной транскрипции, остановленной 48S рибосомным комплексом, образовавшимся на инициаторном кодоне AUG. Спра�
ва указан процент выхода инициаторных комплексов, рассчитанный из интенсивности флуоресценции пиков, соответ�
ствующих 48S комплексу, отнесенной к общей флуоресценции всех продуктов кДНК, образовавшихся на мРНК; б – гра�
фик зависимости выхода 48S комплекса от концентрации ATP по результатам рис. 1, а
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ния AMP�PNP может сказываться при сущест�
венно более коротких временах реакции. В ли�
тературе нет данных, показывающих зависи�
мость формирования рибосомных 48S комплек�
сов от времени. Соответствующие эксперимен�
ты были проведены нами (рис. 3). Оказалось,
что хотя хорошо детектируемое количество 48S
инициаторных комплексов появляется уже пос�
ле 1 мин инкубации, выход комплексов сущест�
венно зависит от времени, но совершенно не за�
висит от присутствия в реакционной смеси пре�
обладающего количества AMP�PNP.

Все наши данные убедительно показывают,
что AMP�PNP не является ингибитором ATP�
зависимого сканирования лидерной последова�
тельности мРНК. Известно, что связывание
фактора инициации eIF4A с мРНК является
ATP�зависимым [8]. В обзоре Роджерса с соавт.
[4] со ссылкой на ту же работу Абрамсона с со�
авт. [8] отмечается, что eIF4A не связывается с
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Рис. 2. Формирование инициаторных 48S рибосомных
комплексов в присутствии 2 мМ AMP�PNP и разных кон�
центрациях ATP (детали – в подписи к рис. 1, а)

Ф
л

у
о

р
е

с
ц

е
н

ц
и

я
, 

о
тн

. 
е

д

5'Кэп.................5'UTRβ�глобин.................AUG

2 мМ АМР�PNP + 0,05 мМ АТР

6%

35%

22%

6%

2 мМ АМР�PNP + 0,01 мМ АТР

2 мМ АМР�PNP + 0,005 мМ АТР

2 мМ АМР�PNP + 0,001 мМ АТР

Рис. 3. Зависимость формирования инициаторных 48S рибосомных комплексов от времени в присутствии 0,1 мМ ATP
(левая панель) и 0,1 мМ ATP + 1,9 мМ AMP�PNP (правая панель). Детали – в подписи к рис. 1, а
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мРНК, если ATP заменен на его негидролизуе�
мый аналог – AMP�PNP. К сожалению, нам так
и не удалось найти экспериментальное подтверж�
дение этого в цитированной работе [8]. Однако
это утверждение согласуется с другим наблюде�
нием, согласно которому катализируемый фак�
тором eIF4A гидролиз ATP не ингибируется в
присутствии AMP�PNP [5]. Совсем недавно
опубликована работа, в которой авторы показа�
ли, что AMP�PNP не способствует переходу
eIF4A в активную конформацию, по�видимому,
просто не связываясь с ним [9]. Следует отме�
тить, что в нашей работе AMP�PNP использо�
вался не на уровне парциальных реакций, а в
полной системе сборки инициаторных комп�
лексов, тем самым строго показано отсутствие
его влияния на инициацию в целом. Следова�
тельно, нерасщепляемый аналог ATP – AMP�
PNP – нельзя использовать в качестве ингиби�
тора в экспериментах по изучению инициации
трансляции у эукариот.

В заключение следует добавить, что наши
данные ставят под сомнение вывод, сделанный в

работе Копеиной с соавт. [10] об ATP�независи�
мом характере реинициации трансляции на по�
лирибосомах. Для доказательства такой точки
зрения авторы этой работы использовали AMP�
PNP, считая этот реагент ингибитором ATP�за�
висимой РНК�хеликазы eIF4A, который, как те�
перь понятно, таковым не является. В свете но�
вых данных вопрос о механизме реинициации
трансляции на полирибосомах остается откры�
тым и требует дальнейших экспериментов.
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The goal of the present work was to determine whether it is possible to use a nonhydrolyzable analog of ATP (AMP�
PNP) as an inhibitor of ATP�dependent scanning of the leader sequence of eukaryotic mRNA translation initiation.
The formation of the ribosomal 48S initiation complexes on the start codon of the capped mRNA leader sequence of
rabbit beta�globin mRNA was studied. The study was carried out in a system composed of individual components of
translational initiation. The dependences of the efficiency of the 48S initiation complexes to form on the ATP con�
centration and incubation time were obtained in the absence and presence of AMP�PNP. It was found that in all the
cases studied AMP�PNP does not affect the efficiency of the formation of the 48S initiation complexes. We conclude
that the non�cleavable analog of ATP, AMP�PNP, is not an inhibitor of translation initiation in eukaryotes.

Key words: translation initiation, 48S ribosomal initiation complex, AMP�PNP, toeprinting


