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Недавние исследования показали, что в растениях первичные транскрипты некоторых генов miRNA (pri�
miRNA) способны экспрессировать короткие белки (пептиды) размером от 12–15 до 30–40 а.о. Эти пепти�
ды, названные miPEP, могут участвовать в регуляции транскрипции собственных pri�miRNA и сохраняют
биологическую активность при экзогенном введении в растения через корневую систему. Используя биоин�
форматический сравнительный анализ последовательностей РНК�транскриптов и геномов растений, нами
ранее была обнаружена новая группа miPEP (miPEP�156a), которая кодируется первичными транскрипта�
ми pri�miR156a у нескольких десятков видов из семейства Brassicaceae. Экзогенные химически синтезиро�
ванные пептиды miPEP�156a способны эффективно проникать в проростки растений через корневую сис�
тему и распространяться по растению локально и системно в листьях молодых проростков. При этом наб�
людается морфологический эффект, заключающийся в ускоренном росте основного корня проростка. Па�
раллельно наблюдается позитивный эффект на уровне экспрессии pri�miR156a. Важно, что с эффектами на
морфологическом и молекулярном уровнях коррелирует способность пептида быстро проникать в ядра кле�
ток и связываться in vitro как с хроматином, так и с ДНК. В настоящей работе была экспериментально уста�
новлена вторичная структура пептида и показано изменение этой структуры в комплексе с ДНК.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: микроРНК, первичные транскрипты микроРНК, трансляция РНК�транскриптов
микроРНК, короткие рамки трансляции, регуляция транскрипции, импорт белков в ядро, ДНК�связываю�
щие пептиды.

DOI: 10.31857/S032097252105002X

АКТИВНОСТИ ХИМИЧЕСКИ СИНТЕЗИРОВАННОГО ПЕПТИДА,
КОТОРЫЙ КОДИРУЕТСЯ РНК�ПРЕДШЕСТВЕННИКОМ miR156A

И КОНСЕРВАТИВЕН В РАСТЕНИЯХ СЕМЕЙСТВА Brassicaceae
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ВВЕДЕНИЕ

МикроРНК (miRNA) – это короткие неко�
дирующие одноцепочечные эндогенные РНК,
которые регулируют экспрессию генов, исполь�
зуя специфическое расщепление и/или транс�
ляционную репрессию целевой мРНК при ком�
плементарном спаривании оснований [1–4].
Типичные miRNA выступают в качестве ключе�
вых регуляторов различных процессов развития

растений и животных [5, 6]. Биогенез miRNA
требует ряда хорошо скоординированных про�
цессов, где ген miRNA сначала транскрибиру�
ется РНК�полимеразой II с образованием пер�
вичной miRNA (pri�miRNA), которая обычно
имеет длину в несколько сотен или даже тысяч
нуклеотидов и содержит, как и мРНК, 5′�кон�
цевую «кэп»�структуру и 3′�концевую поли(А)�
последовательность [1–4, 7]. У растений pri�
miRNA процессируются с образованием
шпилькообразного несовершенного дуплек�
са (называемого предшественником miRNA
(pre�miRNA)) Dicer�подобным ферментом 1
(DCL1) с участием белка HYL1 [8]. При следую�
щем шаге процессинга с участием DCL1 у pre�
miRNA отщепляется шпилечная область, что
после 3′�концевого метилирования приводит к
формированию зрелых miRNA, которые играют
особую роль как жизненно важные регуляторы
процессов развития растений, поглощения пи�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : miRNA – микроРНК; pri�
miRNA – первичные транскрипты генов микроРНК; pre�
miRNA – предшественник miRNA; miPEP – пептид, коди�
руемый первичным транскриптом генов микроРНК;
ОРТ – открытая рамка трансляции; кПЦР – количествен�
ная полимеразная цепная реакция; КД – круговой дихро�
изм; TRAP – метод для трансляционной иммунологичес�
кой очистки связанных с рибосомами РНК (translating
ribosome affinity immunopurification).

* Адресат для корреспонденции.
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тательных веществ, а также ответа на стрес�
сы [1–8].

В цитоплазме зрелая miRNA взаимодейству�
ет с белковым комплексом RISC, содержащим
фермент Argonaute (AGO1), который связывает
одну из цепей двуспиральной miRNA, и компле�
ментарное спаривание последней с мРНК либо
обеспечивает прецизионное расщепление целе�
вой мРНК, либо ингибирует её трансляцию
[1–4, 9]. Очевидно, основная роль pre�miRNA
заключается в продукции регуляторных miRNA,
и поэтому долгое время считалось, что это неко�
дирующие РНК.

Таким образом, существовало общее мне�
ние, что последовательности к 5′� и 3′�концам
от шпилькообразной области pre�miRNA функ�
ционально маловажны и быстро деградируют
после отщепления области pre�miRNA [10].

Однако более поздние новые методы иссле�
дований транслатома растений явно указывают
на трансляционную активность первичных
транскриптов генов микроРНК (pri�miRNA).
Чтобы облегчить захват рибосом�ассоциирован�
ной мРНК или ее фрагментов, был разработан
метод для трансляционной иммунологической
очистки связанных с рибосомами РНК (метод
TRAP – translating ribosome affinity immunopu�
rification) [11]. При этом используется эпитоп�
меченый рибосомный белок L18 (RPL18),
встроенный в функциональные рибосомы в
трансгенном растении Arabidopsis thaliana. Глав�
ное преимущество этого метода заключается в
том, что уменьшается загрязнение препаратов
полисом мРНК�белковыми комплексами сход�
ной плотности, и эти препараты могут быть ис�
пользованы для получения фрагментов мРНК,
непосредственно связанных с рибосома�
ми [11, 12]. TRAP�анализ показал, что в составе
препаратов полисом могут быть выявлены фраг�

менты pri�miRNA, ассоциированные с рибосо�
мами и содержащие открытые рамки трансля�
ции (ОРТ) [12, 13].

Сейчас все большее число сообщений ука�
зывает на то, что действительно существуют
пептиды, транслируемые на коротких ОРТ в 5′�
проксимальных последовательностях pri�
miRNA. Такие пептиды, кодируемые pri�miRNA
у растений и животных, называются miPEP [10,
13–17]. В частности, ряд miPEP, синтез которых
направляют короткие ОРТ в 5′�проксимальных
последовательностях pri�miRNA, предсказан и
найден у арабидопсиса (A. thaliana) [18], сои
(Glycine max) [19] и арахиса (Arachis hypogaea)
[20]. Экзогенное введение в растения синтети�
ческих пептидов через корневую систему пока�
зало, что пептиды miPEP�165a из Arabidopsis и
miPEP�171b из Medicago truncatula способны ак�
тивировать транскрипцию собственных pri�
miRNA и ускорять развитие корней. Таким об�
разом, формируется петля положительной об�
ратной связи, что приводит к повышению уров�
ня биогенеза соответствующей miRNA и изме�
нениям в органогенезе [18, 21]. Обработка рас�
тений M. truncatula синтетическим пептидом
miPEP�171b также повышает эндогенную экс�
прессию miR171b, но приводит к снижению
плотности боковых корней. Этот эффект
miPEP�171b был специфичным, поскольку пеп�
тид не влиял на экспрессию других miRNA. Об�
работка проростков A. thaliana и рассады виног�
рада химически синтезированными препарата�
ми miPEP�171c и miPEP�171d также приводила
к специфическому ускорению развития кор�
ней [16]. Кроме того, недавно было показано
участие miPEP�172c в контроле процесса ноду�
ляции в корнях растений сои [19].

Ранее нами было предсказано существова�
ние коротких ОРТ в 5′�проксимальных после�
довательностях РНК�транскриптов pri�miR156a
у растений рода Brassica (B. napus, B. rapa и
B. oleracea) (рис. 1). Похожие короткие консер�
вативные пептиды длиной 32–33 остатка зако�
дированы также в геномах растений рода
Arabidopsis, включая А. thaliana [22]. Используя
множественные выравнивания кодирующих
последовательностей микропептидов miPEP�
156a, были идентифицированы консерватив�
ные а.о., характерные для кодируемых пептидов
у многих представителей из 11 родов семейства
Brassicaceae [22].

Вторичная структура и трехмерная модель
miPEP�156a были предсказаны in silico с исполь�
зованием метода I�TASSER (Iterative Threading
ASSEmbly Refinement). В настоящей работе, ис�
пользуя синтетический пептид miPEP�156a
Brassica rapa, были изучены биологические и ряд
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Рис. 1. Схема организации РНК�транскрипта pri�miR156a.
Открытая рамка трансляции (ORF1), кодирующая пептид
miPEP�156a, отмечена как зеленый прямоугольник. Шпи�
лечный район РНК, соответствующий pre�miR156a, отме�
чен жёлтым цветом. (С цветными вариантами рисунков
можно ознакомиться в электронной версии статьи на сай�
те: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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биохимических свойств пептида. Более того,
была экспериментально установлена вторичная
структура пептида.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Количественный ПЦР�анализ. Для выясне�
ния тех этапов развития растений, когда проис�
ходит наиболее высокая экспрессия пептида
miPEP�156a, были проведены эксперименты по
определению уровня экспрессии РНК�предше�
ственников для miRNA156a в проростках капус�
ты брокколи (Brassica oleracea var. italica) и ки�
тайской капусты (Brassica rapa subsp. pekinensis)
по сравнению с тканями взрослых растений. Се�
мена высевали на удобренную почву и выдержи�
вали при температуре 4 °C в течение 3�х дней пе�
ред переносом в камеру роста (0 день). Растения
выращивали при температуре 22 °C под люми�
несцентными лампами в условиях длительного
дня (16 ч свет/8 ч темнота). Растительные тка�
ни (3–4�дневные целые проростки) измельчали
в жидком азоте, и тотальную РНК экстрагирова�
ли с помощью TRIzol ™ реагента («Invitrogen»,
США) в соответствии с инструкциями произво�
дителя. После определения концентрации
2 мкг РНК обрабатывали ДНК�азой I («Thermo
Fisher Scientific», США). После подтверждения
качества РНК методом агарозного гель�электро�
фореза с бромистым этидием, согласно сопрово�
дительным инструкциям фирмы «Invitrogen» по
выделению РНК, проводили обратную тран�
скрипцию с d(T)18�праймера с использованием
набора Revert Aid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit («Thermo Fisher Scientific»). Полу�
ченную кДНК добавляли к смеси для проведе�
ния количественной полимеразной цепной ре�
акции (кПЦР), используя реактивы и инструк�
ции производителя («Евроген», Россия). В каче�
стве референсного гена использовали PEX4
(locus AT5G25760, PEROXIN4 = UBIQUITIN�
CONJUGATING ENZYME 21) [23].

Праймеры и гидролизуемый зонд для кПЦР
к консервативным участкам генов, кодирующих
miR156 и PEX4 (контроль), были подобраны та�
ким образом, чтобы была возможность ампли�
фикации мРНК как арабидопсиса, так и пекин�
ской капусты и брокколи. Был использован сле�
дующий набор праймеров: MIR156r d(5′�
CTTTCTTTATGGCTCTTGTCGCTT�3′), соот�
ветствующий консервативной последователь�
ности на 3′�конце ОРТ miPEP�156a в родах
Brassica и Arabidopsis, а также содержащий метку
FAM зонд MIR156t d(5′FAM�CAGACATCT
GTCCCTTTGCATGTAAGA�3′) и MIR156f d(5′�
AAATGTTCTGTTCAATTCAATGC�3′), который
соответствует последовательности 5′�конца этой
ОРТ. Количественную ПЦР проводили с ис�
пользованием готовой смеси qPCRmix�HS («Ев�
роген») на амплификаторе DT prime («ДНК�
Технологии», Россия). Реакционная смесь
(25 мкл) содержала 10 пмоль каждого праймера
и 5 пмоль зонда. Программа амплификации бы�
ла одинакова и для miR156 и для PEX4: 95°С –
5 мин; 95°С – 15 сек, 60°С – 15 сек*, 72°С –
15 сек, 45 циклов (* – детекция флуоресценции
в канале FAM). После обработки данных значе�
ния Cq использовали для расчёта нормализо�
ванной экспрессии в программе Q Gene [24].

Изучение влияния пептида miPEP�156a на
развитие корневой системы проростков растений.
Семена китайской капусты (B. rapa subsp.
pekinensis) стерилизовали в 50%�ном растворе
гипохлорита кальция с добавлением 0,5% (v/v)
Tween 20 в течение 10 мин при помешивании, а
затем шесть раз промывали стерильной дистил�
лированной водой. Семена проращивали и вы�
ращивали в стерильной MS�среде («Serva», Гер�
мания) с добавлением 30 г/л сахарозы. Для про�
ращивания семена помещали в колбы (500 мл)
со стерильной MS�средой и проращивали при
покачивании 80 об./мин под лампой в течение
24 ч. Далее проросшие семена переносили в сте�
рильные 6�луночные планшеты со стерильной
MS�средой с добавлением или без добавления
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Пептид

miPEP�156a

TAMRA�miPEP�156a

miPEP�156a (TAMRA)

Таблица 1. Модельные пептиды, использованные в работе

Структура

MFCSIQCLARHLFPLHVREIKKATKAIKKDKTL

TAMRA�MFCSIQCLARHLFPLHVREIKKATKAIKKDKTL

MFCSIQCLARHLFPLHVREIKKATKAIKKDKTL(TAMRA)

Примечание. TAMRA – остаток (5�carboxytetramethylrhodamine), TAMRA�miPEP�156a – 5�carboxytetramethylrhodamine
на N�конце, miPEP�156a (TAMRA) – 5�carboxytetramethylrhodamine связан по аминогруппам небольшой части лизинов и
аргининов (отмечены жёлтым). Остатки, предсказанные как ДНК�связывающие, отмечены голубым. Вероятный участок
сигнала ядерной локализации (NLS) подчёркнут.
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пептида miPEP�156a в концентрации 10 мкг/мл.
Для анализа корней 4–5�дневные проростки пе�
реносили на стеклянные пластины для наблю�
дения, измерения и фотографирования.

Получение флуоресцентно�меченных пепти�
дов. Синтетические пептиды (табл. 1) были лю�
безно предоставлены Игорем Ивановым
(ИБХ РАН). Нами был также получен флуорес�
центно�меченный пептид miPEP�156a (исход�
ный пептид предоставлен И. Ивановым).

Для мечения был использован флуорофор
TAMRA (5�carboxytetramethylrhodamine). В ре�
зультате был получен пептид TAMRA�miPEP�
156a. Мечение miPEP�156a проводили двумя
разными способами: по N�концу и по амино�
группам. Для мечения пептида по аминогруппам
2 мг пептида растворяли в 0,1 М гидрокарбона�
те натрия (pH 8,2) и добавляли 1,5�кратный мо�
лярный избыток N�гидроксисукцинимидного
эфира TAMRA («Lumiprobe», Россия) в ДМСО.
Реакцию проводили 2 ч при комнатной темпе�
ратуре. После реакции пептид осаждали три�
хлоруксусной кислотой, осадок промывали аце�
тоном и растворяли в воде. Для очистки от не�
прореагировавшего красителя проводили обра�
щенно�фазовую хроматографию на колонке
Vydac C18 peptide («Hichrom», Великобритания)
в градиенте ацетонитрила с добавлением
0,1%�ной трифторуксусной кислоты. Для полу�
чения отрицательного контроля смешивали
10 мM раствор глицина в 0,1 М гидрокарбонат�
ном буфере (pH 8,2) с 10 мМ раствором N�гид�
роксисукцинимидного эфира TAMRA. После
инкубации 2 ч при комнатной температуре про�
дукт реакции использовали без дополнитель�
ной очистки.

Мечение пептида по N�концу проводили в
соответствии с работой Witus и Francis [25].
К 2 мг пептида, растворенного в 200 мкл фос�
фатного буфера (pH 6,0), добавляли пиридок�
сальфосфат («Sigma», США) до концентра�
ции 10 мМ, и инкубировали ночь при комнат�
ной температуре. После инкубации смесь цент�
рифугировали 5 мин при 13 000 об./мин на цент�
рифуге Eppendorf 5810 R («Eppendorf», Герма�
ния), и супернатант переносили в новую про�
бирку. Пептид осаждали 15%�ной трихлоруксус�
ной кислотой, осадок промывали ацетоном и
растворяли в воде. К раствору пептида добавля�
ли гидразид TAMRA («Lumiprobe») до концент�
рации 5 мМ, и инкубировали ночь при комнат�
ной температуре. После реакции пептид осаж�
дали 15%�ной трихлоруксусной кислотой, оса�
док промывали ацетоном и растворяли в воде.
Для очистки от непрореагировавшего красителя
проводили обращенно�фазовую хроматогра�
фию на колонке Vydac C18 peptide («Hichrom») в

градиенте ацетонитрила (5–80%) с добавлением
0,1%�ной трифторуксусной кислоты.

Выделение ядерной фракции и получение хро�
матин�содержащего лизата из тканей Brassica rapa
subsp. pekinensis. Для выделения ядерной фрак�
ции 1 г листьев растирали в ступке с 3 мл буфе�
ра A: 50 мM Tris�HCl, pH 7,4; 15 мM MgCl2;
10 мM KCl; 0,1% меркаптоэтанола; 20% (w/v)
глицерина и 12,6 мкл Protease Inhibitor Cocktail
(«Sigma») и центрифугировали 10 мин при
1260 g («Eppendorf»). Осадок ресуспендировали
в 0,5 мл буфера А с добавлением 3% (w/v)
Triton X100. На дно пробирки наслаивали 0,8 мл
2,3 М сахарозы, сверху наносили ресуспендиро�
ванный осадок и центрифугировали 10 мин при
12 000 g («Eppendorf»). Затем супернатант удаля�
ли, а осадок промывали два раза буфером А и
центрифугировали 5 мин при 12 000 g.

Для получения хроматин�содержащего лиза�
та осадок ядер ресуспендировали в 1,5 мл буфе�
ра Б: 20 мM HEPES, pH 7,9; 1,5 мM MgCl2;
0,42 M NaCl; 0,2 мM EDTA; 25% (w/v) глицери�
на, содержащего 1,5 мкл 0,1 М DTT и
15 мкл Protease Inhibitor Cocktail, инкубировали
при слабом покачивании 30 мин, затем центри�
фугировали 5 мин при 20 000 g («Eppendorf»). Су�
пернатант переносили в чистую пробирку и диа�
лизовали против 0,1 М HEPES, pH 6,0. Отдель�
ную фракцию супернатанта инкубировали
10 мин при 74 °C для удаления из нуклеосом гис�
тонов H2A–H2B. После инкубации смесь снова
центрифугировали 5 мин при 20 000 g, после че�
го осадок растворяли в 0,1 М HEPES, pH 6,0. По�
терю хроматином гистонов H2A–H2B проверяли
с помощью электрофореза в ПААГ [27] при срав�
нении с фракцией, не обработанной при 74 °C.

In silico предсказания ассоциации пептида
miPEP�156a с ядром клетки и ДНК. Несмотря на
интенсивные исследования взаимодействий
между белками и ДНК в течение последних де�
сятилетий, механизмы связывания и распозна�
вания белок–ДНК остаются недостаточно изу�
ченными. Идентификация ядерных белков и
потенциальных ДНК�связывающих областей
таких белков является важным шагом к раскры�
тию функций транскрипционных факторов. На
сегодняшний день в этой области широко при�
меняются различные вычислительные методы,
помогающие идентифицировать ядерные белки
и предсказать возможные сайты связывания
белка. В данной работе мы использовали доста�
точно новые гибридные алгоритмы для предска�
зания ядерной локализации miPEP�156a (http://
mleg.cse.sc.edu/seqNLS/index.html) и идентифи�
кации потенциальных ДНК�связывающих ос�
татков в этом пептиде (https://dnabind.szialab.org/
и http://mleg.cse.sc.edu/DNABind/) [26].
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Анализ связывания пептида с ядерной ДНК и
хроматином. Для анализа связывания флуорес�
центно�меченных пептидов с тотальной ядер�
ной ДНК и хроматином из клеток китайской ка�
пусты использовали метод сдвига в агарозном
геле [27].

Неспецифический ДНК�фрагмент дли�
ной 280 п.н. представлял собой ПЦР�продукт
плазмиды pUC18 из области, содержащей поли�
линкер. Растворы пептида и ДНК смешивали в
буфере, содержащем 10 мМ HEPES рН 8,0;
50 мМ KCl; 0,1 мM ЭДТА и 5% (w/v) глицерин,
таким образом, чтобы получить молярное соот�
ношение ДНК/пептид от 1/25 до 1/200. Экспе�
рименты проводили также с добавлением хло�
рида магния до концентрации 10 мМ и с добав�
лением 10 мМ хлорида магния и 0,5% меркапто�
этанола. Образцы инкубировали 30 мин в холо�
дильнике (при температуре 6 °C), смешивали с
буфером для нанесения на гель и проводили
электрофорез в 1,2%�ном агарозном геле. При�
сутствие или отсутствие 10 мM MgCl2 и меркап�
тоэтанола (0,05% и 0,5%) не оказывало влияния
на образование комплекса пептид–нуклеиновая
кислота. Кроме того, чтобы определить стабиль�
ность комплексов пептид–ДНК и пептид–хро�
матин, фрагменты тотальной ДНК из хроматин�
содержащего лизата (~15 000–20 000 п.н.) или
хроматина были растворены вместе с флуорес�
центно�меченным пептидом (1 мкг пепти�
да/10 нг ДНК растений) в буфере, содержащем
10 мМ HEPES рН 8,0; 50 мМ KCl; 0,1 мM ЭДТА
и 5% (w/v) глицерин. Эти смеси инкубировали
10 мин при комнатной температуре и анализи�
ровали в 0,8%�ном агарозном геле.

Изучение вторичной структуры пептида
miPEP�156a и его комплексов с ДНК с помощью
метода кругового дихроизма (КД). Для исследова�
ния был использован пептид miPEP�156a (кон�
центрация 1 мг/мл или 0,259 нмоль/мл). Был
приготовлен раствор пептида в воде и в раство�
ре тотальной ДНК капусты (5 мкг/мл).

Растворы инкубировали при комнатной тем�
пературе 30 мин, а затем выполняли измерения
спектров КД на спектрополяриметре J�810
(«JASCO», Япония) в диапазоне 250–190 нм в
кварцевой кювете толщиной 0,05 или 0,1 см при
комнатной температуре. Записи спектров КД
проводились с шагом 0,2 нм (скорость сканиро�
вания 20 нм/мин) и шириной оптической ще�
ли 1 нм, затем выполняли усреднение по 4�м
спектрам. Для расчета вторичной структуры ис�
пользовали программу CONTINLL (пакет
CDPro) и набор референсных спектров SMP56.

Изучение локализации флуоресцентно�мечен�
ного пептида miPEP�156a в клетках животных.
Учитывая сродство miPEP�156a к нуклеиновым

кислотам, мы провели предварительные экспе�
рименты по изучению внутриклеточной лока�
лизации TAMRA�miPEP�156a в клетках мыши�
ной миеломной линии Sp2/0 («Creative Biolabs»,
Германия). Для этого клетки рассевали в среде
DMEM, дополненной 10% (v/v) фетальной
бычьей сыворотки («Gibco», США), в 24�луноч�
ные планшеты, на дно которых были заранее
положены круглые стерильные стекла. Клетки
рассевали в такой концентрации, чтобы на сле�
дующий день они составляли 40–60% от моно�
слоя. На следующий день в среду добавляли
TAMRA�miPEP�156a (5 мкг/мл) и инкубирова�
ли в течение 2 ч в СО2�инкубаторе («Heraeus»,
Германия). Через 1 ч после начала инкубации
добавляли 10 мкл ядерного маркера Hoechst
33342 (0,625 мг/мл) («Thermo Fisher Scientific») и
инкубировали еще час. В случае мечения кле�
точных мембран через 50 мин после добавления
маркера Hoechst добавляли 0,2 мкл 1 мM марке�
ра ER�Tracker™ Green (glibenclamide BODIPY®
FL) («Thermo Fisher Scientific»). Затем стекла с
клетками 3 раза отмывали бессывороточной
средой DMEM («Gibco»). После этого стекла
извлекали из планшета и с помощью специаль�
ного клея прикрепляли к предметным стеклам.
Внутриклеточную локализацию меченого пеп�
тида TAMRA�miPEP�156a, маркера ER�
Tracker™ Green и ядерного маркера Hoechst
33342 изучали с помощью конфокальной лазер�
ной сканирующей микроскопии (CLSM).

Изучение локализации пептида miPEP�156a в
клетках растений. Пептид miPEP�156a (10 мкг/мл),
меченный c N�конца флуорофором TAMRA,
инкубировали в МГ�буфере (10 мМ MgCl2,
10 мМ Tris�HCl, рН 5,8) с 4�дневными пророст�
ками B. rapa при погружении корней в раствор
пептида (23 °С в течение 18 ч). После обработки
проростки трижды промывали при мягком
встряхивании в течение 5 мин в МГ�буфере, об�
рабатывали 20 мин раствором ядерного марке�
ра Hoechst 33342 (10 мкл на 1,5 мл буфера, кон�
центрация маркера 0,625 мг/мл), и их корни и
листья анализировали с помощью конфокаль�
ного микроскопа «Nikon Eclipse TE 2000�
E» («Nikon», Япония). Флуоресценция визуали�
зировалась следующим образом: возбужде�
ние 495 нм/эмиссия 545 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Сравнительный анализ накопления РНК�
транскриптов pri�miR156a в растениях капусты и
арабидопсиса. Ранее было показано, что наибо�
лее интенсивный синтез pri�miR156a в листьях и
корнях проростков арабидопсиса происходит в
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ходе прорастания между 2�м и 10�м днём при
23 °С [28, 29]. После 10�го дня экспрессия мно�
гократно падает. Мы решили сравнить динами�
ку накопления pri�miR156a в растениях капусты
брокколи и китайской капусты (B. oleracea var.
italica и B. rapa subsp. pekinensis) по сравнению с
растениями арабидопсиса. Для этого была выде�
лена суммарная РНК из листьев и корней 3–4�
дневных проростков, а также цветущих расте�
ний, и проведен кПЦР�анализ с использовани�
ем препарата кДНК, полученного с помощью
олиго(дТ)�затравки (рис. 2). Ранее такого рода
сравнительные исследования для растений ка�
пусты не проводили.

Оказалось, что онтогенетическая корреля�
ция возраста растений и накопления pri�
miR156a сходна в листьях и корнях разных рас�
тений семейства Brassicaceae. Накопление pri�
miR156a в проростках многократно выше, чем у
цветущих растений (рис. 2). Следовательно,
можно предположить, что наиболее эффектив�
ный синтез miPEP�156a в растениях происходит
на ранних стадиях онтогенеза.

Биоинформатический анализ транслатома
арабидопсиса. Ранее исследователями был под�
нят вопрос о том, с помощью каких подходов
можно апробировать реальную экспрессию по�
тенциальных miPEP в растениях [30]. Напри�
мер, miPEP�165a арабидопсиса и ряд других
пептидов не были обнаружены с помощью масс�
спектрометрии [18, 31], хотя TRAP�анализ по�
казал, что в составе препаратов полисом могут
быть выявлены фрагменты pri�miRNA, кодиру�
ющие эти пептиды [12]. В наших предваритель�
ных экспериментах попытки выявить miPEP�
156a в проростках арабидопсиса методами масс�
спектрометрии и иммунопреципитации с по�
мощью поликлональных антител также не дали
положительного результата (данные не приведе�
ны). Таким образом, чтобы получить хотя бы
косвенные доказательства трансляционной ак�
тивности ОРТ для miPEP�156a в 5′�концевой
области pri�miR156a в растениях вплоть до полу�
чения эффективных моноклональных антител,
мы провели биоинформатический BLASTn�ана�
лиз последовательностей РНК в транслатоме
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Рис. 2. Результаты кПЦР по измерению уровня экспрессии pri�miRNA156a в растениях семейства Brassicaceae. 1 – Брок�
коли (20�дневное растение, листья); 2 – брокколи (20�дневное растение, корень); 3 – проростки брокколи (4 дня) с до�
бавлением пептида miPEP�156a (10 мкг/мл, выращивание при 20 °С); 4 – проростки брокколи (4 дня) с добавлением пеп�
тида (10 мкг/мл, выращивание при 24 °С); 5 – проростки брокколи (4 дня) на чашке Петри, контроль (вода, выращива�
ние при 20 °С); 6 – проростки брокколи (4 дня) на чашке Петри, контроль (вода, выращивание при 24 °С); 7 – взрослые
цветущие растения арабидопсиса (корни); 8 – взрослые цветущие растения арабидопсиса (листья); 9 – арабидопсис, про�
ростки (4 дня при 20 °С) целиком (с корнями); 10 – арабидопсис, проростки (4 дня при 24 °С) целиком (с корнями); 11 –
пекинская капуста (20�дневное растение, стебель); 12 – пекинская капуста (20�дневное растение, лист); 13 – пекинская
капуста (20�дневное растение, корень). Для каждого из трех независимых повторов РНК выделяли из смеси пяти расти�
тельных проб. На рисунке указаны средние статистические значения в виде столбчатой диаграммы и стандартные откло�
нения. Статистическая значимость различий сумм значений в экспериментах 3 и 4 относительно экспериментов 5 и 6 сос�
тавляла для этих двух выборок p < 0,05, согласно критерию Стьюдента (расчёт на основе программы GraphPad Prism 7.0 –
https://graphpad�prism.software.informer.com/7.0/)
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арабидопсиса на базе архива NCBI SRA (SRA,
short read assembly).

Ген арабидопсиса pri�miR156a (AT2G25095)
расположен на хромосоме 2 и состоит из
3108 п.н. Этот ген содержит 4 экзона и 3 интро�
на. Последовательность pre�miR156a располо�
жена в экзоне 2, а ОРТ miPEP�165a – в экзо�
не 1 (рис. 1). В качестве якорных последователь�
ностей в BLASTn�анализе была взята область
ОРТ miPEP�156a и аналогичная по размеру об�
ласть экзона 4. В ходе анализа данных ряда
TRAP�экспериментов мы выявили наличие
ОРТ miPEP�156a в рибосом�связанных фраг�
ментах РНК из флоэмы корней пророст�
ков (NCBI accessions SRX3204187, SRX3204194,
SRX3204195, SRX3204199 [32]), хотя последова�
тельности 3′�концевого экзона 4 среди рибосом�
связанных сегментов не обнаружены. Аналогич�
ные результаты получены для экзонов 2 и 3. Та�
ким образом, мы получили косвенные доказа�
тельства того, что 5′�концевая ОРТ на РНК pri�
miR156 подвергается трансляции, по крайней
мере, в корнях проростков A. thaliana. Кроме то�
го, эти данные указывают, что в цитоплазме
клетки, видимо, транслируется не полноразмер�
ная РНК pri�miR156a, а лишь её 5′�концевая об�
ласть после процессинга.

Влияние пептида miPEP�156a на развитие кор�
ней у проростков растений. Поскольку известно,
что экзогенное введение miPEP�165a через кор�
ни арабидопсиса влияет на накопление зрелой
miRNA165а путём усиления транскрипции её
РНК�предшественника, и это, в свою очередь,
увеличивает скорость развития корней пророст�
ков [18], мы предположили, что экзогенное при�
менение miPEP�156a также может влиять на раз�

витие корневой системы молодых растений ка�
пусты. Чтобы проверить, является ли miPEP�
156a китайской капусты (B. rapa subsp. pekinensis)
физиологически активным, её семена проращи�
вали на питательной среде для растений, допол�
ненной синтетическим пептидом в концентра�
ции 10 мкг/мл. Оказалось, что длина основно�
го (первичного) корня 5�дневных проростков,
выращенных на среде, дополненной экзогенным
miPEP�156a, увеличивалась по сравнению с
контролем (водный раствор солей) (рис. 3).

Полученное увеличение в длине корней со�
поставимо с эффектом, который описан в лите�
ратуре для проростков арабидопсиса, сверх�
экспрессирующих miR165a [29]. При этом про�
ростки с повышенной экспрессией miR165a
имели более длинные первичные корни, чем ди�
кий тип (увеличение длины составляло ~20%).
Наоборот, в условиях подавления синтеза
miR165a развивались более короткие первичные
корни, чем у дикого типа [29].

Таким образом, литературные данные позво�
лили нам выдвинуть гипотезу, что miPEP�156a
играет какую�то роль в усилении накопления
miR156 и, опосредованно, в росте первичных
корней у капусты. Это аналогично эффекту
miPEP�165a арабидопсиса на рост первичных
корней и усилению накопления соответствую�
щей miRNA [18]. Действительно, прямое изме�
рение количества pri�miRNA156a в проростках
брокколи, прорастающих в присутствии пепти�
да, выявило явное (хотя и достаточно умерен�
ное) увеличение концентрации этой РНК в рас�
тениях (рис. 2).

Изучение локализации пептида miPEP�156a в
проростках растений. Наличие физиологическо�

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  5  2021 2*

635

Рис. 3. Типичный фенотип при проращивании семян капусты (длина корня) в присутствии и при отсутствии miPEP�156a.
Верхний ряд – проращивание без miPEP�156a, среднее квадратичное отклонение для 50 растений – 1,2 ± 0,19 см; ниж�
ний ряд – проращивание с добавлением miPEP�156a (10 мкг/мл), среднее квадратичное отклонение для 50 растений –
4,3 ± 0,79 см. Так как выборки не имели нормального распределения, статистический анализ проводили с использовани�
ем непараметрического U�критерия Манна–Уитни. При выявленном уровне значимости p < 0,05 средние значения для
контроля и эксперимента считаются достоверно различными (расчёт по программе OriginPro 6.0)
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го эффекта экзогенного miPEP�156a на рост рас�
тений указывает на его способность проникать в
ткани проростков. Ранее такой эффект был де�
тально изучен на примере miPEP�165a араби�
допсиса [33]. В опубликованном исследовании
использовался пептид, меченный флуоресцент�
ным красителем на базе флуоресцеина. Было по�
казано, что в 7�дневных проростках арабидопси�
са меченый пептид в течение 2 ч инкубации ак�
тивно проникает в корневой чехлик и корневую
меристему. При этом для проникновения в дру�
гие части корня требуется больше времени. Ус�
тановлено, что при этом задействованы два ме�
ханизма – первичная пассивная диффузия пеп�
тида с последующим процессом эндоцитоза [33].
Важно, что в ходе этих процессов miPEP�165a не
может проникнуть в центральный цилиндр кор�
ня, не попадает во флоэму и, следовательно, не
мигрирует от корней в верхнюю часть растения.
Эти данные могут указывать, что экзогенные
miPEP не могут оказывать системного эффекта
на растение в целом [33].

Однако наши эксперименты с проникнове�
нием miPEP�156a в проростки капусты выявили

заметно отличающуюся картину. После 18�ча�
совой инкубации с TAMRA�miPEP�156a
(табл. 1) было показано, что весьма малые коли�
чества пептида локализуются в корне пророст�
ков. При этом наблюдается лишь мечение ядер
сильно удлиненных клеток в центральном ци�
линдре корня (предположительно, клетки фло�
эмной паренхимы и клетки�спутницы)
(рис. 4, а). Микроскопический анализ листьев
проростков показал, что в отличие от miPEP�
165a, наиболее интенсивное накопление
TAMRA�miPEP�156a наблюдается в листьях
проростков. Причем накопление пептида явно
выше в областях листа вблизи жилок, что ука�
зывает на его транспорт по флоэме из корней в
верхнюю часть проростка. В клетках, где накап�
ливается достаточно большое количество пеп�
тида, наблюдается его концентрация вблизи и
внутри ядра (рис. 4, б). Сравнение наших дан�
ных с теми, что представлены в литературе ра�
нее [33] (см. выше), явно указывает на различия
в проникновении в растения пептидов с разной
первичной структурой, что, возможно, обус�
ловлено особенностями их функционирования
при эндогенной экспрессии.

Изучение локализации пептида miPEP�156a в
клетках животных. Наблюдаемая нами локали�
зация TAMRA�miPEP�156a в ядрах клеток рас�
тений капусты, что не было выявлено в случае
miPEP�165a в арабидопсисе [33], указывает на
способность пептида miPEP�156a к ядерно�ци�
топлазматическому транспорту. Механизмы та�
кого транспорта весьма консервативны у расте�
ний и животных [34, 35]. Поэтому в качестве
объекта для контроля эффективности ядерного
импорта пептида miPEP�156a мы выбрали клет�
ки мышей миеломной линии Sp2/0. Клетки ин�
кубировали с TAMRA�miPEP�156a в течение 2 ч,
отмывали и анализировали с помощью конфо�
кального микроскопа. Предварительная окрас�
ка клеток ядерным маркером Hoechst 33342 и
маркерным флуорофором, окрашивающим эн�
доплазматический ретикулум, показала, что яд�
ро клетки занимает большую часть её объема и
имеется лишь достаточно тонкий слой цито�
плазмы, примыкающий к плазматической
мембране (рис. 5, а и б).

При визуализации проникновения в клетки
флуоресцирующего пептида и Hoechst 33342
стало очевидно, что пептид полностью импор�
тируется в ядро и вообще не наблюдается в ци�
топлазме клетки при разных уровнях увеличе�
ния (рис. 6, а и б). Такой результат, очевидно,
свидетельствует в пользу активного транспорта
пептида в ядро и не может быть объяснен лишь
за счет его пассивной диффузии через ядерные
поры.
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Рис. 4. Внутриклеточная локализация специфических мар�
керов в клетках капусты. а – Конфокальная микроскопия
клетки�спутницы из корня проростка капусты, инкубиро�
ванного в присутствии флуоресцирующего пептида
TAMRA�miPEP�156a (красный). Окраска ядер с помощью
Hoechst 33342 (синий). Левая часть рисунка соответствует
клеткам мезофилла в части листа вблизи центральной
жилки, 1 – ядро, 2 – стенка клетки�спутницы. Масштаб�
ная линейка – 1 мкм. б – Конфокальная микроскопия
участка корня проростка капусты, инкубированного в при�
сутствии флуоресцирующего пептида TAMRA�miPEP�
156a (красный). Окраска ядер с помощью Hoechst 33342
(синий). Левая часть рисунка соответствует клеткам части
листа вблизи центральной жилки. Масштабная линейка –
1 мкм
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Действительно, результаты анализа in silico
первичной структуры miPEP�156a позволили
выдвинуть гипотезу о том, что последователь�
ность пептида несет положительно�заряженный

сегмент KKATKAIKKDK, который включает
сигнал ядерной локализации (NLS) (http://
mleg.cse.sc.edu/seqNLS/index.html) [34, 35]
(табл. 1). В частности, этот сегмент содержит
участок 28–31 (KKDK), близкий по структуре
последовательности KKKGK, которая отвечает
за ядерную локализацию фермента фруктозо�
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Рис. 5. Внутриклеточная локализация специфических
маркеров в клетках мышиной миеломной линии Sp2/0. а –
Конфокальная микроскопия клетки мышиной миеломной
линии Sp2/0. Окраска Hoechst 33342 (синий) – ядро и мар�
кером ER�Tracker™ Green – эндоплазматический ретику�
лум. 1 – Ядро, 2 – цитоплазма. Масштабная линейка –
1 мкм. б – Конфокальная микроскопия делящейся клетки
мышиной миеломной линии Sp2/0. Окраска Hoechst
33342 (синий) – ядро и маркером ER�Tracker™ Green – эн�
доплазматический ретикулум. Масштабная линейка –
1 мкм

а

б

Рис. 6. Проникновение в клетки мышиной миеломной ли�
нии Sp2/0 флуоресцирующего пептида и Hoechst 33342. а –
Конфокальная микроскопия клеток мышиной миеломной
линии Sp2/0, инкубированных в присутствии флуоресци�
рующего пептида TAMRA�miPEP�156a (красный). Окрас�
ка Hoechst 33342 (синий) – ядро. Масштабная линейка –
250 нм. б – Конфокальная микроскопия клетки мышиной
миеломной линии Sp2/0 после инкубации с флуоресциру�
ющим пептидом TAMRA�miPEP�156a (красный). Окраска
Hoechst 33342 (синий) – ядро. Масштабная линейка –
1 мкм

а

б
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1,6�бисфосфатаза в клетках животных, где пока�
зано, что целостность мотива имеет решающее
значение для ядерной локализации фермен�
та [36].

Связывания пептида miPEP�156a с ядерной
ДНК и хроматином растений. Эффективная кон�
центрация miPEP�156a в ядрах клеток животных
и растений может свидетельствовать в пользу
его активного связывания с хроматином за счет
белок�белковых и/или ДНК�белковых взаимо�
действий. Действительно, использование ком�
пьютерных предсказаний на базе алгорит�
мов (https://dnabind.szialab.org/) и (http://mleg.
cse.sc.edu/DNABind/) [26] показало, что пептид
потенциально взаимодействует с ДНК с вероят�
ностью ~99%, и в этот процесс потенциально
могут быть вовлечены 10 а.о. (табл. 1).

Для экспериментальной проверки предска�
заний мы использовали связывание флуоресцент�
но�меченного пептида in vitro с хроматином и
тотальной ДНК капусты (рис. 7, а). «Мономер�
ный строительный блок» хроматина, нуклеосо�
ма, содержит ~150 п.н. ДНК, обёрнутых вокруг
гистонового октамера, состоящего из 4�х основ�
ных гистонов – H2A, H2B, H3 и H4 [37]. До�
вольно давно установлено, что для изменений в
структуре хроматина, необходимых для эффек�
тивного связывания многих транскрипционных
факторов и активации транскрипции генов,
часто требуется удаление димеров H2A–H2B из
нуклеосомы. Причём, как правило, при ремоде�
лировании нуклеосомного октамера гистонов
димер H2A–H2B более легко вытесняется, чем
H3 и H4 [38]. При этом in vivo вытеснение диме�
ра H2A–H2B из области промоторов обычно
осуществляют специальные ядерные факторы
транскрипции (факторы «первопроходчики» –
pioneer transcription factors), которые часто
структурно принимают трехмерную укладку
аналогично основным гистонам H2A и H2B [39].
Можно предположить, что если miPEP�156a
функционально сходен с miPEP�165a, о чем
свидетельствуют наши косвенные данные, то он
должен взаимодействовать с хроматином напо�
добие транскрипционных факторов. Учитывая,
что данные in vitro указывают на прямую конку�
ренцию за связывание с промоторами между
транскрипционными факторами и димером
H2A–H2B [40], мы использовали in vitro 2 типа
препаратов хроматина капусты – исходный
(«нативный хроматин») и хроматин, подверг�
шийся температурной обработке при 74 °C. Из�
вестно, что такая обработка приводит к вытес�
нению димера H2A–H2B, но сохраняет в нукле�
осомах H3 и H4 [41]. Оказалось, что эффектив�
ность связывания miPEP�156a с хроматином
многократно возрастала после температурной

обработки (рис. 7, а). Таким образом, данные
результаты косвенно подтверждают предполо�
жение, что miPEP�156a, подобно miPEP�165a
арабидопсиса, может модулировать транскрип�
ционную активность генов, взаимодействуя с
модифицированным хроматином.

Кроме того, мы проверили способность
miPEP�156a взаимодействовать с изолирован�
ной ДНК растений. Использование метода
сдвига подвижности в агарозном геле подтвер�
дило предсказания, что пептид обладает способ�
ностью связывать не только ДНП�комплекс
хроматина, но и ДНК растений, и неспецифи�
ческий фрагмент ДНК. При этом в высоких
концентрациях пептид покрывает, видимо, зна�
чительную часть длины молекул ДНК, т.к. по�
движность комплекса значительно снижает�
ся (рис. 7, б и в).

Изучение вторичной структуры пептида
miPEP�156a и его комплексов с ДНК. Среди бел�
ков, участвующих в регуляции транскрипции,
значительная доля взаимодействует с хромати�
ном путем распознавания специфических после�
довательностей ДНК как с помощью различных
высокоупорядоченных ДНК�связывающих до�
менов, так и через внутренне неупорядоченные
области (IDR – intrinsically disordered regions).
IDR являются белковыми доменами, которые не
имеют стабильной трехмерной структуры в фи�
зиологических условиях [42]. Многие IDR при�
нимают четко определенную конформацию при
взаимодействии с молекулами�мишенями. Зна�
чительное количество таких белков взаимодей�
ствуют с хроматином [43, 44]. При этом связыва�
ние и модификация хроматина может происхо�
дить независимым от специфической нуклео�
тидной последовательности образом [45].

Недавно специфическое взаимодействие
ДНК�связывающего пептида с модельными
ДНК было изучено на примере транскрицион�
ного фактора GCN4 [46]. Мы обратили внима�
ние, что мономерный пептид на базе GCN4,
включающий 34 а.о., сам по себе не был спосо�
бен связываться со специфической дсДНК.
Лишь его димер, образованный через цистеино�
вые остатки, сохраняет способность к специфи�
ческому распознаванию консенсусных ДНК
последовательностей, что, очевидно, указывает
на димеризацию, как на существенную предпо�
сылку образования комплекса пептид–ДНК.
Для пептида GCN4 было показано, что при свя�
зывании с ДНК неупорядоченные элементы мо�
гут претерпевать структурные переходы, приво�
дящие к формированию четко определенной
конформации, стабильной в связанном состоя�
нии [47]. Это процесс называется сопряжённым
складыванием, когда в белке происходит пере�
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ход от неупорядоченной конформации к час�
тично упорядоченной при взаимодействии ами�
нокислот с гидрофобными связующими карма�
нами ДНК [48].

Интересно, что miPEP�156a, имеющий дли�
ну 33 остатка, содержит 2 цистеина и потенци�
ально способен к образованию димеров и тетра�
меров [22]. Учитывая формальное сходство пеп�

тида GCN4 и miPEP�156a, мы эксперименталь�
но изучили вторичую структуру растительного
пептида в свободном состоянии и в комплексе с
ДНК капусты. Всего было проведено по 6 неза�
висимых измерений в двух повторах (см. «Мате�
риалы и методы», табл. 2).

Существует обратно пропорциональная за�
висимость между количеством бета�структур и

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  5  2021

639

а

б

в

Рис. 7. Выявление комплексов пептид–ДНК после связывания флуоресцентно�меченного пептида in vitro. а – Выявление
комплексов пептид–хроматин в 0,8%�ном агарозном геле после связывания флуоресцентного пептида TAMRA�miPEP�
156a и хроматина капусты. 1 – Нативный хроматин с TAMRA�miPEP�156a; 2 – нативный хроматин с miPEP�156a
(TAMRA); 3 – хроматин, подвергшийся температурной обработке (74 °C), с TAMRA�miPEP�156a; 4 – хроматин, подверг�
шийся температурной обработке (74 °C), с miPEP�156a (TAMRA); 5 – маркерная ДНК (10 000, 8000, 5000 п.н.). Стрелка
указывает положение хроматина при отсутствии пептида. б – Выявление комплексов пептид–ДНК в 1,5%�ном агарозном
геле после связывания пептида miPEP�156a и неспецифического фрагмента ДНК. Молярное соотношение пеп�
тид/ДНК – 25/1 (1), 50/1 (2), 75/1 (3), 100/1 (4), 200/1 (5), маркерная ДНК (6) включает и короткие ДНК�фрагменты –
снизу вверх 100, 200, 300, 400, 500 п.н.). в – Выявление комплексов пептид–ДНК в 0,8%�ном агарозном геле после свя�
зывания флуоресцентного пептида TAMRA�miPEP�156a и ДНК капусты. 1 – ДНК капусты с TAMRA�miPEP�156a; 2 –
ДНК капусты (контроль); 3 – маркерная ДНК (10 000, 8000, 5000 п.н.)
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интенсивностью отрицательного сигнала при
200 нм в спектре КД miPEP�156a, отличающая
его от пептида GCN4 (рис. 8). В случае GCN4,
который сильно неупорядочен при отсутствии
дсДНК, резко увеличивается его сворачивание в
альфа�спираль в комплексе с ДНК [46]. Однако
у miPEP�156a происходит возрастание количе�
ства бета�структур, когда он взаимодействует с
ДНК (табл. 2). Важно, что у обоих пептидов пос�
ле образования комплекса с ДНК заметно сни�
жается процент неупорядоченных участков.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

К настоящему времени, кроме найденного
нами miPEP�156a в семействе Brassicaceae, есть
данные о нескольких других пептидах miPEP у
растений. Это miPEP�165a и miPEP�858 из
A. Thaliana [18, 49], miPEP�171b из M. truncatula
и miPEP�172c из G. Max [19, 21], а также vvi�
miPEP�171d1 из Vitis vinifera [16]. В нашей рабо�
те выявлены некоторые общие с перечисленны�
ми выше пептидами особенности функциони�
рования miPEP�156a: во�первых, все пептиды
способны при экзогенном воздействии на про�
ростки растений изменять их фенотип, что вы�
ражается в общем позитивном эффекте на рост
первичных корней; во�вторых, обработка син�

тетическими пептидами показывает, что мик�
ропротеины способны активировать транскрип�
цию собственных pri�miRNA, направляющих их
трансляцию. Однако мы наблюдали и новые эф�
фекты, не описанные в опубликованных иссле�
дованиях. В частности, доставка пептида через
корневую систему проростков в случае miPEP�
156a приводит к эффективному транспорту его в
листья, тогда как в случае miPEP�165a араби�
допсиса выявлена полная задержка пептида в
корнях, а именно в эпидермисе и перицикле, но
не во флоэме. Пептид miPEP�156a, наоборот,
наблюдался нами только в отдельных клетках
флоэмы корня, что, по�видимому, согласуется с
его быстрым транспортом в листья проростков.
Полностью за рамками исследования в опубли�
кованных работах осталась способность пепти�
дов miPEP взаимодействовать с ДНК и транс�
портироваться в ядро. Таким образом, следует
отметить, что наши исследования выявили но�
вый спектр активности пептидов miPEP при их
экзогенном применении, что согласуется с их
предполагаемыми функциями в транскрипци�
онной регуляции. Полученные нами данные для
экзогенных пептидов, несомненно, помогут
следующему этапу работы, связанному с изуче�
нием тканевой локализации и активности эндо�
генного miPEP�156a в растениях капусты и ара�
бидопсиса.
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Рис. 8. Типичные спектры КД пептида miPEP�156a (1) и
его комплекса с ДНК (2)

Таблица 2. Данные кругового дихроизма модельного пептида и комплекса с ДНК

Образец

1

2

Альфа�спираль, %

6,9 + 0,5

5,5 + 0,9

Бета�структура, %

28,5 + 0,9

37,4 + 2,2

Поворот, %

22,4 + 0,5

23,0 + 0,7

NRMSD*

0,043

0,06

Неупорядоченная конформация, %

41,2 + 0,8

33,9 + 1,9

Примечание. 1 – свободный пептид, 2 – комплекс с ДНК.
* Оптимальное значение NRMSD (normalized root�mean�square deviation) в расчётах должно быть < 0,1.
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ACTIVITIES OF CHEMICALLY SYNTHESIZED PEPTIDE
ENCODED BY THE miR156A PRECURSOR AND CONSERVED

IN THE Brassicaceae FAMILY PLANTS
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It was recently found that the primary transcripts of some microRNA genes (pri�miRNAs) are able to express pep�
tides with 12 to 40 residues in length. These peptides, called miPEPs, participate in the transcriptional regulation of
their own pri�miRNAs. In our previous studies, we used bioinformatic approach for comparative analysis of pri�
miRNA sequences in plant genomes to identify a new group of miPEPs (miPEP�156a peptides) encoded by pri�
miR156a in several dozen species of the Brassicaceae family. Exogenous miPEP�156a peptides could efficiently pen�
etrate into the plant seedlings through the root system and spread systemically to the leaves. The peptides produced
moderate morphological effect accelerating primary root growth. In parallel, the miPEP�156a peptides upregulated
expression of their own pri�miR156a. Importantly, the observed effects at both morphological and molecular levels
correlated with the peptide ability to quickly translocate into the cell nucleus and to bind chromatin. In this work, we
established secondary structure of the miPEP�156a and demonstrated its changes induced by formation of the pep�
tide complex with DNA.

Keywords: microRNA, primary transcripts of microRNA, translation of the microRNA primary transcripts, short
open reading frames, transcription regulation, protein import into nucleus, DNA�binding peptides


