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В ответ на стрессирующие воздействия клетки эукариот обычно подавляют биосинтез белка. 
Это вызывает высвобождение мРНК из полисом, их конденсацию с участием мРНК-связывающих 
белков и образование немембранных внутрицитоплазматических компартментов, называемых 
стресс-гранулами (СГ). В СГ присутствуют 40S, но не обнаруживаются 60S субчастицы рибосом. 
Известно, что рибосомные ингибиторы циклогексимид, эметин и анизомицин, блокирующие 
продвижение 80S рибосом по мРНК и стабилизирующие таким образом полисомы, предотвра-
щают образование СГ. Напротив, индуктор преждевременной терминации пуромицин, полностью 
освобождающий мРНК от рибосом, стимулирует образование СГ. Такой же эффект оказывают 
и некоторые специфические ингибиторы инициации трансляции, приводящие к накоплению 
освобождённых из полисом мРНК в форме остановленных 48S преинициаторных комплексов. 
На основании этих и других данных принято считать, что триггером образования СГ является 
появление в клетке мРНК с освобождёнными от рибосом протяжёнными участками, которые 
склонны образовывать конденсаты. В данной работе мы оценили способность различных низко-
молекулярных ингибиторов трансляции блокировать или стимулировать сборку СГ в условиях 
окислительного стресса, вызываемого арсенитом натрия. Вопреки ожиданиям, мы обнаружили, 
что рибосом-направленные ингибиторы элонгации особого типа, которые останавливают един-
ственную 80S рибосому в начале кодирующей области, но не мешают всем последующим рибо-
сомам закончить трансляцию и покинуть мРНК (например, харрингтонин, лактимидомицин или 
Т-2 токсин), полностью предотвращают образование арсенит-индуцированных СГ. Эти наблюде-
ния позволяют заключить, что присутствия даже одной 80S рибосомы на мРНК достаточно для 
того, чтобы воспрепятствовать её вовлечению в СГ, а для формирования СГ недостаточно наличия 
протяжённых областей мРНК, свободных от рибосом. Мы предполагаем, что вхождение мРНК 
в СГ может быть опосредовано специфичными контактами между РНК-связывающими белками 
и теми участками находящихся на этих мРНК 40S субчастиц, которые оказываются недоступными 
в случае ассоциированных рибосом.

Принятые сокращения: НТО – нетранслируемая область; РНП – рибонуклеопротеин; СГ – стресс-гранулы.
* Адресат для корреспонденции.
# Нынешнее место работы: отдел генетики, микробиологии и статистики, биологический факультет, Университет 
Барселоны, 08028 Барселона, Каталония, Испания.
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ВВЕДЕНИЕ

Эукариотическая клетка способна опера-
тивно реагировать на резкие изменения внеш-
них условий, запуская программу стрессового 
ответа, одним из неотъемлемых элементов 
которого, как правило, является быстрое по-
давление белкового синтеза [1]. Во многих слу-
чаях стресс-индуцированное подавление транс-
ляции сопровождается образованием специа-
лизированных рибонуклеопротеиновых кон-
денсатов в цитоплазме клеток, называемых 
стресс-гранулами (СГ) [2–5]. Принято считать, 
что СГ вносят вклад в выживаемость клеток 
в условиях стресса, обеспечивая оптималь-
ное пространственное распределение мРНК и 
компонентов трансляционного аппарата при 
остановке трансляции и при её последующем 
возобновлении, а также являются частью врож-
дённого иммунитета, необходимого для защи-
ты от вирусов [3, 5–8].

В состав СГ входят нетранслируемые 
мРНК, рибосомные 40S субчастицы и целый 
ряд белков: прежде всего, несколько факто-
ров инициации трансляции, которые в нор-
мальных условиях являются компонентами 
преинициаторного 48S комплекса  [9], и неко-
торые другие трансляционные факторы (см. 
работу Makeeva et al. [10] и ссылки в ней), а 
также множество мРНК-связывающих белков 
(см., напр., работы Harvey et al., Kedersha et al., 
Matsuki et al. и Mazroui et al.  [11–14]), участни-
ки внутриклеточной сигнализации  [15] и про-
чие компоненты белок-синтезирующего ап-
парата (подробнее см. в обзорах Bhatter et al., 
Guzikowski et al., Ivanov et al., Protter et  al. и 
Riggs et al. [1–5]). Некоторые из них непосред-
ственно участвуют в регуляции образования 
СГ, другие вовлекаются благодаря взаимо-
действию с различными компонентами гра-
нул. Количество белков, обнаруживаемых в 
СГ, значительно расширилось за последние 
несколько лет благодаря применению методов 
проксимального мечения [16–20].

Механизмы образования СГ изучены не-
достаточно. Однако ключевым принципом их 
формирования является так называемое фазо-
вое разделение «жидкость-жидкость» (англ. 
liq uid-liquid phase separation, LLPS), связанное 
со свойствами самих биополимеров: РНК и 
РНК-связывающих белков, имеющих неструк-

турированные или повторяющиеся участки, 
склонные к образованию избыточных контак-
тов [21–30]. Предполагается, что межмолеку-
лярное спаривание оснований нетранслируе -
мых мРНК приводит к их агрегации, а взаи-
модействие с РНК-связывающими белками 
обеспечивает формирование рибонуклеопро-
теиновых (РНП) гранул  [22, 27, 31]. Большую 
роль в этом процессе играют также белок-бел-
ковые взаимодействия с участием внутренне 
неупорядоченных областей  [4, 32]. Важными 
участниками формирования СГ являются бел-
ки G3BP1/2, которые в условиях стресса пере-
ходят из неактивного компактного состояния 
в частично развёрнутую конформацию, спо-
собствующую кооперативным РНК-белковым 
взаимодействиям [33, 34]. Это приводит к сбор-
ке РНП-кластеров, в которых молекулы мРНК 
и белков объединены в гетерогенные кон-
денсаты.

Анализ транскриптома СГ показал, что, не-
смотря на наличие некоторой специфичности, 
практически все мРНК в клетке в той или иной 
степени участвуют в их формировании [35]. 
Неэффективно транслируемые мРНК, а так-
же транскрипты с длинными кодирующими 
частями и 3′-НТО оказались сильнее пред-
ставлены в СГ  [35,  36], что указывает на роль 
РНК-РНК-взаимодействий между свободны-
ми от рибосом участками мРНК. Интересно, 
что в каждый конкретный момент в состав СГ 
входит лишь небольшая доля (~10%) всех кле-
точных мРНК  [35], которые динамически об-
мениваются с пулом свободных мРНК в цито-
плазме [37–39].

Согласно классической модели, в СГ на-
капливаются именно нетранслируемые мРНК, 
не связанные с рибосомами  [9, 37, 40]. Это 
согласуется с тем, что в них, несмотря на при-
сутствие 40S субчастиц рибосом, не обнаружи-
ваются 60S субчастицы – что подтверждается 
как иммунофлуоресцентными методами  [9, 41, 
42], так и анализом распределения 18S и 28S 
рРНК [43]. Тем не менее недавно выяснилось, 
что некоторые активно транслируемые мРНК 
могут временно взаимодействовать с СГ [44] и 
даже, возможно, находиться непосредственно 
внутри них  [45], а утверждение о полном от-
сутствии 60S субчастиц в СГ не так однознач-
но  [45,  46]. Впрочем, в том, что компонентом 
СГ в основном являются именно нетрансли-
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руемые мРНК, сомневаться всё-таки не при-
ходится [45].

Так или иначе, во всех существующих мо-
делях ключевым условием формирования СГ 
признаётся появление в клетке протяжённых 
участков мРНК, свободных от рибосом. Хотя 
само по себе это условие не всегда является 
триггером сборки СГ, обычно оно способствует 
их формированию. Так, к сборке СГ приводит 
блокировка инициации трансляции самыми 
разными способами. Например, индукторами 
их образования являются стрессовые воздей-
ствия, приводящие к инактивации фактора 
eIF2, доставляющего Met-тРНКi в преинициа-
торный комплекс  [12], или ингибиторы РНК-
хеликазы eIF4A, участвующей в рибосомном 
сканировании [47–50]. Также образование СГ 
запускает снижение уровней eIF4B, eIF4H или 
PABP, и в меньшей степени – истощение кэп-
связывающего белка eIF4E или предотвра-
щение его вхождения в состав eIF4F  [51–53]. 
Интересно, что вмешательство в последнюю 
стадию инициации трансляции (присоедине-
ние 60S субчастицы) с помощью низкомолеку-
лярного ингибитора MDMP либо путём исто-
щения белка L28 не индуцирует образование 
СГ и не влияет на их сборку [51].

Формирование СГ стимулирует также ри-
босомный ингибитор пуромицин, вызываю-
щий преждевременную терминацию и разби-
рающий полисомы [37], а в некоторых случаях 
это вещество даже вызывает сборку СГ само 
по себе, без каких-либо дополнительных воз-
действий [37, 54]. Напротив, стабилизация по-
лисом с помощью классических ингибиторов 
элонгации – циклогексимида, эметина и ани-
зомицина – препятствует сборке СГ в клетке 
в условиях стресса [14, 37–39, 51, 55]. 

Эти факты также укладываются в модель, 
согласно которой именно протяжённые участ-
ки мРНК, свободные от рибосом, служат ос-
новным РНК-компонентом СГ и во многом 
определяют их формирование. В данной ра-
боте мы решили проверить, действительно ли 
это так. Для этого мы проанализировали, ка-
кие эффекты оказывают на формирование СГ, 
вызванное классическим индуктором – арсе-
нитом натрия, различные низкомолекулярные 
ингибиторы рибосомы. Широкое разнообра-
зие их свойств [56] позволяет с их помощью не 
только стабилизировать или полностью разби-
рать полисомы, но и обеспечивать нахождение 
на мРНК всего одной 80S рибосомы в начале 
кодирующей части. Мы выяснили, что в по-
следнем случае СГ также не образовывались. 
Это свидетельствует о том, что мРНК, с кото-
рыми связана всего одна-единственная рибо-

сома, не могут вовлекаться в СГ, несмотря на 
наличие у них протяжённых свободных участ-
ков. По-видимому, 80S рибосома сама по себе 
препятствует уходу мРНК в СГ. Эти факты 
ставят вопросы об активной роли рибосомы 
в исключении транслирующихся мРНК из СГ 
и об универсальности классической модели, 
описывающей механизм сборки СГ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеток, индукция стресса 
и обработка ингибиторами трансляции. Клет-
ки линии HeLa выращивали в среде DMEM 
(«Gibco», США) с аланил-глутамином («Пан-
Эко», Россия) и 10% FBS («HyClone», США) 
в присутствии пенициллина и стрептомицина 
(«ПанЭко») во влажной атмосфере с 5% CO2 
при 37 °C. Использовали следующие ингибито-
ры трансляции (в скобках указаны производи-
тель, концентрация стокового раствора и рас-
творитель): циклогексимид («Sigma-Aldrich», 
США, 10 мг/мл в воде), цефалин («Cayman 
Chemical», США, 10 мМ в этаноле), анизоми-
цин («Sigma-Aldrich», 50 мМ в DMSO), пуро-
мицин («Santa Cruz Biotechnology», США, 
100 мМ в воде), лактимидомицин («Sigma-
Aldrich», 2 мМ в DMSO), харрингтонин («Santa 
Cruz Biotechnology», 10 мг/мл в DMSO), Т-2 
токсин («Cayman Chemical», 10 мМ в DMSO), 
пактамицин («Sigma-Aldrich», 10 мМ в DMSO), 
торин-1 («Tocris Bioscience», Великобритания, 
10 мМ в DMSO). Стоковые растворы перед 
использованием разводили водой или буфе-
ром PBS до удобных для добавления к клеткам 
концентраций (см. ниже). Для индукции обра-
зования СГ клетки подвергали воздействию 
100 мкМ арсенита натрия (NaH2AsO3, «Sigma-
Aldrich») на протяжении указанного времени.

мРНК-трансфекция. Для мРНК-трансфек-
ции клетки HeLa накануне рассевали в 96-лу-
ночный белый планшет FB/HB («Greiner», 
Австрия) в объёме 75 мкл на лунку, простран-
ство между ячейками заполняли стерильной 
водой. m7G-Кэпированная полиаденилиро-
ванная мРНК, кодирующая люциферазу свет-
лячка (Fluc) и содержащая 5′-нетранслируе-
мую область (НТО) мРНК β-актина человека 
и 3′-НТО вируса SV40, полученная по опи-
санному ранее протоколу [57], была любез-
но предоставлена Е.А. Пановой (ФББ МГУ). 
мРНК-трансфекцию проводили с помощью 
реагента GenJector-U («Molecta», Россия) при 
плотности клеток ~75%, как описано в работе 
Akulich et al.  [58]. При приготовлении транс-
фицирующих смесей в буфер PBS к мРНК 
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и реагенту добавляли D-люциферин («Promega», 
США) из такого расчёта, чтобы его конечная 
концентрация в лунке с клетками состави-
ла 0,4 мМ. Для изучения действия арсенита 
на трансляцию мРНК его добавляли до ука-
занных концентраций за 1 ч до трансфекции. 
Непосредственно перед трансфекцией в лун-
ки добавляли ингибиторы трансляции в ви-
де соответствующих 10-кратных растворов. 
Затем клетки помещали в мультимодаль-
ный планшетный ридер CLARIOstar («BMG 
LABTECH», Германия) и измеряли активность 
люциферазы прижизненно на протяже нии 
24 ч, как описано в работе Panova et al. [59]. 
Для дальнейших расчётов брали значения в 
точке 10  ч, примерно соответствующей сере-
дине линейного участка кривой (кроме опыта 
с арсенитом натрия, для которого были взяты 
точки 2 ч). Все трансфекции повторяли не ме-
нее двух раз на разных пассажах клеток, в трёх 
повторностях, затем рассчитывали средние 
значения и стандартное отклонение.

Анализ полисомного профиля. Клетки HeLa 
высевали на 10-см чашки и после того, как 
культура достигала плотности ~75%, добав-
ляли рибосомные ингибиторы до указанных 
концентраций и инкубировали 30 мин, либо 
добавляли арсенит натрия до 100 мкМ и инку-
бировали 1 ч. Дальнейшие действия проводи-
ли со гласно протоколу, описанному в работе 
Andreev et al. [60], с небольшими изменениями. 
Клетки промывали охлаждённым во льду PBS 
и лизировали в 200 мкл буфера, содержав-
шего 20 мМ Tris-HCl (рН 7,5), 250 мМ NaCl, 
1,5 мМ MgCl2, 1 мМ DTT, 0,5% Тriton Х-100, 
0,1 мг/мл циклогексимида и 20 ед./мл ДНКазы 
TURBO («Ambion», США). Лизаты инкубиро-
вали 10 мин на льду, центрифугировали 10 мин 
при 16 000 g и +4 °С, супернатант наносили на 
градиент плотности сахарозы 10–60% (m/v), 
11 мл, содержащий 20 мМ Tris-HCl (pH 7,5), 
250 мМ NaCl, 15 мМ MgCl2, 0,5 мМ ЭДТА, 1 мМ 
DTT и 0,1 мг/мл циклогексимида, и центри-
фугировали в роторе SW-41 при 35 000 об./мин 
в течение 3 ч, после чего градиент вручную 
разделяли на аликвоты по 300  мл и измеряли 
A260 в 96-луночных планшетах UV-Transparent 
(«Corning», США) с помощью планшетного 
ридера Infinite 200 PRO («TECAN», Швейца-
рия). Полученные значения нормировали на 
сумму значений A260 для всех аликвот из дан-
ной пробирки.

Иммуноцитохимический анализ и микроско-
пия. Для иммуноокрашивания клетки HeLa 
выращивали до плотности ~70% на покровных 
стёклах, добавляли рибосомные ингибиторы 
до указанных концентраций и выдерживали 

30 мин, после чего индуцировали окислитель-
ный стресс добавлением 100 мкМ арсенита 
натрия. Через 1 ч клетки фиксировали безвод-
ным метанолом при −20 °С в течение 7 мин, 
затем постфиксировали свежеприготовлен-
ным 3%-ным параформальдегидом в PBS 
при +4 °С в течение 30 мин и отмывали PBS 
при комнатной температуре 2 раза по 15 мин. 
После этого осуществляли пермеабилиза-
цию 0,5%-ным  Triton X-100 в течение 2  мин, 
забивку 3%-ным  BSA 15  мин и отмывку PBS 
15  мин, а затем гибридизовали с первичными 
мышиными анти-G3BP1 (H-10) антителами 
(«Santa Cruz Biotechnology») при комнатной 
температуре в течение 1 ч с последующей от-
мывкой PBS (3 раза по 5 мин), инкубацией со 
вторичными анти-мышиными IgG-специфич-
ными антителами, конъюгированными с Alexa 
Fluor 488 («Invitrogen», США), при тех же 
условиях и с аналогичной отмывкой. После 
этого проводили окраску ядер красителем 
Hoechst 33342 («Thermo Fisher Scientific», США) 
и монтировали покровные стекла с исполь-
зованием поливиниловой заливочной среды 
Aqua-Poly/Mount («Polysciences Inc», США). 
Микроскопию препаратов проводили на кон-
фокальном микроскопе Zeiss LSM900 («Carl 
Zeiss AG», Германия, приобретён при под-
держке Программы развития МГУ). На рисун-
ках для каждой панели представлена сумма 
всех кадров соответствующей Z-стопки.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Выбор низкомолекулярных ингибиторов. 
Для анализа были выбраны следующие рибо-
сомные ингибиторы: циклогексимид, цефалин 
(аналог эметина), анизомицин, пуромицин, 
лактимидомицин, харрингтонин, Т-2 токсин и 
пактамицин, а также ингибитор киназы mTOR 
торин-1 [56]. Их структура и важные для дан-
ного исследования свойства отражены в таб-
лице.

Циклогексимид связывается с E-сайтом 
рибосомной 60S субчастицы, блокирует транс-
локацию и стабилизирует полисомы. Цефалин 
(6′-O-деметилэметин) также блокирует транс-
локацию, однако взаимодействует с малой суб-
частицей, а не с большой. Анизомицин свя-
зывается с А-сайтом 60S субчастицы и ин-
гибирует пептидилтрансферазную реакцию. 
Наконец, пуромицин имитирует аминоацили-
рованный CCA-конец тРНК и, связываясь с 
A-сайтом рибосомы, вызывает преждевремен-
ную терминацию и высвобождение пептида, 
разбирая полисомы. Эти ингибиторы были 
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Структура и функциональные свойства низкомолекулярных ингибиторов трансляции, использованных в данной 
работе

Название 
ингибитора 

(PubChem CID)
Структурная 

формула
Мишень 
(участок 

связывания)
Механизм действия Влияние 

на полисомы
Влияние 

на сборку 
стресс-гранул

Циклогексимид 
(6197) 60S (E-сайт)

ингибирует 
транслокацию, 

препятствуя 
перемещению 

CCA-конца 
деацилированной 

тРНК в E-сайт

стабилизирует 
препятствует 

сборке 
[14, 38, 51]

Цефалин 
(442195), 

аналог эметина

40S 
(напротив 
E-сайта)

ингибирует 
транслокацию стабилизирует 

препятствует 
сборке 

(показано 
для эметина) 

[37, 39]

Анизомицин 
(253602) 60S (А-сайт)

ингибирует 
пептидилтрансфераз-

ный центр, 
дестабилизируя 

связывание 
Аа-тРНК в A-сайте

стабилизирует препятствует 
сборке [55]

Пуромицин 
(439530) 60S (А-сайт)

вызывает 
преждевременную 

терминацию, 
имитируя 

аминоацилированный 
ССА-конец тРНК

разбирает способствует 
сборке [37, 54]

Пактамицин 
(5289124)

40S 
(напротив 
E-сайта)

ингибирует 
транслокацию разбирает неизвестен

Лактимидомицин 
(11669726) 60S (E-сайт)

ингибирует 
транслокацию, пре-

пятствуя перемещению 
CCA-конца деаци-
лированной тРНК 
в E-сайт; способен 
связываться только 

с вакантной 
рибосомой

разбирает неизвестен
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Таблица (окончание)

Название 
ингибитора 

(PubChem CID)
Структурная 

формула
Мишень 
(участок 

связывания)
Механизм действия Влияние 

на полисомы
Влияние 

на сборку 
стресс-гранул

Харрингтонин 
(276389) 60S (А-сайт)

ингибирует 
пептидилтрансфераз-

ный центр, препят-
ствуя аккомодации 

аминоацильного 
остатка Аа-тРНК 

в A-сайте; 
способен связываться 

только с вакантной 
рибосомой 

разбирает неизвестен

T-2 токсин 
(5284461) 60S (А-сайт)

ингибирует пептидил-
трансферазный центр, 
препятствуя аккомода-
ции аминоацильного 

остатка Аа-тРНК 
в A-сайте; 

способен связываться 
только с вакантной 

рибосомой

разбирает неизвестен

Торин-1 
(49836027)

mTOR 
(активный 

центр)

инактивация mTOR 
приводит к дефосфо-
рилированию 4E-BP1 
и нарушению взаимо-
действия кэп-связы-
вающего белка eIF4E 
с партнёром eIF4G, 
угнетая кэп-зависи-

мую трансляцию

разбирает
незначительно 

ингибирует
[61, 62]

Примечание. Структурные формулы веществ взяты из базы данных PubChem  [63], данные о механизме работы – 
из обзора Dmitriev et al. [56].

взяты в качестве контроля, т.к. их влияние на 
сборку СГ хорошо задокументировано: ожида-
ется, что вещества, стабилизирующие полисо-
мы (такие как циклогексимид, эметин и анизо-
мицин), будут препятствовать формированию 
СГ  [14, 37–39, 51, 55], в то время как разби-
рающий полисомы пуромицин, наоборот, его 
простимулирует [37, 54].

Задачей же данного исследования было 
выяснить, как повлияют на сборку СГ «нека-
нонические» ингибиторы элонгации, воздей-
ствие которых парадоксальным образом при-
водит к разборке полисом [56]. Так, например, 
пактамицин (который связывается примерно 
с тем же участком рибосомной 40S субчасти-
цы, что и эметин) из-за этого свойства дол-
гое время считали ингибитором инициации 
трансляции  [64]; однако сейчас известно, что 
он всё же блокирует транслокацию, хотя точ-
ный механизм его работы по-прежнему не-
ясен  [65,  66]. Лактимидомицин, относящийся 
к той же группе веществ (глютаримидам), что 
и циклогексимид  [67], и взаимодействующий 

с тем же участком 60S субчастицы, из-за бо-
лее крупного размера молекулы не способен 
продуктивно конкурировать с деацилирован-
ной тРНК на активно транслирующей рибо-
соме  [68]. Видимо, по этой причине он свя-
зывается исключительно с 60S субчастицей, 
только что прибывшей на стартовый кодон в 
процессе инициации трансляции и имеющей 
вакантный E-сайт, и таким образом блокирует 
только одну (5′-проксимальную) рибосому на 
всей кодирующей части, из-за чего его добав-
ление приводит не к стабилизации, а к разбор-
ке полисом до моносом [67, 69]. Харрингтонин 
и Т-2 токсин – ингибиторы пептидилтранс-
феразного центра, но их связывание имеет ту 
же особенность, что и у лактимидомицина: 
они блокируют исключительно вновь про-
инициировавшие рибосомы, и поэтому при 
их добавлении полисомы также разбираются, 
однако на каждой мРНК остаётся по одной-
единственной 80S рибосоме [64, 70–72].

Помимо веществ, воздействующих на рибо-
сому, мы взяли в нашу подборку также торин-1, 
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ингибитор протеинкиназы mTOR, воздействие 
которого приводит к инактивации кэп-свя-
зывающего аппарата клетки [73]. Снижение 
эффективности инициации трансляции выс-
вобождает мРНК из полисом и, согласно вы-
шеописанной модели, должно стимулировать 
сборку СГ. Однако ранее было показано, что 
вместо этого торин-1 незначительно ингиби-
рует сборку СГ на двух разных моделях [61, 62], 
поэтому мы решили изучить его воздействие 
в нашей системе.

Для проведения экспериментов мы вы-
брали классическую модель, широко приме-
няемую для изучения СГ в культивируемых 
клетках млекопитающих – жёсткий окисли-
тельный стресс, индуцируемый добавлением 
арсенита натрия (NaH2AsO3), влияние кото-
рого на трансляцию хорошо изучено [9, 58, 60, 
74–76]. Объект также использовали класси-
ческий – клетки рака шейки матки человека 
линии HeLa.

Анализ влияния низкомолекулярных инги-
биторов на трансляцию в культивируемых клет-
ках человека. Эксперимент по определению 
влияния рибосомных ингибиторов на сбор-
ку СГ подразумевает полную остановку ими 
транслирующих рибосом, для чего их нужно 
добавить в заведомом избытке. Для определе-
ния нужных концентраций ингибиторов мы 
провели анализ подавления ими биосинтеза 
белка в нашей системе. Ингибирование кле-
точной трансляции удобно оценивать с по-
мощью метода быстрой мРНК-трансфекции 
(англ. f leeting mRNA transfection, FLERT), раз-
работанного нами ранее для изучения влия-
ния стрессирующих воздействий  [58, 77, 78] 
и низкомолекулярных ингибиторов синтеза 
белка [79, 80]. В качестве репортерной мРНК 
был взят кэпированный полиаденилирован-
ный транскрипт, содержащий 5′-НТО мРНК 
β-актина человека, ген люциферазы светляч-
ка и 3′-НТО мРНК вируса SV40, поскольку 
уровень трансляции такого транскрипта хо-
рошо отражает работу типичных клеточных 
мРНК [57]. Для получения более достоверной 
картины мы использовали метод прижизнен-
ного мониторинга активности люциферазы в 
реальном времени [59, 79], а в качестве итого-
вого результата брали значения через 10 ч по-
сле трансфекции, однако сходная картина по-
давления наблюдалась и в других временных 
точках (подробнее см. в разделе «Материалы 
и методы»). 

В соответствии с ожиданиями, при уве-
личении концентрации ингибиторов актив-
ность люциферазы, синтезированной в клет-
ках, снижалась (рис. 1). Во всех случаях, кроме 

торина-1, нам удалось достичь полного подав-
ления трансляции трансфицированной мРНК. 
Результат, полученный с торином-1 (рис. 1, и), 

Рис. 1. Анализ влияния избранных низкомолекулярных 
ингибиторов на трансляцию репортерной мРНК в клет-
ках HeLa (а–к). Клетки трансфицировали кэпирован-
ным полиаденилированным транскриптом, содержащим 
5′-НТО мРНК β-актина человека, ген люциферазы свет-
лячка и 3′-НТО мРНК вируса SV40. Перед трансфекцией 
к клеткам добавляли указанные вещества в разных кон-
центрациях, активность люциферазы измеряли прижиз-
ненно в режиме реального времени, после чего брали 
значения в точке 10 ч (для арсенита натрия – 2 ч) после 
трансфекции
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Рис. 2. Анализ полисомных профилей клеток HeLa, обработанных ингибиторами трансляции. а – Схема, иллюстри-
рующая распределение моносом и полисом во фракциях сахарозного градиента. б  –  Полисомный профиль клеток, 
не обработанных ингибиторами. в–л – То же, клетки в течение 30 мин обработаны избытком трансляционных инги-
биторов: 350 мкМ циклогексимида, 10 мкМ цефалина, 10 мкМ анизомицина, 1 мМ пуромицина, 10 мкМ пактамици-
на, 10 мкМ лактимидомицина, 10 мкМ харрингтонина, 10 мкМ Т-2 токсина или 1 мкМ торина-1. м – Клетки в течение 
1 ч обрабатывали 100 мкМ арсенитом натрия. «80S» – фракции, соответствующие моносомам, «PS» – полисомам

был ожидаемым, поскольку инактивация кэп-
связывающего белка eIF4E не приводит к пол-
ному подавлению трансляции большинства 
мРНК в клетке, оказывая дифференциальное 
влияние на разные транскрипты  [81, 82]. Для 
дальнейших экспериментов решено было взять 
концентрации ингибиторов, пятикратно пре-
вышающие минимальные концентрации, при 
которых наблюдалось полное подавление про-
дукции люциферазы в данном опыте (а в случае 
торина-1 – максимальную испробованную).

В отдельном эксперименте мы провели 
анализ влияния арсенита натрия на транс-
ляцию трансфицированной мРНК (рис. 1, к), 
чтобы иметь представление о степени подавле-
ния трансляции в условиях, используемых для 
анализа образования СГ. Арсенит добавляли 
за 1  ч до трансфекции, а значения, представ-
ленные на графике, в этом случае соответ-
ствуют точке 2 ч после трансфекции (посколь-
ку в ходе многочасовой инкубации клетки 
приспосабливались к данному виду стресса 
и возобновляли трансляцию; данные не пред-
ставлены).

Анализ влияния низкомолекулярных инги-
биторов на полисомы. Чтобы оценить действие 
ингибиторов на общую клеточную трансля-

цию, а также убедиться, что на нашей модели 
эффекты их действия на полисомы не отлича-
ются от описанных в литературе, мы проана-
лизировали полисомный профиль в клетках 
HeLa, подвергнутых обработке ингибиторами 
в выбранных концентрациях на протяжении 
30 мин (рис. 2). Как и ожидалось, обработка 
циклогексимидом, эметином и анизомицином 
приводила к накоплению тяжёлой фракции 
(т.е. к стабилизации полисом), в то время как 
пуромицин, пактамицин, лактимидомицин, 
харрингтонин, T-2 токсин и торин-1 перерас-
пределяли оптическую плотность в область 
моносом и верхних фракций (т.е. способство-
вали разборке полисом). В случае пактами-
цина и торина-1 полной разборки полисом 
не наблюдалось, однако клетки, обработанные 
пуромицином, лактимидомицином, харринг-
тонином и T-2 токсином, демонстрировали 
очень сходное изменение полисомного про-
филя, указывающее на полное перетекание 
оптической плотности из области полисом 
в область моносом. При этом, как известно 
из литературы (см. обзор Dmitriev et  al.  [56]), 
в случае пуромицина фракция моносом пред-
ставляет собой в основном «пустые» 80S рибо-
сомы (не содержащие мРНК), в то время как 
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в случае лактимидомицина, харрингтонина, 
T-2 токсина и пактамицина пик моносом в 
основном должен соответствовать единичным 
80S рибосомам, заблокированным в области 
старта [56, 65, 69, 83, 84]. Таким образом, нам 
удалось подобрать условия, при которых в 
клетке накапливаются мРНК с протяжённы-
ми участками, освобождёнными от рибосом, 
но несущие на себе по одной-единственной 
80S рибосоме.

Влияние рибосомных ингибиторов на сборку 
стресс-гранул при арсенитном стрессе. Подобрав 
таким образом нужные нам условия и убедив-
шись в том, что действие ингибиторов соответ-
ствует ожидаемому, мы перешли к анализу их 
влияния на сборку СГ. Как уже было сказано 
выше, классическим индуктором образования 
СГ в культивируемых клетках млекопитаю-
щих является арсенит натрия, который вызы-
вает жёсткий окислительный стресс [9, 74–76]. 
Клетки HeLa выдерживали в течение 30  мин 
с ингибиторами трансляции, добавленными в 
тех же самых концентрациях, которые до этого 
использовали в опыте по анализу полисомного 
профиля, а затем добавляли 100 мкМ арсени-
та и инкубировали ещё 1 ч, после чего клетки 
фиксировали и проводили окраску (рис. 3). 
Для визуализации СГ использовали антитела 
к белку G3BP1, классическому маркеру этих 
органелл.

Как и ожидалось, в отсутствие рибосом-
ных ингибиторов арсенитный стресс приво-
дил к появлению в клетках микроскопически 
различимых СГ. Аналогичные гранулы также 
обнаруживались в клетках, преинкубирован-
ных с пуромицином, но отсутствовали в слу-

чае добавления циклогексимида, цефалина и 
анизомицина, что полностью согласуется с ра-
нее описанными эффектами, оказанными эти-
ми ингибиторами на сборку СГ [14, 37–39, 51, 
54, 55]. Пактамицин воспрепятствовал сборке, 
что, однако, сложно интерпретировать из-за 
его двоякого действия на полисомы в нашей 
модели (рис. 2, ж). Обработка же торином-1 
не помешала сборке СГ, что в целом соответ-
ствует более ранним наблюдениям  [61, 62]. 
И хотя этот результат не слишком хорошо со-
относится с вышеописанной моделью сборки 
СГ (см. Введение), в которой одну из ключе-
вых ролей играют освобождаемые от рибосом 
протяжённые участки мРНК – ведь их количе-
ство при частичной разборке полисом должно 
очевидным образом увеличиваться, его можно 
объяснить либо неполной разборкой полисом 
(рис. 2, л), либо важной ролью взаимодействия 
eIF4E с eIF4G в образовании СГ [61].

Наконец, в клетках, преинкубированных 
с лактимидомицином, харрингтонином и T-2 
токсином (также приводящими к разборке по-
лисом, однако оставляющими на мРНК одну 
80S рибосому в начале кодирующей части), 
арсенит не вызывал появления СГ. Эти данные 
свидетельствуют о том, что в условиях, когда 
большинство мРНК в клетке вышли из поли-
сом, но несут по одной 80S рибосоме, образо-
вание СГ становится невозможным. Наиболее 
простым объяснением этого факта является 
то, что такие мРНК-моносомные комплексы 
не способны входить в состав СГ и поэтому 
не могут участвовать в LLPS-опосредованной 
конденсации, несмотря на наличие протяжён-
ных участков, свободных от рибосом.

Рис. 3. Анализ влияния трансляционных ингибиторов на формирование стресс-гранул, индуцированное арсенитом 
натрия. Представлены конфокальные микрофотографии клеток HeLa, подвергнутых последовательной обработ-
ке указанными рибосомными ингибиторами (CHX – 350  мкМ циклогексимида, CPH – 10  мкМ цефалина, ANM – 
10  мкМ анизомицина, PUR – 1  мМ пуромицина, PAC – 10  мкМ пактамицина, LTM – 10  мкМ лактимидомицина, 
HT – 10 мкМ харрингтонина, T2T – 10 мкМ Т-2 токсина, TOR – 1 мкМ торина-1) на протяжении 30 мин и 100 мкМ 
арсенитом натрия (Ars) в течение 60 мин. Клетки фиксированы и окрашены антителами к G3BP1 (маркер СГ, зелёный 
канал) и красителем Hoechst 33342 (ядра, синий канал). Представлено репрезентативное поле из нескольких десят-
ков проанализированных полей. Все фотографии сделаны при одинаковом увеличении (масштаб линейки – 10 мкм) 
и мощности возбуждающего лазера, для каждой панели представлена сумма всех кадров соответствующей Z-стопки
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Цитоплазматические РНК-белковые кон-
денсаты (СГ, P-тельца, герминальные гранулы, 
нейрональные гранулы и прочие РНП-содер-
жащие немембранные компартменты) играют 
важную роль в РНК-метаболизме эукариоти-
ческих клеток [3, 5, 7, 85]. Физико-химические 
принципы, лежащие в основе их формирова-
ния, связаны с LLPS [21, 22, 24–26, 28–30], од-
нако молекулярные механизмы, обеспечиваю-
щие их сборку, изучены недостаточно.

Принято считать, что в случае СГ тригге-
ром LLPS служат определённые модифика-
ции РНК-связывающих белков (например, 
G3BP1/2) вкупе с появлением в клетке про-
тяжённых участков мРНК, свободных от рибо-
сом [27, 31, 33, 34]. Агрегация этих участков РНК 
может приводить к образованию СГ анало-
гично тому, как частично денатурированные 
белки, накапливающиеся в клетке при тепло-
вом шоке, образуют белковые агрегаты  [86]  – 
при этом рибосомы, РНК-хеликазы и некото-
рые РНК-связывающие белки выполняют роль 
РНК-шаперонов, регулирующих РНК-РНК-
взаимодействия. В условиях резкого увеличения 
доступных для спаривания участков мРНК (что 
наблюдается при массированном выходе мРНК 
из полисом) этот аппарат перестаёт справ-
ляться с нагрузкой подобно тому, как белковых 
шаперонов становится недостаточно для под-
держания протеостаза при тепловом шоке [86].

В полном соответствии с этой моделью 
классические рибосомные ингибиторы, кото-
рые блокируют элонгацию и стабилизируют по-
лисомы – циклогексимид, эметин и анизоми-
цин – предотвращают сборку СГ, в то время как 
полная разборка полисом под действием индук-
тора преждевременной терминации, пуроми-
цина, наоборот, ей способствует или даже про-
воцирует образование СГ [10, 14, 37–39, 51, 55]. 
Здесь мы ещё раз подтвердили эти факты.

Однако в данной работе мы впервые про-
анализировали влияние на формирование СГ 
ингибиторов элонгации другого типа – лак-
тимидомицина, харрингтонина и Т-2 токсина. 
Их мишенью также является рибосома (Е-сайт 
или пептидилтрансферазный центр 60S суб-
частицы, как и, например, в случае цикло-
гексимида или анизомицина), однако в силу 
некоторых структурных особенностей  [68] они 
не способны конкурировать с тРНК на актив-
но транслирующих рибосомах, поэтому свя-
зываются только с вакантными субчастицами. 
В результате на каждой мРНК они блокируют 
единственную 80S рибосому, только что при-
ступившую к элонгации, останавливая её в 

самом начале кодирующей части (подроб-
но рассмотрено в обзоре Dmitriev et al. [56]). 
Остальные рибосомы при этом продолжают 
элонгацию, благополучно терминируют и в 
итоге покидают мРНК. В случае харрингтони-
на и лактимидомицина это их свойство исполь-
зуется для картирования стартов трансляции 
методом рибосомного профайлинга [69, 83, 84]. 
Однако нас они заинтересовали потому, что в 
клетках, обработанных рибосомными ингиби-
торами этого типа, мРНК, с одной стороны, 
имеют освобождённые от рибосом протяжён-
ные участки (как и после обработки клеток 
пуромицином), но с другой – на них находятся 
одиночные рибосомы, остановленные в нача-
ле кодирующих частей. Казалось бы, разбор-
ка полисом и появление таких «обнажённых» 
участков должны способствовать образова-
нию СГ. Однако вместо этого мы обнаружили 
ингибирование их сборки. Таким образом, мы 
показали, что разборка полисом сама по себе 
не всегда способствует сборке СГ. Более того, 
наши данные позволяют предположить, что 
если на мРНК остаётся хотя бы одна 80S рибо-
сома, даже когда вся остальная кодирующая 
часть освобождена от рибосом, вовлечение 
этой мРНК в СГ становится невозможным.

Мы не смогли найти иных объяснений 
нашему наблюдению. Поскольку все проце-
дуры с клетками, обработанными разными 
ингибиторами, проводили по одинаковому 
протоколу, речь едва ли может идти об арте-
факте фиксации клеток. На всякий случай 
мы повторили наш эксперимент с некоторы-
ми из ингибиторов в прижизненном формате 
(используя для визуализации другой маркер 
СГ – фьюжн-белок PABP–mCherry, данные 
не представлены) и получили такие же резуль-
таты. Использованные нами вещества были 
коммерческими препаратами сходной степени 
чистоты и оказывали ингибирующее действие 
на трансляцию, соответствующее ожидаемому, 
поэтому неспецифичные эффекты «некано-
нических» ингибиторов весьма маловероятны. 
Кроме того, одновременное добавление ком-
бинации «классических» ингибиторов, пуро-
мицина и циклогексимида, которая, согласно 
данным рибосомного профайлинга [87], также 
приводит к избирательному накоплению еди-
ничных рибосом на стартовом кодоне, оказы-
вала такое же воздействие, как и добавление 
лактимидомицина, харрингтонина или Т-2 
токсина (данные не представлены). Принимая 
во внимание все эти факты, мы считаем наше 
предположение о невозможности вовлечения 
мРНК с находящейся на ней единственной 80S 
рибосомой в СГ наиболее правдоподобным.
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Этот результат особенно интересен в кон-
тексте хорошо задокументированных наблюде-
ний об индукции образования СГ веществами, 
которые вызывают арест сканирующих 43S 
рибосомных комплексов на 5′-НТО мРНК, 
блокируя работу РНК-хеликазы eIF4A,  – па-
теамином  A, гиппуристанолом и рокаглатами 
типа сильвестрола  [47–50]. Аналогичный эф-
фект был описан также для эдеина  [88], кото-
рый приводит к накоплению 40S субчастиц на 
мРНК (однако следует заметить, что в норме 
это вещество не способно проникать в клет-
ки  [89] – в соответствии с чем в наших руках 
эдеин не оказывал ингибирующего действия 
на трансляцию в клетках, данные не представ-
лены). Кроме того, ингибирование присоеди-
нения 60S субчастиц к 48S преинициаторному 
комплексу ещё одним веществом, MDMP, 
хотя и не индуцировало образование СГ, но и 
не влияло на их сборку [51]. Таким образом, 
наличие малых субчастиц рибосом на мРНК 
не препятствует их попаданию в СГ.

Объяснений того, почему наличие даже 
одной 80S рибосомы на мРНК препятствует 
её вовлечению в СГ, может быть несколько. 
Это может быть связано со свойствами 60S 
рибосомных субчастиц, которые могут актив-
но исключаться из СГ, либо с белками, кото-
рые узнают остановленные 80S рибосомы [90] 
и препятствуют вхождению таких комплек-
сов в СГ. Нельзя также исключать, что струк-
тура мРНК в состоянии, связанном с 80S 
рибосомами, но не с 40S субчастицами, топо-
логически не способствует образованию РНК-
РНК-взаимодействий и вовлечению мРНК в 
конденсаты (например, известно, что транс-
лируемые мРНК имеют особую топологию как 
в структурном, так и в функциональном пла-
не – см. обсуждение в работах Alekhina et al. и 
Baymukhametov et al. [91, 92] и ссылки в них). 
Наконец, пожалуй, самый интересный вари-
ант объяснения наших результатов заключа-
ется в том, что вовлечение мРНК в СГ может 
требовать прямого контакта РНК-связываю-
щих белков с межсубъединичным интерфей-
сом или другими областями 40S субчастицы, 
находящейся на мРНК, которые недоступны 
в случае ассоциированных субчастиц. Таким 

белком может быть G3BP1/2, ключевой ком-
понент СГ, для которого ранее было показано 
прямое связывание с 40S субчастицей рибо-
сомы [93, 94].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, наши данные позволяют 
сделать вывод, что для формирования стресс-
гранул недостаточно появления в клетке боль-
шого количества протяжённых участков мРНК, 
свободных от рибосом, но требуется также 
освобождение как минимум части транскрип-
тов от рибосомных 60S субчастиц. Это может 
быть связано с необходимостью ассоциации 
РНК-связывающих белков, необходимых для 
вовлечения мРНК в стресс-гранулы, с теми об-
ластями находящейся на мРНК 40S субчасти-
цы, которые недоступны в 80S рибосоме.
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In response to stress stimuli, eukaryotic cells typically suppress protein synthesis. This leads to the mRNA 
release from polysomes, their condensation with RNA-binding proteins, and the formation of non-mem-
brane-bound cytoplasmic compartments called stress granules (SGs). SGs contain 40S but generally lack 
60S ribosomal subunits. It is known that cycloheximide, emetine, and anisomycin, the ribosome inhibitors 
which block the 80S ribosome progression along mRNA and stabilize polysomes, prevent SG assembly. 
Conversely, puromycin, which induces premature termination, releases mRNAs from polysomes and stim-
ulates the formation of SGs. The same effect is caused by some translation initiation inhibitors, which lead 
to polysome disassembly and the accumulation of mRNAs in a form of stalled 48S preinitiation complexes. 
Based on these and other data, it is believed that the trigger for SG formation is the presence of mRNA 
with extended ribosome-free segments, which tend to form condensates in the cell. In this study, we eval-
uated the ability of various small-molecule translation inhibitors to block or stimulate the assembly of SGs 
under conditions of severe oxidative stress induced by sodium arsenite. Contrary to expectations, we found 
that ribosome-targeting elongation inhibitors of a specific type, that arrest solitary 80S ribosomes at the 
beginning of the mRNA coding regions but do not interfere with all subsequent ribosomes in completing 
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translation and leaving the transcripts (such as harringtonine, lactimidomycin, or T-2 toxin), complete-
ly prevented the formation of arsenite-induced SGs. These observations suggest that the presence of even 
a single 80S ribosome on mRNA is sufficient to prevent its recruitment into SGs, and the presence of ex-
tended ribosome-free regions of mRNA is not sufficient for SG formation. We propose that mRNA entry 
into SGs may be mediated by specific contacts between RNA-binding proteins and those regions on 40S 
subunits that remain inaccessible when ribosomes are associated.

Keywords: stress granules, liquid-liquid phase separation, small molecule inhibitors of translation, ribosome inhibitors, 
elongation, polysomes, harringtonine, lactimidomycin, T-2 toxin, stalled ribosome


