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Разработан метод детекции флуоресцентно�меченной мРНК в транслирующих рибосомных комплексах.
Показано, что в работающей бесклеточной системе трансляции с уже сформированными полисомами про�
исходит формирование новых полисом на свободной мРНК. Впервые показано, что этот процесс сопро�
вождается частичной разборкой ранее сформированных полисом. Этот результат интерпретируется как ука�
зание на прямую связь механизма терминации трансляции полисомных рибосом с аппаратом инициации
трансляции свободных мРНК.
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Синтез белков (трансляция) в живых клетках
и бесклеточных системах осуществляется рибо�
сомами, которые организованы в крупные ассо�
циаты с матричной РНК (мРНК) таким обра�
зом, что одну цепь мРНК одновременно транс�
лируют, двигаясь по цепи друг за другом, несколь�
ко или даже много рибосом. Структура, в кото�
рой мРНК ассоциирована со многими трансли�
рующими рибосомами, получила название по�
лирибосомы, или полисомы.

Создание бесклеточных систем трансляции с
продолжительным временем жизни, таких как
CECF (бесклеточная система с непрерывным
обменом, [1]), позволило начать систематичес�
кое исследование структурной организации по�
лирибосом и их конформационных изменений в
течение многих последовательных раундов
трансляции [2]. Удобными для этой цели оказа�
лись бесклеточные системы на основе экстракта
из зародышей пшеницы [3, 4], т.к. они не содер�
жат эндогенных мРНК, что позволяет следить за
формированием и структурными превращения�
ми полисом, образованных на добавленной
мРНК. Было установлено, что в течение много�
часовой работы системы полисомы, формируе�
мые с первых минут трансляции, увеличиваются

в размерах за счет вовлечения в них новых рибо�
сом и одновременно претерпевают ряд последо�
вательных конформационных превращений
(«онтогенез полисом») [2].

В настоящей работе был поставлен вопрос,
способны ли образовываться новые полирибо�
сомы на свободных (вакантных) мРНК в уже ра�
ботающей системе трансляции с ранее сформи�
рованными полирибосомами. Для этой цели мы
метили флуоресцентной меткой 3'�конец сво�
бодных мРНК, и эту флуоресцентно�меченную
мРНК добавляли в уже работающую систему
трансляции на разных стадиях синтеза белка.
Таким образом, вновь образованные полирибо�
сомы должны быть флуоресцентно�меченными
и, следовательно, легко распознаваться при ана�
лизе полирибосомного профиля после центри�
фугирования трансляционной смеси в градиен�
те концентрации сахарозы.

Эксперимент показал, что вновь добавлен�
ная мРНК вовлекается в образование новых по�
лирибосом на разных стадиях трансляции. При
этом неожиданным оказалось то, что одновре�
менно с образованием новых полирибосом на
вновь добавленной мРНК прежде сформиро�
ванные полирибосомы уменьшались в размерах,
т.е. происходила их частичная разборка. Этот
результат интерпретируется как указание на
прямую связь механизма терминации трансля�
ции полисомных рибосом с аппаратом инициа�
ции трансляции свободных мРНК.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Транскрипция мРНК и ее модификация флуо�
ресцентной меткой. Во всех экспериментах в ка�
честве мРНК использовалась гибридная полири�
бонуклеотидная последовательность, составлен�
ная из следующих трех частей: 1) 5'�нетранслиру�
емая область РНК вируса табачной мозаики (TMV),
обозначаемая также как «omega РНК»); 2) коди�
рующая часть мРНК (1650 нуклеотидов) люци�
феразы американского светлячка; 3) 3'�нетранс�
лируемая область РНК вируса табачной мозаики
(TMV). В целом конструкция обозначается как
«5'UTRomega�Luc�3'UTRTMV»; ДНК�конструкция
для получения этой мРНК (pTZ10omegaLUC) пу�
тем транскрипции описана ранее [5]. Транс�
крипцию in vitro проводили по методу, описан�
ному в работе Покровской и Гуревича [6], с не�
большими изменениями: смесь для транскрип�
ционной реакции содержала 400 мМ Tris (pH 7,5,
доводили уксусной кислотой), 50 мМ KCl, 111 мМ
Mg(OAc)2, 100 мМ ДТТ, 100 мМ β�меркаптоэта�
нол, 10 мМ спермидин, 0,05%�ный Тритон�X100,
1 мМ ЭДТА, 4 мМ каждого нуклеозидтрифосфата
(ATP, GТP, UТP, CТP), 15 нг/мкл плазмиды, ли�
неаризованной эндонуклеазой рестрикции Bsp120I,
0,5 ед/мкл ингибитора РНКаз «RiboLock RNase
inhibitor» и 5 ед/мкл Т7 РНК�полимеразы («Fer�
mentas», Литва). Реакцию проводили при 37° в
течение 2 ч. Далее смесь подвергали обработке
кислым фенолом (1/1, по объему), водную фазу
отбирали и добавляли NaOAc (pH 5,5) до 300 мМ
и 3 объема этанола. мРНК собирали центрифу�
гированием при 14 100 g в течение 15 мин, высу�
шивали и растворяли в деионизованной воде.
Данный раствор очищали от нуклеотидов осаж�
дением 3,5 М LiCl (30 мин при 4°). Осадок раст�
воряли в деионизованной воде и дважды перео�
саждали этанолом в присутствии 2 M NH4OAc (в
первый раз) и 300 мМ NaOAc, pH 5,5 (во второй
раз). Осадок промывали 80%�ным этанолом и
растворяли в воде.

мРНК модифицировали по 3'�концу следую�
щим образом: 300 мкг мРНК инкубировали 50 мин
во льду в 5 мМ растворе NaJO4 и 100 мМ NaOAc
(pH 5,5). После инкубации к реакционной сме�
си добавляли NaOAc (pH 5,5) до 300 мМ и 3 объ�
ема этанола. Далее окисленную по 3'�концу
мРНК инкубировали в течение 4,5 ч во льду в
7 мМ растворе флуоресцеин�5�тиосемикарбазида
(«Invitrogen», США; стоковый раствор в DMSO)
и 100 мМ NaOAc (pH 5,5). мРНК переосаждали,
как описано выше, и очищали с помощью гель�
фильтрации через спин�колонку «MicroSpin™ G�50
Columns» («GE Healthcare», Великобритания).

Трансляция in vitro, анализ полисом и детекти�
рование мРНК. Трансляцию проводили в бес�

клеточной системе синтеза белка на основе
экстракта из зародышей пшеницы в стационар�
ном (batch) формате [1]. Трансляционную смесь
инкубировали при 25° в объеме 25 мкл, реакцию
останавливали добавлением 50 мкл буфера тако�
го же состава, что и для приготовления раство�
ров сахарозы для градиентов: 0,015 мкг/мл цик�
логексимида, 20 мМ Hepes�KOH, pH 8,0, 100 мM
KOAc, 5 мM MgOAc, 0,1 мМ ЭДТА. Смесь нано�
сили на 15–45%�ный сахарозный градиент.
Центрифугирование проводили в течение 2 ч в
роторе SW�41 при 37 000 об/мин и 4°. Непрерыв�
ную регистрацию оптической плотности в гра�
диенте после центрифугирования проводили
при 260 нм с использованием проточной кюве�
ты. Распределение флуоресценции в сахарозном
градиенте после центрифугирования также из�
мерялось в проточной кювете (объем кюветы
120 мкл) на приборе RF�5103PC («Shimadzu»,
Япония) при длине волны возбуждения 492 нм
(ширина щели 1,5 нм) и длине волны излучения
518 нм (ширина щели 15 нм). В течение времени
измерения (~20 мин) выцветания флуоресцент�
ной метки в данных условиях не наблюдалось.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Детектирование флуоресцентно�меченной
мРНК в полисомах. На рис. 1 представлены ре�
зультаты седиментационного анализа трансля�
ционной смеси после 10 мин инкубации с флуо�
ресцентно�меченной мРНК. Профиль оптичес�
кой плотности в ультрафиолете показывает
распределение рибосомного материала – поли�
рибосом, рибосом и рибосомных субъединиц –
после 10 мин работы системы. Профиль флуо�
ресценции – это распределение мРНК, которой
была запущена работа системы, через 10 мин ра�
боты системы, т.е. фактически распределение
полирибосом, сформировавшихся за эти 10 мин.
Основные выводы, которые можно сделать из
рис. 1, следующие. Во�первых, совпадение по�
ложений пиков ультрафиолетового поглощения
и флуоресценции однозначно свидетельствует о
формировании полирибосом на меченой мРНК.
Во�вторых, дискретность пиков делает возмож�
ной прямую оценку числа рибосом, т.е. оценку
размеров полисом, в каждом пике. В�третьих, из
профилей распределения ультрафиолетового
поглощения и флуоресценции хорошо видно,
какова может быть максимальная загрузка ри�
босомами использованной в экспериментах
мРНК. Дискретный характер распределения
пиков оптической плотности в профиле позво�
ляет рассчитать загруженность мРНК рибосо�
мами – в данном случае максимальное количе�
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ство рибосом на одну молекулу мРНК было равно
десяти («декасомы»). Примечательно, что распре�
деление пиков флуоресценции меченой мРНК
совпадает с распределением пиков оптической
плотности в области полисом. Видно также, что
на долю полисом приходится около половины
всей связанной мРНК, тогда как с 80S рибосо�
мами связывается лишь ∼10% мРНК. Вместе с
тем значительное количество мРНК (40%) ока�
зывается связанным с 40S субъединицей, что,
возможно, свидетельствует о присутствии в
трансляционной смеси 48S рибосомных иници�
аторных комплексов. Таким образом, предлага�
емый метод позволяет распознавать мРНК, на�
ходящуюся в разных комплексах с рибосомами,
и проводить их количественную оценку.

Образование новых полисом в работающей
системе. Описанный подход создал эксперимен�
тальную базу для ответа на вопрос: будут ли об�
разовываться новые полисомы на вновь добав�
ленной мРНК в работающей системе трансля�
ции в присутствии ранее сформированных по�
лисом? Для этого бесклеточная система синтеза
белка запускалась добавлением немеченой
мРНК, а через определенные промежутки вре�
мени работы в систему добавляли флуоресцент�
но�меченную мРНК. Уже после 10 мин работы
системы значительная масса рибосом вовлека�
лась в полисомы (рис. 1). Результаты эксперимен�
тов, в которых вакантная мРНК была добавлена
после 10 мин инкубации, представлены на рис. 2.
Наличие пиков флуоресценции в полирибосом�
ном профиле однозначно указывает на формиро�
вание новых полисом на добавленной матрице.
В течение 5 мин после добавления мРНК обра�
зовывались новые полисомы, содержавшие 2–5
рибосом на молекулу мРНК (рис. 2, а). Дальней�

шее увеличение времени инкубации до 10 мин
приводило к возрастанию размера и количества
новых полисом (рис. 2, б). Таким образом, экс�
периментально показано, что в работающей
бесклеточной системе трансляции на фоне уже
сформировавшихся полирибосом продолжают
образовываться новые полисомы на свободной
мРНК, а также заполняются «вакансии» в поли�
сомах, не до конца загруженных рибосомами.

Частичная разборка сформировавшихся поли�
сом путем добавления свободной мРНК в систему
трансляции. Бесклеточная система трансляции
обычно запускается однократным добавлением
мРНК в самом начале процесса. В наших экспе�
риментах с добавлением свободной мРНК в
транслирующую систему было интересно по�
смотреть, как ранее сформированные полисомы
будут реагировать на появление вакантной мат�
рицы. Для этого в систему с полисомами, изна�
чально сформированными на флуоресцентно�
меченной мРНК, добавляли новую порцию не�
меченой мРНК (рис. 3). Такая постановка экс�
перимента позволила отслеживать изменение
полирибосомного профиля в сахарозном гради�
енте как по распределению оптической плот�
ности (рис. 3, а), так и по распределению флуо�
ресценции (рис. 3, б). В течение 10 мин трансля�
ции в системе образовывались полисомы (рис. 3,
а, б, сплошная черная кривая), которые по мере
увеличения времени инкубации продолжали уве�
личиваться в размерах, т.е. прибавлялось количе�
ство рибосом на мРНК (рис. 3, а, б, сплошная се�
рая кривая), если в систему не была добавлена но�
вая мРНК. Однако увеличение размеров полисом
путем привлечения новых рибосом оказалось воз�
можным не только остановить, но и повернуть
вспять. Именно этот эффект вызывало добавле�
ние новой мРНК (рис. 3, а, б, точечная кривая).
Видно, что после добавления новой мРНК отно�
сительно «тяжелые» полисомы (8–10 рибосом в
расчете на одну молекулу матрицы) переходят в
менее загруженные формы (4–6 рибосом на мат�
рицу). Таким образом, добавление свободной
мРНК вызывало не только образование новых
полисом (рис. 2), но и приводило к частичной
разборке ранее сформированных полисом.

Пока остается непонятным механизм час�
тичной разборки полисом, индуцированной
свободной мРНК. Очевидно, что количество
рибосом, отсоединившихся от мРНК, начинает
преобладать над количеством рибосом, вновь
присоединяющихся к матрице. В норме рибосо�
ма теряет связь с мРНК по завершении процес�
са терминации трансляции. Нельзя исключать
случаи (особенно в бесклеточных системах),
когда рибосома покидает мРНК досрочно, не
завершив синтез полноразмерного белка. Наши

Рис. 1. Седиментационные профили трансляционной сме�
си после 10 мин трансляции с флуоресцентно�меченной
мРНК: оптическая плотность (тонкая кривая) и флуорес�
ценция (утолщенная кривая)
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Рис. 3. Седиментационные профили трансляционной смеси:
а – оптическая плотность, б – флуоресценция. Сплошные
черные кривые – 10 мин трансляции с флуоресцентно�ме�
ченной мРНК, сплошные серые кривые – 15 мин трансля�
ции с флуоресцентно�меченной мРНК, точечные кривые –
10 мин трансляции с флуоресцентно�меченной мРНК + 5 мин
трансляции после добавления немеченой мРНК
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Рис. 2. Седиментационные профили трансляционной сме�
си: оптическая плотность (тонкие кривые) и флуоресцен�
ция (утолщенные кривые). а – 10 мин трансляции с неме�
ченой мРНК + 5 мин трансляции после добавления флуо�
ресцентно�меченной мРНК; б – 10 мин трансляции с не�
меченой мРНК + 10 мин трансляции после добавления
флуоресцентно�меченной мРНК
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эксперименты не позволяют выбрать между
двумя этими возможностями. Если допустить
нормальное прохождение процесса, то можно
предположить, что свободная мРНК каким�то
образом стимулирует терминацию трансляции,
вследствие чего рибосомы отсоединяются от
матрицы, и наблюдается частичная разборка по�
лисом. В свете такой интерпретации возможна

прямая связь между процессами терминации
трансляции полисомных рибосом и инициации
трансляции свободных мРНК.
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СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

FORMATION OF NEW POLYSOMES ON FREE mRNAs IN CELL�FREE
TRANSLATION SYSTEMS IS ACCOMPANIED BY PARTIAL 
DISASSEMBLY OF PREVIOUSLY FORMED POLYSOMES
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A method for detection of the fluorescence�labeled mRNA in translating ribosomal complexes has been developed. It
is demonstrated that in the working cell�free translation system with preformed polysomes, formation of new
polysomes on free mRNA takes place. For the first time, it is shown that the process is accompanied by partial disas�
sembly of the previously formed polysomes. This result is interpreted as an indication of the direct relationship
between the processes of translation termination of polysomal ribosomes and translation initiation of free mRNAs.
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