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Рибосомный профайлинг (ribosome profiling, riboseq) положил начало изучению трансляции на полноге�
номном уровне у всех живых организмов. Данный метод основан на глубоком секвенировании фрагментов
мРНК, защищаемых рибосомами от разрезания рибонуклеазами, так называемых рибосомных футпринтов.
В классическом варианте рибосомный профайлинг вместе с секвенированием РНК позволяет не только до�
вольно точно детектировать транслируемые рамки считывания в транскриптоме, но и отслеживать измене�
ния в экспрессии генов в ответ на различные воздействия. Основной особенностью данного подхода явля�
ется то, что в этом варианте рибосомного профайлинга обычно проводится селекция фрагментов мРНК по
размеру 25–35 нуклеотидов и при этом не анализируется информация о рибосомных футпринтах других
размеров. Кроме того, оригинальный рибосомный профайлинг «усредняет» данные от всех рибосом и не
позволяет изучать специфические рибосомные комплексы, ассоциированные с различными трансляцион�
ными факторами. Тем не менее разработанные недавно модификации рибосомного профайлинга позволя�
ют ответить на ряд вопросов. В частности, стало возможно наблюдать не только за элонгирующими, но и за
сканирующими и реинициирующими рибосомами; наблюдать события, связанные со столкновением рибо�
сом при трансляции мРНК; обнаруживать новые способы котрансляционной сборки мультисубъединич�
ных белковых комплексов, происходящие в процессе трансляции; а также использовать селективное выде�
ление специфических рибосомных комплексов, связанных с определенными белковыми факторами. Но�
вые данные, полученные с помощью этих модифицированных подходов, позволяют лучше понять механиз�
мы регуляции трансляции и функциональную роль компонентов трансляционного аппарата.
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мРНК, секвенирование нового поколения.
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ВВЕДЕНИЕ

Технологии массового параллельного секве�
нирования, которые также называются секве�
нированием нового (следующего) поколения,
находят все больше применений в науках о жиз�
ни. Различные варианты методик отличаются не
только получением информации о конкретных
последовательностях ДНК и РНК в клетке, но и
тем, с какими компонентами в клетке они ассо�

циированы. Один из вариантов развития дан�
ных технологий основан на том, что рибосом�
ные субчастицы, вовлеченные в трансляцию, за�
щищают фрагменты мРНК от разрезания рибо�
нуклеазами [1, 2]. Тот факт, что фрагменты
мРНК, защищаемые рибосомой (рибосомные
футпринты, РФП), имеют достаточно большую
длину ~ 25–35 нуклеотидов (нт) и остаются ста�
бильно связанными с рибосомой после разреза�
ния, позволил исследователям из лаборатории
Jonathan Weissman разработать способ выделе�
ния и секвенирования РФП, который получил
название рибосомный профайлинг [3].

Исходный экспериментальный протокол
рибосомного профайлинга может быть описан
следующей последовательностью действий [4].
Клетки перед выделением обрабатывают инги�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : НТО – нетранслируемая
область; ОРС – открытая рамка считывания; ПИК – пред�
инициаторный комплекс; РСК – рибосомный сканирую�
щий комплекс; РФП – рибосомный футпринт; eIF – эука�
риотический инициаторный фактор; RQC – контроль ка�
чества при помощи транслирующих рибосом.

* Адресат для корреспонденции.
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битором трансляции циклогексимидом, кото�
рый «останавливает» рибосомы там, где они
транслируют мРНК. После разрушения клеток
лизат обрабатывают рибонуклеазой I, которая
эффективно разрезает не только незащищенную
мРНК, но также вносит многочисленные разры�
вы в рРНК. Тем не менее 80S рибосомные суб�
частицы с фрагментами РНК остаются доста�
точно стабильными для того, чтобы их можно
было выделить (например, в градиенте сахарозы
при ультрацентрифугировании через сахароз�
ную «подушку» или с помощью гель�фильтра�
ции). После выделения РНК из таких 80S рибо�
сом и разделения фрагментов в денатурирую�
щем акриламидном геле проводят выделение
фрагментов РНК требуемого размера. Далее
фрагменты РНК с помощью стандартных подхо�
дов превращают в библиотеки кДНК для после�
дующего массового параллельного секвенирова�
ния. Одновременно порция того же самого лиза�
та, отобранная до обработки рибонуклеазой, ис�
пользуется для выделения мРНК и ее последую�
щего фрагментирования с помощью щелочного
гидролиза. Фрагменты мРНК той же длины, что
и РФП, используются для приготовления биб�
лиотек и последующего секвенирования мРНК.
После прочтения всех РФП и фрагментов мРНК
проводится их картирование на геном или тран�
скриптом, в результате чего создается момен�
тальный снимок всей трансляции и транскрип�
ции в клетках при заданных условиях.

При разработке любого нового метода требу�
ется приложить большие усилия, чтобы заста�
вить научное сообщество поверить в реальность
и ценность получаемых результатов. Результаты
самой первой работы по рибосомному профай�
лингу сразу же убедили нас в том, что данный
подход действительно работает. Как и стоило
ожидать, РФП преимущественно обнаружива�
лись в кодирующих открытых рамках считыва�
ния (ОРС) мРНК. Но самым убедительным ар�
гументом стал тот факт, что сигнал от трансли�
рующих рибосом демонстрировал четкую трип�
летную периодичность. Такие данные однознач�
но свидетельствовали о том, что секвенирова�
ние РФП действительно дает информацию о
расположении транслирующих рибосом на
мРНК в клетке.

Начиная с даты первой публикации в 2009 г.
метод рибосомного профайлинга получил ак�
тивнейшее развитие и сейчас используется для
изучения регуляции экспрессии генов и карти�
рования кодирующих участков генома для лю�
бых живых организмов, начиная от бактерий и
архей и заканчивая органами и тканями живот�
ных и человека. Метод активно развивается и
эволюционирует как со стороны эксперимен�

тального подхода, так и со стороны биоинфор�
матических инструментов для обработки, интер�
претации и визуализации получаемых результа�
тов. В частности, одна из первых и самых оче�
видных модификаций метода заключалась в ис�
пользовании различных ингибиторов трансля�
ции, действующих на рибосому. Так, некоторые
ингибиторы приводят к обогащению рибосома�
ми стартовых кодонов мРНК – у эукариот для
этих целей используются антибиотики лакти�
мидомицин и харрингтонин. Другие антибиоти�
ки, такие как анизомицин и тигециклин, спо�
собны останавливать рибосомы в различных
конформациях, что позволяет анализировать
конформационные распределения состояний
рибосом в различных условиях [5–8]. В данном
обзоре мы не будем подробно останавливаться
на этих аспектах, поскольку они детально об�
суждаются в недавних обзорах от лидеров в об�
ласти использования рибосомного профайлин�
га, включая разработчиков метода [9–15].

Важно отметить, что подавляющее большин�
ство работ основано на исследовании «стандарт�
ного» РФП, фрагмента мРНК длиной 25–35 нт,
защищаемого элонгирующей рибосомой от раз�
резания рибонуклеазой и остающегося ассоции�
рованным с рибосомой после такой обработки.
Те же рибосомные комплексы, которые являют�
ся нестабильными после разрезания нуклеазами
или защищают фрагменты мРНК большего раз�
мера, не анализируются при использовании
классического подхода (рис. 1). Более того,
стандартный способ получения РФП не позво�
ляет установить состав рибосомных комплексов,
защищающих мРНК – теряется информация о
комплексах, ассоциированных с трансляцион�
ными факторами на разных стадиях белкового
синтеза. Мы подробно остановимся на новых
модификациях рибосомного профайлинга, ко�
торые выходят за рамки анализа «стандартных»
РФП и позволяют глубже взглянуть на те аспек�
ты белкового синтеза, которые не видны при ис�
пользовании стандартного подхода. В основном
эти новые модификации касаются клеток эука�
риот, аппарат трансляции которых значительно
сложнее, чем у бактерий, и требует большего
числа регулирующих белковых факторов.

РАСПРОСТРАНЕНИЕ ТЕХНИКИ
РИБОСОМНОГО ПРОФАЙЛИНГА

НА СТАДИЮ СКАНИРОВАНИЯ
ПРИ ИНИЦИАЦИИ ТРАНСЛЯЦИИ

У ЭУКАРИОТ

В основе инициации трансляции у большин�
ства клеточных мРНК эукариот лежит сканиру�
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ющий механизм, принцип которого был предло�
жен Marilyn Kozak 40 лет назад [16, 17]. Согласно
этому механизму, m7G�кэп на 5′�конце мРНК
связывает тримерный белковый комплекс eIF4F,
состоящий из eIF4G1 (каркасный белок) и свя�
занных с ним eIF4E (кэп�связывающая субъеди�
ница) и хеликазы eIF4A. Комплекс eIF4F через
взаимодействие eIF4G1 с инициирующим фак�
тором eIF3 привлекает на 5′�конец мРНК
43S преинициирующий комплекс (43S ПИК).
Комплекс 43S представляет собой 40S рибосом�
ную субчастицу, нагруженную факторами ини�
циации eIF3, eIF1, eIF1A, eIF5 и тройным комп�
лексом (ТК) eIF2xGTPxMet�tRNAi. После свя�
зывания с 5′�концом мРНК 40S рибосома и
факторы инициации образуют сканирующий
комплекс (48S РСК), который начинает дви�
гаться в сторону 3′�конца мРНК, продевая пос�
ледовательно нуклеотидную цепь мРНК через
мРНК�связывающий канал 40S рибосомной
субчастицы, в то время как ТК сканирует нуклео�
тидную последовательность на присутствие
стартового кодона в подходящем нуклеотидном
контексте. Предполагается, что в удержании
мРНК 40S субчастицей в процессе сканирова�
ния принимают участие как структурные ком�
поненты мРНК�связывающего канала 40S суб�
частицы, так и инициирующий фактор eIF4G1
и, возможно, РНК�связывающие мотивы неко�
торых субъединиц фактора eIF3. После узнава�
ния стартового кодона происходит высвобожде�
ние факторов инициации и GDP, присоедине�
ние 60S субчастицы, и начинается синтез поли�
пептида [18–22].

Хотя данная модель инициации, основанная
на множестве кропотливых биохимических экс�
периментов, является на данный момент об�
щепринятой, остается ряд важных вопросов,
требующих дополнительных исследований.
Главным препятствием в изучении стадии ска�
нирования является то, что 43S ПИК и сканиру�
ющие комплексы являются по своей природе

нестабильными и разрушаются в процессе вы�
деления из клеток. Так, стандартный подход для
выделения рибосомных комплексов, центрифу�
гирование в градиенте сахарозы, приводит к по�
тере ассоциации инициаторных факторов с
40S рибосомой, что конечно же не отражает ре�
альной ситуации. Для решения данной пробле�
мы был разработан метод фиксации трансляци�
онных комплексов в клетках за счет химическо�
го сшивания с помощью формальдегида [23].

Данный подход был использован в модифи�
кации рибосомного профайлинга, позволяю�
щей детектировать положение РСК на
мРНК [24]. Работа была сделана на клетках
дрожжей S. cerevisiae. После обработки клеток
формальдегидом их разрушали, лизат обрабаты�
вали рибонуклеазой и затем разделяли в гради�
енте сахарозы. За счет использования химичес�
кой сшивки оказалось возможным выделить не�
большую фракцию рибосомных комплексов,
обладающих коэффициентом седиментации
меньше, чем 80S (80S также стабилизируются
формальдегидом и видны на градиенте). Затем
выделяли защищенные РСК фрагменты мРНК
и подвергали их массовому параллельному сек�
венированию. На стадии селекции по размеру
проводился выбор широкого спектра фрагмен�
тов до 250 нт, поскольку ожидалось, что скани�
рующие рибосомы за счет дополнительных взаи�
модействий мРНК с инициаторными фактора�
ми могут защищать фрагменты мРНК большей
длины, чем элонгирующие рибосомы [25–27]
(рис. 1).

Оказалось, что фрагменты мРНК, защищае�
мые сканирующими рибосомами, действитель�
но имеют очень разнообразное распределение
по длине – от 19 до 75 нт. Бóльшая часть РСК�
футпринтов обнаруживалась в 5′�НТО, со зна�
чительным обогащением на стартовых кодонах.
Соответствующие рибосомные футпринты, как
и ожидалось, редко обнаруживаются в кодирую�
щих участках мРНК и 3′�НТО, однако обогаще�
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Рис. 1. Варианты рибосомных футпринтов от различных рибосомных комплексов. При использовании стандартного под�
хода выделяются рибосомные футпринты, соответствующие только элонгирующей рибосоме (комплекс посередине).
Указанный диапазон длин футпринтов является приблизительным, поскольку варьирует в разных работах
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ние наблюдается на терминирующих кодонах
ОРС (по всей видимости, за счет образования
интермедиатов в процессе терминации трансля�
ции). Общая картина и характеристики фут�
принтов РСК полностью согласуются с моделью
сканирования.

Интересно отметить несколько важных дета�
лей, проясняющих ряд аспектов сканирования
и узнавания стартового кодона. Во�первых, при
выравнивании футпринтов относительно стар�
товых кодонов удалось обнаружить несколько
паттернов длин фрагментов, имеющих фикси�
рованный 5′�конец в положении − 12, соответ�
ствующих мРНК, выходящей из рибосомы. При
этом 3′�концы соответствующих футпринтов
располагаются в положении + 6, + 16 и + 24 со�
ответственно. Авторы предполагают, что три по�
пуляции футпринтов соответствуют трем раз�
личным функциональным состояниям рибо�
сомного комплекса на AUG кодоне. Так, самый
короткий футпринт, по всей видимости, соответ�
ствует только что прибывшей рибосоме в «от�
крытой» конформации, необходимой для ска�
нирования. Во�вторых, более детальное изуче�
ние рибосомных футпринтов на стартовом ко�
доне позволяет идентифицировать минорные
популяции фрагментов большей длины. Авторы
предполагают, что эти футпринты образуются
по двум причинам – за счет дополнительных
контактов с инициаторными факторами в райо�
не выхода мРНК из канала рибосомы, а также за
счет образования очереди из сканирующих ри�
босом.

Анализ тех футпринтов от РСК, которые
расположены до стартового кодона в 5′�НТО,
также оказался очень полезен и интересен. Для
многих мРНК распределение сканирующих ри�
босом по 5′�НТО было однородным, что соответ�
ствует представлениям об эффективном процес�
се сканирования. Тем не менее на некоторых
мРНК обнаруживается локальное накопление
сканирующих рибосом в определенных участках
5′�НТО, что говорит о возможном существова�
нии блокирующих участков, которые с трудом
проходятся рибосомой при сканировании. В ря�
де случаев такие паузы в 5′�НТО не могут быть
объяснены присутствием коротких рамок счи�
тывания или локальных структурных элементов.
По предположениям авторов, такие паузы могут
либо быть связаны с последовательностью нук�
леотидов, которая «плоха» для сканирования,
либо со связыванием белков, препятствующих
движению сканирующих рибосом. Приведен�
ные авторами рибосомные профили с паузами
сканирующих рибосом для мРНК PAB1 и SEC4
являются очень яркими и интересными приме�
рами существования регуляторных cis�действу�

ющих элементов в 5′�НТО, которые, вероятно,
замедляют сканирующие рибосомы [28].

Метод рибосомного профайлинга сканиру�
ющих комплексов вскоре был адаптирован и ус�
пешно использован для изучения сканирования
у высших эукариот – на примере клеточных
культур млекопитающих [28, 29] и для рыбки да�
нио�рерио (zebrafish, Danio rerio) [30]. В целом
основные результаты, полученные для дрожжей,
наблюдаются и в этих работах. Мы подчеркнем
несколько важных, на наш взгляд, выводов, ко�
торые проясняют аспекты регуляции инициа�
ции трансляции и сканирования. Так, изучение
футпринтов РСК, приходящихся на самый
5′�конец мРНК, поддерживает модель посте�
пенного продевания 5′�конца последователь�
ности в мРНК�связывающий канал рибосомы.
В экспериментах с D. rerio было показано, что
рибосомные футпринты на 5′�концах мРНК
имеют широкий набор длин от 15 до 80 нт, в то
время как остальные сканирующие рибосомы,
начавшие движение от 5′�конца, в основном за�
щищают фрагменты большой длины (60–70 нт).
Постепенное увеличение длины футпринтов с
5′�конца мРНК свидетельствует против модели,
согласно которой мРНК�связывающий канал
рибосомы сразу же загружается 5′�проксималь�
ным сегментом мРНК. Эти результаты соотно�
сятся с данными, полученными путем биохими�
ческих экспериментов [31, 32]. Кроме того, в ра�
боте [30] было установлено, что эффективность
посадки сканирующих рибосом на мРНК, кото�
рые начинаются с C или T, снижена по сравне�
нию с транскриптами, у которых первый нукле�
отид является A или G, вероятно, из�за более
низкой аффинности кэпа к eIF4E [33, 34]. Также
стоит отметить интересное наблюдение, связан�
ное с регуляторными функциями коротких ра�
мок считывания в 5′�НТО. Было показано, что
ингибирующий эффект таких рамок считыва�
ния связан с природой терминирующего кодона
этой рамки – присутствие наименее эффектив�
ного из трех стоп�кодонов, UGA, сильнее всего
снижает количество сканирующих рибосом
после рамки [30].

Мы считаем, что данная модификация рибо�
сомного профайлинга является чрезвычайно
важной для понимания принципов регуляции
сканирования в 5′�НТО мРНК. В частности,
данный метод будет крайне полезен для того,
чтобы выяснить механизмы кэп�независимой
трансляции у млекопитающих. Так, если опре�
деленная мРНК может инициировать трансля�
цию за счет внутренней посадки рибосомы с ис�
пользованием IRES�элемента (internal ribosome
entry site), то стоит ожидать отсутствия РФП от
сканирующих рибосом в значительной части ее
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5′�НТО. В противном случае механизм кэп�
независимой инициации, по всей видимости,
должен быть основан на сканировании [35].
Другими словами, мы считаем, что данный ме�
тод позволит выяснить реальный механизм
инициации трансляции для тех мРНК, в после�
довательности которых ранее было предположе�
но наличие IRES�элементов.

СЕЛЕКТИВНЫЙ РИБОСОМНЫЙ
ПРОФАЙЛИНГ ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ ФУНКЦИИ

ИНИЦИАТОРНЫХ ФАКТОРОВ

Эволюция технологии рибосомного профай�
линга привела к появлению его особой модифи�
кации, названной селективным рибосомным
профайлингом. Суть модификации заключается
в выделении после обработки рибонуклеазой
части рибосом, ассоциированных с определен�
ным белком (рис. 2). Это достигается путем вы�
деления рибосомных комплексов либо с по�
мощью антител к интересующему белку, либо с
помощью тэга, введенного в этот белок, после
чего из отобранных комплексов выделяют фраг�
менты мРНК и подвергают их массовому парал�
лельному секвенированию. Таким образом осу�
ществляют позиционное картирование – т.е. на�
личие того или иного фактора в рибосомном
комплексе соотносится с положением рибосо�
мы на нуклеотидной последовательности ка�
кой�либо мРНК.

Данный подход был впервые применен в
2011 г. для изучения взаимодействия насцентно�
го полипептида с шапероном Trigger factor (TF) в
процессе трансляции у бактерий E. coli [36]. Ав�

торы данной работы ввели аффинный тэг AviTag
в TF, после чего фиксировали рибосомные
комплексы с помощью сшивающего агента DSP
(дитиобиссукцинимидилпропионат), обрабаты�
вали лизат микрококковой нуклеазой и выделя�
ли 70S рибосомы, ассоциированные с TF через
насцентный полипептид. С помощью данного
подхода было показано, что TF начинает взаи�
модействовать с насцентным полипептидом на
стадии ~ 100 аминокислотных остатков (а.о.).
Этот вывод был получен при сравнении метаген�
ного рибосомного профиля от всех рибосом и от
рибосом, отобранных с помощью AviTag – в пос�
леднем случае наблюдалось резкое увеличение
количества РФП после ~ 100�го кодона мРНК.

Селективный рибосомный профайлинг был
применен сразу тремя группами исследователей
для изучения функции трансляционных факто�
ров (соответствующие статьи опубликованы в
одном номере высокорейтингового журнала
Molecular Cell [28, 29, 37]). Во всех трех работах
продемонстрирован любопытный факт, что
инициирующий фактор eIF3 сохраняет свои
контакты с рибосомой и на начальной фазе
элонгации. Этот результат соответствует дан�
ным о структуре рибосомных комплексов с
eIF3 – на многих предложенных крио�ЭМ мо�
делях 40S рибосомных комплексов eIF3 имеет
контакты с обращенной в раствор (solvent side)
поверхностью 40S рибосомы [38–41]. Кроме то�
го, согласно результатам ряда работ, eIF3 играет
важную роль в реинициации после трансляции
коротких ОРС в 5′�НТО, что подразумевает со�
хранение взаимодействия eIF3 с 80S рибосомой
при трансляции короткой рамки считыва�
ния [42, 43].
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НОВЫЕ МОДИФИКАЦИИ РИБОСОМНОГО ПРОФАЙЛИНГА

В двух исследованиях с использованием
сшивающего реагента для фиксации инициа�
торных комплексов [28, 29] было показано, что
контакты eIF3 с рибосомой формируются на са�
мом начальном этапе сканирования и драмати�
чески падают при достижении стартового кодо�
на, но следовые количества eIF3 сохраняются и
после прохождения стартового кодона: согласно
первой из этих публикаций – до 20–25�го кодо�
на, согласно второй – примерно до 12�го кодо�
на. Хотя эти результаты, как уже упоминалось,
не противоречат структурным и биохимическим
данным, есть две причины считать данную
оценку завышенной. Первая причина заключа�
ется в том, что далеко не каждый стартовый ко�
дон ОРС расположен в оптимальном для ини�
циации контексте, и во многих случаях сущест�
вует возможность проскальзывающего сканиро�
вания инициаторных комплексов, что не учиты�
вается при интерпретации результатов данных
работ. Недавнее исследование, посвященное
изучению проскальзывающего сканирования
через стартовые кодоны основной ОРС, пока�
зывает, что этот механизм активно используется
в клетках млекопитающих и может быть детек�
тирован методом рибосомного профайлинга
[44]. Мы предполагаем, что какая�то часть ска�
нирующих рибосом, не узнавших стартовый ко�
дон, может привнести вклад в обогащение сиг�
нала от связанных с eIF3 рибосомных комплек�
сов. Вторая причина связана с результатами не�
давней работы, показывающей специфическое
взаимодействие eIF3 c 80S рибосомой, трансли�
рующей определенный набор мРНК [37]. Вклад
этих специфических мРНК, таким образом, мо�
жет исказить общую картину для всех трансли�
руемых мРНК.

Остановимся на упомянутой работе более
подробно. Lin et al. с помощью рибосомного
профайлинга изучали эффект подавления одной
из субъединиц eIF3, eIF3e, на экспрессию генов
в клеточной линии MCF�10A [37]. Оказалось,
что нокдаун eIF3e приводил к статистически
значимым изменениям «трансляционной эф�
фективности» для нескольких сотен мРНК.
Важно отметить, что «трансляционная эффек�
тивность» в опубликованных работах часто оце�
нивается по соотношению РФП к фрагментам
мРНК для каждой конкретной мРНК. Этот тер�
мин не совсем точный, поскольку отражает наг�
рузку мРНК рибосомами, а не реальную эффек�
тивность трансляции мРНК. Так, группа мРНК
с повышенной «трансляционной эффектив�
ностью» была обогащена мРНК, кодирующими
митохондриальные и трансмембранные белки.
В то же время результаты альтернативного мето�
да измерения эффективности белкового синте�

за, основанного на пульс�мечении синтезируе�
мых белков (pulse SILAC, pSILAC) и масс�
спектрометрии, оказались прямо противопо�
ложными – нокдаун eIF3e, наоборот, приводил
к пониженному синтезу сходного набора мито�
хондриальных и трансмембранных белков.

Чтобы разрешить данное противоречие, ав�
торы работы [37] более детально проанализиро�
вали данные рибосомного профайлинга и обна�
ружили, что мРНК с кажущейся повышенной
«трансляционной эффективностью» покрыты
рибосомами неравномерно: в клетках с нокдау�
ном eIF3e наблюдается значительное повыше�
ние плотности рибосом между 25�м и 75�м трип�
летами кодирующей последовательности. Для
изучения природы данного эффекта был ис�
пользован селективный рибосомный профай�
линг – после обработки лизата клеток рибонук�
леазой из фракции 80S моносом с помощью ан�
тител выделялись те рибосомы, которые ассоции�
рованы с eIF3 (важно отметить, что в данном
случае не проводилась фиксация комплексов с
помощью сшивающих агентов). Действительно,
оказалось, что eIF3 ассоциирован с 80S рибосо�
мами, вовлеченными в элонгацию специфичес�
ких мРНК. Результаты эксперимента свидетель�
ствуют о том, что eIF3 стабильно ассоциирован
(поскольку детектируется без сшивки) с некото�
рыми мРНК в процессе элонгации и, по всей
видимости, каким�то образом стимулирует
элонгацию на протяжении первых 75 кодонов.

Суммируя основные выводы результатов
трех указанных выше работ по функциональной
роли eIF3, можно сделать следующие выводы:
eIF3, как и другие факторы инициации, в основ�
ном высвобождается на стадии образования
80S, однако покидает рибосому в последнюю
очередь и может некоторое непродолжительное
время оставаться связанным с элонгирующей
рибосомой. При этом на некоторых мРНК взаи�
модействие с eIF3 может сохраняться на протя�
жении длительного времени, и это взаимодей�
ствие необходимо для эффективной трансляции
нескольких десятков триплетов. Крайне инте�
ресно и важно понять, что именно заставляет
eIF3 задерживаться на определенных мРНК в
процессе элонгации и где именно находится
eIF3 на 80S – изменяются ли контакты eIF3 с
рибосомой по сравнению с прединициаторным,
например, сканирующим, комплексом.

eIF3 – не единственный фактор инициации,
который изучали с помощью селективного ри�
босомного профайлинга. Так, авторы двух работ
также использовали eIF2 при обогащении РСК
[28, 29]. Как и ожидалось, eIF2 оказывается свя�
зан с РСК с самого начала процесса сканирова�
ния, а при достижении стартового кодона он
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«исчезает». Интересно отметить тот факт, что
при сравнении селективного профайлинга про�
тив eIF2 и eIF3 c данными от неотобранных
футпринтов от РСК удалось подтвердить тот
факт, что факторы инициации диссоциируют
при узнавании стартового кодона, однако eIF3
уходит позже eIF2.

Интересно, что схожие результаты были по�
лучены и для eIF4G с eIF4E [28]. Оказалось, что
эти факторы остаются связанными с рибосомой
в процессе сканирования всей 5′�НТО. Если для
eIF4G этот результат был вполне ожидаем, то
для кэп�связывающего белка eIF4E он был не�
очевиден. Действительно, можно было предпо�
ложить, что eIF4E остается связанным с кэпом и
в какой�то момент диссоциирует от eIF4G, про�
должающего движение со сканирующей рибо�
сомой, однако эта гипотеза не нашла подтверж�
дения по результатам селективного рибосомно�
го профайлинга – согласно полученным резуль�
татам, все РСК содержат eIF4E. Затем на осно�
вании результатов дополнительных экспери�
ментов авторами была предложена модель, сог�
ласно которой eIF4E сохраняет взаимодействие
с кэпом на протяжении всего сканирования, а
следовательно, 5′�НТО может одновременно
сканировать только одна рибосома [28]. Эта
крайне нетривиальная и провокационная мо�
дель заслуживает отдельного обсуждения.

Описанная выше модель основана на ре�
зультатах двух ключевых экспериментов. В пер�
вом авторы блокировали инициировавшие
80S рибосомы с помощью ингибитора трансля�
ции харрингтонина [6, 45] и не обнаружили на�
копления РСК перед 80S, «застрявшей» на стар�
товом кодоне. Второй эксперимент заключался
в использовании набора репортерных кон�
струкций, содержавших 5′�НТО из повторяю�
щихся блоков [28]. С увеличением количества
блоков и, соответственно, длины 5′�НТО было
обнаружено падение активности репортера в за�
висимости от увеличения длины 5′�НТО. Ре�
зультаты этих экспериментов, по мнению авто�
ров, подтверждают гипотезу работы одной ска�
нирующей рибосомы на 5′�НТО. Мы предпола�
гаем, что этим результатам есть альтернативное
объяснение. Вероятно, РСК может диссоции�
ровать от мРНК в процессе сканирования, осо�
бенно если он натыкается на препятствие. Тогда
отсутствие накопления сканирующих рибосом
перед 80S может объясняться диссоциацией за
счет столкновения РСК с «замороженной» 80S.
В том же ключе можно объяснить и зависимость
трансляции от длины лидирующей последова�
тельности – при увеличении общего времени
сканирования увеличивается вероятность поте�
ри сканирующего комплекса. Можно предпо�

ложить, что вероятность диссоциации сканиру�
ющих рибосом критически зависит от лидирую�
щей последовательности – ослабление взаимо�
действия компонентов сканирующего комплек�
са с неоптимальными последовательностями
повышает вероятность диссоциации рибосомы
от мРНК. Стоит отметить обсуждавшиеся ранее
данные по профайлингу сканирующих комп�
лексов в дрожжах, когда на индивидуальных
мРНК наблюдались значительные паузы от ска�
нирующих рибосом в определенных положени�
ях на 5′�НТО. Таким образом, на наш взгляд,
полученные в работе данные не опровергают
модель, согласно которой 5′�НТО может однов�
ременно транслировать несколько РСК. Здесь
также уместно привести результаты прямого
эксперимента [46], когда авторы осуществили
бесклеточную трансляцию кэпированной
мРНК с достаточно длинной 5′�НТО и исполь�
зовали циклогексимид для остановки 80S элон�
гирующей рибосомы на стартовом кодоне. «За�
мораживая» сканирование через данную
5′�НТО путем повышения содержания магния и
негидролизуемого аналога ATP, AMP�PNP (аде�
нилилимидодифосфат), с помощью электрон�
ной микроскопии авторы наблюдали в этой
системе структуры, состоящие из нескольких
40S рибосом вместе с одной полной 80S рибосо�
мой. Эти данные предоставляют дополнитель�
ные доказательства в поддержку сканирующей
модели инициации трансляции у эукариот с
разрывом взаимодействия между кэпом и фак�
тором eIF4E на определенной стадии сканиро�
вания.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ СЕЛЕКТИВНОГО
РИБОСОМНОГО ПРОФАЙЛИНГА

ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ
КОТРАНСЛЯЦИОННОЙ СБОРКИ

МУЛЬТИСУБЪЕДИНИЧНЫХ БЕЛКОВЫХ
КОМПЛЕКСОВ

Сворачивание вновь синтезированных бел�
ков является серьезной проблемой в «перепол�
ненной» клеточной среде, поскольку непродук�
тивные взаимодействия могут привести к не�
правильной укладке белковых цепей, агрегации
и деградации. Эта проблема, как известно, пре�
одолевается в клетках сочетанием одновремен�
ного синтеза белковых цепей с промотировани�
ем их правильного сворачивания. Клетки ис�
пользуют для этой цели молекулярные шаперо�
ны для стимуляции котрансляционного свора�
чивания белков. Использование рибосомного
профайлинга для изучения котрансляционного
сворачивания было впервые предложено и при�
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менено в упоминавшейся ранее работе по изуче�
нию функции шаперона Trigger factor у бакте�
рий [36]. Позднее такой же подход был исполь�
зован для изучения функции других котрансля�
ционных шаперонов и последовательности сво�
рачивания белков, например, была исследована
функция Ssb, шаперона дрожжей из семей�
ства Hsp70, в котрансляционном взаимодей�
ствии с насцентным полипептидом [47].

Наиболее интересные и интригующие ре�
зультаты были получены при изучении сборки
мультисубъединичных белковых комплексов.
Известно, что сборка некоторых комплексов
требует участия специализированных шаперо�
нов. Например, сборка 20S протеасомы у дрож�
жей осуществляется пятью специализирован�
ными шаперонами: Poc1–Poc4 и Ump1 [48, 49].
Однако верно ли это для большинства комплек�
сов, или для них используется какой�то другой
способ сборки, оставалось неясным.

Чтобы исследовать процесс сборки сложных
мультисубъединичных комплексов в клетках
дрожжей S. cerevisiae, авторы работы [50] ис�
пользовали селективный рибосомный профай�
линг, при котором проводилось аффинное вы�
деление рибосомных комплексов за отдельные
субъединицы исследуемого комплекса, слитые с
тэгом – в данном случае использовался GFP. В
качестве первого примера авторы исследовали
сборку синтетазы жирных кислот (FAS), состоя�
щей из двух субъединиц, которые собираются в
додекамерный комплекс α6β6. Селективный
рибосомный профайлинг показал, что сборка
FAS инициируется котрансляционно асиммет�
ричным образом. Тэгированная α�субъединица
не взаимодействовала с рибосомами, трансли�
рующими α� или β�цепь. Напротив, тэгирован�
ная β�субъединица взаимодействовала с рибо�
сомами, транслирующими мРНК α�субъедини�
цы: наблюдалось примерно 40�кратное обога�
щение РФП по сравнению с неселектированны�
ми РФП, начиная со 125�го триплета α�субъеди�
ницы, и обогащение сохранялось до завершения
синтеза всей субъединицы. На основании этого
результата была предложена модель, по которой
сначала полностью синтезируется β�субъедини�
ца FAS, которая может стабильно свернуться в
отсутствие α. Затем происходит трансляция
α�субъединицы, в процессе которой из рибосо�
мы появляется структурный домен, который на�
чинает взаимодействовать с уже синтезирован�
ной β�субъединицей. Проанализировав еще
11 мультисубъединичных комплексов, авторы
работы показали, что 9 комплексов собираются
котрансляционно и всего лишь 3 собираются
после синтеза всех субъединиц. Таким образом,
котрансляционная сборка мультисубъединич�

ных комплексов – это, по всей видимости,
очень распространенный, если не основной, ме�
ханизм их формирования. Авторы предполага�
ют, что такой вариант сборки может реализовы�
ваться для гораздо большего количества белко�
вых комплексов, например, для гомо� или гете�
родимеров [50].

В последующих работах было получено до�
казательство того, что котрансляционная сбор�
ка белковых комплексов также широко приме�
няется в клетках млекопитающих. В работе [51]
было показано, что мультисубъединичные
транскрипционные комплексы TFIID, TREX�2
и SAGA также собираются котрансляционно.
Кроме того, авторы упомянутой ранее работы
по изучению сканирующих комплексов [29], по
всей видимости, случайно обнаружили факт
котрансляционной сборки уже обсуждавшегося
нами 800 кДа трансляционного фактора eIF3:
используя тэгированные субъединицы eIF3 для
выделения сканирующих рибосомных комп�
лексов, авторы обнаружили обогащение РФП
от мРНК, кодирующих другие субъединицы
eIF3.

Интересно рассмотреть два возможных ме�
ханизма котрансляционной сборки субъединиц
комплексов. Согласно первой модели, пол�
ностью синтезированная субъединица взаимо�
действует с синтезируемой насцентной цепью
второй субъединицы, направляя ее сборку и за�
щищая от агрегации. Такая модель, получившая
название последовательной, по всей видимос�
ти, является основной. Вторая модель предус�
матривает то, что насцентные пептиды двух
субъединиц могут начать взаимодействовать
между собой прямо в процессе трансляции. Для
этого необходимо, чтобы взаимодействующие
участки находились в N�концевых частях обеих
субъединиц. Такая модель получила название
одновременной сборки (рис. 3). Авторы рабо�
ты [51] показали, что одна пара субъединиц
комплекса TFIID, TAF6�TAF9, собирается по
принципу одновременной сборки. Такая мо�
дель подразумевает, что две различные полири�
босомы взаимодействуют друг с другом через
насцентные цепи белков, образуя, можно ска�
зать, «суперполисому». Крайне интересно по�
нять, как в таком случае координируются про�
цессы трансляции двух мРНК, ведь для скоор�
динированной сборки комплексов необходима
идеальная синхронизация инициации, элонга�
ции и терминации трансляции на двух мРНК
одновременно. Мы полагаем, что исследование
такого гипотетического механизма трансляции
«суперполисом» может привести к открытию
принципиально новых механизмов регуляции
трансляции.
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ПРОФАЙЛИНГ ДИСОМ

Доказательства того, что рибосома может
транслировать мРНК неравномерно и претерпе�
вать паузы, были получены еще в 1988 г. в клас�
сической работе Wolin et al. [2]. Используя под�
ход, который затем лег в основу рибосомного
профайлинга, анализ РФП от радиоактивно ме�
ченой мРНК препролактина, авторы обнаружи�
ли не только стандартные футпринты от элонги�
рующих рибосом, но также набор футпринтов,
соответствующих накоплению 2–9 рибосом на
мРНК, своеобразную лестницу от удлиненных

фрагментов мРНК, защищаемых рибосомами
от разрезания микрококковой нуклеазой. Этот
факт очень важен, поскольку показывает, что
при сближении двух рибосом участок мРНК
между ними остается защищен, и такой сигнал
теряется при применении стандартного рибо�
сомного профайлинга со стадией выбора разме�
ра футпринтов 25–35 нт.

Очевидно, что сближение двух элонгирую�
щих рибосом может происходить in vivo. В 2014 г.
в работе [52] был применен модифицированный
метод рибосомного профайлинга в дрожжах,
когда кроме стандартных футпринтов также вы�
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Рис. 3. Котрансляционная ассоциация двух субъединиц комплекса, основанная на модели одновременной сборки, и ис�
пользование рибосомного профайлинга для изучения сборки комплексов. Согласно данной модели, две субъединицы
комплекса начинают взаимодействовать в процессе трансляции по мере появления насцентных цепей из рибосомы. Сто�
ит отметить, что, по всей видимости, более распространенной является сборка по последовательной модели, когда одна
из субъединиц уже синтезирована целиком (не показано)
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делялась фракция фрагментов РНК с длиной
40–80 нт, которая теоретически могла содер�
жать фрагменты мРНК, защищаемые двумя
«столкнувшимися» рибосомами. Действитель�
но, были обнаружены футпринты от «дисом»,
которые, как и ожидалось, в основном картиру�
ются в транслируемых ОРС мРНК и которыми
обогащены некоторые мРНК, в чьих последо�
вательностях ранее были обнаружены специ�
фические рибосомные паузы (например, на
мРНК HAC1). Интересно наблюдение, что «ди�
сомы» крайне редко обнаруживаются в начале
рамки считывания вплоть до 25 нт. По всей ви�
димости, это говорит о том, что инициирующая
рибосома не начинает трансляцию до тех пор,
пока элонгирующая 80S рибосома не освободит
25 нт мРНК.

Модификация рибосомного профайлинга,
позволяющая изучать «дисомы» и столкнове�
ния более двух рибосом, в дальнейшем была ис�
пользована в нескольких исследованиях. Авто�
ры работы [53] применили данный подход для
изучения столкновений рибосом в клетках ли�
нии HEK293 и клетках D. rerio. Согласно оцен�
ке авторов, столкновение рибосом – очень
распространенное явление даже в нормальных,
не стрессовых условиях: около 11% мРНК име�
ют хотя бы один сайт столкновения рибосом.
Такие паузы наблюдаются в дискретных поло�
жениях в кодирующих частях мРНК и на неоп�
тимальных терминирующих кодонах. С по�
мощью модифицированного рибосомного про�
файлинга авторы не только подтвердили случаи
известных рибосомных пауз для индивидуаль�
ных генов и последовательностей триплетов, но
и обнаружили новый мотив, приводящий к па�
узе рибосом. Так, при картировании паузы от
«дисом» по отношению к E�P�A сайту лидирую�
щей рибосомы был выявлен не только извест�
ный мотив Pro�Pro� Lys, но и новый мотив
Arg�X�Lys. Также было обнаружено, что форми�
рование дисом на стоп�кодонах усиливается,
если в положении +4 находится С – это наблю�
дение соответствует данным об эффекте конте�
кста стоп�кодона на эффективность термина�
ции [54, 55]. Интересно отметить тот факт, что в
ряде случаев на особенно «сильных» местах па�
уз могут образовываться очереди из множества
рибосом – так, накопление до 6 рибосом в ряд
было обнаружено перед сайтом паузы на
мРНК XBP1u. Полученные данные однозначно
говорят о том, что столкновения рибосом – это
вполне обычное явление, происходящее в клет�
ках в нормальных условиях.

Нужно отметить интересную гипотезу, кото�
рая была предложена при изучении «столкнув�
шихся» рибосом в клетках дрожжей [56] и в пе�

чени мыши [57]. В обоих случаях РФП из «ди�
сом» составляют существенную фракцию всех
РФП. В обоих случаях авторы предполагают, что
столкновения рибосом (по крайней мере, части
из них) не случайны, а ассоциированы с котранс�
ляционным сворачиваниям белков. Так, у дрож�
жей паузами обогащены участки последователь�
ности, расположенные в кодирующей части
мРНК, соответствующей промежутку между
альфа�спиралями. При этом в процессе транс�
ляции с насцентными полипептидами «дисом»
ассоциируются специфические шапероны [56].

В то же время известно, что две столкнувши�
еся рибосомы могут служить сигналом для акти�
вации специфического пути контроля качества
на уровне трансляции, который называется
RQC. Этот путь довольно хорошо изучен и де�
тально описан в последних работах, и мы не бу�
дем подробно описывать последовательность
событий, которые происходят после активации
RQC [58–61], однако отметим самый первый
этап – узнавание уникального интерфейса меж�
ду столкнувшимися рибосомами специфичес�
кой E3 убиквитинлигазой Hel2 (Rqt1) у дрожжей
и ZNF598 – у млекопитающих. Более того,
столкнувшиеся рибосомы могут также активи�
ровать риботоксический стрессовый ответ. Так,
«дисомы» привлекают специализированную ки�
назу ZAKα, которая при этом аутофосфорили�
руется и затем активирует SAPK (p38/JNK) сиг�
нальный каскад [62]. Кроме того, cтолкнувшие�
ся рибосомы могут также рекрутировать белок
GCN1 [63], который способен приводить к ак�
тивации GCN2, фосфорилированию eIF2 и, как
результат, к глобальному подавлению трансля�
ции.

Учитывая данные модифицированного ри�
босомного профайлинга о том, что столкнове�
ния рибосом – это обычное явление, которое
происходит в нормальных условиях, можно
предложить следующую модель. В нормальных
условиях столкновения рибосом часто происхо�
дят на нормальных, неповрежденных мРНК,
однако они успевают разрешиться до того, как
активируется RQC или другие стрессовые пути.
Тем не менее даже в нормальных условиях неко�
торые мРНК индуцируют настолько сильные
паузы, что активируется RQC (в качестве при�
мера изучался случай с мРНК XBP1u [53]). При
возникновении стресса, приводящего к более
длительным паузам «дисом» или к накоплению
значительного количества поврежденных
мРНК, активно запускается RQC. Если же пау�
зы встречаются слишком часто и не успевают
разрешиться даже с помощью RQC, происходит
активация интегрированного стрессового ответа
(ISR) и подавление трансляции, а также актива�
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ция риботоксического стресса через SAPK
(p38/JNK) с последующей активацией апоптоза.
Многие детали регуляции трансляции за счет
столкновения рибосом еще предстоит изучить.
Стоит отметить, что рибосомный профайлинг
«дисом» оказывается очень ценным инструмен�
том для изучения функции факторов, вовлечен�
ных в котрансляционный контроль качества
мРНК и рибосомы [42, 64, 65].

ОБСУЖДЕНИЕ

За чуть более чем 10 лет своего существова�
ния рибосомный профайлинг завоевал заслу�
женную популярность. Теперь оказывается до�
вольно сложно отследить все статьи, где исполь�
зуется этот метод, поскольку часто рибосомный
профайлинг рутинно применяется вместе с де�
сятками других подходов и не упоминается в ан�
нотации к статье. Большинство применений ри�
босомного профайлинга основано на класси�
ческом подходе с анализом РФП от 80S или
70S рибосом. Особенно привлекательно исполь�
зовать данный метод для изучения функции
трансляционных факторов как основных, так и
тех, которые работают на специфических
мРНК. С помощью «обычного» рибосомного
профайлинга можно обнаружить мРНК, завися�
щие от исследуемого фактора инициации, а в
некоторых случаях можно даже предположить
механизм работы этого фактора. Мы не можем
обойти вниманием ряд недавних работ, в кото�
рых изучалась роль некоторых неканонических
факторов трансляции, и вкратце перечислим
некоторые из них. Так, c помощью рибосомного
профайлинга была исследована роль инициа�

торных факторов eIF2D, MCT и DENR [66–68],
eIF5A [69], EEF3 [70], eIF1 [71, 72], eIF4A, eIF4B
и Ded1 [73], Rli1/ABCE1 [74], Dom34 [52], eIF5
[75] и eIF4G2 [76]. Мы предполагаем, что моди�
фикации рибосомного профайлинга, описан�
ные в данной статье, окажутся еще более цен�
ными при изучении функциональной роли ма�
лоизученных трансляционных факторов и регу�
ляторов.

Рибосомный профайлинг и его новые моди�
фикации, описанные в данном обзоре, уже ста�
ли важнейшим методом для изучения принци�
пов регуляции синтеза белка в живых клетках, и
его вклад в наше понимание трансляции сложно
переоценить. Вместе с тем мы до сих пор не до
конца понимаем возможные артефакты рибо�
сомного профайлинга и их вклад в интерпрета�
цию результатов. Яркий пример, рассмотрен�
ный в данном обзоре – мнимое увеличение
«трансляционной эффективности» некоторых
мРНК, регулируемых eIF3, которое на самом
деле оказалось связанным с подавлением транс�
ляции [37]. Следовательно, для независимого
подтверждения результатов рибосомного про�
файлинга необходимо использовать альтерна�
тивные экспериментальные подходы.
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Ribosome profiling (riboseq) has opened the possibilities for the genome�wide studies of translation in all living
organisms. This method is based on deep sequencing of mRNA fragments protected by the ribosomes from hydroly�
sis by ribonucleases, the so�called ribosomal footprints (RFPs). Ribosomal profiling together with RNA sequencing
allows not only to identify with a reasonable accuracy translated reading frames in the transcriptome, but also to track
changes in gene expression in response to various stimuli. Notably, ribosomal profiling in its classical version has cer�
tain limitations. The size of the selected mRNA fragments is 25�35 nts, while RFPs of other sizes are usually omitted
from analysis. Also, ribosomal profiling “averages” the data from all ribosomes and does not allow to study specific
ribosomal complexes associated with particular translation factors. However, recently developed modifications of
ribosomal profiling provide answers to a number of questions. Thus, it has become possible to analyze not only elon�
gating, but also scanning and reinitiating ribosomes, to study events associated with the collision of ribosomes during
mRNA translation, to discover new ways of cotranslational assembly of multisubunit protein complexes during trans�
lation, and to selectively isolate ribosomal complexes associated with certain protein factors. New data obtained using
these modified approaches provide a better understanding of the mechanisms of translation regulation and the func�
tional roles of translational apparatus components.

Keywords: ribosome profiling, ribosome, translation, protein synthesis, scanning, mRNA, Next�Generation
Sequencing


