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Сворачивание белка в клетке начинается в процессе его синтеза (трансляции) на рибосоме и, таким
образом, представляет котрансляционный процесс. Котрансляционное сворачивание белка тесно
взаимосвязано с элонгацией трансляции – процессом неравномерным. Хотя существует множество
причин, объясняющих неравномерность трансляции, принято считать, что неодинаковая скорость
считывания синонимических кодонов ‒ это один из ключевых факторов, модулирующих скорость
элонгации трансляции. Частые/оптимальные кодоны, как правило, транслируются быстрее, чем
редкие, и наоборот. Более 30 лет назад была выдвинута гипотеза, утверждающая, что замены сино-
нимических кодонов, приводящие к изменению скорости элонгации трансляции, могут влиять на
котрансляционное сворачивание белка, и что многие синонимические кодоны размещены в после-
довательности мРНК стратегически (в определенных местах) таким образом, что они задают специ-
фическую кинетику трансляции, обеспечивающую, в свою очередь, эффективное, поэтапное ко-
трансляционного сворачивание белка. Постулировалось, что именно такие особенности кинетики
трансляции (и специфическая локализация трансляционных пауз) могут определять то временнóе
окно, в котором происходит локальное сворачивание фрагментов белковой структуры, особенно в
тех участках, где процесс далек от равновесия. Таким образом предполагалось, что определенный
характер распределения синонимических кодонов в мРНК может служить вторичным кодом для
сворачивания белка в клетке. Хотя в основном эта гипотеза сейчас считается общепринятой, дока-
зать ее оказалось не так легко, и многие из ключевых результатов получены сравнительно недавно.
В представленном обзоре рассмотрен прогресс в этой области и даны объяснения, почему доказа-
тельства этой простой, на первый взгляд, гипотезы, потребовали существенных усилий.
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ВВЕДЕНИЕ
Сворачивание белка ‒ это один из наиболее

фундаментальных процессов, происходящих в
клетке. В результате этого процесса, полипептид-
ная цепь, производимая рибосомой – белоксин-
тезирующей частицей клетки, ‒ должна принять
правильную трехмерную структуру, чтобы соот-
ветствующий белок мог выполнять свои функ-

ции. Неправильное сворачивание и агрегация
белков ‒ ключевая причина ряда заболеваний,
включая многие нейродегенеративные протеино-
патии, такие как болезнь Альцгеймера, прионные
заболевания и болезнь Паркинсона [1‒3]. Следо-
вательно, знание того, каким образом происхо-
дит сворачивания белка в трехмерную структуру,
крайне важно.

1 Cтатья представлена авторами на английском языке.
Сокращения: NGS (Next Generation Sequencing) ‒ методы секвенирования нового поколения; ORF (open reading frame) ‒ от-
крытая рамка считывания; CAI (codon adaptation index) ‒ индекс адаптации кодона; FRET (Fluorescence Resonance Energy Trans-
fer) ‒ резонансный перенос энергии флуоресценции; SNP (single nucleotide polymorphism) ‒ однонуклеотидный полиморфизм.
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В течение десятилетий механизм, посредством
которого полипептидная цепь приобретает на-
тивную структуру, исследовали в основном в
экспериментах по денатурации/ренатурации
белка in vitro [4, 5]. Основополагающее иссле-
дование, выполненное Anfinsen C.B. и его кол-
легами по обратимой денатурации рибонукле-
азы (в 1950‒1960-х годах), позволило им выдви-
нуть предположение о том, что аминокислотная
последовательность белка содержит всю инфор-
мацию, необходимую для его сворачивания в уни-
кальную трехмерную структуру [6]. Следом за эти-
ми первыми экспериментами были выполнены
многие другие углубленные исследования процес-
са разворачивания/сворачивания белка in vitro, а
также моделирование этих процессов in silico, кото-
рые дали большой объем информации, позволив-
шей утверждать, что сворачиние белка происходит
по определенному пути через ряд последователь-
ных промежуточных состояний [4‒8]. Впослед-
ствии была предложена модель “энергетической
воронки” (folding funnel), которая постулировала,
что укладка белка в нативную конформацию с наи-
меньшей свободной энергией может происходить
через несколько таких путей [7, 9]. Следует отме-
тить, что в большинстве этих исследований были
использованы относительно небольшие (по раз-
меру) белки, которые можно было успешно рена-
турировать в водных растворах, и полученные ре-
зультаты с успехом подтверждали гипотезу Anfin-
sen [4, 5, 7‒9]. Тем не менее, множество попыток
достичь in vitro 100%-ной ренатурации денатури-
рованных белков были лишь отчасти успешными
[4]. Кроме того, в большинстве случаев восста-
новление трехмерной структуры белка в пробир-
ке оказалось чрезвычайно медленным процес-
сом, не сопоставимым по времени с таковым,
ожидаемым для принятия нативной конформа-
ции белка внутри клетки [10].

Стало очевидно, что для всестороннего пони-
мания пути сворачивания белка необходимо
установить механизм этого процесса в естествен-
ных условиях ‒ близких к тем, которые существу-
ют в клетке in vivo [11‒14]. Эти условия, однако,
сильно отличаются от тех, что сушествуют при ре-
натурации белка в пробирке. Во-первых, свора-
чивание белка in vivo происходит в плотном окру-
жении клеточных компонентов, поэтому счита-
ется, что на него влияет ряд факторов, таких как
концентрация и активность/аффинность окру-
жающих макромолекул и наличие катализаторов
(изомераз и т.д.) и аксессорных белков фолдинга
[15, 16]. Показано, что действие этих клеточных
компонентов значительно ускоряет процесс сво-
рачивания белков in vivo и предотвращают их аг-
регацию [15, 16]. Однако также получены сведе-
ния, указывающие на то, что, например, шаперо-
ны, взаимодействуя со своими субстратами,
сдвигают равновесие между правильной уклад-
кой белка и его формой, ведущей к агрегации.

Следовательно, они, в основном, влияют на вы-
ход правильно свернутого белка, а не на сам меха-
низм сворачивания. Во-вторых, чрезвычайно важ-
ным было признание того факта, что сворачива-
ние белка in vivo начинается в ходе его синтеза на
рибосоме, то есть представляет собой котрансляци-
онный процесс [17‒25]. В начале 1960–1970-х годов
прошлого века, были получаны первые сведения
[26‒32], позволившие утверждать, что укладка
белка in vivo начинается в то время, когда расту-
щая полипептидная цепь все еще связана с рибо-
сомой, и что процесс этот направленный, т.е. по-
липептидная цепь синтезируется и складывается
преимущественно в направлении от N-конца к
C-концу. На основании этих данных предполо-
жили, что котрансляционное сворачивание ново-
синтезированного полипептида есть результат
последовательного, поэтапного структурирова-
ния отдельных его участков, выходящих из рибо-
сомы в разные моменты времени и поэтому
иерархическую конденсацию полипептидной це-
пи стали рассматривать как один из наиболее ве-
роятных механизмов сворачивания белка в ходе
его синтеза in vivo. Ранние исследования по ко-
трансляционному сворачиванию белка и после-
дующие эксперименты, включая те, которые про-
должаются и в настоящее время, позволили вы-
явить множество интересных особенностей этого
процесса (см. [17‒25] и ссылки).

Стало также понятно, что котрансляционное
сворачивание белков начинается практически
сразу после полимеризации первых аминокис-
лотных остатков в пептидилтрансферазном цен-
тре рибосомы (см. [17‒25] и ссылки) с формиро-
ванием α-спиралей в рибосомном канале, а также,
возможно, некоторых элементов супервторичной
и третичной структур, образующихся в нижнем,
расширенном участке рибосомного канала (так
называемом вестибюле) – на выходе из него
[33‒36]. Сворачивание белка продолжается затем
в цитозоле, по выходе белка из рибосомного ка-
нала, с образованием промежуточных интерме-
диатов котрансляционного сворачивания, что
приводит в конце-концов к формированию на-
тивной структуры, которая, как правило, полно-
стью формируется после высвобождения поли-
пептидной цепи из рибосомы [17‒25]. Термоди-
намика и кинетика полипептидной цепи в
значительной степени управляют процессом сво-
рачивания белка в ходе всего этого процесса.

Следует отметить, что рибосома прочитывает
кодоны мРНК один за одним и транслирует их в
последовательность аминокислот белка. Однако
стало ясно, что не все кодоны читаются с одина-
ковой скоростью: периоды быстрой трансляции
перемежаются с трансляционными паузами [17,
37, 38]. Следовательно, не исключено, что вариа-
ции в локальных скоростях трансляции могут
влиять или даже способствовать сворачиванию
белка за счет упорядоченной (и разделенной по
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времени) структуризации определенных участков
полипептидной цепи, синтезируемой рибосо-
мой, и что кинетика синтеза белка может служить
механизмом для тонкой настройки его котранс-
ляционного сворачивания.

В конце 1980-х годов исследователи группы
под руководством Alistair Brown в Institute of Genetic
at Glasgow University (Великобритания) [39] и на-
шей группы на кафедре молекулярной биологии
биологического факультета МГУ им. М.В. Ломоно-
сова [40‒42] предположили, что последователь-
ные события сворачивания (образование интер-
медиатов), которые имеют место в ходе котранс-
ляционного фолдинга, могут быть разделены (по
времени) трансляционными паузами, и такие
участки медленной трансляции могут служить
своебразными знаками “препинания” в этом
процессе. Эта гипотеза была сформулирована на
основе результатов, в которых была выявлена
определенная корреляция между локализацией
редких (медленно транслируемых) кодонов в
мРНК и границами доменов в кодируемых белках
[39, 41] или границами более мелких структурных
единиц, таких как, например, элементы вторич-
ной и супервторичной структур [40, 42].

Гипотеза основывалась на нескольких допу-
щениях. Во-первых, она была основана на пред-
положении, что неравномерность в использова-
нии синонимических кодонов в мРНК ведет к
специфической кинетике трансляции, которая
проявляется в замедлении движения рибосомы
(паузах в трансляции) на кластерах редких кодо-
нов или в ускорении движения рибосомы на
кластерах высокочастотных кодонов (см. обзор
[17], [39‒42]). Во-вторых, постулировалось, что
синонимические кодоны расположены в мРНК
не случайно, а стратегически ‒ чтобы способ-
ствовать упорядоченному котрансляционному
сворачиванию белка, ‒ и изменения в использо-
вании синонимических кодонов могут привести
к изменению скорости трансляции, что, в свою
очередь, может повлиять на сворачивание ([17,
39‒42]). В-третьих, постулировалось, что измене-
ние скорости трансляции влияет, прежде всего, на
конформацию связанных с рибосомой новосинте-
зированных полипептидных цепей; впоследствии
это может приводить к изменению конечной кон-
формацию высвобождаемого белка и/или менять
равновесие между различными конформерами бел-
ка (нативными, полунативными и/или ненативны-
ми) и, в свою очередь, может привести, например, к
агрегации белка и/или к ускоренной деградации
(ко- или посттрансляционной) или к изменению
его удельной активности [17].

Следует заметить, что эта гипотеза, в общем
смысле утверждающая, что специфический ха-
рактер использования синонимических кодонов
в мРНК может служить кинетическим “путеводи-
телем” в котрансляционном сворачивании белка
в клетке, сейчас в основном принята научным со-

обществом, хотя многие ее постулаты остаются
предметом острых дискуссий. Тем не менее появ-
ление в молекулярной биологии таких новых тех-
нологий, как методы секвенирования нового по-
коления (Next Generation Sequencing, NGS), одно-
молекулярной флуоресцентной спектроскопии, а
также флуоресценции с временным разрешением,
позволяют проводить исследования котрансляци-
онного сворачивания белка на ранее недостижи-
мом уровне и получать новые ключевые доказа-
тельства в поддержку выдвинутой гипотезы.

Далее приведен обзор ключевых доказательств
в поддержку каждого из постулатов вышеизло-
женной гипотезы.

ТРАНСЛЯЦИЯ – ЭТО НЕРАВНОМЕРНЫЙ 
ПРОЦЕСС, УПРАВЛЯЕМЫЙ 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ СИНОНИМИЧЕСКИХ 
КОДОНОВ В мРНК

Генетический код вырожден [43]. За исключени-
ем двух аминокислот (метионина и триптофана),
все остальные аминокислотные остатки кодируют-
ся мультиплетными, так называемыми синоними-
ческими, кодонами [37]. Синонимические кодоны,
однако, используются с неодинаковой частотой,
как в отдельных мРНК, так и в целых геномах [37,
44‒46]. Такой характер неравномерного исполь-
зования кодонов известен как “предпочтение ко-
донов” (codon usage bias) [37, 44‒46] (рис. 1a).
Предпочтение кодонов варьирует между организ-
мами (в разных организмах выбор частых и ред-
ких синонимических кодонов различен) и пред-
ставляет собой уникальную характеристику каж-
дого организма [47‒50] (рис. 1a). Это позволяет
предположить, что выбор кодонов может иметь
функциональное значение в процессах, не свя-
занных напрямую с кодированием аминокислот-
ных остатков в полипептидной цепи [37, 44‒46].
Специфичный для данного организма выбор ко-
дона соответствует специфичным для организма
различиям в популяциях/концентрациях тРНК,
узнающих данные кодоны [44]. В целом, показа-
но, что, как в одноклеточных, так и в многокле-
точных организмах, наблюдается сильная поло-
жительная корреляция между использованием
кодонов и клеточным содержанием соответству-
ющих тРНК [47, 51, 52]. Это означает, что предпо-
чтение кодонов оказывает, по-видимому, прямое
влияние на скорость элонгации трансляции. Дей-
ствительно, обнаружено, что часто используемые
кодоны, как правило, транслируются быстрее, чем
редко используемые кодоны вследствие большей
доступности (в ходе трансляции) соответствую-
щих часто встречающихся тРНК, узнающих эти
кодоны, и наоборот (см. [22, 37, 53‒55]) (рис. 1б).
Ряд дополнительных результатов подтверждает
это: (i) обнаружено, что высокоэкспрессируемые
гены обогащены предпочтительными/часто ис-
пользуемыми кодонами по сравнению с низкоэкс-
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прессируемыми генами, которые содержат в ос-
новном синонимические редкие кодоны [56‒59];
(ii) замена синонимических часто используемых
кодонов на редко используемые (и наоборот)
влияет на уровни экспрессии белка (см. обзоры
[22, 37, 53‒55]); (iii) изменения в уровне экспрес-
сии/содержании определенных тРНК также из-
меняют уровни экспрессии белка [60‒64].

Хотя в целом считается общепринятым, что ча-
сто используемые кодоны способствуют ускоре-
нию трансляции, а редкие кодоны вызывают пау-

зы в трансляции, доказать тот факт, что конкрет-
ный редкий кодон или кластер редких кодонов
будет определять появление соответсвующей пау-
зы в трансляции на данном участке в мРНК, несу-
щем эти кодоны, оказалось довольно непросто.

Ранее в экспериментах, направленных на про-
верку этого постулата, использовали анализ раз-
меров насцентных полипептидных цепей, при-
крепленных к рибосоме [65‒68]. Предполагали,
что замедления в ходе трансляции, должны уве-
личивать время нахождения рибосомы на опреде-

Рис. 1. Вырожденность генетического кода и неравномерное/неслучайное использование кодонов формируют пред-
почтение кодонов и задают неравномерный ритм трансляции. а ‒ Предпочтение кодонов у Escherichia coli (EC), Sac-
charomyces cerevisiae (SC) и Homo sapiens (HS) (https://www.kazusa.or.jp/codon/). На этих примерах хорошо видны зна-
чительные отличия в использовании кодонов у трех видов. Представлена частота встречаемости кодонов на тысячу.
б ‒ Преимущественно используемые (частые) кодоны транслируются быстрее, чем нечасто используемые (редкие)
кодоны, из-за большей доступности (в ходе трансляции) соответствующих часто встречающихся тРНК, узнающих ча-
стые кодоны. Как правило, редкие кодоны приводят к значительному увеличению времени остановки рибосомы
вследствие увеличения времени ожидания соответствующей тРНК. Представлена упрощенная схема (не указан фак-
тор элонгации 1A, который стимулирует GTP-зависимое связывание аминоацил-тРНК в А-сайте рибосомы в ходе
синтеза белка). Цвета тРНК/кодонов соответствуют различной частоте их использования.

a

б

24.4 4.4 4.4 14.5 Частота встречаемости кодонов

5' 3'
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ленных участках мРНК (обогащенных редкими
кодонами) и, исходя из этого, ожидали, что кон-
центрация новосинтезированных пептидов соот-
ветствующих размеров в составе полирибосом бу-
дет тоже возрастать. Исходно накопление ново-
синтезированных пептидов и их распределение
по размерам анализировали с помощью гель-
фильтрации [65, 66] и/или электрофореза в геле
[67, 68]. И хотя в целом наблюдали, что увеличе-
ние числа редких кодонов приводило к более мед-
ленному движению рибосомы по мРНК [65‒68],
точное определение числа и положения трансля-
ционных пауз оказалось сложным делом из-за
низкого разрешения этих методов. Разработка и
использование метода защиты РНК от микрокок-
ковой нуклеазы [69, 70] и впоследствии техноло-
гии рибосомного профайлинга (сочетает рибо-
сомный футпринтинг с глубоким секвенировани-
ем фрагментов мРНК, защищенных рибосомами
в ходе трансляции) позволили провести прямые
эксперименты по анализу распределения рибо-
сом на мРНК с разрешением в один кодон
[71‒73]. Однако профайлинг рибосом на первых
порах дал неоднозначные результаты. Несмотря
на то, что вариации в локальных скоростях транс-
ляции успешно детектировали, исходно не удава-
лось получить достоверную корреляцию между
позицией рибосом и расположением редких ко-
донов в мРНК [71]. Выяснилось, что определение
положения пауз и их связи с редкими кодонами в
исходной версии профайлинга рибосом – задача
не из легких. Дело в том, что для остановки транс-
ляции использовали антибиотики (типа цикло-
гексимида), которые искажали положение рибо-
сом на матрицах и маскировали повышенную
плотность рибосом на неоптимальных кодонах
[71, 74]. В систематически пересмотренном мето-
де рибосомного профайлинга (который не вклю-
чает использования антибиотиков) рибосомные
паузы обнаружены на редких кодонах с разреше-
нием в один кодон [75]. Эти новые данные позво-
лили также выявить четкую отрицательную кор-
реляцию между плотностью рибосом и индексом
адаптации кодона, что согласуется с предположе-
нием о том, что редкие кодоны декодируются ма-
ло представленными тРНК медленнее, чем ча-
стые кодоны [75].

СИНОНИМИЧЕСКИЕ КОДОНЫ 
РАСПОЛОЖЕНЫ

В ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ мРНК 
НЕСЛУЧАЙНЫМ ОБРАЗОМ И НАХОДЯТСЯ 

В СТРАТЕГИЧЕСКИ ВАЖНЫХ РАЙОНАХ

Согласно нейтральной теории молекулярной
эволюции, давление отбора на синонимические
кодоны (кодирующие одни и те же аминокисло-
ты) существенно ослаблено, а, значит, их распре-
деление в мРНК и их замены в ходе эволюции
происходят случайным образом [76]. Однако ока-

залось, что менее половины всех синонимиче-
ских замен соответствует этим “нейтральным”
ожиданиям и на замены синонимических кодо-
нов (синонимические мутации) наложены явные
ограничения, то есть они находятся под давлени-
ем отбора [77, 78]. При детальном анализе после-
довательностей мРНК выявлены определенные
предпочтения в распределении кодонов внутри
открытых рамок считывания (open reading frames,
ORFs) мРНК ‒ явление, изначально описанное
как “кодоновый контекст” [79‒81].

В дополнение к предпочтению в использова-
нии синонимических кодонов относительно со-
седних кодонов в мРНК (кодоновый контекст
[79‒81] и так называемоего предпочтения в ис-
пользовании пар кодонов [82‒86]) установлено
также, что выбор положения синонимических
кодонов в определенных участках мРНК (в част-
ности, редких кодонов) происходит не случай-
ным образом, а в соответствии с определенными
предпочтениями [87‒94]. Показано, что ред-
кие/нечасто встречающиеся кодоны, как правило,
собраны в кластеры, локализующиеся в опреде-
ленных участках мРНК. В частности, обнаружено,
что кластеры редких кодонов часто локализуются
на 5'- и 3'-концах ORF [88‒92] и в так называемом
кластере “+70” редких кодонов, который распо-
ложен на расстоянии 35–40 кодонов от сигналь-
ных пептидных последовательностей (или транс-
мембранных сегментов) в секретируемых белках
[87, 93]. Такие кластеры редких кодонов выявле-
ны и во многих других участках мРНК [88]. Хотя
первые исследования, направленные на изучение
положения синонимических кодонов в мРНК
[39‒42, 94‒97], нельзя назвать исчерпывающими
(в частности из-за отсутствия полноценной ин-
формации о структуре белков и кодирующих нук-
леотидных последовательностях), полученные в
них результаты тем не менее позволили сделать
вывод, что местоположения кластеров редких ко-
донов вдоль мРНК эволюционно высоко консер-
вативны, о чем свидетельствует, например, сход-
ство в их расположении в семействах гомологич-
ных белков у различных организмов [17, 41, 42, 88,
94, 98‒100]. Эти данные послужили одним из
подтверждений предположения, что такое распо-
ложение кластеров редких кодонов может быть
связано со структурой белка [17, 88]. Стратегиче-
ское размещение кластеров редких кодонов, на-
пример, обнаружили в участках мРНК, кодирую-
щих доменные/субдоменные линкеры (или в
участках, находящихся в непосредственой близи
от этих линкеров) (рис. 2). Предполагали, что та-
кая локализация этих кластеров позволяет разде-
лить во времени сворачивание доменов или суб-
доменов на рибосоме [17, 88, 94].

В результате проведенных полногеномных
анализов ORFомов прокариотических и эукарио-
тических организмов выявлено, что кластериза-
ция редких кодонов (i) не ограничена определен-
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ным набором генов или генотипов, (ii) не зависит
от и не имеет отношения к общему GC-составу
генома организма и (iii) встречается гораздо ча-
ще, чем можно ожидать, исходя из случайного
выбора [88, 98]. Хотя точную функциональную
роль многих консервативных кластеров кодонов
еще предстоит установить, становится очевид-
ным, что выбор кодонов имеет функциональное
значение помимо кодирования аминокислот и
поддержания определенного уровня/эффективно-
сти трансляции белка, а мРНК (а, значит, и гене-
тический код), действительно, может содержать
вторичную информацию, связанную со структу-
рой белка и его сворачиванием.

ИЗМЕНЕНИЯ В ИСПОЛЬЗОВАНИИ 
СИНОНИМИЧЕСКИХ КОДОНОВ ВЛИЯЮТ 

НА ЛОКАЛЬНУЮ СКОРОСТЬ
ЭЛОНГАЦИИ ТРАНСЛЯЦИИ

Общепризнано, что использование кодонов
влияет главным образом на общую скорость
трансляции. Для оптимизации экспрессии белка
уже получили широкое применение подходы,
включающие замену большинства (или ограни-
ченного набора) нечасто используемых кодонов
синонимическими, часто используемыми [54,
101‒103]. Использование генов, оптимизирован-
ных посредством такой стратегии, во многих слу-
чаях позволило увеличить выход рекомбинант-

Рис. 2. Кластеры редких кодонов часто находятся в мРНК не в случайных, а в стратегически важных позициях. Вверху –
профиль использования кодонов в мРНК, кодирущей белок кристаллина бета-B2 быка (Bos taurus). Видно, что протя-
женный кластер редких кодонов кодирует часть линкера между доменами и небольшой фрагмент С-концевого доме-
на, следующий за линкером. Внизу – модель третичной структуры кристаллина бета-B2 (PDB 2BB2). N-концевой до-
мен окрашен в синий цвет, С-концевой ‒ в желтый цвет, а линкер, соединяющий оба домена, ‒ в серый цвет. Стрел-
ками указаны остатки Pro80 и Lys89, расположенные в начале и в конце линкерного пептида, соединяющего домены;
Asn95 находится на конце β-структуры в начале С-концевого домена кристаллина бета-B2.
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ных белков. Это подтверждало предположение о
том, что на оптимизированных мРНК скорость
биосинтеза белка/скорость элонгации трансля-
ции возрастает [54, 101‒103].

Следует отметить, что выбор синонимических
кодонов, помимо трансляции, влияет также на
время полужизни/стабильность самой мРНК [55,
104‒106]. Время полужизни мРНК ‒ ключевая де-
терминанта генной экспрессии, и обычно мРНК с
большим периодом полужизни продуцирует и
больше белка. Недавно обнаружено, что стабиль-
ные/долгоживущие мРНК содержат в основном
предпочтительные/оптимальные кодоны, в то вре-
мя как в составе ORF многих нестабильных/корот-
коживущих мРНК с повышенной частотой встре-
чаются непредпочтительные/неоптимальные/ред-
кие кодоны [104‒106]. Показано, что замена
предпочтительных кодонов на синонимические
непредпочтительные приводит к существенной
дестабилизации мРНК и наоборот [104‒106].

Результаты этих и других экспериментов по-
служили толчком для понимания научным сооб-
ществом влияния использования синонимических
кодонов и индекса адаптации кодона (CAI) как ме-
ры, определяющей предпочтения синонимических
кодонов [107], на эффективность трансляции и
синтеза белка [101‒107]. Однако, несмотря на об-
щее принятие идеи, что замена синонимических
кодонов в гене может сушественно изменять ско-
рость/эффективность синтеза кодируемого белка и
увеличивать или уменьшать его выход, не было
четкого понимания, как локальные замены синони-
мических кодонов влияют на скорость элонгации в
тех участках мРНК, где эти замены произошли. И
хотя таких исследований было немного, необходи-
мые доказательства все-таки были получены.

Сначала предпринимались попытки опреде-
лить увеличение/уменьшение времени задержки
рибосомы в определенных участках на мРНК по-
сле замены синонимических кодонов по увеличе-
нию/уменьшению содержания новосинтезиро-
ванных полипептидов соответствующей длины
[68, 108]. Эти попытки недавно возобновлены,
уже с использованием технологии профайлинга
рибосом и флуоресценции с временным разреше-
нием на уровне единичных молекул, что позволи-
ло проанализировать время задержки рибосомы
на различных синонимических кодонах [38, 75,
109, 110]. Исследование совокупной флуоресцен-
ции в режиме реального времени использовали и
для того, чтобы определить, как множественные
замены синонимических кодонов влияют на ско-
рость движения рибосомы по мРНК [36, 111]. Ре-
зультаты этих экспериментов в сочетании с экс-
периментами, в которых измеряли влияние кон-
центрации тРНК на скорость трансляции, ясно
указывали на то, что есть прямая связь между ис-
пользованием синонимических кодонов и ло-
кальными скоростями элонгации трансляции и
изменения в использовании синонимических ко-

донов действительно влияют на кинетику транс-
ляции.

СВОРАЧИВАНИЕ БЕЛКА in vivo –
ЭТО КОТРАНСЛЯЦИОННЫЙ ПРОЦЕСС

Для прямой демонстрации влияния использо-
вания синонимических кодонов на котрансляци-
онное сворачивание белка необходимо было по-
лучить два типа доказательств: (i) показать, что
использование кодонов может влиять на оконча-
тельную конформацию белка и (ii) что эти кон-
формационные изменения происходят в ново-
синтезированных цепях, связанных с рибосомой,
т.е. котрансляционно. Как уже упоминалось
выше, первоначальная гипотеза была выдвинута
еще в конце 1980-х годов [39‒42], но в то время
сама идея, что сворачивание in vivo происходит
котрансляционно, еще не получила широкой
поддержки.

Таким образом, сначала необходимо было по-
лучить убедительные доказательства в поддержку
идеи котрансляционного сворачивания белка.
Большинство проведенных ранее экспериментов
по этой теме включало выделение/фракционирова-
ние комплексов, связанных с рибосомой новосин-
тезированных пептидов с помощью градиента
плотности сахарозы с последующей оценкой струк-
туры и свойств этих полипептидов путем измерения
(i) их специфической ферментативной активности,
(ii) распознавания их специфическими/конформа-
ционными антителами или (iii) формирования пра-
вильных дисульфидных связей внутри и/или между
новосинтезированными цепями [23, 24]. Впослед-
ствии разработали и другие методы [23, 24], такие
как определение устойчивости новосинтезирован-
ных цепей, связанных с рибосомой, к протеолити-
ческому расщеплению и/или способности ко-
факторов и лигандов (таких как гем) связываться
с растущей полипептидной цепью (как признак
того, что достигнута конформация, компетентная
к связыванию).

В нашей группе в сотрудничестве с лаборато-
рией Александра Сергеевича Спирина в Институ-
те белка РАН (Пущино, Россия) в исследованиях
по котрансляционному сворачиванию цепей α-гло-
бина в качестве такого лиганда использовали гем
[112, 113]. Трансляцию в системе in vitro проводили
в присутствии [3H]-меченого гемина и [35S]-мече-
ного метионина и показали, что полноразмерные
новосинтезированных цепи α-глобина, соединен-
ные с рибосомой, эффективно связывают гем [113].
Кроме того, обнаружили, что незавершенные ново-
синтезированные цепи α-глобина, прикрепленные
к рибосоме, также способны к котрансляционному
связыванию гема. Это означало, что структура,
обеспечивающая связывание гема, формируется в
цепи α-глобина еще до завершения его синтеза. Эти
результаты стали экспериментальным подтвержде-
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нием гипотезы котрансляционного сворачивания
на примере молекулы α-глобина [113].

Однако в то время одно из самых убедитель-
ных доказательств котрансляционного сворачи-
вания белка было получено в работах В.А. Колба,
Е.В. Макеева и А.С. Спирина. Они одними из
первых начали изучение котрансляционного сво-
рачивания белка с использованием технологий,
обеспечивающих измерения в реальном времени
[114, 115]. Эти авторы разработали методику, поз-
воляющую наблюдать ферментативную актив-
ность вновь синтезированной люциферазы свет-
лячка в бесклеточной системе в люминометриче-
ской кювете в реальном времени, и показали, что
люциферазная активность (как индикатор пра-
вильной укладки белка) может быть обнаружена,
как только полноразмерная молекула сформиро-
валась в ходе трансляции [114]. Важно отметить,
что столь быстрое проявление ферментивной ак-
тивности было несовместимо со сценарием пост-
трансляционного сворачивания [114]. Впослед-
ствии эти же авторы продемонстрировали, что
связанная с рибосомами люцифераза энзимати-
чески активна, и пришли к выводу, что сворачи-
вание люциферазы светлячка происходит в ходе
трансляции [115].

В последнее время появилось множество совре-
менных технологий, таких как ЯМР-спектроско-
пия, криоэлектронная микроскопия и флуорес-
центные методы (резонансный перенос энергии
флуоресценции, FRET, и анизотропия флуорес-
ценции/динамическая деполяризация флуорес-
ценции), а также некоторые другие подходы для
изучения котрансляционного сворачивания белка
[19, 23, 24]. Использование этих новейших техно-
логий позволило получить неопровержимые дока-
зательства в пользу котрансляционного сворачи-
вания белка, и в настоящее время эта концепция
получила широкое признание [17‒25]. Однако
оставалось неясным, в какой степени путь ко-
трансляционного сворачивания белка уникален и
действительно ли на него может влиять кинетика
трансляции.

Вот почему многие исследователи сосредоточи-
ли свое внимание на анализе влияния кинетики
трансляции на котрансляционное сворачивание
белка. Эти эксперименты оказались чрезвычайно
сложными из-за многочисленных механизмов и
систем “контроля качества”, с помощью которых
клетка распознает неправильно свернутые белки и
обеспечивает их правильное сворачивание или в
противном случае направляет их на деградацию
[12‒16]. Представлялось вполне возможным, что
изменения в котрансляционном фолдинге белка,
вызванные заменами синонимических кодонов,
могли быть не столь значительными, чтобы пре-
одолеть влияние клеточной системы контроля
качества белка и сети шаперонов, для того чтобы
их можно было в итоге достоверно детектировать.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ СИНОНИМИЧЕСКИХ 
КОДОНОВ ВЛИЯЕТ

НА КОТРАНСЛЯЦИОННЫЙ ПУТЬ 
СВОРАЧИВАНИЯ БЕЛКА

Использование бесклеточных систем трансля-
ции, где влияние механизмов контроля качества
белка не так четко выражено или может быть на-
правленно нивелировано путем удаления компо-
нентов систем контроля качества, выглядело та-
ким образом вполне логичным в начале и до сих
пор служит одним из предпочтительных подходов
в анализе влияния использования синонимиче-
ских кодонов на котрансляционное сворачива-
ние белка. Трансляционные системы in vitro и
особенно полностью реконструированные систе-
мы in vitro позволяют также легко контролировать
многие другие факторы/компоненты, необходи-
мые для синтеза и сворачивания белка и тем са-
мым отвечать на многие ключевые вопросы в
этой области.

В 1999 году на примере модельного белка хло-
рамфениколацетилтрансферазы (CAT) с исполь-
зованием системы in vitro мы привели одно из
первых доказательств, подтверждающих гипоте-
зу, что замены синонимических кодонов влияют
на движение рибосом и сворачивание белка [108].
В этом исследовании 16 последовательно распо-
ложенных редких кодонов в гене CAT были заме-
нены часто встречающимися, что привело к уско-
рению движения рибосом через мутированный
участок и повлияло на удельную активность фер-
мента (по сравнению с диким типом) [108]. Так
как удельная активность фермента может рас-
сматриваться как мера правильности его укладки,
мы сделали вывод, что введенные синонимиче-
ские мутации повлияли на сворачивание CAT.
Мы предположили, что повышенная скорость
трансляции выбранной области CAT приводит к
тому, что соответствующая часть полипептидной
цепи синтезируется раньше времени. В результа-
те нарушается взаимодействие этой вновь синте-
зированной области полипептида с той, которая
была синтезирована непосредственно перед ней
и еще не успела должным образом уложиться из-
за нехватки времени [108]. Так было получено од-
но из первых экспериментальных подтверждений
гипотезы, что кинетика трансляции белка влияет
на путь его фолдинга in vivo. Но в то время эта
концепция не получила всеобщего признания.

Следующий прорыв произошел 8 лет спустя. В
2007 году Chava Kimchi-Sarfaty, Michael Gottesman
и их коллеги [116] показали, что субстратная специ-
фичность P-гликопротеина (P-gp), продукта гена
множественной лекарственной устойчивости 1
(MDR1), изменяется под воздействием синоними-
ческих однонуклеотидных полиморфизмов (SNP),
которые считались нейтральными/“молчащими”.
Авторы тщательно исследовали ex vivo (в трансфи-
цированных клетках) влияние встречающихся в
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природе полиморфных вариантов MDR1 на транс-
ляцию мРНК P-gp, экспрессию белка, его актив-
ность и субстратную специфичность. Они при-
шли к выводу, что единственная синонимическая
мутация C3435T (Ile-ATC>ATT), изменяющая от-
носительно частый кодон ATC на более редкий
ATT, влияет на скорость элонгации трансляции в
этом участке (хотя это и не было продемонстри-
ровано напрямую) и, тем самым, на конформа-
цию P-gp и активность/субстратную специфич-
ность белка [116]. Это исследование имело огром-
ное значение, так как в нем было впервые
продемонстрировано, что встречающиеся в приро-
де синонимические/“молчащие” SNP, которые не
изменяют первичной структуры синтезируемого
полипептида, могут влиять на его структурные и
функциональные свойства. На основании этих ре-
зультатов появилась возможность объяснить раз-
личия (наблюдаемые ранее в нескольких клини-
ческих исследованиях) в фармакокинетике P-gp у
лиц, несущих этот молчащий SNP [116].

Значимость использования синонимических
кодонов в укладке белка подверждена в ряде после-
дующих исследований, где показано, что замены
синонимических кодонов влияют на чувствитель-
ность белков к ограниченному протеолизу [117,
118], на степень их фосфорилирования [118], их
спектроскопические характеристики [119], склон-
ность к агрегации [119‒121] и удельную активность
[122], что в итоге может привести к ряду заболева-
ний [123‒128]. Также показано, что выбор синони-
мических кодонов в случае генов секретируемых
белков влияет на эффективное взаимодействие но-
восинтезированных полипептидов с сигналраспо-
знающей частицей [93], тем самым влияя на секре-
цию белка.

Особый интерес представляет исследование,
проведенное Patricia Clark и коллегами [119], в ко-
тором использовали так называемый метод ком-
плементации бимолекулярной флуоресценции
(bimolecular f luorescence complementation, BiFC)
[129, 130] для создания флуоресцентного белка,
состоящего из трех полудоменов. Полудомены N-
(который при взаймодействии с центральным по-
лудоменом давал желтую флуоресценцию) и
C-концевой (который при взаймодействии с цен-
тральным полудоменом давал сине-зеленую флу-
оресценцию) конкурировали друг с другом за вза-
имодействие с центральным полудоменом, а ре-
зультат определял флуоресцентные свойства
итоговой белковой структуры. Используя систе-
му клеточной экспрессии и наблюдая за сигналом
FRET между метками желтого флуоресцентного
белка (YFP) и сине-зеленого флуоресцентного
белка (CFP), авторы продемонстрировали, что
скорость, с которой новосинтезированный белок
выходит из рибосомы (на нее влияли синоними-
ческие замены кодонов в междоменном линке-
ре), может определять конечную конформацию
свернутого белка [119].

Исследования, приведенные выше, имели, од-
нако, ряд недостатков. Как правило, в них рас-
сматривали только один аспект гипотезы, а также
преимущественно анализировали свойства поли-
пептидных цепей, уже высвободившихся из ри-
босомы. Во всех вышеупомянутых экспериментах
для анализа конформации полипептидных цепей
использовали косвенные методы (например, опре-
деление удельной активности, ограниченного про-
теолиза), а не прямые подходы (ЯМР, рентгено-
структурный анализ) к исследованию структуры
белка. Только в нескольких исследованиях пред-
принималась попытка исследовать структуру свя-
занных с рибосомой новосинтезированных цепей,
продуцируемых из мРНК с синонимическими му-
тациями, по сравнению с диким типом мРНК.
Изменения в кинетике синтеза белка как резуль-
тат синонимических мутаций обычно не отсле-
живали и возможные последствия неправильного
кодирования (miscoding) в трансляции (которое
может происходить в результате изменений сино-
нимических кодонов), как правило, также не
принимали во внимание. Наконец, ни в одном из
исследований не использовали измерения в ре-
альном времени для того, чтобы продемонстри-
ровать, что синонимические мутации могут вли-
ять в режиме реального времени не только на ки-
нетику синтеза белка, но и на кинетику его
котрансляционного сворачивания.

Недавно указанные выше пробелы мы воспол-
нили в сотрудничестве с Harald Schwalbe (The Jo-
hann Wolfgang Goethe-Universität in Frankfurt,
Германия) и Мариной В. Родниной (The Max
Planck Institute for Biophysical Chemistry in Goettin-
gen, Германия) в исследовании, которое призвано
было ответить на все эти нерешенные вопросы
[111]. С целью понять, как дифференциальное ис-
пользование синонимических кодонов влияет на
кинетику трансляции, ко- и посттрансляционный
фолдинг, а также конформацию и стабильность
белка, мы проанализировали экспрессию реком-
бинантного белка хрусталика крупного рогатого
скота кристаллина гамма-В в клетках Escherichia coli
in vivo, а также провели такой анализ in vitro в пол-
ностью реконструированной высокопроизводи-
тельной системе трансляции из E. coli. Выбор пал
на кристаллин гамма-B, так как ранее нами пока-
зано, что трансляция этого двухдоменного белка
происходит неравномерно [68]. По результатам
этих экспериментов мы предположили, что ис-
пользование кодонов и скорость трансляции
мРНК кристаллина гамма-B оптимально настро-
ены на синтез и фолдинг этого белка в клетке [68];
однако прямых экспериментальных данных в под-
держку этого предположения тогда не было полу-
чено. Базируясь на этих предположениях, мы скон-
струировали два варианта мРНК, кодирующей
кристаллин гамма-B: 1) с использованием кодонов,
которые оптимальны для трансляции белка в E. coli
(с распределением кодонов в мРНК, аналогичным
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найденному у быка, Bos taurus, которое должно бы-
ло обеспечивать близкую к природной кинетику
трансляции), и 2) с неизмененным составом кодо-
нов, характерным для быка, но не оптимальным
для трансляции в E. coli [111].

В ходе анализа влияния использования сино-
нимических кодонов на трансляцию мРНК кри-
сталлина гамма-B нами установлено, что выбор
кодонов изменяет как локальную, так и общую
скорость трансляции и приводит к образованию
альтернативных конформаций белка [111]. С помо-
щью измерений в реальном времени, с использова-
нием флуоресценции и FRET, нами показано, что
кинетика синтеза и котрансляционного сворачива-
ния кристаллина гамма-B, действительно, изме-
няется под воздействием замен синонимических
кодонов. Более того, впервые была выявлена зна-
чительная структурная гетерогенность очищенных
полноразмерных препаратов синонимических ва-
риантов кристаллина гамма-B, что продемонстри-
ровано с использованием метода прямого опреде-
ления структуры (двумерной ЯМР-спектроско-
пии). Мы пришли к выводу, что синонимические
полиморфизмы изменили распределение различ-
ных состояний в ландшафте доступных конформа-
ций белка как на рибосоме, так и после высвобож-
дения полипептидной цепи [111]. Важно отметить,
что с помощью масс-спектрометрии и микросе-
квенирования мы четко подтвердили, что сино-
нимические варианты кристаллина гамма-B,
синтезируемые с разных мРНК, обладают иден-
тичной аминокислотной последовательностью. В
целом, полученные результаты стали весомым
подтверждением гипотезы о роли синонимиче-
ских кодонов в фолдинге белка и того факта, что
специфический характер распределения кодонов
вдоль мРНК, действительно, может служить вто-
ричным кодом для сворачивания белка в клетке
[111]. Таким образом, мы пришли к выводу, что
использование кодонов определяет уникальную
кинетику трансляции, которая влияет на распре-
деление интермедиатов фолдинга, как на рибосо-
ме, так и после высвобождения полипептидной
цепи, а изменения в использовании кодонов и
кинетики трансляции могут привести к кинети-
чески “запертым” интермедиатам фолдинга. Эти
интермедиаты могут быть затем переведены с по-
мощью (или без) молекулярных шаперонов (ко-
или посттрансляционно) в нативную конформа-
цию. Однако не исключено, что такие кинетиче-
ски “запертые” интермедиаты могут оставаться
вполне стабильными и направлять общее свора-
чивание белка в ненативное и/или склонное к аг-
регации состояние. Неправильно свернутые, ки-
нетически “запертые” полипептиды впослед-
ствии могут подвергаться деградации (ко- или
посттрансляционно) (рис. 3).

Важно отметить, что непродуктивное сворачи-
вание, обусловленное использованием альтерна-
тивных синонимических кодонов, может также

быть причиной ряда заболеваний [123‒127]. Не-
давно в сотрудничестве с Chava Kimchi-Sarfaty на-
ми показано, что синонимическая мутация
c.459G>A (GTG>GTA) (это положение кодирует
Val153 или Val107 (Val107 ‒ соответствует нумера-
ции аминокислотного остатка после отщепления
препропептида)), которая ранее была идентифи-
цирована в гене F9 (кодирует фактор свертывания
крови FIX) у пациентов с легкой формой гемофи-
лии B [128], изменяет кинетику синтеза FIX и
влияет на его конформацию, что приводит к сни-
жению внеклеточного уровня белка [127]. Таким
образом, стал понятен молекулярный механизм
патогенеза гемофилии B, в основе которого ле-
жит единичная синонимическая мутация в гене
F9 [127]. С 2008 года ‒ с момента открытия казав-
шейся молчащей мутации в гене F9 у больных ге-
мофилией В [128] ‒ развитие этой патологии
оставалось необъяснимым. Это связано с тем, что
причину заболеваний, ассоциированных с сино-
нимическими мутациями, принято было искать в
определенных свойствах самой мРНК, таких как
изменение уровня/стабильности мРНК в клетках
или изменения характера сплайсинга (пропуск эк-
зонов или сохранение интронов), которые остава-
лись у этих больных неизменными [125, 126].

ВЫВОДЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ
Исследование эффектов использования сино-

нимических кодонов, несомненно, углубляет на-
ше понимание процесса сворачивания белка в
клетке. Важно, что это действительно помогает
объяснить случаи генетических заболеваний, свя-
занных с синонимическими мутациями, ‒ случаи,
которые нельзя было объяснить ранее известными
эффектами синонимических мутаций на сплай-
синг и/или стабильность мРНК [125, 126]. Резуль-
таты этих исследований, несомненно, повлияли
на восприятие научным сообществом таких случа-
ев синонимических мутаций, влияющих на фун-
кию генов и фенотип и связанных со сворачивани-
ем белков и их стабильностью [123‒127]. Наконец,
эти исследования дали новый подход для увеличе-
ния продукции функционально активных реком-
бинантных белков и объяснили давнюю пара-
дигму: почему при замене большинства редко
используемых кодонов синонимическими часто
используемыми с целью увеличения CAI (этот
прием широко используются для оптимизации
продукции белков в гетерологичных или гомо-
логичных системах) на выходе часто получают
биологически неактивные нерастворимые бел-
ковые агрегаты [54]. Теперь стало понятно, что
максимизация скорости трансляции может войти
в противоречие с продуктвным характером само-
го процесса биосинтеза белка и привести к непра-
вильному его сворачиванию.

Однако еще много над чем предстоит порабо-
тать. Так, пока нет четкого понимания того, как
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Рис. 3. Использование синонимических кодонов меняет кинетику синтеза белка и может изменять котрансляционное свор-
чивание белка. Модель иллюстрирует влияние использования кодонов/кинетики трансляции на конечную конформацию
синтезируемого белка. а ‒ Природная (нативная) кинетика трансляции ведет к эффективному формированию нативной
структуры через ряд продуктивных котрансляционных интермедиатов. б ‒ Изменения в использовании кодонов/кинетики
трансляции могут привести к формированию кинетически “запертых” интермедиатов. Эти интермедиаты затем могут быть
конвертированы с помощью (или без) молекулярных шаперонов (ко- или посттрансляционно) в нативный белок. Однако по-
добные кинетически “запертые” интермедиаты могут оставаться стабильными и направлять весь процесс сворачивания белка
в ненативное и/или склонное к агрегации состояние. Непродуктивные, “запертые” в неправильной конформации, молекулы
белка могут быть также деградированы (ко- или посттрансляционно). Возникшие из-за измененного использования синони-
мических кодонов конечные неправильно свернутые формы белка могут привести к развитию различных заболеваний.
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именно синонимические мутации влияют на струк-
туру котрансляционных интермедиатов фолдинга.
Использование таких новых технологий, как FRET
единичных молекул/или криоэлектронная микро-
скопия с разрешением по времени [131], потенци-
ально может дать ответы на эти вопросы и пролить
свет на то, как именно синонимические мутация
вляют на появления котрансляционных интерме-
диатов сворачивания белка или их конформацию.
Однако в настоящее время применение криоэлек-
тронной микроскопии с временным разрешением
в анализе динамики новосинтезированных поли-
пептидных цепей сопряжено с определенными
трудностями, а FRET сам по себе не позволяет на-
прямую визуализировать структуру новосинтези-
рованных пептидов.

Тем не менее, уже на сегодняшний день наше
углубленное понимание роли синонимических
кодонов в процессе сворачивания белка позволяет
с уверенностью утверждать, что использование си-
нонимических кодонов вдоль мРНК служит ин-
струкцией к котрансляционному фолдингу белка в
клетке.

Эта работа была бы невозможна без исходного
участия и вклада Ивана Алексеевича Аджубея и
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SYNONYMOUS CODON USAGE – A GUIDE FOR CO-TRANSLATIONAL 
PROTEIN FOLDING IN THE CELL
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In the cell, protein folding begins during protein synthesis/translation and thus is a co-translational process.
Co-translational protein folding is tightly linked to translation elongation, which is not a uniform process.
While there are many reasons for translation non-uniformity, it is generally believed that non-uniform syno-
nymous codon usage is one of the key factors modulating translation elongation rates. Frequent/optimal co-
dons as a rule are translated more rapidly than infrequently used ones and vice versa. Over 30 years ago, it was
hypothesized that changes in synonymous codon usage affecting translation elongation rates could impinge
on co-translation protein folding and that many synonymous codons are strategically placed within mRNA
to ensure a particular translation kinetics facilitating productive step-by-step co-translational folding of pro-
teins. It was suggested that this particular translation kinetics (and, specifically, translation pause sites) may
define the window of opportunity for the protein parts to fold locally, particularly at the critical points where
folding is far from equilibrium. It was thus hypothesized that synonymous codons may provide a secondary
code for protein folding in the cell. Although, mostly accepted now, this hypothesis appeared to be difficult
to prove and many convincing results were obtained only relatively recently. Here, I review the progress in the
field and explain, why this simple idea appeared to be so challenging to prove.

Keywords: genetic code, codon usage, synonymous codons, translation kinetics, nascent peptides, co-trans-
lational protein folding
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