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В этом исследовании применили метод профилирования полисом для разделения мРНК в зависи-
мости от их загрузки рибосомами, а именно на полисомные и моносомные фракции. Разделение
пулов таких мРНК и анализ транскриптов (мРНК), характеризующихся постоянным уровнем тран-
скрипции в широком диапазоне абсолютных значений на всех этапах онтогенеза растений и ассо-
циированных с каждым пулом мРНК, за счет секвенирования РНК, позволили получить представ-
ление о трансляционной эффективности индивидуальных мРНК, а последующий in silico анализ –
провести поиск регуляторных контекстов в 5'-области мРНК растений A. thaliana, которые могут
быть потенциально важными для эффективной трансляции мРНК. Результаты проведенного ис-
следования позволили установить, что пиримидиновые ди-нуклеотиды и мотивы характерны для
5'-нетранслируемой области мРНК с высокой трансляционной эффективностью, тогда как пури-
новые ди-нуклеотиды и мотивы ассоциированы с транскриптами, имеющими низкую трансляци-
онную эффективность.
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ВВЕДЕНИЕ

Трансляция – многоэтапный процесс с неоче-
видным для исследователей механизмом контроля,
включает три ключевых этапа – инициацию,
элонгацию и терминацию, а также возобновле-
ние трансляции с данной мРНК. На каждом этапе
трансляции могут быть задействованы один или
совокупность нескольких регуляторных контек-
стов мРНК, и сложная сеть механизмов их взаи-
модействия [1–4]. Согласно текущему мнению,
инициация трансляции является круциальным
этапом. На этапе инициации трансляции проис-
ходит иммобилизация рибосом на матрице
мРНК, которая обеспечивается факторами ини-
циации трансляции и сайтами связывания малой
субъединицы рибосомы. Контексты в мРНК, ко-
торые важны на передовом фланге инициации
трансляции – это кэп-структуры и 5'-нетрансли-
руемая область (5'-НТО), последняя может дей-
ствовать и как самостоятельный регуляторный
контекст, и как контейнер разнообразных регуля-
торных мотивов меньшего размера [1–4]. Для

инициации трансляции критическим также явля-
ется правильное и эффективное распознавание
стартового AUG кодона, решающую роль в кото-
ром играет его нуклеотидное окружение, так на-
зываемая консенсусная последовательность Ко-
зак [5].

Применение новых экспериментальных инстру-
ментов геномного мониторинга экспрессии генов
(таких, например, как RNA-Seq и ДНК-микрочи-
пы), а также системных трансляционных измере-
ний in vivo (таких, например, как профилирова-
ние рибосом, Ribosome Profiling (или RiboSeq))
[6–8] выявило широкую и удивительную слож-
ность декодирования генома растений. В ряде ис-
следований корреляционный анализ между на-
коплением транскрипта и белка в масштабе всего
генома позволил предположить, что накопление
белков у растений A.thaliana, в первую очередь,
регулируется уровнем индивидуального тран-
скрипта [9]. В других исследованиях представлены
убедительные доказательства диссонанса между
обилием индивидуальных мРНК (транскриптом)
и обилием соответствующего белка (протеом) [2].
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Более удивительным стал тот факт, что наблюда-
емые флуктуации в уровне транскриптов не обя-
зательно приводят к ожидаемому изменению
уровня их трансляции, как во время воздействия
различных стрессовых факторов [6, 10], так и во
время роста и развития растений [7]. Например,
продемонстрировано, что трансляция мРНК у
растений снижается при тепловом стрессе, так как
отмечается избирательное обогащение рибосома-
ми определенных мРНК (в основном тех, которые
кодируют белки, участвующие в ответах на стресс),
что обеспечивает их избирательную трансляцию
[10]. Несоответствие между уровнями мРНК и бел-
ка относят, главным образом, к вариабельности
трансляции и/или оборота белка [2, 9, 10].

Учитывая ключевую роль трансляции в общем
механизме реализации генетической информа-
ции, а также тот факт, что правила регуляции и
декодирования мРНК у растений, как и других
эукариот, еще до конца не ясны, можно заклю-
чить, что новые знания о регуляторных кон-
текстах в мРНК и их роли в эффективности
трансляции, крайне необходимы исследовате-
лям. Важным представляется применение не
только новых экспериментальных методов, но и
вычислительных алгоритмов, которые позволили
бы выяснить, какие регуляторные контексты в
мРНК растений могут быть потенциально кри-
тичными для их эффективной трансляции при
различных условиях жизнедеятельности или на
разных этапах роста и развития растений.

В этом исследовании применили метод про-
филирования полисом, основанный на том, что в
клетке присутствуют активно транслируемые
мРНК и трансляционно покоящиеся мРНК, кото-
рые связаны со множеством рибосом (полисомы)
или одиночными рибосомами (моносомы). Разде-
ление двух пулов таких мРНК в градиенте сахарозы
и анализ транскриптов (мРНК), ассоциированных
с каждым пулом мРНК, за счет секвенирования
РНК, позволяет оценить трансляционную эффек-
тивность индивидуальных мРНК. Поиск регуля-
торных контекстов в 5'-области мРНК растений
A. thaliana, которые ассоциированы с транскрипта-
ми, имеющими разный трансляционный статус, за
счет in silico анализа позволяет выявить регулятор-
ные контексты, которые потенциально могут быть
важными для эффективной трансляции мРНК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал. В работе использова-

ли растения Arabidopsis thaliana экотипа Colum-
bia-0 в стадии развития третьего розеточного ли-
ста (стадия развития 3.20; ~28 дней). Растения
выращивали при 22 ± 1°C, 12-часовом фотопери-
оде, освещенности 100 мкмоль квантов/(м2 с).

Получение моносомных и полисомных фракций,
выделение РНК из фракций и тотальной РНК. Раз-

деление моносомных и полисомных фракций
проводили дифференциальным центрифугирова-
нием в градиенте сахарозы согласно методу, опи-
санному раннее [6]. Кратко, растительный мате-
риал (листья) гомогенизировали в буфере, содер-
жащем 0.2 M Tris pH 9.0, 0.2 M KCl, 0.025 M
ЭГТА, 0.035 M MgCl2, 1% DOC, 1% Тритон, 5 mM
DTT, 50 мг/мл циклогексимида, 50 мг/мл хлорам-
феникола. Клеточные экстракты наносили по-
верх 5 мл 15–60% (W/v) градиента сахарозы и цен-
трифугировали при 237000 g в течение 1.5 часов
при 4°С. Фракции, объемом 400 мкл, отбирали
вручную. Из каждой фракции экстрагировали
суммарную РНК с использованием набора Ex-
tractRNA (ЗАО “Евроген”, Россия). В каждой
фракции оценивали содержания РНК с помощью
прибора Nanodrop ND-1000 (“LabTech Interna-
tional”, Великобритания). Суммарную РНК вы-
деляли из неочищенного клеточного экстракта
растений в буфере до загрузки на градиент саха-
розы и экстрагировали с использованием набора
ExtractRNA (ЗАО “Евроген”, Россия). Качество и
количество препаратов суммарной РНК (далее
обозначаемая как ТФ) и РНК из полисомных (да-
лее обозначаемая как ПФ) и моносомных (далее
обозначаемая как МФ) фракций растений оцени-
вали на Agilent Bioanalyzer 2100.

Подготовка образцов РНК, секвенирование,
сборка транскриптома и картирование. Образцы
РНК (суммарной, а также из моносомной и поли-
сомной фракций) обрабатывали ДНКазой (Qia-
gen, США), и очищали с использованием RNeasy
kit (Qiagen, США). Образцы РНК для секвениро-
вания получали с использованием набора TruSeq
Stranded mRNA Sample Prep Kit (Illumina). Каче-
ство полученных библиотек проверяли с помо-
щью Agilent Bioanalyzer 2100 и ПЦР в реальном
времени (qPCR). Секвенирование библиотек
проводили на 1 дорожке Illumina HiSeq 4000
(101 цикл с двух сторон фрагментов) с использова-
нием реактивов HiSeq 4000 sequencing kit version 1
(ЗАО “Евроген”, Россия). Файлы FASTQ получе-
ны с помощью программного обеспечения bcl2-
fastq v2.17.1.14 Conversion Software (Illumina). Фор-
мат записи строки данных о качестве – Phred 33.
Качество прочтений оценено в программе
FastQC. Прочтения, полученные в результате се-
квенирования, отфильтрованы для удаления по-
следовательностей адаптера; прочтений, содержа-
щих более 10% неизвестных оснований; и после-
довательностей низкого качества.

Относительный уровень транскрипции (lgCPM)
рассчитывали, как логарифмическое отношение
количества прочтений на последовательности ан-
нотированного гена, которые нормализованы на
миллион (counts per million – CPM) согласно про-
токолу [11]. Показатель трансляционной эффек-
тивности (lgFC ПФ/МФ) рассчитывали, как ло-
гарифмическое отношение количества прочте-
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ний для отдельных транскрипционных единиц,
представленных в полисомной (ПФ) и моносомной
(МФ) фракциях [12]. Для сравнения логарифми-
ческих соотношений использован t-критерий
Стьюдента (двусторонняя неравная дисперсия) [12].

Метод количественной ПЦР в реальном времени
для валидации результатов РНК-секвенирования.
Данные RNA-Seq подтверждали при помощи qPCR
с праймерами и зондами к генам At2g05170,
At3g57890, At5g06600, At4g09000, At2g47170,
At5g46210, At4g27960, At3g20290 и At5g65940 (Sup-
plementary Table 1). qPCR проводили, используя
StepOnePlus Real-Time PCR System (“Applied Bio-
systems”, США), SYBR Green как флуоресцент-
ный краситель. Программа амплификации: 95°С –
3 минуты, затем 40 циклов с детекцией на стадии
отжига: 95°С – 10 с, 61°С – 20 с. Три повторности
qPCR и значения Ct были использованы для ко-
личественной оценки уровня транскрипции.

In silico анализ. Первоначально сформировали
списки последовательностей 5'-НТО, согласно
принадлежности их мРНК к кластерам с различ-
ной эффективностью трансляции (высокая, сред-
няя и низкая) (принцип разделения последова-
тельностей 5'-НТО на кластеры описан в разделе
“Результаты и обсуждение”). Для получения дан-
ных о нуклеотидных мотивах (контекстах) в 5'-НТО
мРНК A. thaliana применен следующий новый ал-
горитм их поиска. Первоначально заданы базо-
вый список вида [A, T, G, C], списки анализируемых
последовательностей 5'-НТО и порог встречаемо-
сти мотивов в каждом кластере 5'-НТО, выражен-
ный в % (для анализа использовали нижний по-
рог встречаемости мотива – 50%). Для каждого
нуклеотида рассчитывали его встречаемость в
каждом кластере последовательностей 5'-НТО.
Далее на основе каждого нуклеотида генерировали
4 ди-нуклеотида за счет присоединения к их 3'-кон-
цу одного из четырех нуклеотидов, в тестовом
списке проверяемый нуклеотид заменялся на
4 его потомка – ди-нуклеотида (обозначали их
как мотивы) и рассчитывали их встречаемость в
каждом кластере последовательностей 5'-НТО.
В том случае, если встречаемость мотива превы-
шала заданный порог, данный мотив и частота
его встречаемости записывались в результирую-
щий список. Далее на основе мотива с допусти-
мым порогом встречаемости генерировали 4 но-
вых мотива за счет присоединения к его 3'-концу
одного из четырех нуклеотидов, и в тестовом
списке проверяемый мотив вновь заменялся на
4 его потомка. В случае если встречаемость моти-
ва была меньше заданного порога встречаемости
(50%), данный мотив удалялся из тестового спис-
ка. Анализ повторяли рекурсивно, пока тестовый
список мотивов не становился пустым. Заключи-
тельный этап анализа – результирующий список
мотивов и их частот встречаемости в итоговом
списке 5'-НТО для каждого кластера последова-

тельностей, а именно: количество последователь-
ностей 5'-НТО с мотивом; максимальное число
мотивов в каждой последовательности 5'-НТО и
среднее число мотивов в последовательностях
5'-НТО из анализируемого кластера. Консенсус-
ные последовательности окружения стартового
кодона оценены с использованием программного
обеспечения WebLogo [13].

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку результатов проводили с использованием
программы Statistica for Windows v. 9.0 (применя-
ли t-критерий Стьюдента для независимых выбо-
рок, Р = 0.05) и графопостроителя Microsoft Office
Excel 2007. Для сравнения логарифмических со-
отношений использован t-критерий Стьюдента
(двусторонняя неравная дисперсия) [12]. Выделе-
ние суммарной РНК и РНК из полисомных и мо-
носомных фракций растений A. thaliana, а также
РНК секвенирование проведено в трех независи-
мых биологических повторностях.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Согласно текущему мнению, ключевую роль в

инициации трансляции играет 5'-область тран-
скрипта, которая не только задействована в им-
мобилизации малой субъединицы рибосомы, но
и обеспечивает дальнейшее продвижение транс-
ляционного комплекса вдоль мРНК до стартового
AUG кодона, с которого и начнется синтез соот-
ветствующего белка [3, 4, 7]. Подобный сценарий
инициации трансляции характерен для подавля-
ющего большинства мРНК эукариот, и растения –
не исключение.

В этом исследовании мы попытались выяснить,
какие регуляторные контексты в 5'-области мРНК
растений A. thaliana могут быть потенциально важ-
ными для эффективной трансляции мРНК.

Для прояснения этого вопроса первоначально
сформировали выборку генов для проведения
экспериментальных работ и последующего in silico
анализа. Формирование выборки генов проведено,
исходя из следующего критерия: выбранные гены
характеризуются постоянным уровнем тран-
скрипции в широком диапазоне абсолютных зна-
чений на всех этапах онтогенеза растений (Sup-
plementary Table 2) [14]. Этот выбор базируется на
следующем соображении – у таких генов уровень
мРНК каждого индивидуального гена сохраняет-
ся на постоянном уровне во время онтогенеза,
что позволит избежать модуляции в эффективно-
сти трансляции, потенциально возможной за счет
изменения количества индивидуального тран-
скрипта. В выборку включено 130 последователь-
ностей с низким коэффициентом вариации тран-
скрипции (показатель SD/MV, Supplementary Table 2),
который характеризует стабильность транскрип-
ции на всех изученных ранее стадиях развития
A. thaliana [14].
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Анализ транскрипционной и трансляционной 
эффективности мРНК

Далее мы попытались выяснить, есть ли корре-
ляция между уровнем транскрипции у сформиро-
ванной выборки генов и трансляционной эффек-
тивностью их мРНК. Для этого проведено выделе-

ние и секвенирование суммарной мРНК, а также
разделение мРНК с дифференциальной загрузкой
рибосомами, а именно на фракции полисомных и
моносомных РНК методом дифференциального
центрифугирования, с последующим формирова-
нием суммарной полисомной (ПФ) и суммарной
моносомной (МФ) фракций (рис. 1), мРНК из ко-
торых также выделена и секвенирована.

В результате RNA-Seq получены высококаче-
ственные прочтения (Q30 > 84%) в общей слож-
ности: для МФ – 1.57 × 108; для ПФ – 1.43 × 108; и
для образцов тотальной мРНК (ТФ) – 1.68 × 108.
Полученные прочтения с удаленными адаптера-
ми картированы на геном A. thaliana (TAIR10),
оценены профиль охвата прочтений вдоль хромо-
сом и профиль покрытия прочтений по длине от-
дельных транскрипционных единиц для трех на-
боров прочтений – ТФ, МФ и ПФ. Сравнение
этих показателей выявило, что все наборы дан-
ных имеют сходные профили охвата хромосом и
сопоставимые профили покрытия аннотированных
кДНК TAIR10 (данные в статье не приводятся). По-
лученные результаты свидетельствуют о возмож-
ности использования трех наборов данных RNA-
seq для проведения объективного сравнительного
анализа транскрипционной и трансляционной
эффективности генов [15].

Для каждого гена из сформированной выбор-
ки оценивали: (1) относительный уровень тран-
скрипции – показатель lgCPM (см. Материалы и
методы), [11]; и (2) трансляционную эффектив-
ность – показатель lgFC ПФ/МФ (см. Материалы
и методы) (Supplementary Table 2).

Используя показатели относительного уровня
транскрипции (lgCPM) и трансляционной эф-
фективности (lgFC ПФ/МФ), построена эмпири-
ческая функция распределения мРНК для каждого
транскрипта (рис. 2). Далее все транскрипты раз-
деляли на кластеры, в зависимости от (1) уровня
транскрипции, использовали следующие крите-
рии для классификации: lgCPM > 6 – высокий,
3 < lgCPM < 6 – средний и lgCPM < 3 – низкий; и
(2) эффективности трансляции, использовали
следующие критерии для классификации: lgFC
ПФ/МФ > 0.5 – высокая, –0.5 > lgFC ПФ/МФ < 0.5 –
средняя и lgFC ПФ/МФ < –0.5 – низкая (табл. 1).

Как видно из представленных данных, каждый
кластер, характеризующийся различной эффек-
тивностью трансляции (высокая, средняя и низ-
кая) включает гены с разным уровнем транскрип-
ции (табл. 1). Мы рассчитали коэффициенты
корреляции между эффективностью трансляции
(значения lgFC ПФ/МФ) и уровнями транскрип-
та (значения lgCPM) для общей выборки, а также
для каждого кластера транскриптов. Для всей вы-
борки транскриптов коэффициент корреляции
составил 0.127, для транскриптов кластера 1 (вы-
сокая эффективность трансляции) – 0.349, для кла-

Рис. 1. Полисомный профиль, оцененный по содер-
жанию РНК во фракциях. I – фракции моносом,
II – фракции полисом.
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Рис. 2. Распределения мРНК в зависимости от уровня
транскрипции и трансляции. Заливка фона отражает
разделение мРНК на кластеры в зависимости от уров-
ня транскрипции и эффективности трансляции;
транскрипция, логарифмическая шкала – значения
LgCPM; трансляция, логарифмическая шкала – зна-
чения LgFC ПФ/МФ.
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Таблица 1. Классификация выборки генов в зависимо-
сти от уровня транскрипции и трансляционной эф-
фективности

Примечание. В таблице указаны количества транскриптов с
соответствующим уровнем транскрипции и эффективно-
стью трансляции.

Эффектность 
трансляции

Уровень транскрипции

высокий средний низкий

Высокая (кластер 1) 2 26 1
Средняя (кластер 2) 12 58 2
Низкая (кластер 3) 5 19 5
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стера 2 (средняя эффективность трансляции) –
0.134, и кластера 3 (низкая эффективность транс-
ляции) – 0.098. Эти результаты свидетельствуют о
том, что корреляция между уровнем транскрип-
ции генов и трансляционной эффективностью их
мРНК у сформированной выборки слабая.

Классификация генов по эффективности
трансляции подтверждена методом количествен-
ной ПЦР в реальном времени. Для этого из каж-
дого кластера генов выбраны последовательности
(см. Материалы и методы), и оценены относи-
тельные количества (RQ) транскриптов этих ге-
нов в суммарной полисомной (ПФ) и суммарной
моносомной (МФ) фракциях (рис. 3). Как видно,
распределение представленности транскриптов
из каждого кластера между полисомной и моно-
сомной фракциями соответствует ожидаемому
распределению.

Поиск регуляторных контекстов в кластерах генов 
с разной трансляционной эффективностью

В настоящее время длина, присутствие старто-
вых кодонов, локализованных выше основного
(upstream start codons – uAUGs), нуклеотидный
состав в 5'-НТО мРНК, а также нуклеотидный
контекст вокруг стартового AUG кодона при-
стально исследуются с точки зрения их вклада в
эффективность трансляции [3, 4, 7].

Для того чтобы выяснить, какие характеристики
5'-области мРНК, в том числе и их регуляторные
контексты характерны для генов с разной трансля-
ционной эффективностью, проведен сравнитель-
ный in silico анализ последовательностей 5'-обла-
стей из разных кластеров генов (Supplementary Ta-
ble 2).

Длина 5'-НТО и эффективность трансляции
Ранние результаты исследований по систем-

ному анализу взаимосвязи между длиной 5'-НТО
и нагрузкой транскриптов рибосомами у A. thali-
ana показали, что (i) 5'-НТО длиной от 50 до
75 нуклеотидов обеспечивают оптимальную на-
грузку рибосомами, а (ii) короткие 5'-НТО (менее
25 нуклеотидов) и длинные 5'-НТО (от 175 нук-
леотидов и выше) могут ингибировать нагрузку
транскрипта рибосомами [1, 16]. Результаты на-
шего сравнительного исследования длин 5'-НТО
из разных кластеров генов демонстрируют отсут-
ствие столь явной зависимости длины этой обла-
сти и эффективности трансляции (рис. 4). Так,
длина 5'-НТО у транскриптов в каждом кластере
варьирует примерно в сходных границах: от 85 до
451 н., от 25 до 414 н. и от 24 до 482 н., для класте-
ров с высокой, средней и низкой трансляцион-
ной эффективностью соответственно (Supple-
mentary Table 2). Ряд современных эксперимен-
тальных данных согласуется с полученными нами

результатами о том, что взаимосвязь между дли-
ной 5'-НТО и нагрузкой транскриптов рибосомами
не всегда имеет место [17–19]. Предполагается, что
длина 5'-НТО, вероятно, не является самостоя-
тельным фактором, определяющим эффектив-
ность трансляции, но увеличивает вероятность
вхождения в ее последовательность элементов,
которые могут модулировать эффективность
трансляции. Ниже оценили присутствие других
регуляторных контекстов в 5'-НТО и их потенци-
альный вклад в трансляционный статус мРНК.

Рис. 3. Относительные количества (RQ) транскрип-
тов генов из кластеров с разной трансляционной эф-
фективностью. Зеленые (1) и сиреневые (2) бары –
полисомная и моносомная фракция соответственно;
At2g05170, At3g57890, At5g06600, At4g09000, At2g47170,
At5g46210, At4g27960, At3g20290 и At5g65940 – AGI
(Arabidopsis Gene Identification) генов из разных кла-
стеров транскриптов; кл.1, кл.2 и кл.3 – обозначение
кластеров 1, 2 и 3 соответственно, где кластер 1, 2 и 3 –
транскрипты с высокой, средней и низкой эффектив-
ностью трансляции соответственно.
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Рис. 4. Распределение транскриптов из разных кла-
стеров в зависимости от длины 5’-НТО и эффектив-
ности трансляции. Голубые (1), сиреневые (2) и крас-
ные (3) кружки – обозначение распределения тран-
скриптов из кластеров 1, 2 и 3 соответственно, где
кластер 1, 2 и 3 – транскрипты с высокой, средней и
низкой эффективностью трансляции соответственно.
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Наличие стартовых кодонов, локализованных
выше основного (uAUGs) в 5'-НТО

и эффективность трансляции

Ряд 5'-НТО клеточных мРНК содержит так на-
зываемые стартовые кодоны, локализованные
выше основного (обозначаемые как uAUGs).
С одной стороны, такие стартовые кодоны, в том
числе и многочисленные, могут, в конечном сче-
те, привести к синтезу множества функциональ-
ных белков. С другой стороны, их функциональ-
ная роль может заключаться в тонкой регуляции
трансляции, а именно, сделать в целом трансля-
цию с подобной мРНК неэффективной и, таким
образом, уменьшить количество синтезируемого
белка [1, 2].

Мы провели in silico анализ 5'-НТО мРНК из
разных кластеров на наличие в них uAUGs. При

поиске учитывали нуклеотидное окружение та-
ких стартовых кодонов, согласно классической
последовательности Козак – присутствие пурина
(A/G) в положении –3 и гуанина в +4 [20]. Срав-
нительный анализ показал, что у генов из кла-
стера 3 (низкая трансляционная эффективность,
оцененная по загрузке мРНК рибосомами) коли-
чество uAUGs в 5'-НТО мРНК достоверно выше.
У 5'-НТО мРНК из этого кластера 20% последо-
вательностей имеют uAUGs с оптимальным нук-
леотидным окружением согласно последовательно-
сти Козак, по сравнению с кластером 1 (высокая
трансляционная эффективность) – 3% и класте-
ром 2 (средняя трансляционная эффективность) –
6% (табл. 2 и Supplementary Table 2).

Таким образом, нами продемонстрировано,
что uAUGs с оптимальным для трансляции нук-
леотидным окружением потенциально могут
быть важны для эффективной трансляции. Это
предположение согласуется с современными экс-
периментальными данными, в которых приведе-
ны убедительные доказательства, а именно, дока-
зано, что удаление uAUGs из мРНК приводит к
значительному (на порядок) увеличению уровня
синтеза целевого белка [1, 2].

Нуклеотидный контекст в 5'-НТО мРНК и его роль 
в эффективности трансляции

За счет полногеномного секвенирования мно-
гих видов растений выявлено, что нуклеотидные
композиции 5'-НТО мРНК проявляют большое
разнообразие. При этом крайне важно понять,
как такое разнообразие отражается на эффектив-
ности трансляции, т.е. есть ли особенности в нук-
леотидной композиции 5'-НТО мРНК растений,
которые различаются по своему трансляционно-
му статусу.

Ранние результаты системного анализа взаи-
мосвязи между композицией моно- и ди-нук-
леотидов в 5'-НТО и нагрузкой транскриптов
рибосомами у A. thaliana показали, что: (i) мРНК
с высокой рибосомной нагрузкой обычно имеют
в 5'-НТО высокое содержание аденина (A), и ди-
нуклеотидов AU и AC; (ii) 5'-НТО мРНК слабо
нагруженных рибосомами, как правило, имеют
повышенное содержание гуанина (G), и ди-нук-
леотида GU [1].

Результаты нашего сравнительного in silico ис-
следования композиции моно- и динуклеотидов
5'-НТО из разных кластеров транскриптов позво-
лили установить следующие закономерности:
(1) отмечена достоверно высокая представлен-
ность нуклеотидов С и U и ди-нуклеотидов CU и
UC в дополнении к известному AU ди-нуклеотиду в
5'-НТО мРНК с высокой трансляционной эффек-
тивностью (кластер 1); (2) установлена достовер-
но высокая представленность нуклеотида G и ди-

Таблица 2. Процент встречаемости uAUGs, моно- и
динуклеотидов в 5'-НТО транскриптов из кластеров с
разной трансляционной эффективностью

Примечание. 1, 2 и 3 – кластеры мРНК с высокой, средней и
низкой трансляционной эффективностью соответственно.
Для сравнения соотношений нуклеотидов и ди-нуклеотидов
использован t-критерий Стьюдента, звездочки указывают
достоверность отличий при P ≤ 0.05.

Параметр
Кластеры мРНК

1 2 3

Наличие uAUGs, % 3 6 20*
Мононуклеотиды, %
A 27.6 30.4* 28.3
C 22.8* 21 21.8
G 17.7 18 19.3*
U 31.9* 30.6 30.6
Динуклеотиды, %
AA 10.7 12.5* 10.7
AC 4.1 4.3 5.2*
AG 5.1 6.3 6.2
AU 7.7* 7.2 6.3
CA 5.4 5.8 5.4
CC 4.4 4.1 4.8
CG 4.9 4.1 4.7
CU 8.2* 7 6.9
GA 7.1 7.2 7.4
GC 3 3 3.1
GG 3.1 3.5 4*
GU 4.4 4.4 4.6
UA 4.4 4.9 4.9
UC 11.3* 9.7 8.7
UG 4.6 4.1 4.4
UU 11.6 11.9 12.7
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нуклеотида GG в 5'-НТО мРНК с низкой транс-
ляционной эффективностью (кластер 3); (3) вы-
явлена достоверно высокая представленность
нуклеотида А и ди-нуклеотида АА в 5'-НТО
мРНК со средней трансляционной эффективно-
стью (кластер 2) (табл. 2).

В результате дальнейшего in silico анализа по-
лучены данные о нуклеотидных мотивах в 5'-НТО
мРНК A. thaliana, которые встречаются не менее,
чем в 50% последовательностей для каждого кла-
стера транскриптов. Результирующий список
включал 64, 102 и 37 мотивов, содержащих 3, 4 и
5 нуклеотидов соответственно. Следует отметить,
что мотивов большего размера, чем 5 нуклеоти-
дов при заданном пороге поиска (не менее, чем в
50% 5'-НТО) не выявлено. Дальнейший анализ
результирующего списка мотивов акцентирован
на том, чтобы выбрать из него общие мотивы для

всех кластеров транскриптов, а также уникаль-
ные нуклеотидные мотивы в 5'-НТО для каждого
кластера транскриптов.

В результате этого анализа из большого числа
мотивов первичного списка было экстрагировано
26, 1 и 5 уникальных нуклеотидных мотива дли-
ной 5 нуклеотидов, характерных для 5'-НТО
транскриптов из кластеров с высокой, средней и
низкой трансляционной эффективностью соот-
ветственно (рис. 5), один мотив, который является
общим для транскриптов всех кластеров – CAAAA,
а также четыре мотива, которые выявлены в 5'-НТО
у транскриптов кластера 1 и 2 (рис. 5).

Как видно из представленных данных, выяв-
ленные мотивы длиной 5 нуклеотидов можно раз-
делить на следующие группы: пуриновые, пири-
мидиновые и смешанные (содержащие пуриновые
и пиримидиновые основания). При этом сме-

Рис. 5. Уникальные нуклеотидные мотивы длиной 5 нуклеотидов, характерные для 5'-НТО транскриптов из кластеров
с высокой (голубые бары, 1), средней (фиолетовые бары, 2) и низкой (красные бары, 3) трансляционной эффектив-
ностью. На оси абсцисс указано среднее количество таких мотивов в 5'-НТО проанализированных мРНК. На оси ор-
динат указаны пуриновые (I), пиримидиновые (II) и смешанные (III) мотивы длиной 5 нуклеотидов, характерные для
5'-НТО транскриптов разных кластеров.
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шанные мотивы представлены, как мотивами пре-
имущественно содержащими пурины (A и/или G),
так и преимущественно содержащими пирими-
дины (C и/или U). Согласно ассоциации таких
мотивов и их представленности в индивидуаль-
ных 5'-НТО, эти области у транскриптов класте-
ра 1 и 2 несут, в основном, мотивы, имеющие
преимущественно пиримидиновые мотивы или
смешанные мотивы с преимущественным со-
держанием пиримидинов (рис. 5, голубые (1) и
фиолетовые (2) бары соответственно), тогда как
в 5'-НТО транскриптов кластера 3 такие мотивы
представлены, в основном, пуринами, за исклю-
чением мотивов UUUGG и UUUUG (рис. 5,
красные бары (3)).

Основываясь на данных о количестве последо-
вательностей 5'-НТО с индивидуальным мотивом
можно выделить наиболее значимые для каждого
кластера последовательностей мотивы: для кла-
стера 1 (транскрипты с высокой трансляционной
эффективностью) – это UCUCU (этот мотив имеет
двадцать одна 5'-НТО), и CUCUC (шестнадцать
5'-НТО); AAGAA (шестнадцать 5'-НТО), UUUUC
(сорок две 5'-НТО) для кластера 2 (транскрипты
со средней трансляционной эффективностью) и
GAAGA (пятнадцать 5'-НТО) для кластера 3
(транскрипты с низкой трансляционной эффек-
тивностью).

Таким образом, результаты проведенного ана-
лиза позволяют предположить, что пиримидины,
в том числе пиримидиновые ди-нуклеотиды и мо-
тивы длиной 5 нуклеотидов характерны для 5'-НТО
мРНК с высокой трансляционной эффективно-
стью (кластер 1), тогда как пурины, пуриновые
ди-нуклеотиды, а также пуриновые мотивы дли-
ной 5 нуклеотидов являются характерным пара-
метром для 5'-НТО мРНК со средней (кластер 2)
и низкой (кластер 3) трансляционной эффектив-
ностью. Высокая представленность этих мотивов
у транскриптов из разных кластеров, может ука-
зывать на то, что такие мотивы могут быть потен-
циально задействованы в контроле эффективно-
сти трансляции. В пользу этого предположения
свидетельствуют современные данные, полученные
другими исследователями. Так, в 5'-НТО мРНК
выявлены некоторые регуляторные контексты,
которые вовлечены в программирование инициа-
ции трансляции. Один из них – это пиримидино-
вый трек, локализованный в непосредственной
близости от кэп-структуры 5'-НТО, и который
функционирует как трансляционный энхансер.
Этот регуляторный элемент обнаружен у многих
мРНК растений [21, 22], прежде всего, у мРНК,
белковые продукты которых вовлечены в клеточ-
ное деление и сопутствуют многим этапам разви-
тия организмов. Согласно текущему мнению, этот
механизм регуляции трансляции может быть более
распространенным, чем сейчас полагают [22]. Мы
оценили локализацию мотивов на последователь-

ностях 5'-НТО из разных кластеров. Выявлено, что
пиримидиновые мотивы в 5'-НТО транскриптов
1 кластера локализованы преимущественно в
3'-области 5'-НТО (данные в статье не приводятся),
а пуриновые мотивы в 5'-НТО транскриптов
3 кластера – преимущественно в 5'-области 5'-НТО
(данные в статье не приводятся).

В другом исследовании показано наличие
светового запуска трансляционного контроля
для транскриптов, имеющих TAGGGTTT или
AAAACCCT мотивы в их 5'-НТО мРНК, и такие
мотивы выявлены в 5'-НТО многих генов у
A. thaliana [23]. Функциональная роль этих моти-
вов в регуляции экспрессии генов именно на
трансляционном уровне подтверждена экспери-
ментально, хотя механизм, посредством которого
происходит контроль, пока не установлен. Вы-
сказано лишь предположение, что они могут кон-
тролировать трансляцию за счет формирования
шпилеподобной структуры на мРНК [17].

Последние исследования по глубокому секве-
нированию фрагментов мРНК, предоставили до-
казательства того, что вторичная структура во-
круг стартового кодона снижает эффективность
трансляции [17]. Полагают, что высокое содержа-
ние AU в 5'-НТО, которое уменьшает формирова-
ние вторичной структуры, позволяет рибосоме
лучше сканировать стартовый AUG кодон и, сле-
довательно, в положительной манере сказывается
на эффективности трансляции [22, 24]. Следует
подчеркнуть, что последовательности 5'-НТО
транскриптов 1 кластера также характеризуются
достоверно большим содержанием ди-нуклеоти-
да AU, чем таковые 2 и 3 кластеров (табл. 2).

Окружение стартового кодона

Согласно текущему мнению, решающую роль
в инициации элонгации играет правильное и эф-
фективное распознавание стартового AUG кодо-
на, которое зависит от его нуклеотидного окруже-
ния, присутствия так называемой консенсусной
последовательности Козак [5]. Нуклеотиды, ко-
торые окружают стартовый кодон, и которые
определяют его точное распознавание, локализо-
ваны в двух областях – 5'-НТО и 5'-лидере коди-
рующей области.

Консенсусная последовательность вокруг
стартового AUG кодона была экспериментально
определена при анализе генов A. thaliana [1]. Эти
результаты показали, что последовательности
благоприятные для эффективной трансляции у
растений не полностью соответствуют последо-
вательности Козак, характерной для позвоноч-
ных. Так, анализ показал, что нуклеотиды A/G в
позиции –3, A/C в позиции –2 и C в позиции +5
были общими для всех исследованных видов.
Следует отметить, что поскольку нуклеотид в по-
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зиции +5 проявляется во втором кодоне (кодон,
следующий за стартовым кодоном), это может
определять химические свойства второй амино-
кислоты, и, возможно, этот нуклеотид находится
в стадии функциональных ограничений амино-
кислотных последовательностей [25].

Нуклеотидная композиция вокруг стартового
кодона у транскриптов из разных кластеров оце-
нена за счет in silico анализа нуклеотидов в пози-
циях –3 и +4, а консенсусные последовательно-
сти окружения стартового кодона выведены с ис-
пользованием программы Logo (рис. 6) [13].
Весьма примечательно, что для транскриптов
всех кластеров оптимальное окружение стартово-
го кодона, согласно последовательности Козак
присуще только 30% транскриптов (Supplementary

Table 2). При этом сигналы консенсусных последо-
вательностей окружения стартового кодона для
каждого кластера транскриптов были следующими:
AANAUGNNG, AAСAUGNNN и AANAUGNCN
для кластера 1, 2 и 3 соответственно. Таким обра-
зом, в нашем исследовании отмечено отсутствие
строгой корреляции между оптимальным окру-
жением стартового кодона и загрузкой тран-
скриптов рибосомами. Следует отметить, что не-
давние исследования с использованием баз дан-
ных по всем последовательностям генома из
различных эукариотических видов показали, что
предпочтительные нуклеотиды вокруг AUG ко-
дона весьма разнообразны у разных видов орга-
низмов, включая и растения [25, 26]. Совокуп-
ность имеющихся литературных данных и соб-
ственные результаты этого исследования могут

Рис. 6. Консенсусные последовательности вокруг стартового AUG кодона для транскриптов из разных кластеров: с
высокой (а), средней (b) и низкой (c) трансляционной эффективностью. На оси ординат (bits) – высота каждой буквы
в столбце обозначает относительную частоту, с которой нуклеотид встречается в этой позиции в анализируемой вы-
борке 5'-НТО (относительные значения, которые рассчитаны программным обеспечением WebLogo [13]).
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свидетельствовать о том, что роль контекста во-
круг стартового кодона в эффективности транс-
ляции у растений, еще до конца не прояснена.
Так, все еще не полностью ясно насколько крити-
ческим является данный регуляторный контекст
для эффективности трансляции в целом [25, 26].

Таким образом, в ходе исследования нами выяв-
лены новые нуклеотидные контексты в 5'-области
мРНК растений A. thaliana, которые потенциально
могут быть важными для эффективности транс-
ляции мРНК растений на исследуемом этапе он-
тогенеза. Безусловно, функциональная значи-
мость выявленных мотивов и нуклеотидного сме-
щения, наблюдаемого вокруг стартового кодона у
транскриптов с различным трансляционным стату-
сом, требует экспериментального подтверждения.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (Проект № 17-04-00783).

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов. Статья не содержит каких-либо исследо-
ваний с участием людей и животных в качестве
объектов исследований.
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